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Resumo

O Arundo donax L. é uma cultura energética com elevado potencial para a produgéo de bioenergia e
produtos de valor acrescentado, mas a sua exploracdo num engquadramento de biorrefinaria necessita
ainda de aprofundamento. Neste trabalho pretende-se contribuir para o desenvolvimento de um
processo de valorizagdo das suas hemiceluloses pela bioprodugédo de xilitol.

A mateéria-prima foi moida tendo-se estudado a influéncia da granulometria na hidrdlise &cida. A
composicao dos hidrolisados e dos residuos sélidos obtidos ndo apresentou diferencas significativas
para as fracdes ensaiadas (< 2 mm).

Comparou-se seguidamente a performance fermentativa de trés estirpes de Debaryomyces hansenii,
em meio quimicamente definido (MQD) e a tolerancia e aclimatagcdo destas ao meio com hidrolisado.
A estirpe CCMI 941 destacou-se por apresentar a maior taxa de consumo de xilose (0,26 g-L™*-h™) em
MQD e maior tolerdncia ao hidrolisado, sendo por isso selecionada para a otimizacdo do processo de
producéo de xilitol.

Os melhores resultados de rendimento e produtividade em xilitol na globalidade do processo (0,77
g-g' e 009 g-L*h", respetivamente) foram obtidos sob condicbes de semi-aerobiose utilizando
hidrolisado concentrado duas vezes, ndo suplementado, ndo-destoxificado e um indculo produzido em
apenas um passo de aclimatacdo sob condigfes de aerobiose plena. Este rendimento é um dos mais

elevados descritos na literatura para esta estirpe.

Palavras-chave

Arundo donax L.
Granulometria
Hidrélise com &cido diluido
Aclimatagdo microbiana
Debaryomyces hansenii
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Abstract

Arundo donax L. is a Mediterranean energy crop with a high potential for the production of
bioenergy and added-value products. Nevertheless, its exploration within a biorefinery framework still
requires further developments. This work aims to contribute for the development of a strategy to
upgrade its hemicellulose fraction, by means of xylitol bioproduction.

The raw material was milled and the influence of particle size on acid hydrolysis was studied. The
composition of the hydrolysates and residual solids obtained did not differ significantly for the
different fractions tested (< 2 mm).

Three Debaryomyces hansenii strains were compared in chemically defined medium (CDM), and
their tolerance and acclimatization were studied using non-detoxified hydrolysate-based medium
(HM). Strain CCMI 941 presented the highest xylose consumption rate (0.26 g-L™-h™) in CDM and
the best tolerance to the HM. For this reason, this strain was selected for the optimization of the xylitol
bioprocess.

The best results for xylitol yield and productivity in overall process (0.77 g-g™* and 0.09 g-L™*-h™,
respectively) were obtained under semi-aerobic conditions, using a twofold concentrated, not
supplemented, non-detoxified hydrolyzate and an inoculum with a single step of acclimatization under

full aerobic conditions. This yield is one of the highest reported in literature for this strain.

Key-words

Arundo donax L.
Diluted acid hydrolysis
Particle size
Microbial acclimatization
Debaryomyces hansenii
Xylitol
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Extended Abstract

Arundo donax L., also known as giant reed, is an herbaceous material common in southern Europe
(Mediterranean region) and widely distributed in tropical, subtropical and temperate regions. It is
considered as an energy crop. Due to the its high abundance and perennial growth, there is no need to
use chemicals and fertilizers. As such, it is mainly used as an inexpensive energy source and an
alternative way to produce paper pulp.

Stem’s polysaccharide content (near 61 %), as quantified in this work make it an interesting
material for the biotechnological valorization within the biorefinery concept. The high hemicellulose
content (that accounts for approximately 43 % of total 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.

Previous optimized dilute acid hydrolysis conditions (liquid/solid ratio of 7, [H,SO,] of 1.274 %,
130 °C and 105 minutes of isothermal period) were used for the selective recovery of hemicelluloses.
Heterogeneous systems, as the biomass hydrolysis reaction(s), are typically dependent of particle size
that some authors consider to be among the most important variables affecting process yield. Since
these studies have not be applied yet to A. donax, five different particle sizes (< 2 mm) were evaluated,
after confirming that these granulometric fractions were similar in composition to assure that no other
variables affect the results. Hydrolysate and solid residues chemical composition were chemically
characterized, and no significant change between the fractions were identified, what is a further
advantage of this raw material as it enables efficient operation at higher particle size, which will
positively affect milling costs.

Under optimal conditions, A. donax L. hydrolysate contains about 28 g-L™ of xylose. Furthermore,
glucose was found in relative low amounts (similar to arabinose concentration, approx. 2.5 g-L™),
rendering this hydrolysate quite interesting for studying pentose upgrade due to its high xylose/sugars
ratio. The amounts of potential microbial inhibitors, furans (furfural and hydroxymethylifurfural) and
phenolic compounds were low compared to other hydrolysates, e.g. as EOP (extracted olive pomace)
hydrolysates. Conversely, aliphatic acids content (mainly acetic acid) is relevant. This can potentially
reduce the bioconversion costs, as detoxification processes might be omitted. As such in this work, no
explicit detoxification method will be assayed. The remaining solids have an increased glucan and
lignin content that can be used in other applications, such as upgrading into bioethanol (e.g. through
enzymatic hydrolysis) and added-value phenolic compounds, respectively, within the integrated
biorefinery concept.

In order to access polyols production in A. donax hydrolysate, three Debaryomyces hansenii yeast
strains, var. hansenii (CCMI 493) and var. fabryi (CCMI 496 and CCMI 941) were cultivated in an
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Extended abstract

initial chemical defined medium with 20 g-L™ of xylose in order to have some insight on their pentose
metabolism. As expected, they have shown a quite different behavior. The best growth and the highest
rate of xylose consumption (0.26 g-L™"-h™") were found for CCMI 941 strain. No growth or xylose
assimilation was observed for the var. hansenii strain, unless when chemically defined medium
containing glucose (10 g-L™) was assayed.

All strains were also studied in non-detoxified hydrolysate based media. Again, CCMI 941
presented the best performance as it could be easily acclimatized to the hydrolysate in a single run.
Conversely, CCMI 496 showed a lower tolerance and var. hansenii strain presented no significant
growth. As such, CCMI 941 was selected for bioprocess optimization.

Bioprocess was optimized both concerning the biomass production phase studying oxygen
availability under full aerobic conditions and standard aerobic conditions. Xylitol production was
studied on a two-fold concentrated hydrolysate, evaluating the impacts of oxygen availability,
supplementation and inocula preparation strategy.

For this, two hydrolysate conditioning strategies (sequence of pH correction and evaporation) were
compared. As lower loss of hydrolysate volume was found when the concentration was applied after
pH correction, this was the chosen strategy, although it had a high recovery of acetic acid.

As expected a higher biomass production rate was found using full aerobic conditions. And
although the cells were putatively not as tune as the cultures grown under aerobic conditions, the
observed xylitol yield in the xylitol production phase was higher, irrespectively of supplementation
and oxygen availability conditions for the xylitol production phase.

Supplementation was also found to be negligible, as it did not induce higher yields as compared to
non-supplemented hydrolysates.

As such, the best results for xylitol yield and productivity under full aerobic conditions (0.77 g-g™
and 0.09 g-L™*-h™", respectively) were obtained under semi-aerobic conditions, using a twofold
concentrated, not supplemented, non-detoxified hydrolyzate and an inoculum with a single step of
acclimatization under full aerobic conditions. This yield is one of the highest reported in literature,
thus confirming the high upgradability potential of A. donax hemicellulosic hydrolysate in a

biorefinery framework.
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1 Introducéao

1.1 Os materiais lenhocelul6sicos como matérias-primas

O crescente consumo de combustiveis fosseis, aliado ao aumento do preco e ao interesse social e
politico em reduzir as emiss@es de gases de efeito de estufa (GEE), levou a necessidade de reduzir a
dependéncia energética nestas matérias-primas petroquimicas, através do desenvolvimento de energias
alternativas e de novas matérias-primas renovaveis. A biomassa representa toda a fracdo
biodegradavel (ndo féssil) de produtos e residuos que € suscetivel de aproveitamento energético e
engloba uma panoplia de produtos biocombustiveis capazes de produzir energia, associados a
abundancia e aos beneficios ambientais e sociais resultantes da sua utilizagdo [Santos, 2009].
Comparativamente com outras energias renovaveis, que apenas se podem traduzir em energia ou calor,
a biomassa é a unica fonte disponivel passivel de ser convertida simultaneamente em energia, produtos
quimicos, materiais e combustiveis liquidos, podendo ser um fator determinante para a sua viabilidade
econémica. Estima-se uma quantidade de biomassa vegetal anual na ordem dos 100 x 10° toneladas
em todo planeta Terra, de composicdo variada e de grande interesse econdmico, alimentar e ambiental
[Kuhad et al., 1993].

Embora seja necessario ultrapassar alguns obstaculos, nomeadamente relacionados com a
capacidade de producdo energética comparativamente ao petréleo (para atingir a mesma quantidade de
energia, € necessario um peso 4,5 vezes superior ou um volume 125 vezes superior de biomassa
[Saido, 2009]), foi citado pela Comisséo Europeia, no seu Plano de Ac¢édo Biomassa, que a produgéo de
biomassa representa atualmente cerca de 50 % das energias renovaveis utilizadas na Unido Europeia
(UE). A meta estabelecida pela UE prevé que uma contribuicdo de 20 % de energias renovaveis em
2020 s6 sera possivel de alcancar, no caso de Portugal, recorrendo & biomassa e aos biocombustiveis,
que irdo estimular novas oportunidades de mercado para os setores florestal e agricola, contribuindo
para a promog¢do do crescimento econdmico e para a independéncia energética do pais [Nunes, 2009].
Conforme referido pelo Instituto Nacional de Estatistica (INE), o consumo de biomassa em Portugal
para fins energéticos subiu 1,5 % entre 1995 e 2009, encontrando-se em terceiro lugar no ranking das
fontes de energia mais utilizadas no pais, sendo apenas ultrapassada pelo gaséleo e o gas natural.

A Dbiomassa vegetal, nomeadamente os residuos lenhocelulésicos e as culturas energéticas,
constituem uma importante fonte de biomassa renovavel. Estima-se que a sua producdo anual
represente metade da biomassa existente na terra [Sanchez, 2009]. Apesar da sua biodegradabilidade,
estes residuos e subprodutos organicos ricos em carbono, provenientes de praticas florestais, agricolas,
industriais e urbanos, podem constituir um problema ambiental, para o qual sdo necessarias solugdes
devido as quantidades envolvidas. O seu aproveitamento deve permitir a obtencdo de produtos de
valor acrescentado associado a garantia da sustentabilidade do ponto de vista ambiental. O

cumprimento destes objetivos sera tanto mais conseguido quanto maior for a percentagem de biomassa
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utilizada. A biomassa lenhocelul6sica surge como a melhor alternativa aos combustiveis fosseis, pois é
produzida por fotossintese e representa o recurso bioldgico renovavel mais abundante [Kumar et al.,
2008], em contrapartida & aplicagdo de culturas alimentares para a produgdo de energia, como a cana-
de-acUcar, que levanta questdes paradoxais.

Neste contexto surgiu o conceito de biorrefinaria, que, visa um aproveitamento integrado de todos
os componentes da biomassa vegetal, ou seja, tem subjacente a ideia de que todos os componentes da
biomassa sdo passiveis de utilizagdo. Uma biorrefinaria integrada € um conceito global de um
processo integrado e diversificado, onde todas as fontes de biomassa sdo convertidas em uma ampla
gama de produtos de valor acrescentado, sem que ocorram desperdicios, nos quais se incluem
ingredientes alimentares, quimicos, produtos farmacéuticos, materiais para construcdo, compdsitos
industriais complexos, energia e biocombustiveis [Gravitis et al., 1999]. Em compara¢do com
refinarias de petroleo, as biorrefinarias apontam para a utilizacdo de uma maior variedade de matérias-
primas e uma maior gama de tecnologias de processamento. O aumento da produtividade e da
eficiéncia também podem ser alcangados por meio de operagdes que maximizam a utilizagdo de toda a
biomassa, usando economias de escala, operacdes comuns de processamento, materiais e
equipamentos que reduzem os custos de producdo. A biorrefinaria pode ser considerada como uma
evolugdo de conceitos como a “quimica verde”, conceito que se define como sendo a utilizacdo de
técnicas e metodologias quimicos ndo poluentes em busca da auto-sustentabilidade [Cann et al., 2000].
Um dos aspetos singulares das biorrefinarias esta relacionado com o facto da biomassa vegetal ser
constituida por diversas fragbes, de composi¢cdo quimica muito variada, o que coloca desafios

importantes em termos de inovacdo de modo a permitir a sua utilizacdo de forma eficiente.

1.2 Estrutura dos materiais lenhocelulésicos

Designam-se como materiais lenhocelulésicos (ML) os diferentes tipos de biomassa de origem
vegetal que tém como caracteristica comum serem principalmente constituidos por polissacaridos
(celulose e hemiceluloses), que constituem 75-80 % das paredes celulares vegetais, e lenhina [Verma
et al., 2011]. Sao polimeros insoliveis em agua, com funcdo estrutural. A estrutura primaria das
paredes celulares vegetais € composta por fibras rigidas, designadas por microfibrilas de celulose com
propriedades cristalinas, envolvidas numa matriz hidratada constituida por hemiceluloses, pectinas e
uma pequena quantidade de proteinas estruturais organizadas (Figura 1A). Nesta primeira camada, as
microfibrilas ndo apresentam uma direcdo definida e encontram-se ligadas por pontes de hidrogénio,
que torna a estrutura mais flexivel e confere a elasticidade necessaria ao crescimento das plantas.
Novas camadas de celulose depositadas dentro da parede primaria geram espessamento, com
impregnacdo de camadas sucessivas de uma matriz polimérica hidrofébica, a lenhina, em torno das
fibras de celulose, formando assim a parede secundaria (Figura 1B). Devido a organizagdo das

microfibrilas numa dada direcdo, esta camada secundaria apresenta uma maior rigidez e, uma vez
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formada, impede que as células cresgcam. Assim, é possivel a formagdo de um sistema vascular
complexo, imprescindivel a espécies de grande porte. Para além destas ligacdes, existe ainda uma
camada entre as paredes celulares de células vizinhas (intercelular) de lamela meédia, quase
exclusivamente constituida por lenhina, que confere coesao a estrutura celular.

Assim sendo, a parede celular apresenta baixa porosidade, o que impede a infiltracdo de moléculas
de elevada massa molar, como enzimas, criando uma barreira ao processo biodegrativo. Desta forma,
0 grupo de compostos capazes de degradar os materiais lenhoceluldsicos € restrito, sendo que a
remoc¢do dos elementos de estrutura mencionados apenas pode ser alcancado através de tratamentos
quimicos ou mecanicos, para que ocorra a despolimeriza¢ao ou solubilizacdo [Aguiar et al., 2011].

" Celulose

Lenhina

-
= Hemicelulose

Aglomerzdo
de celulose

Figura 1 - Organizacdo estrutural dos principais componentes de materiais lenhocelulésicos. (A)
Diagrama esquematico dos principais componentes estruturais da estrutura primaria da parede celular
vegetal [Brett and Waldron, 1996]; (B) BEsquema representativo da disposicdo dos componentes

macromoleculares da estrutura secundaria da parede celular vegetal [Silva, 2010].

1.3 Composicdo dos materiais lenhocelulésicos

Do ponto de vista quimico, os componentes dos ML podem ser classificados segundo a sua massa
molecular e a sua solubilidade. Encontram-se presentes polimeros de alta massa molecular insoliveis,
como é o caso da celulose, hemiceluloses, lenhina e outros polimeros que, juntamente com outras
substancias organicas de massa molecular reduzida representam a fracdo de extrativos. A fracdo
inorganica, designada por cinza, é contabilizada na definicdo de substancias de baixa massa molecular,
representando este conjunto de substancias, uma pequena fracdo lenhocelulésica (Figura 2). Os
componentes organicos podem ser facilmente removidos através da utilizacdo de solventes com

polaridade adequada, sem alteracdes significativas das caracteristicas estruturais.
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A composicdo dos ML nos constituintes apresentados varia consoante fatores como a origem,

condices de crescimento, a espécie vegetal e, dentro dessa mesma espécie, com fatores genéticos e

ambientais.
Materiais Lenhocelulésicos
Compostos de baixa massa Compostos de alta massa
molecular molecular
|

Compostos Compostos Outros Polissacaridos Lenhina
inorganicos organicos polimeros |

| | ] | |

I
Cinza Extrativos Celulose Hemiceluloses

Figura 2- Composi¢do quimica dos materiais lenhocelulésicos.

Os ML sdo habitualmente classificados de acordo com a sua composi¢cdo quimica, propriedades
fisicas, quimicas e mecanicas, em trés grupos diferentes: materiais lenhosos, do tipo madeira, que
podem ser resinosas (gimnospérmicas) ou folhosas (angiospérmicas) e materiais ndo-lenhosos, que
incluem principalmente materiais herbaceos como os materiais agricolas e agro-industriais. As
elevadas quantidades de ML considerados como “residuos” podem, potencialmente, ser convertidos
em diferentes produtos de valor acrescentado, sendo os biocombustiveis a maior por¢do obtida através
destes materiais. Contudo, também podem ser utilizados para a producdo de massa proteica para fins
alimentares e de metabolitos de valor acrescentado, como é o caso do xilitol, sorbitol e arabitol
[Sheldon, 2011]. De um modo geral, os materiais agricolas sdo os mais ricos em hemiceluloses, as
madeiras folhosas as que apresentam um maior teor de celulose, enguanto as madeiras resinosas sao as

mais ricas em lenhina [Fengel et al., 1984].
1.3.1 Polimeros de elevada massa molecular
13.1.1 Celulose

A celulose representa, em geral, a maior fracdo de massa seca total dos materiais lenhocelulésicos
(23-25 %), podendo também ser encontrada em bactérias, fungos e algas. Confere & biomassa suporte
estrutural e apresenta-se sob forma de polimero linear com um grau de polimerizagdo (DP) que pode
variar entre 9 000 e 10 000 unidades de glucose ligadas entre si capazes de formar cadeias lineares
bem estruturadas [Rowell, 1992].

E assim constituida por mondémeros de B-D-glucopiranosilo (forma ciclica de residuos de glucose)

unidas por ligacBes glicosidicas p-1,4 (covalentes) com peso molecular de cerca de 10° Da [Buzetzki
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et al., 2011] apresentando cada molécula de glucose uma rotacdo de 180° em relagdo as moléculas
vizinhas, pelo que a unidade basica de repeticdo é na realidade uma molécula de celobiose [Nag, 2008]
(Figura 3).

Cada molécula de celulose estabelece ligacBes inter e intra-moleculares, através de pontes de
hidrogénio estabelecidas entre unidades de glucose de moléculas adjacentes ou entre glucoses da
mesma cadeia celulosica, respetivamente (Figura 3). As ligacdes intermoleculares sdo responsaveis
pela rigidez e as intramoleculares pela formacéo de fibrilas elementares (FE) altamente ordenadas, que
se associam formando filamentos longos agrupados, as microfibrilas. Estes filamentos sdo na sua
maioria independentes mas a sua ultra-estrutura resulta em grande parte do estabelecimento de
ligacGes covalentes, pontes de hidrogénio e forcas de Van der Waals, sendo estas Ultimas as que
permitem a unido entre as camadas superiores dentro da parede celular [Pereira et al., 2003].

As microfibrilas de celulose apresentam zonas mais ordenadas, com elevado grau de
cristalinidade, e zonas desordenadas e amorfas. Estima-se que 70 % da celulose se encontre sob a
forma cristalina e altamente ordenada [Pereira et al., 2003]. Como resultado da sua estrutura cristalina,
a celulose apresenta uma elevada resisténcia quimica sendo insolivel na maioria dos solventes, como
é 0 caso da agua. Contudo, na presenca de alguns &cidos, como por exemplo o acido sulfurico, e/ou de
temperaturas elevadas (250-350 °C) [Buzetzki et al., 2011] a celulose torna-se solavel, podendo sofrer
processos de hidrélise. E na regido amorfa onde este polimero apresenta a sua maior flexibilidade
[Vasquez et al., 2007], em que a presenga de grupos hidroxilo ndo envolvidos em ligaces entre as
cadeias, particularmente presentes nas regides amorfas, confere a celulose propriedades higroscopicas
[Pereira, 2004]. A celulose surge na natureza associada a outros componentes, estruturalmente ligada
as hemiceluloses e a lenhina, conferindo-lhe resisténcia a hidrolise, o que representa um grande
desafio para a utilizagdo dos materiais lenhocelulésicos em aplicagcBes biotecnologicas, com a

producéo de etanol de segunda geracdo e xilitol [Arantes et al., 2010].

Celobiose

Figura 3 - Representacdo esquematica da celulose e das suas ligagfes inter e intramoleculares [Morais et
al., 2005].
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1.3.1.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo o segundo constituinte mais abundante dos ML (cerca de 1/3 do ML),
diferindo da celulose por ndo ser guimicamente homogénea, apresentando também uma massa
molecular inferior. Sdo polimeros heterogéneos constituidos por cadeias principais de pentoses (B-D-
xilose e o-L-arabinose) e/ou hexoses (B-D-glucose, B-D-galactose, a-D-manose), ramificadas com
outras pentoses ou hexoses, grupos acetilo, acidos uroénicos (a-D-glucurénico, o-D-4-O-
metilgluuronico e a- D- galacturénico) e/ou compostos fendlicos, por exemplo, &cido ferdlico [Kumar
et al., 2008].Outros agtcares, como a a-L- ramnose e a-L-fucose podem também estar presentes em
pequenas quantidades [Northey et al., 2000].

A sua estrutura apresenta ramificacOes e cadeias laterais que interagem facilmente com a celulose,
dando estabilidade e flexibilidade ao agregado. Comparadas a celulose, as hemiceluloses apresentam
uma maior suscetibilidade a hidrolise acida, pois oferecem uma maior acessibilidade aos acidos
minerais comummente utilizados como catalisadores. A falta de cristalinidade e o baixo grau de
polimerizagdo torna as hemiceluloses soliveis em meio acido e alcalino. Estes polimeros apresentam
um grau de polimerizagdo que geralmente ndo ultrapassa o valor médio de 200 unidades de oses
anidras [Sun et al., 2005].

Os principais grupos constituintes das hemiceluloses sdo os xilanos e os glucomananos sendo que,

consoante a origem biolégica, a sua estrutura e composicdo varia.
Os xilanos sdo os principais componentes hemicelulésicos, constituindo 20-30 % da biomassa
presente em plantas herbaceas e em madeiras folhosas [Ebringerova et al., 2005]. Em alguns tecidos
de gramineas e cereais, 0s Xilanos podem chegar aos 50 % [Stephen, 1983] e normalmente encontram-
se em grandes quantidades como subproduto de polpas e madeiras, assim como na indUstria do papel.
Dependendo da origem biologica, o xilano pode ser encontrado em diferentes variagdes, apesar de
conterem em comum a cadeia principal constituida por unidades de B-D-xilopiranosilo unidas por
ligagdes glicosidicas B-1,4 [Sedimeyer, 2011]. Uma das classificagdes mais frequentemente utilizadas
para os diferentes tipos de xilano é baseada no grau de substituicdo e nos tipos de cadeias laterais,
podendo ser divididos em homoxilanos e heteroxilanos, sendo que estes dGltimos incluem os
glucuronoxilanos, arabinoglucuronoxilanos, glucuronoarabinoxilanos, arabinoxilanos e heteroxilanos
complexos [Ebringerova et al., 2005] (Figura 4).

Os glucomananos sdo outro tipo de hemiceluloses mais comuns no grupo das resinosas e
apresentam um teor superior de unidades de manose e de glucose.

Na maioria das folhosas, herbaceas e residuos agricolas, como cerca de 80 % dos mondmeros
hemicelulésicos correspondem a xilose, é frequente associar o contetdo em hemiceluloses como
sendo o contetdo em xilano [Moure et al., 2006].

A obtencdo de xilitol estd dependente de uma fase inicial de fracionamento das hemiceluloses,

para a obtencdo dos monossacéaridos que as constituem, principalmente a xilose (pentose), de modo a
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ser possivel a sua bioconversdo. O aproveitamento de residuos lenhocelulésicos ricos em pentoses,
como € o caso do Arundo donax L., otimiza a produgdo de xilitol, dando utilidade a materiais que
seriam desperdigados para outros efeitos, como por exemplo, para a combustao.
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Figura 4 - Estrutura esquematica de heteroxilanos complexos. A-Arabinofuranose; X- Xilopiranose; G-
Galactopiranose; GIcA- Acido glucurénico; FeA- Acido ferdlico [Saulnier et al., 1995].

1.3.1.3 Lenhina

A lenhina é o terceiro polimero mais abundante na natureza e é o principal constituinte da lamela
média localizada na parede celular. A lenhificacdo é uma das etapas finais de diferenciacao das células
do xilema, onde a lenhina é depositada juntamente com os hidratos de carbono, formando ligacGes
covalentes com unidades monossacéridas das hemiceluloses. Confere assim a unido dos elementos
celulares entre si, tornando a parede celular rigida, impermeavel e resistente a ataques microbianos e
ao stress oxidativo. E um heteropolimero aroméatico e complexo, de massa molecular elevada e de
natureza polifendlica, formada pela polimerizacdo de trés unidades basicas de fenilpropano unidas por
ligacOes éter e carbono-carbono com diversdes padrbes de ligagdo. Os trés principais mondémeros
constituintes da lenhina sdo os alcoois p- cumarilico, coniferilico e sinapilico (Figura 5) [Balat, 2010],
sendo que a composicdo em cada um destes alcoois varia consoante a origem, tal como acontece com
a hemicelulose [Khanal et al., 2010].

Esta fracdo lenhocelulésica, devido as interagbes fisicas e quimicas que estabelece com os
polissacaridos, principalmente com as microfibrilas de celulose, tem sido identificada como o
impedimento principal para hidrélise enzimatica, acida e alcalina da biomassa lenhoceluldsica.
Contudo, a lenhina é mais sensivel que os polissacaridos a reagdes de oxidacdo ou a a¢do de solventes
organicos. Estudos realizados por Chang et al.[2000] e por Pereira et al.[2003] concluiram que a
digestibilidade da biomassa é reforgada com a remocéao da lenhina presente, através de processos de
fracionamento.

A lenhina representa uma das maiores formas de acumulacdo de carbono da natureza e é o maior
depdsito de estruturas quimicas aromaticas, constituindo-se em uma fonte potencial para a indUstria

quimica, como na recuperacdo de compostos fendlicos. Apesar de terem vindo a ser feitos estudos de



Introducéao

reaproveitamento da lenhina dada a sua complexidade, atualmente a lenhina ainda continua a ser

utilizada essencialmente como fonte de energia para combustéo [FitzPatrick et al., 2010].

CHO

Figura 5 - Representacdo de uma macromolécula de lenhina.

1.3.2 Outros compostos presentes nos materiais lenhoceluldsicos

Para além das substancias estruturais (celulose, hemicelulose e lenhina), os ML possuem também
outros compostos que, embora presentes em quantidades inferiores, tém relevancia nas propriedades
dos materiais lenhocelulésicos por apresentarem influéncia nas suas propriedades e por afetarem o seu
processamento [Fengel et al., 1984]. A sua composicdo e quantidade relativa dependem, tal como as
macromoléculas, dos fatores ja mencionados no ponto 1.3.

Os compostos organicos podem ser do tipo lipofilico e hidrofilico e apresentar alta ou baixa massa
molecular. Exemplos de compostos de elevada massa molecular sdo as proteinas, pectinas e amido,
facilmente extraidos com agua.

As pectinas sdo hidrocoldides naturais presentes em plantas superiores e encontram-se
naturalmente em associagdo com a celulose e hemicelulose auxiliando a adesdo entre as células e
criando uma estrutura rigida que reforca a parede celular. As plantas superiores apresentem na parede
celular cerca de 30-35 % de pectinas, excetuando as gramineas, cuja percentagem neste
heteropolissacarido ronda os 10 % [Odonmmazig et al., 1992]. As proteinas estruturais encontram-se
na parede celular da planta e podem estar ligadas covalentemente através de liga¢Ges cruzadas com a
lenhina e polissacaridos. Comparativamente com as madeiras, que sdo praticamente desprovidas de
proteina, 0s materiais ndo-lenhosos podem apresentar teores de proteina muito elevadas. O amido é
um polimero de glucose que se encontra em forma de granulos, presente essencialmente em cereais
(exemplo: sorgo) bem como em alguns residuos, como cascas. E constituido por duas fragées, amilose
e amilopectina, de estrutura linear e ramificada, respetivamente. Desempenha uma fungao importante
na planta de armazenamento de energia e carbono. Contrariamente a celulose, pela estrutura e

composicdo que apresenta, o amido pode ser mais facilmente modificado tanto fisicamente como
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quimicamente (por derivatizacdo e hidrolise), tendo por isso uma utilidade muito maior,
principalmente na &rea alimentar.

Outros compostos a considerar sdo 0s compostos de baixa massa molecular, que podem ser
divididos em trés grupos principais [Freire, 2003]: i) Compostos alifaticos, tais como alcanos, alcandis
e ceras (ésteres de alcoois alifaticos) e acidos gordos livres. Estas fragdes sdo extraidas por solventes
apolares, como é o caso do cloroférmio e do diclorometano; ii) Terpenos, terpendides e seus
derivados, como é o caso dos esterois; iii) Compostos fendlicos, como por exemplo, flavonoides,
fendis simples e acidos fendlicos, lignanos, estilbenos e taninos.

AléEm dos compostos organicos, € importante referir a presenca de elementos inorganicos
(minerais), que englobam toda a fracdo de cinza. Exemplos destes compostos sdo 0 potassio, magnésio

e silicio.
1.4 Culturas energéticas

Com o previsivel desenvolvimento e crescimento da aplicacdo do conceito de Biorrefinaria, as
matérias-primas preferenciais como sejam os residuos agricolas e agroindustriais tenderdo a ser
insuficientes para a sustentacdo do processamento industrial. Daqui advém a necessidade da
exploragdo do conceito de culturas energéeticas como fonte de biomassa.

As culturas energéticas sao culturas de baixo custo de manutencdo dado apresentarem crescimento
significativo sem necessidades de fertilizantes e outros produtos quimicos, como pesticidas, nem de
solos de elevada qualidade. De fato, sdo maioritariamente provenientes de campos sem atividade
agricola relevante ou marginal, ndo interferindo com a producdo de bens alimentares [Venendaal et
al., 1997].

Atendendo ao tipo de matéria-prima, podem ser classificadas como glucidicas, lenhocelul6sicas ou
oleoginosas [Pilu et al., 2012].

Entre a grande variedade de plantas herbaceas avaliadas como potenciais culturas energéticas, o
Arundo donax L. é considerado como sendo uma das que apresenta maior potencial para a produgédo

de biomassa, sendo um objeto preferencial de investigagdo [Lewandowski et al., 2003].

14.1 Arundo donax L.

O Arundo donax L., também conhecido como cana-do-reino ou cana gigante (giant reed), é uma
monocotiledonea perene pertencente a familia das gramineas (Quadro 1), comum no sul da Europa
(regido do Mediterraneo) e amplamente distribuida por regibes de clima tropical, subtropical e
temperado. Apresenta-se como uma estrutura tubular segmentada, semelhante ao bambu e a sua
origem exata ainda ndo se encontra determinada, dada a facilidade em se expandir e crescer em varios
tipos de solo [Giicel, 2010]. Contudo, a maior taxa de crescimento desta planta ocorreu em solos com
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altos niveis de humidade, o que explica o fato de ser frequentemente encontrada em regides ribeirinhas
[Quinn et al., 2008].

Quadro 1 - Classificagdo taxonémica do Arundo donax L. (adaptado de [Pilu et al., 2012]).

Classificacdo taxonémica

Reino Plantae
Diviséo Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordem Poales
Familia Poaceae
Subfamilia Arundinoideae
Género Arundo

Espécie Arundo donax

A floracéo inicia-se no final do verdo, com formacdo de grandes inflorescéncias (30 a 60 cm) em
forma de pluma de penas, esbranquicadas e por vezes apurpuradas [Coelho, 2005]. Raramente as suas
sementes sdo férteis sendo que se provou que, em aproximadamente 36 000 destas plumas, foram
apenas encontrados cinco 6vulos com viabilidade [Johnson et al., 2006]. Esta planta possui um rizoma
tuberculoso, crescendo sob a forma de tufos a partir da raiz [Seca et al., 2000]. A reproducéo é
maioritariamente vegetativa, sendo obtida por quebra em seccdes de caules e rizomas subterraneos,
transportados e dispersos pelas for¢as das aguas da chuva ou de lengois freaticos. Cada fracao possui
aproximadamente 5 cm, contendo um n6 capaz de produzir uma nova planta [Boose et al., 1999].

O Arundo donax L. é considerado como uma das maiores gramineas, podendo crescer até 2 a 8
metros de altura [Neto et al., 1997] e atingir os 10 m em condi¢Ges 6timas [Csurhes, 2009] com taxas
de crescimento a rondar os 4 a 7 cm por dia [Mirza et al., 2010]. As folhas atingem os 30-70 cm de
comprimentos e 5-8 cm de largura [Frandsen et al., 1994]. A espécie, sob condi¢Bes 6timas de clima e
irrigacdo, alcanca rendimentos de 3-37 t / ha / ano de biomassa verde [Lewandowski et al., 2003],
sendo que a partir do segundo ou terceiro ano de cultivo pode alcancar rendimentos até 100 t / ha. O
seu rapido crescimento e a sua forte capacidade vegetativa permitem uma rapida invasao de novas
areas e dominio da vegetagdo local [Shatalov et al., 2002] (Figura 6). A sua facil adaptabilidade a
diferentes condigbes ecologicas complementada a sua capacidade como cultura intensiva e a
composic¢ao quimica que apresenta, torna o Arundo donax L. como uma espécie ndo madeireiras mais
atrativas como fonte alternativa de fibras e de biomassa.

Recorrendo a uma analise detalhada da composicao quimica do Arundo donax L. foram reveladas
algumas semelhancas nas caracteristicas dos materiais lenhocelulésicos comparativamente outras

culturas agro-industriais, e uma maior diferenca para as espécies arbéreas [Shatalov et al., 2011].
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Figura 6 - Arundo donax L. [Coelho, 2005].

Esta planta apresenta ciclo fotossintético C3 o que significa que, a nivel do cloroplasto e na
auséncia de luz, o CO, é diretamente fixado pelo ciclo de Calvin, com a inicial formacédo de duas
moléculas de 3-fosfoglicerato (3PGA), cada uma com trés carbonos e posterior obtencéo de glucose e
outros compostos organicos. Este processo ndo permite que a planta acumule elevadas concentra¢des
de CO,, sendo que na presenca de luz aumenta a vulnerabilidade de recorrer a fotorrespiracao,
havendo maior necessidade de manter os estomas abertos durante mais tempo para captar mais
quantidade de CO, do meio. Como consequéncia, ocorrem maiores perdas de dgua e uma diminuicdo
na eficiéncia na fotossintese [Rossa et al., 1998] Todavia, estudos feitos em Arundo donax L.
comprovam elevadas taxas e potencial fotossintético [Papazoglou et al., 2005].

A composicdo quimica do Arundo donax L. varia consoante as regides morfologicas (caule e
folhas) e com o estado de maturacdo da planta [Neto et al., 1997]. Contudo, genericamente, o teor em
celulose, como sendo o principal constituinte quimico, contabiliza cerca de 34 % dos compostos
presentes no caule da cana [Shatalov et al., 2011], ndo diferindo significativamente de outras plantas
herbaceas da mesma familia, como é o caso do bambu, que apresenta um teor em celulose de
aproximadamente de 38 % [Hurter, 1988]. Dado o elevado grau de polimerizacdo que apresenta, a
celulose presente no Arundo donax L. tem sido objeto de estudo para a producao alternativa de pasta
de papel, principalmente em paises onde os recursos de materiais madeireiros Sao escassos ou para
aqueles que apresentam abundantes residuos agricolas e/ ou cultivos de plantas anuais [Soffner, 2001].
A percentagem de hemiceluloses, principalmente constituida por heteroxilanos complexos, torna esta
cana uma potencial fonte de pentoses, precursoras de compostos de valor acrescentado, como xilitol e
arabitol. As hemiceluloses presentes no Arundo donax L. atingem um teor de aproximadamente 26 %
no caule, sendo que 89 % s&o heteroxilanos [Shatalov et al., 2011].

Esta cana pode ter outras utilidades, face a rigidez que o caule apresenta, como por exemplo, no
fabrico de instrumentos musicais e como quebra-ventos.

11
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1.5 Fracionamento dos materiais lenhocelul6sicos

Um dos maiores obstaculos a ser superado, em termos de inovagao tecnolégica e econdmica e de
modo a tornar o conceito de Biorrefinaria uma realidade, é a implementagdo de métodos eficientes na
obtencdo de polimeros individualizados a partir de biomassa lenhocelulosica [Moxley et al., 2008].
Como método de base para o aproveitamento da biomassa lenhocelulésica, o fracionamento é
considerado como um pré-requisito para a bioconversdo dessa mesma biomassa em produtos de valor
acrescentado. Também designado por variados autores de Pré-tratamento, esta etapa tem como
objetivo a separacgdo dos diferentes polimeros de modo a que cada polimero individualizado possa ser
mais facilmente aproveitado, sendo por isso a designacdo fracionamento atribuida ao longo o trabalho.
Consiste num conjunto de processos fisicos, fisico-quimicos, quimicos e biologicos (Figura 7) capazes
de remover a lenhina, as hemiceluloses, de reduzir a cristalinidade da celulose e hidrolisa-la e de
aumentar a porosidade do material [Keller et al., 2003]. Contudo, o desafio de qualquer estratégia de
fracionamento é separar um tipo de componente sem que ocorra alguma degradacdo da estrutura
quimica dos restantes, de modo a que ocorra uma maximizacdo do valor das diferentes fracGes. Para
atingir tal objetivo, é necessaria uma selecdo cuidada das condi¢c@es operacionais e optar pelo melhor
método. Um processo de fracionamento eficaz e econémico deve atender a requisitos como, por
exemplo, maximizar o rendimento em pentoses na sua forma ndo degradada, produzir fibras
celulésicas reativas, produzir hidrolisados com a formagdo mais reduzida possivel de compostos
inibidores ao processo de fermentagéo e ser economicamente eficiente [Huber et al., 2006; Taherzadeh
et al., 2008].

Consoante a fracdo que se pretende separar, existem métodos distintos de fracionamento, sendo por
isso um desafio isolar um componente dadas as diferentes propriedades fisicas e quimicas que cada
um apresenta. Por exemplo, se o objetivo for solubilizar os polissacaridos, € mais frequente a
utilizacdo de processos de hidrolise [Carvalheiro et al., 2008]. Os polissacaridos podem ser
hidrolisados na presenca de acidos ou enzimas, sendo que as hemiceluloses em particular podem ser
hidrolisadas através de métodos hidrotérmicos (autohidrolise/explosdo de vapor), acidos, com adicdo
de &cidos diluidos ou concentrados, alcalinos e enzimaticos. Poréem, os Ultimos dois tratamentos ndo
sdo apenas seletivos para as hemiceluloses, o que pode levar a formacao de grandes quantidades de
inibidores ao crescimento microbiano. Assim sendo, métodos hidrotérmicos e acidos sdo os que
permitem obter uma solubilizagdo mais seletiva das hemiceluloses [Girio et al., 2010]. Todavia, €
importante mencionar que existem outros tipos de fracionamento, como métodos de deslenhificagéo
(por exemplo, Organosolv e “Kraft”), alcalinos (tratamentos com sodio, potassio ou NaOH e
tratamentos com aménia (AFEX), com liquidos ionicos e fluidos supercriticos, mais apraziveis na

solubilizacéo e hidrolise dos outros macrocomponentes estruturais.
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Figura 7 — Esquema representativo do fracionamento dos materiais lenhoceluldsicos [Mosier et al., 2005].

Hemicelulose

De entre os muitos métodos de fracionamento disponiveis, a hidrolise acida, é daqueles se
encontram descritos como 0s mais indicados para a recuperagdo das hemiceluloses em

monossacaridos.

15.1 Hidrélise acida

7

Hidrolises meramente quimicas, como € o caso da hidrolise acida, envolvem a exposicdo dos
materiais lenhocelulésicos a um composto quimico durante um certo periodo de tempo e a uma
temperatura especifica, resultando na formacdo de mondémeros de aclcar e de alguns compostos
provenientes da degradacdo desses mondémeros e de grupos acetil libertados, como € o caso do
furfural, HMF (hidroximetilfurfural), &cido acético e outros produtos volateis [Ramos, 2003;
Taherzadeh et al., 2008] (Figura 8). Uma vez que se adiciona acido, esta hidrolise ocorre a valores de
pH relativamente mais baixos comparativamente a autohidrdlise, sendo por isso indispensavel a
neutralizagdo do meio ap6s hidrolise, de modo a minimizar a formacdo dos compostos indesejaveis.
Esta neutralizacdo ocorre geralmente por adicdo de componentes basicos, como por exemplo, NaOH
(hidroxido de sédio) e Ca,COs; (carbonato de célcio) que, em contacto com o &cido, formam sais de
baixa solubilidade facilmente separados por filtragdo [GAmez et al., 2006].

A reacdo principal que surge ao longo do tratamento com acido é a hidrélise das hemiceluloses,
especialmente do xilano, sendo este composto relativamente estavel na presenca de acidos. Este tipo
de fracionamento tem a vantagem de manter os outros polimeros estruturais praticamente inalterados,
sendo o mecanismo semelhante ao que ocorre nos processos hidrotérmicos, embora a origem dos ides
Hs;O" serem inicialmente nos acidos.

13
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Figura 8- Principais produtos resultantes da hidrélise de um material lenhocelulésico (adaptado de
[Palmgvist et al., 2000; Balat, 2010].

A despolimerizacdo das hemiceluloses tem inicio com a difusdo dos grupos H;O" através do ML,
seguida da protonacdo do oxigenio da ligacao glicosidica e consequente formagdo de um carbocatido.
Este promove a rutura da cadeia principal e a consequente formacdo de um oligomero ou de um
mondmero, caso a protonacao tenha lugar numa posi¢ao terminal da cadeia principal. Em seguida a
reacdo do carbocatido com uma molécula de agua leva a formacgdo de um sacérido estavel com um DP
especifico e a regeneracao do ido hidrénio (Figura 9). A propagacao deste na matriz sélida por via da

fase liquida leva a que estes tratamentos possam ser considerados auto-cataliticos [Fengel et al., 1984].
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Figura 9 - Mecanismo proposto para a cisdo das ligagGes glicosidicas na despolimerizacdo das

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

Os processos catalisados na presenca de acido podem utilizar &cidos concentrados, com recurso a
temperaturas moderadas e acidos diluidos, com necessidade de temperaturas de hidrélise elevadas
[Taherzadeh et al., 2008]. O é&cido sulfarico (H,SO,;) é o acido mais comummente utilizado na
hidrélise das hemiceluloses, dado ser tecnologicamente mais eficiente, mais seguro e economicamente
mais acessivel. Contudo existem outros &cidos inorganicos possiveis de serem utilizados, como € o

caso do &cido cloridrico (HCI), acido nitrico (HNO), o &cido trifluroacético (TFA) e acido fosférico
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(HsPO,) [Silverstein et al., 2007; Girio et al., 2010]. Este dltimo apresenta a vantagem de, quando
neutralizado com NaOH, forma um sal capaz de servir como nutriente ao desenvolvimento de
microrganismos [Gamez et al., 2006]. A utilizacdo de HCl e de TFA apresenta como vantagem a sua
facil recuperagdo, comparativamente com o H,SO,4, embora esta etapa seja apenas aplicada quando se
utilizam grandes concentrag¢des de &cido.

As condi¢Bes de operacao escolhidas de modo a que a hidrélise seja mais seletiva varia consoante o
tipo de material lenhocelulésico e o de hidrolisado que se pretende, sendo a hidrolise com acido
diluido geralmente utilizada quando o pretendido € solubilizar e hidrolisar as hemiceluloses. Um &cido
mais concentrado tem aplicacdo quando se pretende solubilizar as hemiceluloses e a celulose,
mantendo a lenhina como residuo insolivel.

15.2 Fatores que influenciam a eficiéncia da hidrolise

1521 Utilizacdo de acidos concentrados

A tilizacdo de &cidos concentrados no processo de hidrolise &cida é geralmente operada a
temperaturas e pressdes baixas e tempos reduzidos, o que operacionalmente reduz os custos tendo em
conta a baixa formacdo de produtos de degradacdo [Zhang et al., 2007]. No entanto, a velocidade da
formacdo destes produtos é bastante afetada por pequenas variagdes de temperatura, ao contrario do
que acontece se for utilizada uma hidrdlise com um &cido diluido (HAD) a temperaturas elevadas
[Camacho et al., 1996]. E comum a utilizacio de acido sulfurico a uma concentragio de 72 % [Girio et
al., 2010] e temperaturas entre os 20-50 °C durante um periodo que varia entre 20 minutos e uma hora,
pelo que nestas condicdes da-se principalmente a solubilizacdo da celulose e das hemiceluloses. Como
tal, a formacdo de mondmeros de acUcar € reduzida dada a fraca ocorréncia de hidrolise. A utilizagcdo
de &cidos concentrados a elevadas temperaturas pode ser uma boa escolha se o objetivo for o estudo
dos compostos de decomposicdo dos materiais lenhocelul6sicos.

Apesar das vantagens, os inconvenientes ndo permitem que este método seja uma op¢do comercial.
Se forem utilizadas temperaturas elevadas, podem existir problemas de corroséo dos equipamentos e,
se as temperaturas forem moderadas, a hidrdlise ndo ocorre em grande escala, sendo necessario um
sistema bietapico e por sua vez mais gastos energéticos. Além disso, apesar de a recuperacao do acido
poder ser um passo essencial para economizar o processo, 0s custos envolvidos tém impedido a
generalizacdo do seu uso, e por isso 0s gastos em acido sdo elevados.

15.2.2 Utilizacao de acidos diluidos

Hidrolisar recorrendo a acidos diluidos, a temperaturas elevadas e a tempos relativamente curtos é
um dos métodos mais comuns de fracionamento, sendo também usado como pré-tratamento quando se
recorre a enzimas para hidrolisar o material lenhocelulésico [Taherzadeh et al., 2008]. As

hemiceluloses sdo os polissacéaridos que mais facilmente hidrolisam, sendo as celuloses parcialmente
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hidrolisadas dada a dificuldade que existe na destruicdo da estrutura cristalina. Como tal, um dos
primeiros monossacaridos a ser formado é a xilose, como fruto da hidrélise de uma hemicelulose do
tipo xilano. Apresenta elevada sensibilidade ao &cido e por isso torna-se importante controlar e
otimizar devidamente o processo, de modo a recuperar ao maximo os monossacaridos e de modo a
minimizar a presenca de compostos de degradacdo. Recorre-se tipicamente a temperaturas entre 121-
160 °C e a concentracdes de acido sulfurico que rondam os 0,5-1,5 %, [Sun et al., 2002; Girio et al.,
2010], conseguindo-se atingir elevados rendimentos em agucares provenientes das hemiceluloses, com
uma recuperacdo entre 70 - > 95 % [Girio et al., 2010]. A recuperacdo em glucose atinge um
rendimento de 60 %, proveniente da degradacgéo da celulose [Galbe et al., 2002].

Comparativamente com a hidrélise com &cidos concentrados, este tratamento gera uma menor
formacdo de compostos de degradacdo quando utilizadas elevadas temperaturas, menor risco de
corrosao dos equipamentos e necessita de menor quantidade de &cido para que a reacdo ocorra [Galbe
et al., 2002; Balat, 2010; Girio et al., 2010].

Contudo, pelo fato de ser necessério elevadas temperaturas, os custos energéticos sdo superiores
aos métodos que utilizam temperaturas moderadas. Tal como na hidrolise &cida concentrada, a
neutralizacdo do acido permanece como sendo uma barreira a ultrapassar, visto que o hidrolisado deve
manter-se a um pH adequado ao processo de bioconversao. Para isso, a necessidade de adicionar bases
torna a esse nivel o método dispendioso. Como alternativa, e dadas as vantagens de uma hidrolise com
acidos diluidos, ativa-se o carvdo com uma base de modo a servir tanto para a destoxificacdo do
hidrolisado, como para a sua neutralizacdo, reduzindo a necessidade de utilizar a base mais que uma

VezZ.

1523 Oefeitodagranulometria

Em tratamentos que envolvem transferéncias de massa e energia em sistemas heterogéneos como é
0 caso das hidrolises da biomassa, a dimensao das particulas destaca-se por ser uma das variaveis mais
importantes [Ballesteros et al., 2000; Vidal et al., 2011].

Geralmente, quando sao utilizadas particulas de maior tamanho, ocorrem problemas na
transferéncia de calor e um exagerado tratamento na camada exterior (com subsequente formacao de
inibidores). Em detrimento, as camadas mais interiores das particulas sofrem tratamentos incompletos
[Brownell et al., 1986]. Por outro lado, particulas demasiado pequenas sdo de dificil manuseamento,
sdo mais suscetiveis de serem degradadas durante o tratamento e tornam o processo mais dispendioso
devido a elevada necessidade energética na fase de cominuicdo [Ballesteros et al., 2002].Usualmente
sdo utilizados processos de trituragdo e/ou moagem, recorrendo a moinhos de martelos, de facas ou de
discos [Vidal et al., 2011], todos processos fisicos com consumo intensivo de energia.

A natureza da matéria-prima é de extrema importancia para a eficiéncia do processo de trituracao
e/ou moagem, pois seleciona o tipo de equipamento usado, a energia necessaria, assim como 0

intervalo de tamanhos mais adequados para o posterior fracionamento da biomassa. Moinhos de
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martelos e de facas sdo 0s mais universais contudo, para atingir o mesmo tamanho de particulas, é
necessario recorrer a menos de metade da energia quando se tratam materiais herbaceos,
comparativamente as madeiras [Aden et al., 2002].

Outra condicdo a ter em conta é o tipo/ severidade de tratamento que se pretende aplicar. Estudos
realizados utilizando modelos difusionais demonstraram que, nos processos de hidrélise com acido
sulfdrico, este demora trés vezes mais a penetrar em 70 % da biomassa quando esta se encontra
cortada aleatoriamente em fragmentos de 1 e 3 cm, do que quando moida entre 0,853 e 1,20 mm [Kim
et al., 2002]. O estudo do efeito da granulometria recorrendo a este tipo de tratamentos foi aplicado na
palha de arroz [Karimi et al., 2006]. Comparam-se as taxas de recuperagdo dos componentes
lenhocelulésicas antes e depois da reducdo de tamanho, com particulas contidas entre 0,295 mm e
0,833 mm, sob uma pressdo de 10 e 20 bar, com tempos e temperaturas fixas. Todavia, apenas a
glucose apresentou um rendimento 44 % superior quando submetida a menores dimensdes e a uma
pressao de 10 bar. Para a casca e bagaco de arroz e utilizando particulas menores que 0,495 mm,
também ndo se verificaram aumentos na recuperacdo de acUcares [Singh et al., 1984]. Estudos
aplicados em tratamentos por explosdo de vapor vieram confirmar que, em Pinus pinaster [Brownell
et al., 1986], se obtiveram maiores recuperacdes de hemiceluloses e celuloses quando utilizadas
particulas entre 8-12 mm, em detrimento das particulas mais pequenas. Contudo, as mesmas condi¢Bes
foram aplicadas a matéria herbacea (residuos de Brassica carinata) mas sem efeito consideravel na
recuperacdo de agUcares [Ballesteros et al., 2002].

Por andlise destes exemplos torna-se claro a necessidade de continuar a estudar os efeitos da
granulometria do material, analisando diferentes tamanhos de particulas, com diferentes tipo de
tratamentos e de materiais lenhocelulésicos.

Embora sendo uma herbacea e uma vez otimizado o processo de hidrélise acida diluida,
considerou-se relevante o estudo do efeito da granulometria em Arundo donax L., sendo um dos

pontos abordados neste trabalho.

1.6 Valorizacdo do material lenhocelulésico

A bioconverséo dos hidrolisados de hemicelulose para obtengdo de produtos de valor acrescentado
constitui uma alternativa a utilizacdo de OS e pentoses. Apesar de se tornar importante produzir
oligossacaridos por tratamentos hidrotérmicos, por apresentarem um conjunto de propriedades
vantajosas, quer para a salde humana quer a nivel tecnologico [Nakakuki, 2003], a xilose é o
monossacarido presente em maiores quantidades neste tipo de hidrolisados. Assim sendo, uma das
possibilidades mais atrativas consiste na producdo de poliis, nomeadamente arabitol e xilitol, sendo

este Ultimo o que apresenta maior interesse e valor comercial.
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16.1 Xilitol

Em vista do crescente nimero de pessoas que apresentam distdrbios metabdlicos e que precisam,
por isso, de diminuir ou mesmo cessar o0 consumo de alimentos compostos por sacarose, o estudo de
outros elementos substitutos tem vindo a ser relevante a nivel tecnoldgico.

O xilitol apresenta essa aplicabilidade e encontra-se classificado como sendo um composto de valor
acrescentado com uma crescente procura na area dos produtos dietéticos e na busca de solugdes a nivel
clinico. Estima-se que se produza por ano cerca de 30 000-40 000 toneladas de xilitol, inserido num
mercado que estd continuamente em crescimento [Rivas et al., 2004; Salgado et al., 2012]. E um
poliol constituido por cinco carbonos, cuja sua formula molecular ¢ dada por CsH;,0s (1,2,34,5 -
pentahidroxipentano) [Mussatto et al., 2002]. Existe naturalmente em vegetais, frutos, cogumelos,
madeiras podendo ser sintetizado por microrganismos e por mamiferos como composto intermediario
do metabolismo dos acUcares. Estudos realizados revelaram que o corpo humano produz por dia cerca
de 5 a 15 g de xilitol [Pepper et al., 1988]. Existem técnicas de recuperacdo de xilitol por extragdo
liquido-sélido contudo, a nivel tecnoldgico, esse método torna-se economicamente inviavel, dada a
presenca de concentracdes reduzidas (900 mg/100 g) [Parajo et al., 1998a]. E, portanto, mais comum
utilizar como tecnologia comercial a reducdo do grupo aldeido da xilose com a formacéo de um grupo
hidroxilo, que lhe confere uma estabilidade quimica e microbiolégica maior comparativamente com a
sacarose, mantendo 0 mesmo poder edulcorante.

A estabilidade que o xilitol apresenta confere-lhe propriedades fisico-quimicas interessantes, que se
encontram representadas no Quadro 2. A baixas concentra¢des o xilitol atua como conservante,
oferecendo maior tempo de prateleira aos produtos alimentares por resisténcia ao crescimento e
desenvolvimento de microrganismos indesejaveis [Palladino et al., 2003]. Além disso, devido a
auséncia de grupos aldeidos na sua constituicdo, o xilitol ndo participa nas reacdes de Maillard,
responsaveis pelo escurecimento e perda do valor nutricional dos alimentos. Quando continuamente
ingerido na dieta e por apresentar um baixo valor calorico (menos 40% do que a sacarose), o Xxilitol
limita a tendéncia para a obesidade e é indicado para diabéticos, visto que a sua metabolizacdo ndo
envolve a acdo da insulina [Emodi, 1978]. A incorporagdo de xilitol em formulacdes alimentares
melhora a cor e 0 sabor sem causar alteracdes indesejaveis nos alimentos durante o armazenamento. O
xilitol é atualmente utilizado na indistria alimentar em pastilhas elasticas, iogurtes, sobremesas
congeladas, gelados, refrigerantes, compotas, produtos de confeitaria, chocolates e coberturas para
bolos [Carvalheiro, 2005]. Do conjunto de propriedades fisicas e quimicas do xilitol, destaca-se o
valor de entalpia negativo (-36,60 kcal-g') que Ihe confere um poder refrescante facilmente
percecionado em produtos onde ele é incorporado. E considerado um produto atoxico e a sua
incorpora¢do em produtos destinados a alimentagdo humana é permitida pela FDA (“Food and Drug
Administration”) e classificada como um aditivo do tipo GRAS (“Generally Regarded as Safe”). De

acordo com a literatura, o xilitol é bem tolerado pelo organismo quando ingerido em doses que
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ultrapassa, num adulto, os 60 g/ dia, ja que a ingestdo de doses superiores as indicadas produz efeito
laxativo [Mussatto et al., 2002].

Quadro 2 - Propriedades fisico-quimicas do xilitol (adaptado de [Hywnen et al., 1982])

Formula quimica CsH1,05
Massamolecular (g-mol™) 152,15
Aparéncia Po cristalino
Sabor Doce
Odor Nenhum
Cor Branco
Ponto de fuséo (°C) 92-96
Ponto de ebuli¢cdo (°C a1l atm) 126

pH em solugéo aquosa (0,1 g-L™) 5-7
Poderedulcorante Equivalente a sacarose
Valor calérico (k-cal-g™) 40
Solubilidade em &gua 168,0

(g 100 mL™ a20 °C)

Viscosidade (solugéo aquosaa 10% a 20 °C) 123 cP
Calor de dissolucdo (kcal-g™) -36,60

Este composto apresenta outras utilizagGes além de edulcorante, que o distingue dos restantes e que
se encontra relacionado com o seu poder ndo-acidogénico, anticariogénico e remineralizante, na satde
oral. Na industria farmacéutica é utilizado na formulacdo de xaropes e preparacOes vitaminicas,
geralmente combinado com outros polidis ou acido citrico, principalmente em produtos de higiene
oral, como as pastas dentifricas.

Apesar de todas as vantagens, a producdo de xilitol € uma das mais caras, sendo o0 seu custo dez
vezes superior ao da sacarose, que pode ser obtida por via fisica e com rentabilidade [Parajo et al.,
1998a]. O prego do xilitol em 2011 encontrava-se a 5-7 €/ kg sendo que em 2012 ja atingiu os 10 €/kg,
comprovando a sua valorizagdo ao longo dos anos. Como tal, este € normalmente adicionado
juntamente com outros polidis que servem como agentes de corpo [Mékinen et al., 1998]. Os
processos economicamente viaveis de obtencdo de xilitol & escala industrial podem ser por via quimica
ou por conversao biotecnologica, ambos 0s processos iniciados em solugdes de xilose provenientes
dos hidrolisados lenhocelulésicos, como se encontra esquematizado na Figura 10 [Cruz et al., 2000;
Tamanini et al., 2009].
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Material lenhocelulosico
contendo xilano

Acido
h 4 +
| Hidrolise |
Via Quimica l Via Biotecnologica
Solucoes

contendo xilose

A 4 A 4
| Purificacio do hidrolisado | Destoxificacido |
H Enzimas e/ou
+2 microrganismos
v h 4 +
Hidrogenacio Conversio
catalitica Biotecnologica
Produtos de
reacio
h 4 A 4

Separacao/Purificacio

I

Xilitol

Figura 10- Fluxograma das tecnologias utilizadas na produgdo de xilitol, & escala industrial (adaptado de
[Parajo etal., 1998a; Mussatto et al., 2002])

O processo por via quimica é o atualmente utilizado quando se pretende produzir xilitol em grande
escala, visto que o tempo necessario € normalmente reduzido, variando entre 2,5-5 horas consoante as
condigOes utilizadas [Mussatto et al., 2002]. Consiste numa hidrogenacdo catalisada na presenca de
um metal, normalmente uma liga de niquel ou Oxido de aluminio [Huang et al., 2011], a elevados
valores de pressdo e temperatura. Dada a necessidade de utilizar catalisadores e a importancia em
incluir uma etapa purificagdo da xilose para o sucesso do tratamento, 0 processo normalmente é caro
[Lima et al., 2003]. Pelo método ndo ser seletivo, se o objetivo é obter bons rendimentos em xilitol,
torna-se importante ter um hidrolisado constituido meramente de xilose, dado que o metal utilizado
para desencadear a reacdo reduz outros compostos presentes, podendo assim levar a producdo de
compostos capazes de interromper de forma irreversivel a hidrogenagdo [Mussatto et al., 2002]. Sendo
assim, a etapa de purificacdo do hidrolisado, que ocorre através de operagdes de troca ionica,
descoloracdo ou fracionamento cromatografico [Parajo et al., 1998c], deve ser eficiente ao ponto de
garantir a eliminacdo de praticamente todos os compostos futuramente indesejaveis. Além disso, a
etapa de remocdo do metal por separacdo e a obtencdo de um produto puro também tém custos
associados, 0 que explica o fato de o xilitol ser vendido a valores superiores a sacarose. Apenas cerca

de 50-60 % da xilose é convertida a xilitol [Parajo et al., 1998a], quando se utilizam processos
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quimicos de obtencdo deste poliol, tendo por isso surgido uma alternativa, com adicdo de culturas de

microrganismos capazes de, durante o metabolismo, produzir xilitol aguando na presenca de xilose.

1.7 Producdo biotecnoldgica de xilitol

A producdo biotecnologica de xilitol tem sido descrita por varios grupos de investigagdo nos
Gltimos anos considerando-se que, desde a descoberta e caracterizacdo de VArios microrganismos
capazes de fermentar a xilose em xilitol, as pesquisas apontam para a possibilidade de vir a ser viavel
este tipo de producéo alternativa [Nolleau et al., 1995]. Recentemente, este modo de produzir o xilitol
tem-se tornado mais atrativo pois, além de dispensar a purificacdo da xilose, podem ser utilizados
enzimas e microrganismos especificos que atuam somente na conversdo de xilose em xilitol, 0 que
leva a um maior rendimento em produtos e consequentemente facilita a sua separacéo [Breuer et al.,
2006]. Como os préprios microrganismos catalisam o processo, torna-se dispensavel a utilizagdo de
metais [Parajo et al., 1998a]. Por isso, este tipo de producdo costuma ser menos dispendioso. Outra
vantagem diz respeito ao custo dos equipamentos associados a este processo que, comparativamente
aos métodos quimicos sao mais reduzidos pelo fato de serem utilizadas temperaturas e pressées menos
acentuadas, embora para uma mesma quantidade de hidrolisado a obtengéo de xilitol seja mais morosa
[Kim et al., 1999].

A sintese de xilitol pode ser realizada por leveduras, bactérias, fungos ou utilizando enzimas

purificados provenientes destes microrganismos.

1.7.1 Microrganismos produtores de xilitol

A maioria dos microrganismos de interesse industrial ndo séo capazes de assimilar naturalmente as
pentoses sendo que, de entre os varios capazes de o fazer, ndo apresentam potencialidade de aplicacdo
ao nivel pretendido. Embora em pequeno nimero, tém sido identificados bactérias, fungos e leveduras
capazes de utilizar a xilose como fonte de carbono e energia e de produzir xilitol, etanol e outros
compostos [Winkelhausen et al., 1998].

Muitas bactérias (Enterobacter liquefaciens, Corynebacterium sp. e Mycobacterium smegmatis)
tém a vantagem de converter com eficiéncia e rapidez a D-xilose a etanol ou/e xilitol, bem como
outros produtos de interesse mas, de um modo geral, toleram baixas concentragdes de etanol e
sintetizam varios produtos secundarios, como acido lactico, acético e foérmico, glicerol, butanol,
acetona, entre outros, que diminuem o rendimento do produto de interesse [Michel, 2007]. Alguns
fungos filamentosos (Rhodosporidium toruloides, Penicillium, Aspergillus, Fusarium oxysporum)
apresentam também a capacidade de utilizar eficazmente as pentoses, produzindo diversos produtos de
interesse, de onde se destacam enzimas como celulases e hemice lulases, o que se torna uma vantagem

visto que possibilita a obtengdo direta de monossacaridos provenientes das celuloses e das
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hemiceluloses. Contudo, tanto as bactérias como os fungos apresentam baixos rendimentos e
produtividades em xilitol [Parajo et al., 1998a].

Comparativamente com outros microrganismos, as leveduras sdo consideradas como a melhores
produtoras deste poliol sendo que as pertencentes ao género Candida e a espécie Debaryomyces
hansenii as que mais se destacam [Winkelhausen et al., 1998; Sampaio et al., 2004].Contudo, segundo
alguns autores, esta Ultima levedura tem sido a que tem mostrado capacidade de consumir todos os
acUcares presentes e a maioria dos inibidores, contrariamente ao género Candida, que se ndo se
encontra apta para assimilar a arabinose [Carvalheiro et al., 2007]. Além disso, juntamente com outras
leveduras assimiladores de pentoses, como é o caso da Kluyveromyces marxianus, a levedura
Debaryomyces hansenii encontra-se registada no QPS status (“Qualified Presumption of Safety”)
como sendo um microrganismo isento de risco para a salde do consumidor, podendo estar presente em

alimentos e fazer parte da sua transformacao [Barlow et al., 2007].

1711 AleveduraDebaryomyces hansenii

O género Debaryomyces tornou-se um dos mais conhecidos quando, comparativamente com a
primeira levedura estudada, a Saccharomyces cerevisiae, revelou apresentar caracteristicas genéticas e
bioquimicas de maior interesse tecnologico [Verachtert et al., 1990; Baronian, 2004].

A levedura D. hansenii é uma das quinze espécies do género Debaryomyces e a considerada como
a espécie tipo, dada a aplicabilidade que apresenta [Barnett et al., 2000].

E uma espécie hapldide, que se caracteriza por apresentar reproducéo vegetativa por gemulagéo
multilareral, com capacidade de formar pseudomicélios ou por vezes micélios bem desenvolvidos
[Kurtzman, 2011]. Neste género, hd possibilidade de ocorréncia de conjugacdo isogamica ou
heterogamica formando-se um a dois esporos, esféricos ou ovais, por asco [Lloyd, 2000]. E uma
levedura osmotolerante, multiplicando-se num grande intervalo de valores de a,, [Dominguez, 2008] e
haldfila,por suportar meios com concentragbes de NaCl de 4 M, contrariamente a estirpe
Saccharomyces cerevisiae, que cresce em meios com menos de 1,7 M de NaCl [Breuer et al., 2006]. O
ecossistema marinho € um dos principais habitats a que esta levedura aparece associada e de onde foi
inicialmente isolada, apesar de também ter sido identificada em cana-de-agicar [Amaral-Collago et
al., 1989]. E frequentemente encontrada em alimentos, como vinho, cerveja, frutos, vegetais, produtos
ricos em acdcar, queijos e carnes [Strauss et al., 2001; Dura et al., 2004]. E uma dos microrganismos
mais comuns em queijos tradicionais e, dada a sua atividade proteolitica e lipolitica, apresenta
capacidade de produzir compostos essenciais para o caracteristico flavour destes queijos durante a
maturacao [Arfi et al., 2002]. Além da industria dos lacticinios, esta levedura €é utilizada na producao
de carnes fermentadas sendo que se encontra descrita como sendo capaz de formar amoénia e diversos
compostos Vvolateis e alterar o teor de aminoacidos livres, promovendo modificagbes de sabor em
salsichas curadas [Dura et al., 2004].
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Apesar de todas as aplicaces que esta levedura apresenta a nivel tecnoldgico, o seu potencial
interesse foca-se na sua capacidade comprovada de utilizar a generalidade dos monossacaridos
presentes em hidrolisados hemicelul6sicos, xilose, arabinose, glucose e galactose [Girio et al., 2000;
Nobre, 2003]. Nobre descobriu que a levedura D. hansenii, apesar de crescer mais lentamente em
meios ricos em pentoses do que em hexoses, produz rendimentos em biomassa semelhantes em ambos
os meios [Nobre, 2003]. O estudo ainda revelou que esta levedura, mesmo inoculada em meios
contendo misturas destes acUcares, a preferéncia por hexoses ndo inibe o consumo de pentoses. Esta
vantagem é importante visto que a maioria dos hidrolisados de hemiceluloses sdo misturas de agucares
[Girio et al., 2010]. Esta levedura tem, entdo, a capacidade de utilizar de forma muito eficaz a xilose
como Unica fonte de carbono e energia, sendo uma das leveduras mais importante para mediar a
converséo desta pentose a xilitol como produto principal.

De acordo com a taxonomia atual sdo reconhecidas duas variedades de D. hansenii: variedade
hansenii e variedade fabryi. Estas apresentam diferentes propriedades, nomeadamente a temperatura
maxima de crescimento, sendo que para a primeira é de 31 a 35 °C e no caso da segunda 36 a 39 °C
[Breuer et al., 2006]. O metabolismo da xilose é diferente nas duas variedades sendo que a variedade
hansenii necessita de suplementacdo para obter resultados semelhantes a variedade fabryi. Esta
distincdo pode estar relacionada com uma limitacdo metabdlica ao nivel do enzima glucose -6-fosfato
desidrogenase [Nakase et al., 1985a; Nakase et al., 1985b]. Contudo, a variedade hansenii é a mais

comum e aquela que se encontra melhor caracterizada.

1.7.1.2 Metabolismo das pentoses em D. hansenii

A pentose mais importante em termos quantitativos e que melhor representa este grupo de
monossacaridos é a D-xilose. O transporte da xilose pela membrana plasmatica das leveduras varia
consoante 0 género e espécie em questdo, podendo ocorrer por mecanismos de difusdo facilitada ou
processo ativo [Winkelhausen et al., 1998]. A levedura D. hansenii, quando inoculada num meio com
glucose, transporta a glucose e a xilose através de um sistema de difusdo facilitada [Nobre et al.,
1999]. O «xilitol ¢ um dos produtos intermediarios do metabolismo da D-xilose sendo que, em
leveduras, a via usual consiste numa reagdo de redugdo/oxidacdo proveniente da agdo de enzimas
especificos dependentes de cofatores.

Em D. hansenii esta reacdo catabolica consiste na reducdo da D-xilose a xilitol, na presenca do
enzima xilose-redutase (XR), exclusivamente dependente do NADPH, seguida de uma oxidac¢éo do
xilitol a D-xilulose, por agdo do enzima xilitol-desidrogenase (XDH), cuja atividade requer a presencga
de NAD" (Figura 11) [Kuhn et al., 1995; Duarte et al., 1996; Parajo et al., 1998c]. A elevada producéo
de xilitol obtida pela acéo desta levedura é resultado da combinagdo entre a elevada dependéncia da
atividade do enzima XR a presenca do NADPH e da reduzida atividade do enzima XDH [Nakase et
al1985b; Winkelhausen et al., 1998]. A regeneracdo do NADPH da-se a nivel da Via dos Fosfatos de
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Pentose (PPP), sendo que a regeneracdo de NAD™ da-se apenas ao nivel da cadeia respiratoria, sendo o

oxigénio o aceitador final de eletrdes [Aguiar et al., 1999].

MEMBRANA PLASMATICA
D-Xilose
Xilose NAD(P)H
redutase
NAD(P)*
Xilitol
Xilitol NAD*
desidrogenase ‘
NADH

D-Xilulose

Figura 11 - Passos iniciais do metabolismo da D-xilose em D. hansenii e mecanismo bioquimico da

acumulagdo de xilitol [Winkelhausen et al., 1998].

A sintese destes enzimas € induzida na presenca de xilose, tendo o oxigénio um papel importante
na sua regulacdo [Nobre et al., 2002]. Quando se inocula leveduras como a D. hansenii em meios
anerobicos, a tendéncia sera para que ocorra um desequilibrio no potencial redox devido ao aumento
na concentracdo de NADH, o que forca a interrupgdo do metabolismo celular [Parajo et al., 1998a].
Em meios com arejamento, uma elevada razdio NAD*/NADH promove a oxidacdo do xilitol a D-
xilulose, com uma subsequente tendéncia natural de crescimentos celular, sendo o Xxilitol consumido
na sua totalidade, e ndo acumulado [Parajo et al., 1995]. No entanto, quando a quantidade de oxigénio
é restringida (semi-aerobiose), uma vez que ha um decréscimo da razdo NAD*/ NADH por restricoes a
oxidacdo do NAD" a NADH, ocorre a inibicdo do XDH e uma consequente diminuicdo oxidativa do
xilitol a D-xilulose [Torrado et al., 2012]. Assim sendo, a célula ndo tera a capacidade de consumir
todo o xilitol produzido e o0 excesso € excretado para fora da célula, tornando-se possivel aumentar o
rendimento neste composto [Nobre et al., 2002]. E garantido um fornecimento minimo que permita a
regeneracdo do NADH, tornando possivel equilibrar o crescimento celular com a producéo de xilitol.

A bioconversdo da D-xilose a xilitol € um processo complexo e, apesar de se apresentar como uma
alternativa ao processo quimico, existem limitagfes a ele associadas e que devem ser controladas. S&o
varios os fatores que limitam os resultados de uma fermentagdo, tais como [Parajo et al., 1998b;
Prakasham et al., 2009]:

e Fatores bidticos: A estirpe, idade e concentracdo inicial do indculo;

e Fatores abidticos: Condigbes de operacdo, sendo as mais relevantes os valores de pH e
temperatura e principalmente a disponibilidade em oxigénio, mas também a composi¢cdo do meio de
cultura, tais como a concentracdo de xilose e de outros monossacéridos, suplementacao e presenca de

inibidores.
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1.7.2 Fatores que influenciam a producéo de xilitol em leveduras

1721 Fatores bidticos

ldade do inoculo

A idade do in6culo é usualmente citada como sendo um dos fatores que influencia a atividade
metabdlica e a viabilidade das células [Parajo et al., 1998b], resultando num decréscimo dos
rendimentos de fermentacdo. Estudos feito a leveduras do género Candida e Debaryomyces
comprovaram que, quando mais idade uma colonia tiver, menos crescimento celular se verifica e,
consequentemente, menos produtividade, uma vez que as coldnias com o tempo vao perdendo
viabilidade. Geralmente, esse resultado tende a ocorrer quando a idade do inoculo ultrapassa as 24
horas, como consequéncia do decréscimo da atividade dos enzimas XR e XDH sintetizadas pela

levedura.

Concentracao inicial do inéculo

De uma forma geral, o aumento da concentracdo inicial do in6culo tem como consequéncia o
aumento do rendimento e da produtividade em xilitol [Parajé et al., 1996; Parajo et al., 1998b].
Estudos realizados demonstram que, para concentracdes celulares de D. hansenii de 0,3- 3 g-L™, a
produtividade em xilitol aumenta significativamente, sendo atingidos valores de 0,6-2,25 g-L™*-h*
[Dominguez et al., 1997]. Contudo, fatores como o tipo de microrganismo, composi¢cdo do meio e as
condi¢Bes de fermentacdo adotadas exercem uma forte influéncia no crescimento celular.

Uma exagerada concentragdo inicial de células pode levar a uma reducgéo de oxigénio disponivel no
meio, 0 que provoca uma diminuicdo da atividade das leveduras e uma previsivel diminuicdo da
concentracdo de xilitol. Todavia, uma concentragdo mais elevada de células pode minimizar o efeito
inibitério de alguns componentes que possam estar presentes nos substratos [Chung et al., 1985;
Parajo et al., 1996].

Como tal, é importante assegurar a existéncia de condi¢bes Otimas de inoculo, para que ndo
interfira com os valores de rendimento e de produtividade, mas que possibilite a reducéo do efeito dos
inibidores.

Aclimatacao

A aclimatagdo consiste em submeter um microrganismo vivo a um ambiente modificado,
causando-lhe stress fisiologico. Aclimatizar as células a um determinado meio torna-se um meétodo
mais eficiente e menos dispendioso, comparativamente a necessidade de destoxificacdo [Breuer et al.,
2006]. Passa por conjugar diferentes condigcdes bidticas e abidticas submetendo os microrganismos a
essas alteracdes, de modo a estudar o seu comportamento e selecionar as condigdes com melhores

resultados. Aliado a disponibilidade de oxigénio, uma aclimatacdo prévia do indculo é considerada
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com um dos parametros mais relevantes para uma eficiente bioconversdo em xilitol [Parajé et al.,
1997].

Fatores como a concentragdo dos acgucares e outros compostos no hidrolisado e a concentragdo
celular inicial sdo de elevada relevancia para a aclimatacdo celular. Estudos realizados a levedura C.
guilliermondii em bagaco de cana-de-acUcar (herbacea) comprovaram que a produtividade em xilitol
duplicou quando se utilizaram células aclimatizadas ao hidrolisado recorrendo a um meio rico em
xilose (30 g-L™) [Felipe et al., 1996]. Recorrendo ao mesmo material lenhoceluldsico e & mesma
levedura, verificou-se uma maior capacidade celular para metabolizar compostos tdxicos, como o
acido acetico, a medida que o grau de aclimatacdo celular ocorreu.

Contudo, é importante focar a importancia da concentracdo de xilose do hidrolisado
hemicelulésico. Em bagago de cana-de-agUcar, para concentracdes acima de 70 g-L™ foi necessario
recorrer a meios de aclimatacdo mais rigorosos, devido a maior presenca de compostos inibidores
[Felipe et al., 1996].

1.7.2.2 Fatores abibticos

pH e Temperatura

Os valores de pH e de temperatura influenciam o crescimento dos microrganismos, sendo que é
necessario garantir as condicdes ideais, de acordo com a estirpe em estudo.

As leveduras normalmente conseguem crescer em meios &cidos, a valores de pH entre 3,5-4,0
todavia, o limiar de tolerancia encontra-se entre 2,5-8,0 [Sampaio et al., 2006]. Para a levedura D.
hansenii, 0 pH inicial 6timo para a producéo de xilitol € de 4,5-5,5 [Dominguez et al., 1997; Sampaio
et al., 2006], mas esta pode crescer a pHs bem mais elevados. E importante que exista um bom
controlo do pH, pois assim pode-se controlar a toxicidade dos acidos fracos, normalmente
identificados como sendo inibidores do crescimento celular [Felipe et al., 1995].

A temperatura 6tima de crescimento para as leveduras situa-se, em geral, entre 24 e 45 °C embora
algumas espécies crescam no intervalo de 0 a 47 °C [Silva et al., 1998]. Para a producdo de xilitol, a
temperatura mais adequada segundo [Winkelhausen et al., 1998] é em geral os 30 °C sendo que, em
meio quimicamente definido e a um pH inicial de 55, a produtividade de xilitol mais elevada
conseguida pela levedura D. hansenii, segundo estudos realizados, atingiu-se a 35 °C [Dominguez et
al., 1997].

Disponibilidade de oxigénio

A disponibilidade em oxigénio surge como sendo uma das variaveis operacionais mais importantes
para a acumulacdo de xilitol em leveduras, sendo considerada como um fator critico na producéo de
xilitol [Parajo et al., 1998b].O seu efeito encontra-se descrito no ponto 1.7.1.2, na apresenta¢do do
metabolismo das pentoses. Contudo, torna-se dificil tecnicamente controlar a quantidade de oxigénio
qgue se encontra dissolvida no meio, tornando este fator ainda mais relevante. Sendo o xilitol um
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metabolito intermediario do metabolismo da D-xilose, que funciona simultaneamente como produto e
como substrato de duas reagdes de reducdo / oxidacdo, o oxigénio terd a fungdo de mobilizar o
consumo ou a excrecdo/ acumulacdo de xilitol. Por forma a aumentar a eficiéncia do processo, é
usualmente proposto que este processo possa ocorrer em duas etapas, a primeira com arejamento
elevado para que ocorra crescimento de biomassa e a segunda em condi¢des de baixa disponibilidade
de oxigénio para favorecer a acumulagcdo de xilitol [Nolleau et al., 1995; Duarte et al., 2004;
Carvalheiro et al., 2004; Silva-Fernandes et al., 2008].

Concentracao de xilose e de outros monossacaridos

O efeito da concentracdo inicial de xilose (Sp) presente no hidrolisado apresenta uma proxima
relacdo com o efeito do oxigénio presente no meio, sendo estes dois pardmetros considerados um dos
mais relevantes na bioconversdo da xilose a xilitol [Parajé et al., 1998b]. O efeito sobre o rendimento
e produtividade obtidos durante a fermentagdo explica-se pela influéncia destes fatores sobre a
atividade do enzima XR, diretamente relacionado com a presenca do NADPH e do NADH [Nolleau et
al., 1993].

Regra geral, o rendimento e produtividade em xilitol s&o favorecidos por elevadas concentracdes de
D-xilose iniciais, sendo que as concentragdes Gtimas encontradas sdo bastante variaveis e dependentes
do tipo de levedura e dos pardmetros ambientais utilizados. Estudos realizados sobre o efeito da
concentragdo inicial de xilose em leveduras D. hansenii comprovam que, em fermentagdes
descontinuas, os maiores rendimentos em xilitol foram alcan¢ados quando o meio foi submetido a
concentracdes de substrato entre 50 < S, > 300 g-L™, sob condices semi-aerdbicas [Converti et al.,
2002]. Contudo, para valores abaixo ou iguais a 50 g-L™ a fonte de carbono é preferencialmente
utilizada para o crescimento celular, sendo que a valores de concentracdo iniciais de xilose de 300 g-L
' 0 desempenho da levedura comeca a ser francamente prejudicada pela presenca de niveis elevados de
acuUcares e substancias toxicas [Silva et al., 1996; Converti et al., 2002].

A hidrolise da fracdo hemicelulésica, dada a sua composi¢éo, origina um hidrolisado rico em uma
mistura de monossacaridos para além da xilose, que afetam a bioconversdo em xilitol [Silva et al.,
1996]. As hexoses, principalmente a glucose, quando presentes em grandes quantidades, sao utilizadas
para o crescimento celular e para a producédo de etanol, com uma consequente reducéo na producao de
xilitol [Winkelhausen et al., 1998]. Contudo, quando em concentra¢des relativamente baixas, a
producdo deste polidl é facilitada ao proporcionar uma fase inicial de crescimento, de modo a que o
inéculo se torne capaz de fermentar em meios ricos em xilose [Meyrial et al., 1991; Tavares et al.,
2000]. No contexto de valorizagdo dos hidrolisados lenhocelulésicos, a bioconversdo da arabinose
torna-se também importante. Apesar de ser a Ultima fracdo de pentoses a ser consumida, pode ser
também catabolizada a polidis por D. hansenii, mas usualmente produzindo arabitol [Girio et al.,
2000].
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Suplementacéo

A suplementacdo é um parametro importante para aumentar a performance da fermentacao, quer no
rendimento e produtividade da biomassa como do xilitol [Carvalheiro et al., 2006; Carvalheiro et al.,
2007]. Contudo, é importante identificar tanto o tipo como os requisitos minimos de suplementos, de
modo a minimizar os custos envolvidos na formulagdo dos meios de in6culo [Silva et al., 1997]. As
necessidades de suplementacdo dos hidrolisados podem, nalguns casos, reduzir-se a nutrientes ou
grupos de elementos especificos, dado que alguns dos componentes essenciais podem ja existir no
proprio hidrolisado como resultado da composicdo do material lenhocelulésico e do processo de
hidrolise em si [Pessoa et al., 1996].

O meio de cultura deve satisfazer as necessidades basicas dos microrganismos em carbono, azoto,
fosforo, entre outros sendo que, na otimizacdo de hidrolisados hemicelulésicos por suplementacéo,
geralmente é sempre necessario incorporar fontes de azoto e/ou fosfato independentemente da espécie
de leveduras em uso [Pessoa et al., 1996].

Aquando da produgédo de xilitol, o tipo e concentracdo da fonte de azoto séo fatores importantes,
que dependem fortemente da espécie de leveduras e da concentracdo de hidrolisado, uma vez que a
altas concentrac@es de nutrientes pode ser favorecido o crescimento celular em detrimento da
producéo de xilitol [Silva et al., 1997].

Presenca de inibidores

Os hidrolisados lenhocelulosicos contém variados bioprodutos, cuja concentragdo depende da
composi¢do quimica do ML, mas maioritariamente da extensdo da hidrélise e dos métodos de
destoxificacdo aplicados [Larsson et al., 1999; Carvalheiro et al., 2008]. Muitos desses biocompostos
limitam o consumo da fonte de carbono por parte dos microrganismos, prolongando a sua fase de
laténcia e levando a uma consequente perda de viabilidade ao longo do processo fermentativo, sendo
ocasional a obtencdo de resultados com efeito sinérgico [Parajo et al., 1998c; Duarte et al., 2006].
Uma otimizacdo cuidada do processo de hidrolise e das condicdes de destoxificacdo podem reduzir
grande parte desses bioprodutos, contudo sem a capacidade de elimina-los por completo [Girio et al.,
2010]. E importante, por isso, ter em conta o seu impacto dado os efeitos significativos sobre o
desempenho do processo.

Atualmente ja se conhecem os efeitos destes compostos na producdo de xilitol [Carvalheiro et al.,
2005; Duarte et al., 2005; Duarte et al., 2006; Carvalheiro et al., 2007], mas a informacao disponivel é
ainda pouca em comparagéo com a informagao disponivel para o processo de producédo de etanol.

Segundo [Duarte et al., 2006], os potenciais inibidores presentes em hidrolisados hemicelulésicos
dividem-se em trés categorias, os acidos alifaticos (por exemplo, acido acético, acido férmico e
levulinico) compostos fendlicos (maioritariamente de baixa massa molecular) e derivados de furano
(furfural e HMF).
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A toxicidade dos acidos alifaticos é funcdo da concentracdo da sua forma ndo-dissociada, a qual,
por sua vez, depende do pH do meio de cultura e da constante de dissociagdo do respetivo acido (pKa)
[Palmqvist et al., 2000]. Para concentragfes equimolares da forma ndo-dissociada, o efeito toxico do
acido formico é maior que o do levulinico, que por sua vez é maior que 0 acido acético [Zaldivar et
al., 1999; Larsson et al., 1999]. Quando presente em baixas concentra¢des, o acido acético pode ter
um efeito benéfico na producdo de etanol e no crescimento celular, sendo que a D. hansenii apresenta
uma tolerdncia a este acido superior & maioria das leveduras, com producdo de biomassa favorecida
quando as concentragdes do &cido atingem até 6 g-L™* [Duarte et al., 2005].

Em relacdo aos derivados de furano, em hidrolisados hemicelulésicos, o furfural é o que apresenta
maior relevancia quantitativa e com efeitos mais toxicos [Carvalheiro et al., 2005]. O efeito sobre a D.
hansenii ¢ conhecido como sendo igual para leveduras como a P.stipis e a K. marxianus, em que
ocorre 0 aumento da fase de laténcia, reducdo da taxa especifica de crescimento e da produtividade
celular [Duarte et al., 2005]. O furfural limita seletivamente 0 consumo de pentoses e a sua
assimilagdo para biomassa, reduzindo a capacidade de produzir xilitol [Duarte et al., 2005]. O efeito
do HMF assemelha-se ao furfural, contudo & menos toxico [Oliva et al., 2003].

Comparativamente com os inibidores metabolicos ja mencionados, os efeitos toxicos dos
compostos fendlicos ndo tém sido extensivamente estudados, podendo dever-se ao facto destes
variarem grandemente em tipo e quantidade e de poderem ser diferentes consoante as condigcdes de
hidrolise, para 0 mesmo ML [Duarte et al., 2005]. Além disso, a sua concentragdo em hidrolisados é
geralmente baixa, assim como a solubilizagdo em &agua, tornando escassos 0s metodos de analise
quantitativa e qualitativa [Palmqvist et al., 2000]. Contudo, estes compostos tém vindo a ser descritos
como um dos grupos mais toxicos para 0s microrganismos, principalmente os de baixa massa
molecular e mesmo em concentrag¢des reduzidas [Mussatto et al., 2004]. Comparacdes de diferentes
niveis de inibicdo induzidos por todos os compostos fenolicos em diferentes microrganismos
comprovaram que a D. hansenii foi a que apresentou maior tolerancia a maioria destes compostos
[Duarte et al., 2005].

Foi também ja demonstrado que a toxicidade de um hidrolisado hemiceluldsico é resultante de
efeitos combinados dos diversos compostos inibidores presentes e ndo de compostos individuais
[Zaldivar et al., 2000], tornando interessante utilizar métodos de destoxificagdo capazes de
reduzir/eliminar a concentragdo da maioria dos inibidores.

O impacto no metabolismo microbioldgico pode ser melhorado quando controladas todas as
condigbes ja& mencionadas ao longo do ponto 1.7.2, contudo a natureza do microrganismo e as suas
caracteristicas intrinsecas sdo os principais fatores de estudo para a otimizacdo da bioconversao
[Duarte et al., 2005].
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1.8 Objetivos

Tendo como meta final a reducéo de custos, o principal objetivo deste trabalho é a otimizagéo da

bioconverséo de xilitol aplicando diferentes estirpes de D. hansenii, utilizando hidrolisados produzidos

em condi¢Oes previamente otimizadas. De modo a atingir este objetivo foram consideradas varias

etapas:

Caracterizacdo fisico-quimica da matéria-prima e do hidrolisado obtido;
Estudo do efeito da granulometria na eficiéncia da hidrolise acida;
Selecdo de estirpes com potencial para a producédo de xilitol;

Otimizagdo da producdo de inoculo recorrendo ao estudo da aclimatacdo da levedura,

utiizando meio nado-destoxificado, diferentes concentracbes iniciais de células e diferente

disponibilidade de oxigénio;

Estudo do efeito da produgdo de indculo, da suplementacdo e da disponibilidade de oxigénio

na bioconverséo da xilose a xilitol, por D. hansenii.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Matéria-prima e sua preparacao

A matéria-prima utilizada na realizacdo deste trabalho foi a biomassa de Arundo donax L.,
recolhida na Tapada da Ajuda, no Instituto Superior de Agronomia, em Lisboa.

A matéria-prima foi rececionada na Unidade de Bioenergias do LNEG em forma de canas secas
com aproximadamente 60 cm, numa saca de 5,5 kg. De modo a reduzir o tamanho, cada cana foi
triturada numa bio-trituradora (Viking GE 35S, Austria) e seguidamente moida num moinho de facas
(Fritsh, Alemanha) por um crivo de 1 mm ou de 4 mm. A fracdo moida foi armazenada em garrafes
de plastico. Dadas ambas as etapas terem sido realizadas no exterior, cada garrafdo foi posteriormente
colocados numa estufa (JP- Selecta Dry-big, Espanha) durante 1 hora a 50-60 °C de modo a certificar
que o material ndo absorveu agua. O lote recolhido foi armazenado a temperatura ambiente no

laboratorio.
2.2 Hidrolise acida

As condi¢Bes de hidrdlise acida aplicadas foram baseadas nas condi¢fes anteriormente otimizadas
recorrendo a métodos de planeamento estatistico de experiéncias anteriores [Shatalov et al., 2011] e
encontram-se descritas no Quadro 3. Estas condicfes foram determinadas com base no fator de
severidade combinado (CS), que procura combinar num Unico parametro empirico o efeito das

diferentes variaveis operacionais, nomeadamente o tempo, o pH e a temperatura.

Quadro 3 - Condicbes de hidrolise &cida diluida otimizadas para funcionamento em autoclawe.

Parametro Condicéo

Concentracdo em acido sulfurico 1,274 % (m/m)
Temperatura 130 °C

Duracéo 105 min

Tempo de aquecimento 12 min (de 100 a 130 °C)
Tempo de arrefecimento 76 min (de 130 a 100 °C)
Razdo liquido-sdlido 7(g:g)*

*Esta razdo foi calculada tendo em conta a humidade da matéria-prima

Os parametros de severidade empregues no estudo de tratamentos com adicdo de &cidos constituem
uma ferramenta (til na comparagdo de resultados experimentais obtidos sob diferentes condigdes de
concentracdo de 4cido, tempo e temperatura, as quais sdo determinantes na composicdo dos
hidrolisados e solidos obtidos nos diversos tratamentos. O CS, proposto por Chum et al. [1990]

apresenta-se na seguinte forma:
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CS = Log Ry - pH (Eq. 2.1)

Com Log R, a ser dado pela formula:

Rf TlOOj

14,75 (Eq. 2.2)
O processo de hidrolise foi realizado em autoclave (A.J.C., Portugal), recorrendo maioritariamente
a frascos Schott (Alemanha) de 2000 mL, com tampas Schott GL45 (temperatura maxima 200 °C),

sendo que para volumes mais pequenos utilizaram-se frascos Schott de 1000 mL.

O lote de A. donax L. em estudo foi dividido em cinco fragcBes com o objetivo de analisar a possivel
influéncia da dimensdo das particulas no processo de hidrélise acida. Foram avaliadas as seguintes
fragbes (Quadro 4):

Quadro 4 - Fragfes utilizadas para o estudo do efeito da granulometria.

Fragao ,Ta_lmanho ',I'a_manho
Minimo (mm) Maéaximo (mm)
A - <0,250
B 0,250 <0,500
C 0,500 <1,000
D 1,000 <1,600
E 1,600 -

Independentemente da fragdo/lote utilizado, apos o arrefecimento as fragdes sélida e liquida foram
separadas por prensagem, utilizando uma prensa hidraulica (Sotel, Portugal). Foram realizados varios
ensaios nas condicbes otimizadas e no final de cada ensaio os licores obtidos de cada frasco foram
misturados de modo a obter lotes uniformes, sendo armazenados a 4 °C até posterior utilizagéo.

2.3 Meétodos de condicionamento do hidrolisado

Dado que o hidrolisado é obtido em condi¢fes acidas, é sempre necessario proceder ao acerto do
seu pH para que possa sustentar 0 crescimento microbiano. Para os hidrolisados concentrados
ensaiaram-se duas estratégias de condicionamento do hidrolisado, que diferem entre si na ordem em
que as operacOes de acerto de pH e concentracdo sdo realizadas. Na estratégia 1 o hidrolisado é

primeiramente acertado a pH 5,5 e depois concentrado. O contrario foi aplicado para a estratégia 2.

O acerto do pH e a concentracdo foram feitos do mesmo modo para ambas as estratégias, como
explicado nos pontos abaixo. A esterilizacdo do hidrolisado foi sempre feita por filtracdo estéril,
recorrendo a filtros de 0,22 pm.
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231 Acerto pH

O pH do hidrolisado foi acertado a 5,5 com a adicdo de hidrdxido de sédio, na forma solida. A
adicdo progressiva de pequenas quantidades deste agente alcalino foi acompanhada pela agitacédo
magnética e leitura constante do valor de pH atraveés de um medidor de pH (Crison micropH 2002,
Espanha). Ap6s a neutralizagdo o hidrolisado foi submetido a uma filtragcdo rapida com filtros Filter-
lab 1238, seguida de uma filtracdo média com filtros Filter-lab 1242 e filtracdo lenta (filtros de
porosidade de 0,45 pm).

2.3.2 Concentracao do hidrolisado

Neste trabalho, os hidrolisados foram submetidos a um processo de concentragdo (2 vezes, em
massa) por evaporagdo, com recurso a um rotavapor (Bichi R-210, Suica) com banho de agua
incorporado a uma temperatura de 70 °C, pressdo de 150 mbar controlada automaticamente e agitacdo
de 150 rpm até se atingir a concentracao pretendida.

O objetivo deste processo foi aumentar a concentragcdo de xilose e simultaneamente remover
inibidores volateis presentes no hidrolisado, tendo sido aplicado antes ou depois do acerto do pH de

modo a verificar a sua influéncia na composi¢ao quimica do hidrolisado.
2.4 Microrganismos e condi¢des de cultura

24.1 Microrganismos

Todas as estirpes encontram-se depositadas na Colecdo de Culturas de Microrganismos Industriais
do INETI (CCMI).Foram utilizadas trés estirpes da levedura Debaryomyces hansenii: a levedura
CCMII 493 da variedade hansenii e as leveduras CCMI 496 e CCMI 941 da variedade fabryi.

2411 Preparacdo de culturas stock

Com o objetivo de facilitar e uniformizar os diferentes ensaios que decorreram ao longo deste
trabalho, forma criadas culturas stock em 15 % de glicerol (p/v) dos microrganismos referidos acima.
Este processo iniciou-se pela revitalizacdo das estirpes, uma vez que se encontravam congeladas em
azoto liquido. Estas culturas foram ressuspensas em meio liquido Yeast Malt Glucose (Anexo A.1) e
cultivadas a 30 °C durante 24 h com agitacdo orbital. Findo este tempo, 1 mL de cultura foi diluido e
espalhado em placas de Petri Yeast Malt Glucose (Anexo A.2) e incubado durante 24-48 h numa
incubadora vertical (Sanyo MIR 252, Japdo). Posteriormente selecionaram-se col6nias com a macro e
micromorfologia tipica das leveduras para inocular rampas com Yeast Malt Glucose que foram
incubadas durante 48 h a 30 °C na mesma incubadora vertical. As rampas foram utilizadas para a
producdo de indculo, nas condi¢des referidas no Quadro 5. Ao fim de 18 h a cultura foi adicionada a
glicerol estéril de forma a obter uma suspensao celular em 15% de glicerol (p/v) homogeneizada sob
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agitacdo magnética, separada em vials estéreis (aprox. 10 mL/vial) e congelada a -70 °C até que seja

necessaria a sua utilizacéo.

Quadro 5 - Condigdes de crescimento de leveduras para preparacdo das culturas stock para inéculo.

Parametro Condigao

Meio Quimicamente Definido (Anexo A.3)
Volume de meio 80 mL

Tipologia do baldo Erlenmeyer de 1000 mL com anteparas
Volume de inéculo 4 mL

Temperatura 30°C

Agitagéo 150 rpm

Duracéo 18 horas

Incubadora Infors Unitron HT (Suica)

242 Condigdes de cultura

As condicdes de cultura utilizadas foram diversas ao longo do trabalho, consoante o objetivo a
atingir. Foram testados diferentes fatores bioticos, como a concentragédo e idade do inoculo, aliados a
alteracdes das condicdes abitticas recorrendo a diferentes volumes de hidrolisado e tipo de balGes (e
consequente disponibilidade de oxigénio) e diferentes suplementacdes.

Para a disponibilidade de oxigénio o Quadro 6 caracteriza qualitativamente as condigcdes

predominantes em disponibilidade de oxigénio para as diferentes situacdes ensaiadas.

Quadro 6 - Condicdes predominantes de disponibilidade de oxigénio de crescimento de leveduras para

preparacdo das culturas stock para indculo.

Volume de Baldo Volume de Meio Agitacéo

Condicéo mL mL pm Anteparas
Aerobiose plena 1000 80 150 Sim
Aerobiose 1000 80 150 Néo
Semi-aerobiose 1000 80* 100** Néao
Semi-aerobiose severa 500 80* 100** Néo

* Meio concentrado; **Agitagdo bastante inferior, pois foi obtida na incubadora Ivyman, que apresenta
menor amplitude de movimento

Num primeiro ensaio, com a finalidade de estudar o crescimento e assim selecionar as estirpes de
leveduras mais vantajosas para a realizacdo do trabalho, realizou-se um estudo em Meios
Quimicamente Definidos (MQD-X e MQD-GX) como descrito no Anexo A.3, em meio de aerobiose.

Num segundo ensaio, para a analise das condi¢cGes de cultura mais favoraveis ao crescimento
celular e posterior producdo de indculo, foram utilizadas condicBes de aerobiose plena ou de
aerobiose, modulando a quantidade de oxigénio presente. Em simultdneo procedeu-se a avaliagdo da
suplementacdo e da concentracgdo inicial de indculo, sem ou com adicdo de TEVM (Trace Elements,

Vitamins and Minerals) e recorrendo diretamente ao stock, a pré-indculos em Meio Quimicamente
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Definido (Anexo A.3) com 24 horas de crescimento ou a centrifugagfes (centrifuga Sigma 2K15,
EUA) em vials de 50 mL estéreis, a 8000 g, durante 10 minutos e a uma temperatura de 4 °C.

Todos os balées foram colocados numa incubadora (Infors Unitron HT, Suica), a 30 °C e sob uma
agitacdo orbital de 150 rpm.

Num terceiro ensaio, promoveram-se condicdes de semi-aerobiose e de semi-aerobiose severa sob
agitacdo numa segunda incubadora (Optica lvyman System, Espanha) nas mesmas condi¢cdes da
anterior, contudo com uma agitacéo notoriamente inferior (como indicado no Quadro 6). Deste modo,
torna-se possivel o estudo da producdo da xilitol, por limitacdo do oxigénio. Foram também feitos
testes & suplementacdo, sem adi¢cdo de suplementos, com TEVM (Anexo B.1) ou com Extrato de
levedura (YE) 3g-L™ (Anexo B.2), utilizando as condices de concentragio indculo ja otimizadas no

ensaio anterior.

2421 Amostragem

Ao longo das experiéncias foram recolhidas amostras periodicamente para avaliacdo do
crescimento celular, quantificaco de substratos e produtos. De modo a minimizar as akeragdes de
cultivo, o volume de amostra foi 0 mais reduzido possivel (2,5 / 3 mL) com exce¢do no caso das

amostras utilizadas para determinacéo de peso seco, de substratos e produtos em simultaneo (5 mL).

2422 Controlo dapureza das culturas

De modo a avaliar a micromorfologia e controlar possiveis contamina¢des no inicio, no decorrer e
no final de cada fermentacdo foram retiradas amostras para observa¢do microscépica, recorrendo a

uma ampliagédo de 1000 vezes.

2.5 Meétodos analiticos

25.1 Caracterizagdo granulométrica

A caracterizacdo granulométrica foi efetuada pelo menos em triplicado utilizando-se amostras de A.
donax com cercade 100 g (balanca Navigator Ohaus, Suica) durante 25-45 minutos. Para tal, recorreu-
se a um agitador (EVS1, Endecotts, Inglaterra) e a uma sele¢do de peneiros (Retsch, Alemanha) de
didmetro 20,3 cm, dispostos em série (Quadro 7).
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Quadro 7 - Dimensdes dos peneiros usados na caracterizacdo granulométrica.

Peneiros Diametro de poro (mm)
0,075
0,150
0,250
0,300
0,355
0,500
0,710
1,00
1,60
2,36

O© 00 NO Ol A WN -

(I
o

252 Caracterizagdo quimica da matéria-prima e dos residuos sélidos da hidrélise

Para cada fracdo obtida no Quadro 4 do ponto 2.2 foi realizada uma caracterizagdo quimica, quer
da matéria-prima quer do residuo solido resultante da hidrdlise acida. Apenas para as fracdes D e E
foram moidas a um tamanho de particulas inferior a 0,5 mm num moinho (Ika Werck MF10, Staufen;

Alemanha), dado apresentarem um tamanho que pode dificultar a sua caracterizagao.

252.1 Determinacdo da humidade e cinza

Para o procedimento, foram colocados cadinhos de porcelana a secar durante um minimo de 5
horas a 550 °C numa mufla (Heraeus, Alemanha), sendo seguidamente arrefecidos em exsicador e
tarados numa balanca analitica (AG 204,Mettler, Espanha). Na determinacdo da humidade, para cada
cadinho pesou-se aproximadamente 1 g de amostra de cada fragéo e colocaram-se a secar na estufa
(memment, Alemanha) a 105 £ 1 °C durante um minimo de 18 horas. Apds secagem, os cadinhos
foram novamente arrefecidos e pesados nas mesmas condi¢es quando vazios.

Para a determinacdo da cinza, os cadinhos com a matéria-prima ja seca foram queimados em placas
de aquecimento e colocados na mufla, pelo menos durante 5 horas e a 550 °C. Ap6s arrefecimento, o
valor obtido na pesagem corresponde a quantidade de cinza presente na amostra. Todo o procedimento
foi repetido, pelo menos, em duplicado.

25.2.2 Determinacdo dos polissacaridos e grupos acetilo

A matéria-prima, nas suas fracOes, foi submetida a uma hidrdlise &cida quantitativa (H.A.Q.)
segundo o protocolo do National Renewable Energy Laboratory (NREL). Pesou-se para tubos de
vidro 0,5 g de amostra. Com a ajuda de uma pipeta, foram adicionados 5 mL de H,SO, a 72 % (w/w),
sendo a mistura posteriormente incubada durante 1 hora num banho termostatizado (memment,
Alemanha) a 30 +1 °C, com agitagdo ocasional com uma vareta de vidro. Apos este periodo, todo o
contetido dos tubos foi arrastado para frascos Schott de 250 mL através de arrastamento com agua
desmineralizada, numa quantidade suficiente para se obter uma concentragdo de H,SO, de 4 %. O
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conjunto foi pesado (balanca AE, ADP 610 L) e autoclavado a 121 °C durante 1 hora (A.J.C.,
Portugal) sendo que, apds o tempo de tratamento, procedeu-se a um arrefecimento lento sem abertura
do esgoto, até a temperatura baixar para os 90 °C e a pressdo igualar O bar. Com os Schotts
devidamente arrefecidos, fez-se uma pesagem do conjunto novamente de modo a verificar se ocorreu
alguma perda durante o tratamento. Por Gltimo, cada amostra foi filtrada recorrendo a cadinhos de
placa porosa, de porosidade 3 e 4 previamente tarados a 550 °C em mufla (Heraeus, Alemanha)
durante o minimo de 5 horas.

A fase liquida obtida foi analisada em HPLC (como descrito em 2.5.3.1) ap6s uma filtracéo a 0,22
pm, sendo o célculo das percentagens de polimeros e de grupos acetilo obtido com base nas

concentracdes de glucose, xilose, arabinose e acido acético presente no hidrolisado (Anexo C.1).

25.2.3 Determinacao dalenhina

A fase solida obtida em 2.5.2.2, aquando a determinacdo dos polissacéridos, foi colocada
primeiramente na estufa e posteriormente na mufla, para determinacdo da lenhina, segundo o método
indicado no ponto 2.5.2.1. O residuo seco, apds a correcdo da cinza, € considerado como a fracao de

lenhina de Klason presente na matéria-prima (Anexo C.1).

2524 Determinacao da proteinatotal

A proteina total da matéria-prima foi determinada de acordo com o método de Kjeldahl. Foram
pesados para papel de pesagem 1200 HP (Filter lab, Espanha) cerca de 0,5 g de cada amostra, sendo o
conjunto colocado em tubos de digestdo aos quais se adicionou uma colher de mistura catalisadora e
20 mL de H,SO, concentrado (95-97 % p/p), com o objetivo de acelerar e tornar a digestdo mais
eficiente. Nesta etapa, todo o azoto presente nas amostras & convertido a sulfato de aménia.
Colocaram-se os tubos na unidade de aquecimento do aparelho de digestdo (Tecator, Suécia), com a
respetiva capsula de condensacgdo de fumos. Abriu-se a fonte de vacuo e a torneira de agua sendo que,
nos primeiros 30 minutos a temperatura foi moderada e ap6s esse tempo foi elevada a 420 °C durante
aproximadamente 2-3 horas, até a cor da solucdo mudar para verde-4gua. Uma vez terminada a
digestdo e apos arrefecimento da solugdo obtida, os tubos foram colocados na unidade de destilacao
(Kjeltec System modelo 1026, Tecator, Suécia) juntamente com Erlenmeyer contendo uma solugéo de
50 mL acido borico 4% (p/v) e 2 a 3 gotas de indicador de pH (indicador Tashiro), com uma cor
inicial arroxeada. Durante esta etapa, por acdo de uma solugédo de NaOH injetada pelo equipamento,
ocorre primeiramente a libertacdo de amoniaco que é arrastado por uma corrente de vapor agua e
posteriormente recolhido na solugdo de &cido borico. A reacdo do amoniaco com o &cido borico da
origem a iBes burato e consecutivamente a uma passagem de cor para azul-marinho. Em seguida, o
doseamento do ido burato é conseguido por titulagdo com HCI com concentra¢do conhecida (0,1M),

tornando-se novamente violeta a pH perto de 4,8. O procedimento foi feito em duplicado, para cada
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fracdo em estudo. O fator de conversdo usado foi de N x 6,25. Os célculos utilizados para dosear o

teor proteico da matéria-prima encontram-se descritos no Anexo D.

2525 Determinacdo dos extrativos

Preparagao do material

Inicialmente foram colocados balGes de base plana a secar numa estufa a 105 °C overnight. Depois
de secos e arrefecidos num exsicador durante aproximadamente 1 hora, registou-se 0 seu peso sem
adicdo de esferas de ebulicdo. Em cartuchas de extragdo previamente taradas, foram adicionados cerca
de 2,5 g de matéria-prima, sendo seguidamente colocadas dentro de Soxhlets.

Extracdo comagua

Adicionaram-se, com auxilio a uma proveta, cerca de 190 mL de agua desionizada para cada baldo.
A base de cada baldo foi incorporada em mantas de aquecimento ajustadas de modo a que por hora
sejam completados 4 a 5 ciclos de extracao (passagem da agua pelas cartuchas). O tempo de refluxo é
dependente da taxa de remocdo das componentes de interesse, da temperatura do condensador e da
taxa de ciclos. Neste ensaio o tempo de refluxo foi de 16 horas, sendo que no fim as mantas de
aquecimento foram desligadas e os balGes arrefecidos a temperatura ambiente.

Para evaporar a agua recorreu-se a um rotavapor com banho termostatizado a aproximadamente 40
°C. Foi necessario controlar a pressao até atingir 72 mbar, sendo cada baldo posteriormente colocado
na estufa a 105 °C durante 18 horas. Apdés uma hora e meia no exsicador, os baldes foram
devidamente pesados.

Extracdo cometanol

No final da extragdo com &gua, utilizando as mesmas cartuchas, removeu-se 0 maximo de agua
residual do Soxhlet. Adicionaram-se, com auxilio a uma proveta, cerca de 190 mL de alcool etilico a
baldes previamente tarados, sendo posteriormente encaixados nos Soxhlets e em mantas de
aquecimento ajustadas de forma a favorecer 6 a 10 ciclos por hora. No final as mantas de aquecimento
foram desligadas e os baldes arrefecidos a temperatura ambiente.

Para evaporar o alcool etilico recorreu-se a um rotavapor com banho termostatizado a
aproximadamente 40 °C. Foi necessario controlar a pressao até atingir 175 mbar, sendo cada baldo
posteriormente colocado na estufa a 105 °C durante 18 horas. Ap6s uma hora e meia no exsicador, 0s

baldes foram devidamente pesados.

A metodologia de calculos para a determinacao de extrativos encontra-se descrita no Anexo E.
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253 Caracterizagdo quimica dos hidrolisados

25.3.1 Doseamento dos monossacaridos, acidos alifaticos e derivados de furano

O doseamento de monossacaridos, compostos inibidores (exceto compostos fendlicos) e
produtos derivados do metabolismo microbiano, foi feito por cromatografia liquida de alta pressao
(HPLC). Todas as amostras foram previamente filtradas atraves de filtros Pall Corporation com um
didmetro de poro de 0,45 um. A D-glucose (Glc), D-xilose (Xyl), L-arabinose (Ara), acido acético
(Hac), acido fdrmico (HFor), acido levulinico (HLev), glicerol (GlyOH), etanol (EtOH), 5-
hidroximetitfurfural (HMF) e furfural (F) e os polidis foram analisados utilizando uma coluna Aminex
HPX-87H (Bio-Rad, EUA). Para o HMF e furfural foi utilizado um detetor de UV/VIS regulado para
280 nm, e para os restantes compostos um detetor de IR. As concentracdes dos compostos analisados
foram calculadas a partir de curvas de calibracdo tragadas a partir de solugbes-padréo, analisadas
diariamente. Nestas condi¢bes, ocorre uma sobreposicdo parcial dos picos de xilose, galactose e
frutose, a arabinose co-elui com a manose, assim como o xilitol se sobrepde ao arabitol. Para este
Gltimo caso opta-se sempre por falar em polidis.

As condicBes de operacdo dos sistemas associados a cada coluna estdo resumidas no Quadro 8 e 9.

Quadro 8 - Caracteristicas do Cromatdgrafo Agilent 110 Series.

Bomba Quaternaria Quat pump G1315B
Detetor “Diode Array” DAD G1315
Detetor de Indice de Refracdo RID G1362A
Forno de colunas Colcom G1316A
Injetor automatico ALS G1313A
Desgasificador Degasser G1379A

Quadro 9 - Condi¢des de operacdo para analise em HPLC para a coluna HPX-87H.

Coluna HPX-87 H
Fase movel H,SO, 50 mM
Caudal 0,6 mL-min™
Temp. da coluna 50 °C
Temp. do detetor de IR 45°C
Comp. onda UV 280 nm
Volume de amostra 5ul

25.3.2 Doseamento dos compostos fendlicos

Método espectrofotométrico

Os compostos fendlicos presentes no hidrolisado foram doseados com uma solu¢do de Folin-
Ciocalteau [Singleton et al., 1965; Singleton et al., 1999]. O &cido gélico (Panreac) foi utilizado como
padrdo neste ensaio experimental. O principio deste método baseia-se na capacidade dos compostos
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fendlicos reduzem o reagente de Folin-Ciocalteau, sob condigdes alcalinas, alterando a cor de amarelo

a azul. O procedimento encontra-se no Anexo F.
Método eletroforético

O perfil de compostos fenolicos foi determinado por CZE (eletroforese capilar de zona), de acordo
com [Roseiro et al., 2003]. Foi utilizando um equipamento Agilent CE modelo G1600AX e um capilar
de bolha, para maior sensibilidade, com revestimento de silica fundida (Agilent G1600-60232), com
50 pm de diametro interno e 56 cm de comprimento. Foi utilizada uma solucdo tampao de tetraborato
de sddio decahidratado a 20 mM em metanol a 20%, ajustado com HCI para um pH de 9,3. As
condigOes de operagdo estao resumidas no Quadro 10.

Todas as amostras foram previamente filtradas através de filtros Millipore® com um didmetro de
poro de 0,45 um. As identificagbes dos compostos foram feitas a partir dos tempos de migracao e
espectros UV-Vis de padrdes comerciais analisados nas mesmas condi¢cdes. Os padrdes analisados
incluem oleuropeina (Extrasynthése), tirosol (Extrasynthése), hidroxitirosol (Extrasynthése), Acidos 3-
Hidroxi-benzdico (Sigma), Cafeico (Sigma), Elagico (Sigma), Ferulico (Sigma), Siringico (Sigma),
trans-Cindmico (Aldrich), e Vanilico (Sigma), Catequina (Sigma), Epicatequina (Sigma), Naringina
(Sigma), Naringenina (Aldrich), Hidroquinona (Sigma), Siringaldeido (Aldrich) e Vanilina.

Quadro 10 - Condicdes de andlise por eletroforese capilar.

Parametro Configuracéo

Temperatura 25°C

Offset 8 mm do fundo do vial

Injecéo 50 mbar x 15 seg. no anodo (+)
Corrente 120 pA

Tempo de migracdo 30 min

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

Espetro “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

254 Determinagdo da concentragdo de biomassa celular

A concentragdo celular foi regularmente estimada por medicdo da absorvancia da cultura, ao
comprimento de onda de 600 nm, contra um branco de dgua destilada, num espectrofotometro (Jasco,
Japdo). Para valores de absorvancia superiores a 0,8 foram realizadas diluicbes, de modo a obter
leituras dentro da gama de linearidade 0,2 a 0,8. Todas as diluicdes foram efetuadas no minimo em
duplicado.

O peso seco foi também obtido através da quantificagdo da concentracdo de biomassa seca da cultura

em amostras selecionadas. Foram filtrados, sob vacuo, aproximadamente 4 mL de suspensdo celular,
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através de filtros com diametro de poro de 0,45 um, previamente secos e tarados na estufa a 105+ 1
°C. A biomassa foi lavada com 8 mL de agua desionizada e os filtros foram secos em estufa a
temperatura de 105 1 °C, durante, pelo menos, 18 h. Seguidamente foram arrefecidos até a
temperatura ambiente num exsicador, durante pelo menos 30 min e pesados numa balanca analitica

eletronica (Mettler Toledo, Suica). Este procedimento foi realizado, pelo menos, em duplicado.

255 Doseamento de monossacaridos, compostos inibidores e produtos resultantes do
metabolismo microbiano

O doseamento dos produtos resultantes das fermentacGes seguiu 0 mesmo procedimento
descrito no ponto 2.5.3.1. recorrendo a uma andlise por HPLC utilizando a coluna Aminex HPX-87H.
No entanto, e por forma a elucidar algumas co-eluigbes, utilizou-se também a coluna Sugar-Pak
(Quadro 11). Especificamente, esta coluna foi utilizada para calcular com maior precisdo as
concentracdes dos monossacaridos e principalmente dos polidis que co-eluem na coluna Aminex
HPX-87H.

Quadro 11 - Condicbes de operacdo para anélise em HPLC para a coluna Sugar-Pak.

Coluna Sugar-Pak

Fase movel Ca-EDTA50mg-L™
Caudal 05 mL-min™

Temp. da coluna 80 °C

Temp. do detetor de IR 35°C
Comp. onda UV -
Volume de amostra 20 ul
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3 Resultados e discussao

3.1 Caracterizagdo fisico-quimica da matéria-prima

Como mencionado em 1.3., a composi¢cdo quimica do A. donax varia consoante as suas regioes
morfoldgicas e niveis de maturidade, tornando-se importante numa fase inicial do trabalho caracteriza-
lo fisica e quimicamente, destacando a fracao hemicelulésica, pois a natureza desta influencia o seu
aproveitamento para a produgao de xilitol.

3.1.1 Caracterizagao granulométrica

Contrariamente ao que acontece com outros materiais, como por exemplo, 0 bagaco de azeitona
extratado, a estrutura fisica da cana Arundo donax L. exige uma reducdo de tamanho com vista ao seu
processamento e valorizagdo. Tendo em conta que esta etapa requer elevados gastos energéticos e que
pode introduzir heterogeneidades nas amostras moidas como consequéncia da resisténcia diferencial
mesmo para a mesma zona morfoldgicas da planta, considerou-se importante estudar o efeito da
moagem sobre esta matéria-prima.

Na figura seguinte encontram-se as distribuicbes granulométricas dos materiais resultantes de
amostras moidas utilizando crivos de 1 ou de 4 mm.

Manrade Arundo dawas (¥

0.00 025 0.50 1.0 1.60 1.36 400

Dimensao do poro {mm)

Figura 12 - Distribuicdo granulométrica do A. donax moido a 1mm (M) e moido a 4 mm (H).

Como se pode observar na Figura 12 e tendo em conta a quantidade de material retido em cada
peneiro utilizado segundo o ponto 2.5.1., concluiu-se que para uma moagem recorrendo a um crivo de

1 mm o material encontra-se essencialmente dividido em 3 grandes fragdes: com dimensdes inferiores
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a 0,250 mm (29,2%); com uma dimensdo entre 0,250 mm (inclusive) e 0500 mm (355 %) e
dimensdes superiores a 0,500 mm (inclusive, 35%).

Utilizando o crivo de 4 mm, a distribuicdo granulométrica € diferente apresentando, como
esperado, uma distribuicdo com uma dimensdo média de particula superior. De fato, 55,64 % do
material tem uma dimensdo inferior a 1 mm, com apenas 35,7 % a apresentar dimensdes entre 1 mm
(inclusive) e 1,6 mm, sendo que 8,45 % ficou contido a 1,6 mm. Tendo em conta as percentagens
obtidas, parece ser mais vantajoso recorrer a um crivo de 4 mm no processo de moagem com vista a

reducdo dos custos energéticos.

3.1.2 Caracterizagao quimica

No quadro seguinte encontra-se descrita a composicdo quimica das diferentes fragdes

granulométricas estudadas, com as dimens@es discriminadas no ponto 2.2.

Quadro 12 - Composicdo quimica média do A. donax (percentagem em base seca) de acordo com as

fracBes granulométrica em estudo.

FracGes granulométricas

Componentes (%) 5 c D 5

Glucano 38,34 39,02 3830 36,18 34,94
Xilano 20,10 2062 2060 1755 16,36
Arabinano 230 224 209 196 143
Grupos acetilo 343 349 346 443 467
Lenhina Klason 2345 2330 2354 2222 2256
Cinza 547 482 460 151 1,08
Proteinas 232 210 252 nd. n.d.

Extrativos 691 652 742 nd. n.d.

n.d. — ndo disponivel

Como se pode observar no Quadro 12, ndo se encontram diferencas estatisticamente significativas
na composicdo quimica do A. donax para as fragcBes granulométricas em estudo, 0 que indica ndo
haver para mesma zona morfologica resisténcias diferentes, nem composicdes quimicas
significativamente diferentes. As possiveis diferengas encontradas, principalmente para as fracdes D e
E podem ser consequéncia de pequenos erros experimentais, provavelmente por terem sido analisadas
numa altura diferente das outras.

De uma forma geral, é de destacar a elevada percentagem de polissacaridos presentes nesta
matéria-prima, que atinge cerca de 61 % (p/p). Estes valores vdo de encontro com os descritos
anteriormente também para a mesma matéria-prima [Shatalov et al., 2011; Scordia et al., 2012], com
elevados niveis de glucano, um razoavel teor de hemicelulose maioritariamente constituida por xilose,
e de lenhina. Ao comparar com outras matérias-primas semelhantes, como o sorgo [Téllez-Luis et al.,

2002a; Téllez-Luis et al., 2002b], 0 A. donax apresenta um teor ligeiramente inferior de polissacaridos.
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A percentagem de glucano como principal constituinte quimico ndo difere grandemente dos obtidos
para a palha de trigo (29-35 %), bambu (26-43 %) e bagaco de cana-de agUlcar (32-44 %). Contudo,
comparativamente com madeiras (38-50 %), o teor deste constituinte é ligeiramente inferior [Rossa et
al., 1998].

Tal como para outras herbaceas, o A.donax apresenta menor teor de lenhina (aprox. 23 %) e maior
teor de extrativos (aprox. 7 %), quando comparado com madeiras (25-30 % e 1-5 %, respetivamente)
[Beynon, 1993].

A percentagem de fracdo mineral (cinza) foi de aproximadamente 5 %, semelhante a obtida para a
palha de arroz (4-9 %) e substancialmente mais elevada a encontrada para as madeiras, que se atinge
apenas 1 % de constituintes minerais [Hurter, 1988].

Dada a elevada razdo entre a xilose e as pentoses (cerca de 89 %), este material garante a obtencdo
de hidrolisados seletivamente ricos em xilose, pelo que se pode considerar que possui uma
composicao favoravel para a obtencéo de hidrolisados favoraveis a producéo de xilitol.

3.2 Efeito da granulometria na hidrdlise acida de Arundo donax L.

As semelhancas na composicdo quimica das diferentes fracGes granulométricas tornam este
material muito interessante para estudos do impacto da dimensdo das particulas na eficiéncia da
hidrolise acida.

Estudos aplicados a palha de arroz [Karimi et al., 2006] para tamanhos entre 0,295 mm e 0,833 mm
concluiram que ndo houve efeito da granulometria no processo de hidrolise acida. Contudo, para este
trabalho e tendo em conta a explicacéo do ponto 1.5.2.3., dada a semelhanca percentual de cada fracéo
moida a 1 mm e o interesse em analisar 0 mesmo efeito numa maior escala de tamanhos, foram

selecionadas para estudo as fracGes identificadas no Quadro 4 do ponto 2.2.
32.1 Composicdo da fracdo liquida

A composicdo quimica dos diversos hidrolisados produzidos para as diferentes fragdes
granulométricas sob condi¢cGes otimizadas de &cido, tempo, temperatura, valor de severidade
combinado (CS) de 2,04 e uma razao liquido/solido de 7 (explicado no ponto 2.2) encontra-se descrita
no Quadro 13.
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Quadro 13 - Composicdo quimica dos hidrolisados obtidos apds hidrélise é&cida, para as fracgdes

granulométricas em estudo.

Fracdes granulométricas

Componentes (g-L*
P @L) A B C D E

Glucose 230 239 2,74 208 257
Xilose 28,71 2834 2811 28,14 31,05
Arabinose 234 226 238 178 234
Acido Férmico 112 113 092 058 0,65
Acido Acético 583 576 561 657 686
Acido Levulinico 010 011 010 011 013
HMF 006 006 007 007 007
Furfural 126 141 144 205 137

Compostos fendlicos 161 160 177 151 149

Como se pode observar, comparando a composicdo dos diferentes hidrolisados entre si, verifica-se
uma proximidade entre os valores com pequenas diferencas que estdo contidas no erro experimental,
ndo se notando qualquer tendéncia entre a concentracdo dos compostos analisados e a dimenséo da
fracdo granulométrica, com excecao do acido acético e do acido férmico, para os quais parece existir
uma tendéncia de aumento e diminuicao, respetivamente, com a diminui¢cdo da dimensdo da particula.
A maior diferenga na composicdo em xilose para a fragdo E, quando comparada com as restantes, pode
ser fruto de um qualquer erro experimental, pois esta diferenca ndo é sustentada por diferencas noutros
compostos, como seja a arabinose ou o furfural.

Independentemente da granulometria obteve-se um hidrolisado composto rico em pentoses, com
uma média de 30,7 g-L'l. A xilose é a mais representativa, constituindo cerca de 93 % do total de
pentoses. Este método torna-se assim altamente seletivo para solubilizacdo e fracionamento das
hemiceluloses.

A baixa concentracdo de glucose obtida é uma indicacdo de que as condicdes utilizadas ndo levam
a uma degradacdo acentuada da celulose do material. Ao comparar estes resultados com um outro
material herbaceo, por exemplo o sorgo, onde foi utilizado o mesmo &cido a concentragdes
semelhantes (4,28 g-L™" de glucose, 28,38 g-L™* de xilose, 5,87 g-L™ de écido acético, 0,18 g-L™* de
HMF e 134 gL' de Furfural e 1,38 g-L™ de compostos fendlicos), destaca-se uma menor
concentracdo de glucose, sendo as concentragdes restantes muito semelhantes, o que faz antever que a
fermentabilidade deste hidrolisado é possivel [Torrado et al., 2012].

3.2.2 Composicdo da fracdo sélida

No Quadro 14 apresenta-se a composi¢cdo quimica do residuo sélido obtido pelo processo de
hidrolise, para cada fragdo granulométrica.
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Quadro 14 - Composicdo quimica média dos residuos sélidos de A. donax obtidos apds hidrélise com &cido

diluido (percentagem em base seca).

Componentes (%) Fracdes granulométricas

A B C D E
Glucano 5719 57,18 5556 5322 51,01
Xilano 444 524 602 231 333
Arabinano 023 041 031 027 063
Grupos acetilo 000 000 000 119 079
Lenhina Klason 3529 3237 3289 3104 3143
Cinza 355 254 250 176 135
Proteinas 143 146 154 nd. n.d.
Extrativos* 0 0 0 n.d. n.d.

* determinados por diferenca; n.d. — ndo disponivel

Em linha com o descrito para a composicdo dos hidrolisados, a dimenséo da particula ndo apresenta
um efeito muito significativo na composicdo do material, sendo que as diferengas encontradas podem
ser explicadas novamente pela variabilidade experimental. Estes resultados estdo de acordo com 0s
obtidos para outros residuos agricolas, como a casca e o bagaco de palha de arroz, onde ndo se
verificou alteracdes na recuperacdo de acUcares para particulas menores a 0,495 mm [Singh et al.,
1984]. Comparam-se, para a mesma matéria-prima, as taxas de recuperacdo dos componentes
lenhocelulésicos em particulas contidas entre 0,295 mm e 0,833 mm contudo, apenas o glucano
apresentou um rendimento 44 % superior quando submetida a menores dimensfes [Karimi et al.,
2006].

Como esperado, as condicdes de hidrdlise &cida aplicadas conseguiram apresentar uma maior
especificidade para o fracionamento das hemiceluloses sendo que a percentagem de xilano e arabinano
diminuiu em comparagdo com a matéria-prima. Pelo contrario, a percentagem de glucano e lenhina
aumentou. Dado o seu enriquecimento em glucano, este residuo sélido pode ser aproveitado para
outras aplicacdes sendo a mais natural, no enquadramento da biorrefinaria, a sua hidrélise enzimatica
para a recuperacao da glucose (fracdo liquida) e lenhina (fragdo solida) [Shatalov et al., 2011]. Mas é
importante focar que a percentagem de xilano, embora reduzida, ainda apresenta uma percentagem
apreciavel no residuo solido e esta podera interferir com a eficiéncia da hidrolise enziméatica [Girio et
al., 2010]. A utilizacdo de uma severidade superior poderia garantir uma remocdo total do xilano do
residuo solido, porém, ao aplicar uma maior severidade ir-se-ia aumentar a degradacdo dos
monossacaridos solubilizados, principalmente arabinose e potencialmente Xilose, com o concomitante
aumento dos inibidores provenientes dessa degradagdo. Adicionalmente, aumentavam os custos de
energia com o processo de hidrolise e com os métodos de destoxificacdo, pelo que se considera a
hidrélise otimizada [Scordia et al., 2011].
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3.3 Producdo de hidrolisado de Arundo donax L.

Tendo em conta que o tamanho das particulas ndo apresentou um efeito significativo na
composicao quimica do hidrolisado, todas as fracdes em estudo foram processadas como uma s6 e a
producéo de hidrolisado passou a ser feita em maiores volumes para a producéo de meio de cultura.
Na figura seguinte encontra-se esquematizado o balangco de massa para a producdo de hidrolisado, em

base himida (cerca de 6-7 % de humidade) e em base seca.

A B

Biomassa himida Biomassa seca
100g 100 g

; |

Hidrolise icida H,0 prs:s)el;rle3 na biomassa 3 Hidlise acida
T- 130°C Perdas "8 T-130°C
Solucio de H,S0, 1274% —> | t105minutos | —> 82¢ (-1050¢ [ Perdas
646,2g RLS-7 Solugdo de H,80, a1.274% ___ RLS.7 872
692,7¢ ‘ L
Resi;i;ll;/ St;lidolglgnidO Hidrotisado recuperado Residuo solido himido  Hidrolisado recuperado
(52 103511{’11; ade) 602.8¢ (52% humidade) 046,2 ¢

1451 g
Figura 13- Fluxograma representativo do balanco de massa em producdo de hidrolisados: (A) base
himida e (B) base seca.

Usualmente, a percentagem de perdas foi de 1,1 %. A humidade retida no residuo sélido tratado foi
de 52 %. O método de prensagem, embora mais eficiente do que submeter a uma filtracdo (humidade
tipica de 70 %), leva ainda a perdas significativas de hidrolisado. O rendimento em residuo sélido foi
de 68,7 g solido pré-tratado por 100 g de matéria-prima seca inicial e o rendimento em hidrolisado
recuperado foi de 646,3 g hidrolisado por 100 g de matéria-prima seca inicial. Teoricamente, e uma
vez que a RLS utilizado foi de 7, a recuperacdo de hidrolisado tedrica era de 700 g hidrolisado / 100 g
de matéria-prima seca, demonstrando que houve perdas superiores a 53 g de hidrolisado por retencéo

no residuo solido.

3.4 Avaliagdo do processo de condicionamento do hidrolisado na sua composigéo

guimica

A concentracdo de xilose € um dos fatores que mais influencia positivamente a produgédo de xilitol
[Converti et al., 2002]. Assim, é necessario concentrar os hidrolisados por forma a obter maiores
concentracdes de xilose. Como método de concentragdo, escolheu-se neste trabalho a evaporacao. Este
método tem a vantagem de levar a uma potencial destoxificagdo do meio, principalmente de
compostos toxicos volateis, como sejam, por exemplo o &cido acético. A volatilidade deste composto é
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potencialmente fungdo do pH [Rodrigues et al., 2001], pelo que se decidiu estudar o efeito do acerto

do pH do hidrolisado antes ou depois da evaporacéao.

|

Acerto pH

Concentracio

Processo

Acerto pH + Concentraciio

20 40 60 80 100 120

o

Remocao (%)

Figura 14 - Influéncia dos diferentes métodos de condicionamento utilizados na remocgéo (%) de alguns

compostos presentes no hidrolisado. Acido acético (m), &cido formico (m), HMF (=), Furfural (m).

Pela analise da Figura 14 constata-se que, para todos os métodos testados, ndo se verificou remogéo
de acucares, nem de compostos fendlicos, tendo a sua concentragdo aumentado para aproximadamente
o0 dobro relativamente a inicial, como era esperado durante a concentracdo. A analise da composicdo
fendlica por eletroforese capilar (dados ndo apresentados) demonstrou que nenhum dos processos de
condicionamento provoca alterag¢@es significativas na composicdo qualitativa dos hidrolisados, sendo
apenas confirmadas as alteragfes em termos quantitativos ja& expressas pelo método
espetrofotométrico.

Para os restantes compostos, observa-se que a corre¢do do pH para 5,5 ndo teve um efeito muito
prenunciado na remog¢do da maioria compostos inibidores, reduzindo apenas a percentagem de HMF
(cerca de 2 %), de furfural (cerca de 18 %) e de &cido férmico (cerca de 41 %) e praticamente ndo
afetando o acido acético, o principal composto inibidor presente em termos quantitativos. Dada a
relativa baixa concentragdo destes compostos, a composi¢ao quimica do hidrolisado manteve-se assim
muito semelhante ao hidrolisado tal e qual, resultados concordantes com a bibliografia [Amartey e
Jeffries., 1994; Carvalheiro et al., 2005].

A evaporacdo promove uma remocdo total de furfural e de cerca de 20 % de acido férmico. A
remocdo de HMF ndo é significativa, sendo que o 4cido levulinico manteve-se inalterado.
Percentagens elevadas de remocdo do furfural usando métodos de concentragéo foram ja previamente
descritos por outros autores [Carvalheiro et al., 2005; Carvalheiro et al., 2007; Santos et al., 2011].
Quanto ao &cido acético, houve uma remocdo de aproximadamente 30 %, 0 que seria de esperar com a

aplicacdo deste processo.
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Contudo, este composto apresentou uma concentracdo duas vezes superior a inicial quando o pH é
acertado antes da evaporacdo, ndo sendo verificada a sua remocgao. Esta diferenca de resultados esta
certamente relacionada com a estratégia aplicada, pois o &cido acético sera mais volatil na sua forma
ndo-dissociada (com uma remocdo semelhante a obtidas apenas por evaporacdo) e 0 processo de
evaporacdo efetuado ap6s a corre¢do do pH implica que o &cido acético se encontra maioritariamente
na sua forma dissociada (menos volatil).

Em complemento destes dados apresenta-se, na Figura 15, os balangcos de massa obtidos quando o
acerto do pH ¢ feito antes e depois da concentracdo, com o principal objetivo de analisar as potenciais
perdas de volume de hidrolisado, tendo em conta que é uma das desvantagens destes métodos de
condicionamento.

Hidrolisado (100 g) Hidrolisado (100 g)

'

Concentragio — Aguaevaporada

l (4747¢)

Hidrolisado acertado e filtrado l
(95.1g) Hidrolisado concentrado

(52,6 )

NaOH (148) —»| acerto pHSS |~ Retentato (6,3 g)

Concentracio

NaOH (1,2g) —»|  Acerto pH

l

Hidrolisado concentrado Agua evaporada Hidrolisado acertado ¢ filtrado
(49.5g) 456¢8) B (376 ¢)

— Retentato (16.2 g)

A

Figura 15 - Fluxograma das etapas de condicionamento de hidrolisado com acerto do pH (A) antes da

concentracdo; (B) depois da concentracao.

Como se pode verificar, hA uma necessidade de recorrer a maiores quantidades de NaOH para
acertar o pH quando esta etapa é feita antes da concentragdo. Contudo, essa diferenca ndo é muito
significativa. A quantidade de retentato obtida apds acerto do pH e filtragdo € menor, com perdas de
massa a rondar os 6,3 % em detrimento de 30,8 % de perdas de massa quando se concentra primeiro.
Como rendimento de hidrolisado final, para o esquema (A) atingiu-se 99 % e para o esquema (B)
apenas 71 %. Estas perdas arrastam grandes quantidades de monossacaridos, com um efeito muito
negativo na eficiéncia global do processo de bioconversdo da xilose em xilitol. Como se verifica um
maior rendimento em massa e consequente maior quantidade de acucares disponiveis, foi decidido que
a preparagéo de hidrolisados concentrados se faria primeiramente pelo acerto do pH, mesmo sabendo

que estamos a impor um maior stress acido as leveduras.
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3.5 Comparacdo da fisiologia de diferentes estirpes de D.hansenii em meios

guimicamente definidos

Sdo varias as estirpes de leveduras D. hansenii descritas na literatura como potenciais sobre
produtoras de xilitol [Converti et al., 1999].

Assim, ha interesse em explorar a variabilidade intra-especifica desta levedura, o que levou a
selecdo de estirpes de ambas as suas variedades: CCMI 493 var. hansenii e CCMI 941 e CCMI 496
var. fabryi.

Como primeira comparacéo foi realizado um estudo do seu crescimento em Meio Quimicamente
Definido utilizando xilose (MQD-X) como principal fonte de carbono e energia com a finalidade de
avaliar a eficiéncia do metabolismo da xilose nestas estirpes (20 g-L™ de xilose).

Na Figura 16 apresentam-se os perfis de crescimento para as leveduras pertencentes a variedade
fabryi. Para este meio, ndo se verificou crescimento celular nem consumo de xilose para a estirpe
CCMI 493, ao longo do tempo (resultados ndo apresentados). Na verdade, estirpes pertencentes a
variedade hansenii apresentam normalmente uma maior dificuldade na assimilacdo de xilose,

potencialmente por razdes associadas ao funcionamento do enzima glucose-6-fosfato desidrogenase.

Ln (Abs/Abs,;), pH

O

0 20 40 60 80 100
Tempo (h)

Figura 16 - Perfis de crescimento da levedura D. hansenii em MQD-X, para as estirpes CCMI 496 (¢) e
CCMI 941 (m), e respetivos perfis de pH (CCMI 496, ¢ ; CCMI 941, o).

Comparando os perfis de crescimento e assimilacdo de xilose para as duas estirpes fabryi, observa-
se crescimento e consumo de substrato, com uma acentuada descida do pH de 55 para
aproximadamente 2,7, pH a partir do qual as leveduras agregam e cessa a produgdo de biomassa
(verificado as 72 horas). O crescimento celular foi muito semelhante entre estas duas estirpes, com um
final da fase exponencial as 24 horas. As taxas especificas de crescimento maximo () € fase de

laténcia (1) para as estirpes CCMI 496 e 941 encontram-se no Quadro 15.
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Quadro 15 - Parémetros cinéticos para o crescimento das estirpes CCMI 496 e CCMI 941 em MQD-X
suplementado com TEVM.

Parametro Estirpes
CCMI49%6 CCMI9%41

o (N7) 0,16 0,15

A (h) 0,88 0,26

Apesar de pertencerem a mesma variedade, foi necessario maior tempo de aclimatacdo ao meio
para a estirpe CCMI 496, contudo abaixo de 1 hora, 0 que é considerado aceitavel.

Com o objetivo de avaliar o crescimento da estirpe CCMI 493 e verificar se existe consumo de
xilose mesmo quando presente a baixas concentracdes, esta foi cultivada em MQD-GX, um meio com

10 g-L " de glucose e 2 g-L™ de xilose (Figura 17).
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Figura 17- Perfil de crescimento da levedura D. hansenii em MQD-GX, para a CCMI 493 (e) e respetivo
perfil de pH (o).

Para este meio, a estirpe CCMI 493 apresentou crescimento celular, indicando a necessidade da
presenca de glucose, como substrato inicial. Contudo, o final da fase exponencial verificou-se as 48
horas, o que leva a concluir que esta estirpe apresenta um crescimento mais lento, mesmo num meio
rico em glucose. Isso justifica o fato de o valor para a taxa especifica de crescimento maximo ( Jnwx)
ter sido de 0,08 h™ e um tempo de laténcia (1) de 2,03 h, superior as outras estirpes. Todavia, a descida
do pH desceu e houve consumo de xilose apds o0 consumo de glucose.

Uma vez inoculada num meio rico em glucose, era de esperar que o crescimento desta estirpe fosse
mais acentuado quando comparativamente as outras estirpes em estudo. A fase de adaptacdo da
levedura ao meio foi demorada, 0 que a torna potencialmente pouco apta para crescimento em

hidrolisados de A. donax, onde a concentracao de glucose é cinco vezes mais baixa.
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Na Figura 18 encontram-se os perfis de consumo de substratos para os MQD otimizados para cada

estirpe em estudo.

75 25 75 5
S 4 20
~ D T %\ ’,‘A" | - e 20
fﬂ 50 | -\\ /,- :] 50 | “X . 4
~ h /" 115 % o \ f’l a
3 \)E“ Tz N ¢ Ed
Q ’f’ ‘\\‘ @ Q \‘\ I” @
oo ’1' \‘\ 110 ;‘ = ,,\/\ 110 )
S 25t R 9 25k AN A
O f/ \"'\., 5 ‘/ )K\
’,‘ ﬂ(_ 5 /If \\\ 5
00 & ‘ ‘ ‘ ‘ 0 o — e G o
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
A Tempo (h) B Tempo (h)
14
14+
e, 12
12 'Y
- \ 110
10 Q\
: . | ~
3 gl \ 8 |
5 \ P
al 6 Y 6 -
= \ I A 2
0 \ A I
2 S Kotk v e -
0 X °
2 ";‘: \\ 2
i SN
0 hmnezzzz==1K e 0
0 20 40 60 80 100
Tempo (h)
C

Figura 18- Perfis de consumo de substratos e peso secoem MQD-X e MQD - GX: (A) Estipe CCMI 496;
(B) Estirpe CCMI 941; (C) Estirpe CCMI 493. Glucose (¢), Xilose (*), DW (A),Glicerol (*).

Um dos aspetos a focar por observagédo da Figura 18 é o consumo de glicerol por parte das estirpes
em estudo. O glicerol provém, como j& dito anteriormente, do stock de culturas utilizado para a
realizacdo deste trabalho. Através do grafico A, verifica-se um consumo de glicerol mais acentuado
nas primeiras 24 horas, em detrimento do consumo de xilose. Para a estirpe CCMI 496, a taxa de
consumo de glicerol (Qgiyon) Nas primeiras 24 horas foi de 0,07 g-L™-h™, enquanto a de xilose (Qyy1)
foi de 0,03 g-L™-h™. Tendo em conta estes resultados, ¢ evidente a existéncia de uma repressio
catabolica do glicerol sobre a xilose para esta estirpe. Provavelmente a via metabdlica do glicerol é
mais eficiente que a da xilose. Segundo a bibliografia encontrada, para algumas leveduras como a

Candida guilliermondii, concentracées de 0,7 g-L™ de glicerolfavorecerem a producéo de biomassa e
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quando acima de 1 g-L™ favoreceram o consumo de xilose, em meio de hidrolisado de bagaco de
cana-de-acUcar [Arruda et al., 1994].

Atingidas as 24 horas de crescimento, a descida da concentracdo de glicerol levou a necessidade de
consumir em simultaneo a xilose, como fonte de carbono adicional. Como consequéncia, as 48 h a
produtividade celular (Q,) aumentou 21 % comparativamente as 24 horas, atingindo o seu pico
méximo. Quando a concentragdo de glicerol atingiu 0,07 g-L™, 0 consumo de xilose deu-se a uma taxa
mais acelerada por passar a ser a Unica fonte de carbono, contudo o crescimento celular deixou de ser
exponencial por apenas estar disponivel essa pentose como substrato. Para esta estirpe ndo ocorreu
formacdo de produtos, como é o caso do xilitol, uma vez que as condicBes de crescimento foram
realizadas na presenca de condi¢cdes de oxigénio ndo limitante. Como consequéncia, a maior parte do
carbono foi utilizado para a produgéo de células.

Para o perfil B, ocorreu por parte da estirpe CCMI 941 um comportamento relativamente diferente,
pois nas primeiras 24 horas houve consumo em simultaneo de xilose e glicerol. Esta estirpe mostrou
ser menos afetada pela repressdo catabdlica do glicerol, com consequente facilidade em produzir
biomassa apenas na presenca de xilose.

E visivel, pela observacio do grafico, que a taxa de consumo de Xxilose para a CCMI 941 é maior
(Qei =015 g-L™*-h™, as 24 horas) e a de glicerol menor (Qeiyon = 0,05 g-L™*-h™, as 24 horas).A xilose
atinge uma taxa de consumo méxima as 48 horas, com 0,26 g-L™*-h™ e chega a ser consumida por
completo ao fim de 96 horas. Todavia, a producdo de biomassa deu-se a uma taxa semelhante a estirpe
CCMI 496. O fato de se ter produzido, embora em pouca quantidade, aproximadamente 2 g de xilitol
as 24 horas de crescimento (valores ndo apresentados) é também relevante. As 96 h, por falta de
substrato, a estirpe deixou de apresentar capacidade para crescer, verificando-se uma ligeira descida na
concentragdo de biomassa.

Para a estirpe CCMI 493, uma vez que o crescimento foi desenvolvido na presenca de glucose, este
acucar foi o primeiro a ser consumido nas primeiras 17 horas de crescimento. Contudo, verificou-se a
partir dessa hora um consumo simultdneo de glucose e de glicerol. A taxa de consumo maxima de
glicerol foi atingida as 24 horas (Qgyon de 0,24 g-L*-h™) de crescimento. O pico de consumo de
glucose ocorreu apenas as 48 horas, quando ja ndo havia glicerol presente no meio (Qgc de 0,26 g-L°
L.h™). O mesmo se verificou para a xilose, embora consumida de uma forma mais gradual, apresentado
as 48 horas uma taxa de consumo (Q.y,) de apenas 0,05 g-L*-h™. Verifica-se, assim, uma preferéncia
desta estirpe pela glucose, podendo-se afirmar que o crescimento verificado para essas 48 horas
provém essencialmente do consumo deste agucar. Uma vez esgotados os substratos, o crescimento de
biomassa cessou, como explicado para as outras estirpes.

O rendimento em biomassa é considerado um dos parametros mais importantes para a sele¢ao das
estirpes uma vez que permite avaliar o crescimento celular em fungéo dos substratos consumidos.

O rendimento méaximo em biomassa (Y s), contabilizando o consumo de xilose e de glicerol, foi de

0,65 g-g"* e 0,34 g-g™ para as estirpes CCMI 496 e CCMI 941, respetivamente (atingido para ambas as
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24 horas). Para a estirpe CCMI 493, o mesmo rendimento tendo em conta o consumo adicional de
glucose, foi de 025 g-g*, atingido apenas as 72 horas. Embora tenha sido verificado menor
rendimento em biomassa para a estripe CCMI 493, o meio utilizado para o crescimento ndo pode ser
comparavel, dadas as diferencas de substratos. Sendo assim, de um modo geral, é de destacar a maior
eficiéncia da estirpe CCMI 941 em detrimentos das restantes.

O estudo da aclimatacdo foi, porém, feito para as trés estirpes, dado o interesse em observar o

comportamento destas em meio de hidrolisado, nomeadamente, a sua tolerancia a este.

3.6 Estudo da aclimatagdo das diferentes estirpes de D. hansenii ao hidrolisado de A.

donax

Com o objetivo de estudar a aclimatagéo das estirpes CCMI 493,496 e 941 ao hidrolisado e tendo
sempre presente a necessidade de recorrer a processos economicamente mais competitivos
[Carvalheiro et al., 2006], iniciou-se o estudo cultivando as leveduras em meio de hidrolisado ndo
suplementado, recorrendo diretamente culturas stock. Uma vez observado que o glicerol pode
interferir no processo de assimilagcdo da xilose, iniciou-se a experiéncia com baixas concentragdes de
inéculo (1 mL de solugcdo stock), semelhantes as utilizadas para o estudo em MQD e para outros
hidrolisados descritos na literatura, por exemplo, hidrolisados de palha de trigo [Silva-Fernandes et al.,
2008].

Nestas condi¢Bes, ndo foi verificado crescimento celular no meio com base no hidrolisado, para
nenhuma das estirpes em estudo ao fim de 24 h (resultados ndo apresentados). Isto levou a uma
mudanca de estratégia, optando-se por utilizar hidrolisado suplementado com TEVM e concentragcfes
iniciais de in6culo bastante superiores, sendo estes indculos obtidos a partir de cultivos nos meios
quimicamente definidos, validados no ponto anterior.

Com 24 horas de crescimento, procedeu-se a uma centrifugacio de 1,5 g-L™ de pré-indculo
centrifugado em condicdes de assepsia, tendo-se utilizado o pellet celular para inocular 80 mL de
hidrolisado suplementado com TEVM (Anexo B.1).

Os perfis de crescimento para as trés estirpes utilizadas encontram-se na Figura 19. Nestas
condicbes, apenas a estirpe CCMI 493 ndo apresentou crescimento em meio de hidrolisado,
demonstrando a sua incapacidade de sobrevivéncia neste meio, pelo que se excluiu esta estirpe de
estudos posteriores realizados neste trabalho.

Segundo alguns autores, recorrer a ciclos consecutivos de crescimento celular levou a um aumento
da taxa de consumo da xilose e de um aumento da taxa especifica de crescimento [Sene et al., 1998].
Como tal, baseado na bibliografia, foram realizados ciclos por etapas, de modo a confirmar a
aclimatacéo.

Comparando as duas variedades fabryi, para a primeira etapa a produtividade celular (Q,) da
estirpe CCMI 496 atingiu o pico as 24 horas, com 0,11 g-L™-h e uma concentracio de células de 4
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g-L™". Para o mesmo tempo de crescimento, a estirpe CCMI 941 ja apresentava um concentragio
celular maior atingindo o méaximo de 17 g-L™ com o triplo do valor de Q, ao fim de 48 horas. Como
tal, foram encontrados para as estirpes CCMI 496 e CCMI 941 taxas especificas de crescimento
MAaximo (L) de 0,01 h™* e de 0,06 h™, respetivamente.

Para e estirpe CCMI 496 apenas se verificou um pequeno consumo de furfural e glucose as 24
horas, o que justifica o reduzido crescimento celular obtido. Nao se verificou consumo dos outros
substratos presentes nem a produgdo de polidis. O mesmo ndo aconteceu com a estirpe CCMI 941,
onde se verificou um consumo inicial e simultdneo de furfural, glucose, xilose, arabinose e acido
acético atingindo, a excecao de xilose e do &cido acético, o consumo total as 18 horas de crescimento.
A taxa de consumo de xilose (Q,) ja era de 023 g-L™-h™ ao final de 24 horas com a respetiva
producdo de poliois, iniciada as mesmas horas. N&o era de esperar que, em condi¢cdes ndo téo restritas
de oxigénio se verificasse producdo de polidis, contudo obteve-se um maximo de 10,46 g-L™* as 48
horas, no momento em que a concentracio de xilose atingiu cerca de 2 g-L™. O pico méaximo de
rendimento em biomassa (Y,s) também foi atingido as 48 horas, com um valor de 0,60 g-g*
(considerando apenas o consumo dos agucares).

Para a 22 etapa, a taxa especifica de crescimento (pwsy) méaximo foi de 0,02 h™e de 0,08 h™, para a
estirpe CCMI 496 e CCMI 941, que aumentou comparativamente aos valores obtidos para este
pardmetro na primeira etapa. Contudo, para a estirpe CCMI 496 este aumento ndo foi muito
significativo. Comparando os graficos A e B é de salientar o crescimento celular mais acentuado para
a CCMI 941. Numa terceira etapa, a levedura CCMI 941 apresenta um pys de 0,13 h™, aproximando-
se do obtido no MQD-X. Os resultados tornam claro a capacidade desta estirpe de levedura se adaptar
ao meio de hidrolisado estudado, embora recorrendo a elevadas concentracdes iniciais de células.

Logo, selecionou-se esta estirpe para a continuagao dos estudos.
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Figura 19 - Perfis de crescimento para as estirpes CCMI 941 (A), CCMI 496 (B) e CCMI 493 (C) em
MQD-X (m;¢), em MQD-GX (e) e em hidrolisado acertado a pH 5,5 e suplementado com TEVM: 1l2%tapa

(m;e;0), 22 ctapa (m;¢) e 32 etapa (m).
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3.6.1 Otimizagdo da concentragao inicial de in6culo

Uma vez selecionada a estirpe mais tolerante ao hidrolisado, foram estudadas as concentragdes
minimas necessarias desta levedura para garantir crescimento, com o principal objetivo de reduzir os
custos na producdo de biomassa para inoculo. Para a realizacdo deste ensaio recorreram-se a
concentracdes de células de 0,15, 0,25 e 0,37 g-L™ (correspondentes a volumes de 5, 7,5 e 10 mL de
células stock centrifugadas, respetivamente)tendo os ensaios decorrido nas mesmas condigdes dos
anteriores (80 mL de hidrolisado, suplementado com TEVM e sob condi¢Ges de aerobiose).

Na Figura 20 encontram-se representados os perfis obtidos para os compostos mais relevantes.
Observando meramente a figura é notavel a semelhanca de perfis, destacando-se apenas um aumento
das taxas de consumo e producdo a medida que se aumenta a concentracao inicial de indculo.

Pode-se verificar que toda a glucose foi consumida durante as primeiras 24 horas de crescimento.
Contudo, este consumo foi efetuado a diferentes taxas (Qqic), como apresentadas no Quadro 16.

Focalizando o perfil A, nas primeiras 10 horas e enquanto a glucose esteve presente, verificou-se
apenas um consumo de Xilose e de acético, se bem que em quantidades reduzidas. Contrariamente a
outras leveduras [Canilha etal., 2005], a D. hansenii ndo apresenta um consumo diauxico de glucose e
xilose muito prenunciado, mas ha uma nitida preferéncia da glucose sobre a xilose, 0 que vai de
encontro com outros trabalhos ja publicados [Carvalheiro et al., 2007]. A concentracdo inicial de
indculo utilizada ndo restringe demasiado a presenga do oxigénio no meio, 0 que permite 0 consumo
do &cido acético

Apenas quando as concentracdes de glucose ja se encontravam abaixo de 1g-L™ é que ocorreu um
consumo de xilose de 93 %, num intervalo de tempo de 24 horas. Também toda a arabinose foi
consumida assim como o acido acético, que se refletiu no aumento da producdo de biomassa (Qyde
0,15 g-L™-h™"). Para o mesmo intervalo de tempo a taxa de consumo de aglcares atingiu 0 seu
maximo, assim como a taxa de produgio de polidis maxima (de 0,58 g-L™-h™ e uma de 0,24 g-L™-h™,
respetivamente). A concentracio de polidis maxima [poliois ] foi de 11, 33 g-L™.

Contudo, 0 maximo atingido de producéo de biomassa foi mais moroso (verificado as 72 horas de
crescimento), uma vez que depois de consumidos todos os substratos as células comecaram a
consumir os polidis presentes no meio, como modo de sustentacdo celular. Como tal, 0 Q, e 0
rendimento em biomassa (Y,) foram de 0,9 g-L™-h" e de 052 g-g*, respetivamente. Este
rendimento foi feito apenas tendo em conta o consumo de acucares, ndo contabilizando o consumo de
acético
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Figura 20- Perfis de consumo de substrato, e de formacdo de biomassa e produtos metabdlicos para
hidrolisado ndo destoxificado e ndo concentrado, suplementado com TEVM, para diferentes
concentracdes iniciais de inéculo. (A) 0,15 g-L; (B) 0,25 g-L%; (C) 0,37 g-L™. Glucose (¢) Xilose ();
Arabinose (m); Acido Acético (+); Etanol (--), Polids (¢) Peso Seco DW (A).

Por comparacdo com os restantes perfis, destaca-se principalmente um aumento significativo da
taxa de consumo de acUcares e de xilose, como descrito no Quadro 16. O mesmo ndo ocorreu na

produtividade e no rendimento em biomassa, que se mantiveram nada ou pouco inalteraveis quando
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adicionado mais volume de in6culo. Este comportamento pode ser explicado dado o aumento da

producéo de polidis, atingindo um maximo de 12,46 e 12,44 g-L™* (no perfil B e C, respetivamente).

Quadro 16 - Parametros cinéticos e estequiométricos para o crescimento da CCMI 941 em meio de

hidrolisado suplementado com TEVM para diferentes concentragdes de indculo.

A [In6culo];
Parametro 015g-L* 025g-L" 037g-L?
o (D) 0,16 0,14 0,15
A (h) 441 313 2,66
Qcic24h(g-L*h*) 003 0,15 0,21
Q24 h(gL*h") 025 0,32 0,36
Q.24 h (g-L™*-h™) 0,35 0,42 0,47
Q.72 h (g-L™*-h*) 0,19 0,19 0,18

Destaca-se também uma maior diferenga no tempo de laténcia (1), para cada concentragéo usada.
Este resultado vai de encontro com o previsto uma vez que, a medida que a concentracdo celular
inicial aumenta, mais facilmente é a adaptacdo celular inicial ao meio. O valor de . € parecido para
os trés ensaios, 0 que enfatiza o fato a produtividade de biomassa ter sido semelhante, para o seu
maximo.

Conclusivamente pode-se afirmar que ndo se justifica aumentar a concentracdo para 0,25 ou 0,37
g-L™*, que projetado a escala industrial aumentaria consideravelmente o volume de meio necessario ao
processo de fermentagéo.

Também a suplementagcdo apenas com TEVM parece ser suficiente, pois os valores de rendimento
celular estdo em linha com os valores tedricos para crescimentos de leveduras em limitacdo de
carbono e energia [Duarte et al., 2008]. A utilizacdo de apenas TEVM, um conjunto de suplementos
quimicamente definido e de relativo baixo custo, € uma vantagem competitiva desta levedura ja
também reportada para o hidrolisado de dreche cervejeira [Carvalheiro et al., 2004; Duarte et al.,
2008].

O fato de se poder utilizar uma concentragdo inicial de celulas relativamente baixa e de ser
dispensavel a producdo de mais rondas de aclimatacdo, torna o processo de producdo de indculo
economicamente rentavel.

Para complementar o estudo e minimizar a producéo de polidis em prol da producdo de maior
quantidade de biomassa na fase de producdo de indculo, considerou-se interessante estudar o efeito de

uma maior a disponibilidade de oxigénio durante o cultivo.
3.6.2 Estudo do efeito da disponibilidade de oxigénio na produgdo de indculo

Para complementar o estudo e minimizar a producdo de polidis em prol da producdo de maior
quantidade de biomassa na fase de producdo de indculo, considerou-se interessante estudar o efeito de

uma maior a disponibilidade de oxigénio durante o cultivo.
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Todas as condi¢cbes de cultivo foram mantidas iguais, alterando apenas a disponibilidade de
oxigénio por utilizacdo de condicbes de aerobiose plena, que promovem uma maior oxigenagdo do
meio (explicado no ponto 2.4.2).

No quadro seguinte encontram-se descritos os valores para os parametros mais relevantes, para os
diferentes baldes (Quadro 17).

Quadro 17 - Parametros cinéticos e estequiométricos para o crescimento da estirpe CCMI 941, em meio de

hidrolisado suplementado com TEVM para condi¢cGes de aerobiose e aerobiose plena.

[Indculo] de 0,15 g-L™

Parametro Aerobiose Aerobiose plena
e (N7) 0,16 0,15
A (h) 441 5,37
Qx 24h (g-L™*-h* 0,14 0,32
Q«48h(g-L™*-h™) 0,15 0,26
Qxi124 h (g-L™*-h™) 0,25 0,59
Y ws 240 (g-g%) 0,40 0,70

Os valores de e de A foram semelhantes, recorrendo ou ndo a balées com anteparas. Contudo,
nas primeiras 24 horas verifica-se um significativo aumento a taxa de producdo volumétrica de
biomassa. Na verdade, a concentra¢do de biomassa aumentou para o dobro em condi¢des de aerobiose
plena, passando de aproximadamente 4 g-L™ para 8 g-L™. Algo semelhante ocorreu para 0 mesmo
parametro as 48 horas, onde se atingiram 13,5 g-L™ de biomassa em detrimento de 8,08 g-L™ obtidos
em condigdes de aerobiose.

O consumo de xilose ao longo do ensaio ndo mostrou ser tdo gradual, apresentando um elevado
declive entre as 10 e as 24 horas, com uma redugdo de 41 % da sua concentragdo num espago de
tempo de 14 horas. Verificou-se assim um aumento de duas vezes mais do valor de Q. quando
submetido a um meio mais rico em oxigénio. Tal como a xilose, 0 consumo de arabinose e de acido
acético ocorreu mais cedo (as 24 horas), sendo totalmente consumidos. Sequentemente alcangou-se
um Yy claramente maior na presenca de maiores quantidades de oxigénio e menor rendimento em
polidis. Apesar de se verificar uma taxa de producédo de polidis maior, derivada do aumento da taxa de
consumo de substratos, a concentragdo maxima conseguida foi de 5 g-L™, relativamente baixa as
concentragdes obtidas no ensaio sem anteparas.

Como argumento pode-se afirmar que existe uma clara influéncia do oxigénio nas condicdes de
producdo de indculo, manifestado num visivel aumento da producdo de biomassa e numa menor

formacéo de polidis, tal como descrito na bibliografia [Roseiro et al., 1991].
3.7 Estudo do efeito do método de producdo de indculo na producdo de xilitol

Dado que a forma como a forma como o inéculo é produzido pode influenciar a performance

fermentativa da levedura e especificamente a producdo de xilitol [Felipe et al., 1996; Sene et al.,
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1998], torna-se necessario comparar os dois tipos de indculos produzidos sob condigdes de menor ou
maior disponibilidade de oxigénio, como acima referidos (condi¢cGes de aerobiose e aerobiose plena,
respetivamente). De fato, ndo s6 a concentracdo celular final em cada um deles é diferente, como as
células estdo em estados fisiologico-metabolicos diferentes, e que se reflete numa maior produgéo de
xilitol no processo de producdo de indculo sob menor disponibilidade de oxigénio e portanto essa
vantagem pode ser passada para a fase de producéo de xilitol.

A producdo do inéculo seguiu 0s mesmos passos dos descritos no ponto 3.6.1 e 3.6.2, sendo a
biomassa recolhida e centrifugada ao fim das 24 e 72 horas, correspondentes aos tempos onde se
iniciou a fase de desaceleragdo, para o inéculo produzido em condicGes de aerobiose e aerobiose
plena. De modo a iniciar as duas experiéncias com concentrages celulares semelhantes foram
centrifugados diferentes volumes de caldo celular, o que (s6) foi parcialmente conseguido.

Estes ensaios sdo feitos com hidrolisados concentrados, dado que este processo € favorecido por
uma elevada concentragdo de xilose inicial [Carvalheiro et al., 2007]. Para a produgéo de xilitol, foram
mantidos os 80 mL de hidrolisado, contudo recorrendo condi¢Ges de semi-aerobiose severa, de modo a
restringir a disponibilidade de oxigénio.

A composicdo do hidrolisado utilizado encontra-se descrita no Quadro 18, recorrendo
primeiramente ao acerto do pH pelas razGes explicadas anteriormente. Tendo em conta que todo o
processo de aclimatacdo foi realizado sem destoxificar, a etapa de producdo de xilitol também foi
efetuada do mesmo modo com a finalidade de estudar a capacidade da estirpe CCMI 941 para
converter a xilose em xilitol na presenca de elevadas concentra¢des de &cido acético.

Paralelamente ensaiou-se também o efeito da suplementagdo, recorrendo a ndo-suplementacdo
(adicdo de dgua no mesmo volume final dos restantes suplementos), suplementacdo com TEVM e YE
3g-L™. O efeito da adicdo destes compostos foi testado por outros autores para hidrolisados de dreche
cervejeira, sendo o YE considerado como um dos mais eficazes no aumento da produtividade e do
rendimento em xilitol para a levedura em estudo, seguido pelo TEVM [Carvalheiro et al., 2006]
Recorreram-se a 3 g-L™ de YE por ter sido observado também em trabalhos anteriores produtividades
e rendimentos em xilitol muito semelhantes aos obtidos quando se aumentou 2 vezes a concentragao

deste suplemento [Carvalheiro et al., 2007], para a mesma matéria-prima.
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Quadro 18 - Composicdo do hidrolisado apds acerto de pH e concentragao

Componentes Concentragao (g-L")
Glucose 5,37
Xilose 55,12
Arabinose 4,84
Acido Férmico 0,53
Acido Acético 12,44
Acido Levulinico 0,24
HMF 0,10
Furfural 0,00
Compostos fe nélicos 2,38

Na Figura 21 encontram-se os perfis dos consumos dos substratos mais relevantes e da producgéo de
polidis e de biomassa, ao longo do tempo de fermentacao.

Relativamente aos substratos, para todos os ensaios e nas primeiras 7,5 horas verificou-se um
consumo total de HMF. Para os meios ndo suplementados o consumo de glucose apresentou uma taxa
mais elevada, o que explica o posterior consumo de xilose mais acentuado, comparativamente aos
restantes meios testados. Contrariamente ao observado por Carvalheiro et al [2006], em que a
suplementacao assegurou um maior consumo de agucares em hidrolisado de dreche cervejeira, para o
hidrolisado de A. Donax L. esse efeito ndo foi aqui visivel.

Para todos os perfis verificou-se um baixo consumo de &cido acético e a concentragdo de arabinose
manteve-se praticamente inalterada. Este fato pode ser explicado por no final da experiéncia ainda
existir xilose por consumir, ndo sendo possivel parte da estirpe recorrer a outros substratos.

A produtividade em biomassa (Q,) para todas a situagdes atingiu valores abaixo de 0,1g-L™-h™,
dadas a restritas condicdes de oxigenacdo do meio. Contudo, € importante focar que mesmo nestas
condigOes verificou-se crescimento. Segundo Duarte et al [2005], para a mesma estirpe de D. hansenii
ndo houve crescimento a concentracdes de acético de 9 g-L™quando a levedura é cultivada em meio
quimicamente definido. Com a realizacdo deste ensaio foi possivel demonstrar que o processo de
producdo de indculo permite também uma boa aclimatac&o celular, uma vez que com mais 3 g-L™ de
acido acético, verificou-se producdo de biomassa e formacdao de xilitol, confirmado pela coluna Sugar-
Pak [Duarte et al., 2005].

De fato, ao iniciar-se a assimilagédo de xilose iniciou-se a producdo de xilitol. N&o se verificou
producdo de arabitol, dado ndo ter sido consumida arabinose e por as células néo se encontrarem sob
uma situacdo de stress osmético, dado que este metabolito é preferencialmente produzido como soluto
compativel [Nobre et al., 1985].
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O efeito da suplementacdo e da producdo de indculo na producéo de xilitol encontra-se resumido
no Quadro 18. O efeito do TEVM em meio sob condi¢cdes de aerobiose plena ndo foi estudado por
apresentar menor rendimento em Xxilitol.

Quadro 19 - Influéncia da suplementacdo e das diferentes producfes de in6culo nos parédmetros cinéticos e

estequiométricos para a producdo de xilitol pela levedura D. hansenii.

Condigéo do inoculo Aerobiose Aerobiose plena

Parametro S/suplementagdo TEVM YE S/Suplementagdo YE
[XylOH]mx (9-L™) 22,36 2522 28,84 21,93 23,38
Quyion (gL h™) 0,12 013 015 0,11 0,12
Yion (9:97) 0,61 058 064 0,67 0,65

Todos os parametros foram calculados as 192 horas.

Foi alcancada uma concentragdo méxima de xilitol de 28,84 g-L™ ao fim de 192 horas de
crescimento, para o meio com YE recorrendo a condigcdes de aerobiose. Obteve-se uma produtividade
volumétrica (Qyion) de 0,15 g-L™*-h™e a um rendimento (Y,i0n) de 0,64 g-g™. Contudo, comparando
este rendimento com o do ensaio obtido para as mesmas condicbes de oxigénio mas sem
suplementacdo, verifica-se uma diferenca de mais 5 %, que pode ndo justificar a necessidade de
encarecer o processo com adicdo de YE. Os valores de produtividade volumétrica em xilitol para a
estirpe CCMI 941 encontram-se dentro do intervalo de valores encontrado na bibliografia, para meios
ndo destoxificados e concentrados de dreche cervejeira [Carvalheiro et al., 2006]. Os valores de Y wion
ultrapassaram mesmo os obtidos para a dreche cervejeira e 0 sorgo, 0 que indica uma potencial
vantagem deste hidrolisado.

Ambos o0s ensaios realizado recorrendo inéculo produzido em condicbes de aerobiose
plena.exibiram valores para Q.,on Mais baixos que os obtidos para as condicdes de aerobiose, contudo
apresentaram melhores rendimentos em xilitol. Focando de novo a possivel futura utilizagdo deste
método em reatores industriais, provavelmente as pequenas diferencas na produtividade volumétrica
para estes ensaios ndo compensam as 48 horas a mais de funcionamento dos reatores de producao de
inéculo, quando crescidos em condigfes com menos oxigénio.

Como conclusdo, optar por utilizar uma produgdo de indculo crescido sob condicBes de aerobiose
plena, ou seja, em condicbes com maior disponibilidade de oxigénio, parece ser a melhor opgéo para

obter maiores rendimentos em Xxilitol e poupar energia a nivel industrial.

3.71 Producdo de xilitol em meio duas vezes concentrado - Efeito da disponibilidade de

oxigénio

Uma vez selecionada melhor maneira de produzir inéculo (producdo de in6culo em condi¢Ges de
aerobiose plena), foram comparados os ensaios de produgdo de xilitol acima descritos para essas

mesmas condigdes com outros dois ensaios cultivados em condi¢des de semi-aerobiose, de forma a ter
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uma maior disponibilidade de oxigénio. O objetivo foi estudar qual o efeito da disponibilidade de
oxigénio no processo a producdo de xilitol. Foram comparados os mesmos parametros descritos no
ponto acima. Na figura que se segue encontram-se os perfis para 0os mesmos compostos estudados

acima.
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Figura 22 - Perfis de consumo de substrato, formacdo de biomassa e de produtos metabdlicos para
hidrolisado concentrado duas wezes e em condicbes de semi-aerobiose, para diferentes suplementagdes.

Glucose (¢) Xilose (*); Arabinose (m); Acido Acético (+); Etanol (), Polidis (¢), Peso Seco DW (A).

O comportamento da estirpe CCMI 941 para este ensaio ndo variou consideravelmente quando
comparado com os obtidos no ensaio do ponto 3.7.

Destaca-se porém, por observacdo dos graficos, uma maior dificuldade no consumo de glucose
para 0 meio ndo-suplementado deste ensaio, comparativamente ao ensaio anterior recorrendo a
condicBes de semi-aerobiose severa. Por este fato, o consumo de xilose também ocorreu mais tarde

assim como a producéo de xilitol.
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N&o se verificou, também para este caso, produgdo de arabitol pelos mesmos motivos explicados

acima.

Quadro 20 - Efeito da disponibilidade de oxigénio nos parémetros cinéticos e estequiométricos para a

producdo de xilitol para a levedura D. hansenii.

Condigao do in6culo Aerobiose plena

Parametro S/Suplementacd YE
[XylOHT e (9-L7) 17,84 21,23
Quyion (g-L7-h™) 0,09 0,11
Yoyion (9:97) 0,77 0,75

Todos os outros parametros foram calculados as 192 horas.

Comparativamente aos ensaios, a concentracdo em xilitol as 192 horas foi relativamente mais
baixa, contudo verificou-se um ligeiro aumento da concentragdo biomassa. Porém, é de salientar o
elevado rendimento em xilitol obtido, tanto para meio suplementado como ndo suplementado. De fato,
estes rendimentos s@o 0s maiores entre os descritos na literatura para esta levedura. Volta-se a levantar
a questdo de ser ou ndo necessario recorrer a suplementagfes dada a pouca diferenca nos resultados do
rendimento entre o meio suplementado com YE (suplemento caro) e ndo suplementado.

Relativamente a produtividade volumétrica, ndo se verificaram alteracGes nos seus valores, pelo
que se torna agora necessario envidar esforcos para maximizar este parametro, provavelmente

alterando (aumentando) a concentracdo inicial de indculo.

E de evidenciar a importancia que o estudo do efeito das diferentes condices de operacéo,
nomeadamente ao nivel dos fatores bi6ticos pode contribuir para o aumento da eficiéncia do processo
de producéo de xilitol. O ponto-chave deste trabalho, comparativamente com outros, foi a produgédo de
indculo num sé passo de aclimatacdo, sem necessidade de qualquer destoxificagdo adicional para além
da obtida no processo de concentracdo. Além disso, o efeito da suplementacdo ndo apresentou ter uma
influéncia significativa na bioproducdo de xilitol. A disponibilidade de oxigénio mostrou ser um dos

fatores mais importantes e que deve ser estudado em maior profundidade.
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4 Considerac0es finais e perspetivas
Os resultados apresentados ao longo deste trabalho levaram as seguintes conclusdes:

e A biomassa de Arundo donax L. apresenta uma composi¢do quimica muito favoravel para a

obtencdo de hidrolisados ricos em pentose;

e Recorrendo a condi¢Ges otimizadas de hidrolise foi possivel fracionar seletivamente as
hemiceluloses com uma recuperacdo elevada de monossacéridos e baixa concentragdo de
inibidores;

e O efeito da granulometria, para os tamanhos de particulas estudados, ndo teve impacto

significativo na composicdo quimica do material pré-tratado, nem dos hidrolisados;

e O acerto do pH, necesséario para elevar o pH do hidrolisado para valores compativeis com o
crescimento microbiano, feito apds a concentragdo do hidrolisado promove uma remoc¢ao
significativa de acido acético, comparativamente a estratégia de se proceder ao acerto de pH
antes do processo de concentragdo. No entanto, para esta Ultima estratégia, ndo ocorrem
perdas significativas de volume de hidrolisado e consequentemente de agucares

fermentesciveis;

e A especie D. hansenii apresenta uma grande variabilidade intraespecifica relativamente ao
metabolismo da xilose;

e A estirpe CCMI 493 ndo se demonstrou apta para a bioconversdo de xilitol recorrendo as
condigbes de aclimatagdo em estudo, pois ndo apresenta assimilagdo significativa de xilose,

exceto quando cultivada na presenga de concentragdes superiores de glucose;

e A estirpe CCMI 496 apresentou uma produtividade celular menor que a CCMI 941 quando
submetida a hidrolisado suplementado com TEVM e a diferentes concentracBes de pré-

inéculo, sendo excluida de trabalhos posteriores.

e A estirpe CCMI 941 mostrou ser a que melhor se aclimatizou as diferentes condicBes
estudadas, sendo apenas necessario concentracdes celulares iniciais superiores a 0,15 g-L™

para obter uma significativa producao de biomassa, sem recorrer a pré-inoculos;

e A disponibilidade de oxigénio mostrou ter impacto na fase de producdo de in6culo, obtendo-
se para meios de aerobiose plena maior produtividade celular, e para meios de aerobiose maior
producéo de xilitol. Logo, considerou-se interessante estudar o efeito destas duas formas de

produzir inéculo na bioconversao de xilose a xilitol em meios concentrados;
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e Para a estirpe CCMI 941 foi possivel observar a bioconversao de xilose em xilitol no meio
concentrado, que apresentou relativamente elevadas concentragcbes de &cido acético,
independentemente da forma de producdo de inoculo, provavelmente por este ter sido
aclimatizado.

e A producao de xilitol apresentou um maior rendimento e também uma maior produtividade
global do processo (tendo em conta a duracdo das fases de producdo de indculo e de xilitol),

quando se utilizou o indculo produzido em condigbes semi-aerobiose;

e Suplementando o hidrolisado YE obteve-se um menor rendimento comparativamente ao meio
ndo suplementado. Logo, a suplementagdo mostrou ter uma influéncia pouco significativa na

bioproducdo de xilitol, para as condi¢gdes em estudo.

Para complementar os estudos realizados, e dando continuidade ao desenvolvimento do processo
biotecnoldgico de producdo de xilitol por D. hansenii em hidrolisado de A. donax, seria importante

estudar num futuro préximo e em maior detalhe os seguintes aspetos:

e Avaliar a produgdo de xilitol em hidrolisado primeiramente concentrado duas vezes e
posteriormente acertado, pois este ndo apresentaria uma tao elevada toxicidade. No entanto,
isto requer o desenvolvimento de um processo mais eficiente de recuperacdo do hidrolisado
ap6s o acerto de pH (por exemplo pela utilizacdo de processos de centrifugacdo ou a
utilizacdo), o que também se teria de otimizar.

e Explorar a vantagem competitiva que a levedura D. hansenii apresenta relativamente a gama
de pH em que pode crescer. Dados do nosso laboratério demonstram que esta levedura tolera
facilmente valores de pH proximos de 8, o que permitiria baixar o efeito tdxico da

concentracgdo da forma ndo-dissociada do acido acético.

e Estudar em profundidade o efeito da disponibilidade de oxigénio na producdo de biomassa
neste hidrolisado;

E principalmente,

e Estudar em profundidade o efeito da disponibilidade de oxigénio na producéo de xilitol, pois
0s nossos dados demonstram claramente que uma limitacdo excessiva de oxigénio nao é

benéfica para o processo.

Estes dois Gltimos pontos implicam que se determine quantitativamente a disponibilidade de oxigénio

em cada condicdo.
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ANexos

Anexo A- Meios de Culturas

A.1. Meio Yeast Malt Glucose liquido

Quadro A.1- Composicdo quimica do meio YM-glc Liquido (1 L)

Nutrientes Concentracdo (g-L") Marca comercial
Extrato de levedura 30 Oxoid
Extrato de malte 3,0 Oxoid
Peptona 5,0 Difco
Glucose 10,0 Oxoid

A.2. Meio Yeast Malt glucose (YM-glc)

Quadro A.2- Composi¢do quimica do meio YM-glc (1 L)

Nutrientes Concentracdo (g-L") Marcacomercial
Extrato de levedura 3,0 Oxoid
Extrato de malte 30 Oxoid
Peptona 50 Difco
Glucose 10,0 Oxoid
Agar 30,0 Difco

Todos os compostos foram adicionados a 1000 mL de agua destilada.

O meio foi aquecido, distribuido em frascos e esterilizado em autoclave a 121 °C durante 15
minutos a 1 bar. Apds arrefecimento entre 50 a 55 °C o meio solido foi distribuido
assepticamente em placas de Petri estéreis. Por fim foram armazenados a 4 °C.

A.3 Meio Quimicamente Definido

Os suplementos utilizados na preparacdo deste meio foram misturados em agua ultra pura
com recurso a agitagdo magnética. Assim que se verificou uma mistura homogénea corrigiu-se o
valor de pH para 55 com solugdes de NaOH e HCI e acertou-se o volume num baldo

volumétrico. Por ultimo o meio foi esterilizado pelo sistema de filtracao.
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Quadro A.3- Constituintes e quantidades aplicadas na preparacdo de 1L de MQD

Para Para o .
Compostos producdo de  crescimento P_ara 0 crescimento
stock estirpe 493 estirpes 493,496 e 941
Xilose 259 29 20
Glucose 254 109 0
Solugéo de Vitaminas (100 x) 10 mL 10 mL 10 mL
Solucéo de Sais (40x) 25 mL 25 mL 25 mL
Solugéo de NP (20x) 50 mL 50 mL 50 mL
Solucéo de Mg (25x) 25 mL 25 mL 25 mL

Anexo B- Solucdes e suplementos utilizados

Anexo B.1- Solugéo TEVM (Trace Elements, Vitamins and Minerals)

Todas as solugcbes foram preparadas para 1 L de agua ultra pura e esterilizadas

separadamente e s6 depois adicionadas aos meios de fermentacéo, nas devidas propor¢des.

Solugéo NP

A fonte de Azoto, Potéssio e Fdsforo foi preparada numa solugdo 20 vezes concentrada e o
pH acertado a 5,5 com NaOH 2M. A solucao foi esterilizada em autoclave a 121 °C durante 15

min a 1 bar e armazenada no final a 4 °C.

Quadro B1.1- Composi¢do da solucdo de NP 25 vezes concentrada

. , Conc. Conc. final
Nutrie nte Férmula X Fornecedor )
(g-L7) (g-L7)
Hidrogenofosfato de di-Amonio  (NH,),HPO, 4,00 Merck 80,00
Dihidrogenofosfato de Potassio KH,PO, 2,00 Rlede.l._ 40,00
deHaén
Dihidrogenofosfato de Aménio  (NH4)H,PO, 12,00 Merck 240,00
Solugdo Mg

A fonte de magnésio foi preparada numa solucdo 25 vezes concentrada e o pH acertado a 5,5
com NaOH 0,1M. A solugéo foi esterilizada em autoclave a 121 °C durante 15 min a 1 bar e

armazenada no final a 4 °C.
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Quadro B1.2- Composicdo da solucdo de Mg 25 vezes concentrada

Nutriente Formula Conc. (g-L™) Fornecedor Conc.final (g-L™)
Sulfato de magnésio
Heptahidratado MgSO,.7H,0 12,50 Merck 0,5000

Solucéo de Vitaminas

A fonte de vitaminas e célcio foi obtida através da preparacdo de uma solucdo 100 vezes

concentrada, apresentando a seguinte composicdo:

Quadro B1.3- Composi¢do da solucdo de vitaminas e célcio 100 vezes concentrada.

Nutriente Férmula ((;]OEC;) Fornecedor Fin;:lo(r;(?.l_'l)
Mio-inositol C¢H1,06 10,000 Merck 0,1000
Pantotenato de hemi-calcio CyH15sNOs.1/2Ca 2,00 Sigma 0,0200
Cloridrato de tiamina hidratado C;, H15C;,N,0S.XH,O 5,00 Merck 0,0050
Acido nicotinico CsHsNO, 0,500 Merck 0,0050
Acido p-aminobenzéico C;H;NO; 0,10 Merck 0,0010
d-Biotina ( vit.H) CioH16N,03S 0,01 Merck 0,0001
Cloreto de célcio dihidratado CaCl,.2H,0 5,00 Merck 0,0500

Procedimento

Dissolveu-se todos os componentes um a um, mantendo a ordem, e reajustando o pH apds
cada adicdo a 6,5. Por fim o volume foi ajustado a 1000 mL em baldo volumétrico e o pH final
de 6,5 foi assegurado. Esta solucdo ndo pode ser autoclavada nem mantida a luz, pois as
vitaminas sdo termolabeis e fotossensiveis. Assim sendo, recorreu-se a uma esterilizagdo por
filttragdo, utilizando filtros de 0,20 um. Conservar a 4 °C, preferencialmente no méaximo de 3

meses.

Solucéo de Sais

Foi preparada uma solucdo 40 vezes concentrada, a partir da qual foram distribuidas as
guantidades adequadas para os volumes de meio utilizados.
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Quadro B1.4- Composicao da solucgdo de sais 40 vezes concentrada

) Concentracéo C_onc.
Nutriente Formula (gL Fornecedor final

| (g'L")

EDTA Ci1oH16N,0g 7,500 Sigma 0,1875

Sulfato de ferro heptahidratado =~ FeSO,.7H,0 1,400 Merck 0,0110

Sulfato de zinco heptahidratado  ZnSQO,.7H,0 0,440 Merck 0,0070

Sulfato de cobre pentahidratado  CuSQO,4.5H,0 0,040 Merck 0,0010

Cloret_o de cobalto CoCl.6H,0 0,080 BDH 0,0013
hexahidratado

Molibdato de sédio dihidratado  NaMoO,.2H,0 0,052 Merck 0,0350

Acido bdrico H;BO; 0,080 Merck 0,0020

lodeto de sodio Nal 0,013 Riedel-de-Haen 0,0003

Procedimento

Dissolveu-se 0 EDTA e adicionou-se o zinco em pelo menos 800 mL de &gua. Acertou-se 0
pH entre 55 e 6,0. Os restantes compostos foram adicionados pela ordem indicada mantendo o
pH sempre intervalo referido. A maior descida de pH ocorreu com o ferro. Colocou-se o volume
a cerca de 1200 mL. Separaram-se em aliquotas de 250 mL em bal6es de 500 mL. Ao longo da
preparacao a solucdo foi alterando a sua cor, inicialmente era incolor, cor-de-rosa ténue e ap6s a
adicdo de cobalto, azulada apds a adicdo de cobre, amarelada, apds adi¢ao do ferro.

A solucéo foi esterilizada em autoclave a 121 °C durante 15 min a 1 bar e armazenada no
final a 4 °C.

Anexo B.2- Solugdo de Extrato de Levedura

Para a preparacéo de uma solucao de 250 mL (40 g-L™) pesou-se cerca de 10 g de Extrato de
Levedura e deixou-se dissolver em agua ultrapura sob agitacdo magnética, a 50 °C durante 15
minutos. A solucdo foi colocada num frasco Schott de 500 mL e esterilizada em autoclave a 121
°C durante 15 minutos. Para utilizagdo nas fermentagdes, de modo a ter uma concentragdo de 3

g-L™", a solugéo foi diluida com adicio de agua estéril nas proporcdes certas.

Anexo C- Formulério

Anexo C.1- Caracteriza¢do quimica da matéria-prima e residuos sélidos

As concentracdes de glucose, xilose, arabinose e &cido acético nos licores resultantes da
hidrélise acida quantitativa da matéria-prima e residuo sélido foram utilizados para o célculo
das percentagens de glucano, xilano, arabinano e grupos acetilo, respetivamente (Eq.C1 a C4).
O residuo insolivel em &cido, ap6s correcdo da cinza, permitiu o célculo da lenhina Klason
(Eq.C5).
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Na hidrolise acida quantitativa uma pequena percentagem de agUcares é degradada, por isso
sdo introduzidos fatores de correcao para corrigir perdas. De acordo com Browning essas perdas
sdo de 2,6% para a glucose, 8,8% para a xilose e 4,7% para a arabinose. Com base nestas
percentagens é possivel calcular os fatores de correcdo (F), que permitem corrigir as varias
determinacdes.

sol

100 162 GlexP
1005 180 A (Eq.C)

Gn=Fx

100 132 Xyl xP,,

Xn=Fx X X
1005 150 A (Eq.C2)

100 132 AraxP,,
X X —————=ol

Am=F x——x—=
1005 150 A (Eq.C3)

100 60 AcxP,

sol

GAc=———x—
1005 61 A (Eq.C4)

_RIA-C

LK %100

(Eq.C5)

Sabendo que:

- Gn, Xn, Arn, GAc e LK sdo as percentagens (g/100g soélido) de glucano, xilano, arabinano,
grupos acetilo e lenhina Klason, respetivamente.

- F é o fator de corregdo. Por exemplo para o glucano:

1

F= ~ =1027 Eq.C6
1-0,026 (Ea.Co)

-Psol e A séo as massas (g) de solugédo e da amostra seca utilizada no ensaio, respetivamente.

- RIA e C sdo as massas (g) do residuo insolivel em é&cido e da cinza da amostra,
respetivamente.

- Glc, Xyl, Ara e Ac s&o as concentracdes (g-L™) de glucose, xilose, arabinose e acido acético
nos licores, respetivamente.
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Anexo C.2- Parametros cinéticos e estequiométricos
Taxa especifica de crescimento (h™)
Abs
Inf——1|-b
Abs,

p=— (Eq.C7)

Calculado a partir da regressdo linear com os dados da fase exponencial da curva de
crescimento, onde Abs;, e Abs sdo as absorvéncias iniciais e num determinado tempo (t),
respetivamente, b é a ordenada na origem.

Produtividade celular (g-.L™*-h™)

t -t (Eq.C8)

- X; e X; s&o as concentragdes iniciais e finais de biomassa, respetivamente (g-L™).

Taxa volumétrica de consumo de substrato (g-L™*-h™)

i (Eq.C9)

- Sie S; sdo as concentracdes iniciais e finais de substrato, respetivamente (g-L™). Substrato:
xilose e/ou glucose e/ou arabinose.

% Substrato consumido

. i—
% substrato consumido = @ x100 (Eg.C10)
i
Taxa volumétrica de formacao de polidis (g-L*-h™)
POHs — POH
Qeon = —¢
r 4 (Eq.C11)

- POH; e POH;s#o as concentracdes iniciais e finais de polidis, respetivamente (g-L™).
Rendimento celular (g-g™%)

Xr— Xi

S, -S; (Eq.C12)

Yys =
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Rendimento em poliois (g-g*)

POHr — POH
Si =Sy (Eq.C13)

YPOH/S =

- S e S, POH; e POH; representam as concentracdes iniciais e finais (g-L™) de xilose e de
polidis, respetivamente.

Anexo D- Doseamento da proteina total

Tabela D.1- Reagentes utilizados na determinacdo da proteina total

Sulfato de cobre 39

Mistura catalisadora Oxido de titanio 39
Acido estearico 19

Solucgédo de &cido bdrico 4% (p/v)

Solucéo de acido cloridrico 01N

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

Indicador Indicador de Tashiro *

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

Expressao de resultados

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

Azotototal (%) = 0,14 x w

(Eq.D1)
Onde:

V - Volume (mL) de solugéo de HCI 0,1 N gasto na titulacao;
Vo, - Volume (mL) da solu¢éo de HCI 0,1 N gasto na titulagdo do ensaio em branco;

A — Massa de amostra (g de massa seca).

Anexo E- Determinacdo de extrativos

A percentagem de extrativos é determinada utilizando a seguinte expressao:

(m - mo)

Extrativos (%) = x100

(Eq.E1)

m - Massa do baldo mais extrativos, apds cada uma das extracdes (g);
m, - Tara do baldo (g);
A - Massa da amostra pesada para cada cartucha (g).
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Anexo F- Determinacdo da concentracdo de compostos fenélicos

Preparagdo de solucdes e amostras

Solucdo stock de Acido Galico 0,6 g-L™

Pesaram-se 0,0300 g de Acido Galico e diluiram-se em &gua ultra pura, perfazendo o volume
de 50 mL num baldo volumétrico. Considerou-se o reagente comercial como puro, ndos e

fazendo qualquer correcéo para a pureza real.

Solucao stock de Carbonato de Sédio 7,5 % ( m/v)

Pesaram-se 18,75 g de Carbonato de Sodio e dissolveram-se em agua ultra pura. Perfez-se o
volume a 250 mL num baldo volumétrico.

Solucdo de Folin-Ciocalteu 1/10 (v/v)

Diluiram-se 25 mL de reagente Folin-Ciocalteau comercial em agua ultra pura. Perfez-se o

volume a 250 mL num baldo volumétrico.
Amostras

As amostras foram devidamente filtradas e diluidas com agua de modo a obter uma

concentragio de compostos fendlicos inferior a 0,6 mg-mL™.
Procedimento

Num tubo de ensaio com tampa devidamente identificado adicionaram-se 100 uL de
amostra, 4 mL de solu¢do Folin-Ciocalteu 1/10 (v/v) e 4 mL de solugcdo de Carbonato de Sodio
7,5 %(m/v), agitando-se no vortex a cada adi¢do. Os tubos foram incubados em banho-maria a
45 °C durante 15 minutos. Por fim agitaram-se novamente em leram-se as absorvancias a 765
nm (espectrofotdmetro Jasco V-530, Japdo). Este procedimento foi feito em triplicado de modo
a minimizar o erro associado as diluigdes.

A curva de calibracdo foi construida da mesma foram utilizando solugdes de acido galico a
diferentes concentracdes (0; 0,06; 0,15; 0,30; 0,45; 0,54 e 0,60 mg-mL™).

Calculos

Os resultados s3o expressos em equivalente de &cido géalico (GAE) mg-mL™ de solugéo da

amostra por comparagao com a curva padrdo de GAE.
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