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RESUMO

A preocupacdo com a quantidade de residuos gerados pelas inddstrias e 0s compromissos
assumidos com o meio ambiente tem despertado um crescente interesse pela utilizagdo de
fontes alternativas de energia para geracdo de edulcorantes, como arabitol e xilitol. Neste
contexto, 0 bagaco do sisal tem sido considerado biomassa promissora para atender a demanda
de forma sustentavel. Em vista disso, o objetivo da pesquisa foi estudar a producédo
biotecnoldgica de edulcorantes utilizando o licor hidrolisado do bagaco do sisal (Agave
sisalana) como substrato e como agentes de fermentacdo as leveduras Candida guilliermondii e
Debaryomyces hansenii, espécies capazes de metabolizarem arabinose e xilose. O bagaco do
sisal foi lavado, seco, moido e caracterizado. Em seguida, realizou-se um planejamento
experimental fatorial 2° + 3 pontos centrais com o intuito de verificar as influéncias das
variaveis: temperatura, proporcao bagaco/acido diluido e concentracdo do &cido na liberacdo de
pentoses dos licores hidrolisados. Ap6s hidrélise o licor na melhor concentragdo (0,001 g.L* de
glicose, 2,86 g.L xilose e 1,14 g.L™ de arabinose) foi submetido a fermentagéo preparado em
frascos de erlenmeyer com 400 mL do meio com licor hidrolisado, agitados a 200 rpm, 30 °C
de 0 a 120 h, utilizando-se a levedura D. hansenii CCT 2371. A caracterizacdo da composicéo
lignoceluldsica mostrou a presenca de 18,28% de celulose, 14,80% de hemicelulose e 29,42%
de lignina. Verificou-se que o licor do tratamento acido deve operar sob condicGes de
temperatura, concentracdo de acido e proporcao bagaco/acido diluido ao nivel -1 (110 °C, 1,5%
e 1:12 respectivamente). O fermentado do hidrolisado do bagaco do sisal obteve 100% de
consumo de substrato (arabinose e xilose), 0,9913 g.g* de rendimento tedrico de conversdo de
arabinose em arabitol e 0,0387 g.g™* de xilose em xilitol e produtividade volumétrica 0,0095
g-L"t-h"*para o arabitol e 0,0009 g-L*-h'* para o xilitol. A maxima producio de arabitol foi
obtida com 96 h de fermentacdo, ja para o xilitol com 120 horas. Desse modo, o0 bagaco de sisal
apresentou quantidades consideraveis de compostos lignocelulésicos, demonstrando seu
potencial da matéria-prima na obtencdo de acUcares fermentesciveis. Analises quimicas
estruturais realizadas demonstraram a eficiéncia do processo de hidrolise. A levedura
Debaryomyces hansenii foi capaz de obter altos valores de producdo de arabitol em meio
hidrolisado de bagaco de sisal, agregando valor econémico ao bagaco de sisal e reduzindo o

impacto ambiental.

Palavras-chave:  Debarymomyces hansenii, Candida guilliermondii,  bioprodutos,
planejamento experimental fatorial, fermentagéo, poliois



ABSTRACT

Concern about the amount of waste generated by industries and the commitments made to the
environment has aroused a growing interest in the use of alternative energy sources for the
generation of sweeteners, such as arabitol and xylitol. In this context, sisal bagasse has been
considered promising biomass to meet demand sustainably. Therefore, the objective of this
research was to study the biotechnological production of sweeteners using sisal bagasse
hydrolyzed liquor (Agave sisalana) as substrate and as fermentation agents Candida
guilliermondii and Debaryomyces hansenii yeasts, species capable of metabolizing arabinose
and xylose. The sisal bagasse was washed, dried, ground and characterized. Then, a 2° + 3
central points factorial design was performed to verify the influence of the variables:
temperature, bagasse/dilute acid ratio and acid concentration on the release of pentoses from
hydrolysed liquors. After hydrolysis the liquor in the best concentration (0.001 gL glucose,
2.86 gL xylose and 1.14 gL arabinose) was subjected to fermentation prepared in erlenmeyer
flasks with 400 ml of hydrolyzed liquor medium, stirred at 200 rpm, 30 °C from 0 to 120 h
using D. hansenii CCT 2371 yeast. Characterization of the lignocellulosic composition showed
the presence of 18.28% cellulose, 14.80% hemicellulose and 29.42% lignin. It has been found
that the acid treatment liquor should operate under conditions of temperature, acid
concentration and bagasse/dilute acid ratio at level -1 (110 °C, 1.5% and 1:12 respectively).
The fermentation of sisal bagasse hydrolyzate obtained 100% substrate consumption (arabinose
and xylose), 0.9913 g.g* of theoretical yield of conversion of arabinose to arabitol and 0.0387
g.9% of xylose to xylitol and volumetric productivity. 0.0095 g-L*-h"? for arabitol and 0.0009
g-Lt-h? for xylitol. The maximum production of arabitol was obtained with 96 h of
fermentation, while for xylitol with 120 hours. Thus, sisal bagasse presented considerable
quantities of lignocellulosic compounds, demonstrating its potential as raw material in
obtaining fermentable sugars. Structural chemical analyzes performed demonstrated the
efficiency of the hydrolysis process. Debaryomyces hansenii yeast was able to obtain high
values of arabitol production in sisal bagasse hydrolyzed medium, adding economic value to

sisal bagasse and reducing the environmental impact.

Keywords: Debarymomyces hansenii, Candida guilliermondii, bioproducts, factorial

experimental design, fermentation, polyols
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1 INTRODUCAO

O processamento de matérias-primas pelas grandes industrias do mundo ocorre com
interesse na producdo de um produto principal, muitas vezes desvalorizando a biomassa
resultante que geralmente é subutilizada. Na maioria dos casos, o descarte ineficaz dessas
biomassas geram problemas ambientais (NUNES et al., 2013).

Além desses problemas, a disponibilidade de agua € condicao primordial que restringe a
manutencdo de vérias culturas de biomassas lignicelulésicas (DAUBER et al., 2012). Dessa
forma, o cultivo de plantas potenciais que apresentam caracteristicas de crescimento em areas
limitadas de agua como as espécies do género Agave (Agavaceae) e Opuntia (Cactaceae,
"cacto"), tornam-se oportunidade para producdo de bioenergia e bioprodutos (BORLAND et
al., 2009; YANG et.al., 2015).

Nesse contexto, verifica-se que o sisal (Agave sisalana) planta originaria do México
apresenta quantidades consideraveis de agucares como fontes renovaveis para geracdo de
produtos de interesse industrial, como, por exemplo, os edulcorantes. De acordo com a
Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo, em 2011, a producdo mundial
de sisal atingiu 408.518 toneladas (ZHANG; LIU; LIN, 2014). No entanto, os valores cairam
para 202.223 toneladas em 2017 em decorréncia da crise econdmica mundial e da baixa
valorizacdo da matéria-prima comercial (FAOSTAT, 2019).

A fibra do sisal apresenta alto teor de celulose, cerca de 10% a mais do que o bagaco de
cana, a hemicelulose da fibra de sisal tem cerca de 90% de material gerador de acUcares
fermentaveis (DEBNATH et al., 2010). Estima-se que apenas 4% das folhas de sisal sdo usadas
para produzir fibra, ou seja, 96% do material restante sdo residuos nao tratados que geralmente
sdo despejados préximos aos rios onde 0s microrganismos o degradam (BOTURA et al., 2013).
Como resultado, tem-se o consumo de oxigénio que proporciona uma alta Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO), sendo extremamente negativo sobre a fauna e a flora dos
corpos hidricos (MARAN; PRIYA, 2015). Visto que esse cenario se tornou motivo de
preocupacdo, a comunidade cientifica despertou o interesse pelo aproveitamento desses
residuos lignocelulosicos (NUNES et al., 2013).

Considerando as circunstancias abordadas, a pesquisa se fundamenta no aproveitamento
alternativo dos residuos lignoceluldsicos do agave e na grande disponibilidade da matéria-

prima em nossa regido, evidenciando o Brasil como maior produtor e exportador global do sisal
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com 79.629 toneladas em 2017, ja a regido Nordeste possui a maior plantacdo do Brasil
(FAOSTAT, 2019).

Em virtude da sua natureza heterogénea, a utilizacdo de biomassas lignocelulésicas é
bastante desafiadora, tornando necessaria a utilizacdo de tratamentos que séo, frequentemente,
empregados para desconstruir o complexo de celulose-hemicelulose-lignina e realizar a
conversdo em agucares (hexoses e pentoses), tornando a celulose e hemicelulose mais acessivel
para geracdo de novos produtos de valor agregado como o etanol de segunda geragdo, producgéo
de edulcorantes (xilitol e arabitol) (CHEN et al., 2011, ROCHA et al., 2012).

O processo de obtencdo convencional de poliois, processo gquimico, ainda apresenta
altos custos de producdo e como alternativa tem-se evidenciado a producdo biotecnolégica que
utiliza microrganismos, sendo as leveduras de fundamental importancia na geracdo de
bioprodutos a partir dos licores hidrolisados da fracdo hemiceluldsica das biomassas vegetais
(ALBUQUERQUE et al., 2014).

A bioconversdo por leveduras € considerada uma alternativa atraente, ja que a rota
biol6gica tem menor necessidade de energia (condi¢cGes mais suaves de pressao e temperatura),
é mais sustentavel e ecologicamente correta. Diversas linhagens de leveduras séo reportadas na
literatura como bioprodutoras, no entanto, Debaryomyces hansenii e Candida guilliermondi sdo
bastante consideradas por serem capazes de metabolizar pentoses como arabinose e Xxilose
(BALAT etal., 2011; CORTEZ; MUSSATO; ROBERTO, 2016).

Da produgdo mundial de polidis, também conhecidos como edulcorantes, 42% séo
utilizados no processamento de alimentos. Dentre os edulcorantes, encontram-se o xilitol e o
arabitol que apresentam poder adocante similar a sacarose e pode ser utilizado como substituto
de acucar para pacientes diabéticos. Como enantidmeros, o xilitol e o arabitol possuem algumas
propriedades semelhantes como seu poder anticariogénico, no entanto, o arabitol contém valor
muito baixo de calorias quando comparado ao xilitol e, consequentemente a sacarose
(KOGANTI; JU, 2013).

A obtengdo de produtos biotecnoldgicos utilizando residuos lignoceluldsicos do sisal
apresenta-se como alternativa de grande importancia para a industria alimenticia na producéo
de edulcorantes naturais, pois o residuo de sisal possui baixo valor econdmico e ndo concorre
com matéria-prima de carater alimenticio, demonstrando assim assegurar alternativas para
minimizar os impactos ambientais e valorizar a manutencdo da produtividade agricola de sisal

alcancando por sua vez os desafios de sustentabilidade.
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Em decorréncia dos fatores mencionados, esta pesquisa foi desenvolvido com o objetivo
de estudar a producdo biotecnoldgica de edulcorantes utilizando o licor hidrolisado do bagago
do sisal (Agave sisalana) como substrato e as leveduras Candida guilliermondii e

Debaryomyces hansenii como agentes de fermentacéo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Em geral, a biomassa lignocelul6sica é definida como um recurso natural renovavel que
pode ser processada para fornecer formas bioenergéticas mais elaboradas e adequadas para
conversdo biotecnoldgica. Em termos energéticos € toda e qualquer energia associada a energia
quimica acumulada mediante processos fotossintéticos (BNDES, 2008).

Nas ultimas décadas, varios cientistas consideraram associar a biomassa e o
desperdicio para a producdo de energia de diversas maneiras, como 0 aproveitamento de
residuos como matéria-prima biotecnolégica tem sido amplamente investigado, pois estes
materiais depois de submetidos a um tratamento fisico, quimico e/ou térmico, podem liberar
acucares fermentaveis que servem como principal fonte de carbono para a producdo de
bioenergia e bioprodutos, gerando o interesse dos pesquisadores principalmente pela sua
abundancia e seu carater renovavel (SINGH et al., 2014).

Dentre as biomassas investigadas para obtencdo de bioprodutos as mais utilizadas séo
procedentes de fontes vegetais (bagaco, cascas, palhas, cavacos, madeiras) que séo fontes de
carbono e nitrogénio, como por exemplo bagaco de macd (DALANHOL, 2014), bagaco de
cana-de-acucar (DHALIWAL et al., 2011), bagaco do caju (ROCHA et al., 2014), sabugo de
milho (PING et al., 2013), cascas de soja (CASSALES, 2010), palha de arroz (CHEN et al.,
2011), casca de jabuticaba (SOUZA, 2013), casca de aveia, sorgo forrageiro (SENE et al.,
2011) e sisal (XAVIER et al., 2018).

A planta industrial de processamento que utiliza biomassa lignocelulésica como insumo
e tem seus processos e equipamentos altamente integrados, produzindo uma gama de produtos
de maior valor agregado denomina-se biorrefinaria. Em outras palavras, biorrefinaria nada mais
é do que uma instalacdo industrial que, por diferentes rotas tecnolégicas, converte os diversos
tipos de biomassa lignocelulésica em biocombustiveis, eletricidade, calor e insumos quimicos
(OCTAVE; THOMAS, 2009).

Nesse contexto, a otimizagdo do processo de producdo é importante para o mercado de
uma biorrefinaria, pois auxilia na integracdo do processo para maxima eficiéncia da unidade de
producdo industrial, otimizando o tempo, agregando valor a matéria-prima e aos novos
produtos, aumentando a receita e minimizando residuos gerados constantemente pelas

industrias, consequentemente diminuindo os impactos ambientais.
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2.1.1 Estrutura e composicdo da biomassa lignocelulosica

A biomassa lignocelulésica apresenta uma estrutura complexa constituida,
principalmente por celulose (35-50%), hemicelulose (20-35%) e lignina (10-25%), além de
pequenas quantidades de minerais e extrativos. As cadeias de celulose sdo unidas por ligagdes
de hidrogénio, denominadas microfibrilas (Figura 1), as quais sdo presas umas as outras por
hemicelulose, e recobertas por lignina. Essas microfibrilas estédo frequentemente associadas sob
a forma de macrofibrilas (OJEDA et al., 2011; SOCCOL et al.,, 2010), que apresentam
interacdes formando uma estrutura altamente resistente (SAWATDEENARUNAT et al., 2015).

Figura 1: Estrutura de uma microfibrila, que contém 36 moléculas de celulose
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Fonte: (Adaptado de BUCKERIDGE et al., 2010; US DOE, 2005).

A celulose ¢é definida como um polimero ndo ramificado composto unicamente por
subunidades de D-glicose unidas por ligacBes B-1,4-glicosidicas. Analises apontam que a
duplicacdo de sua conformacgdo € conhecida como celobiose (4-O- B-D-glicopiranosil- B-D-
glicopiranose) (QUIROZ-CASTANEDA; FOLCH-MALLOL, 2011).

A hemicelulose, por sua vez, & um heteropolissacarideo de menor grau de
polimerizacdo que a celulose, entre 100 e 200, e possui varias ramificagdes composta de
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diferentes carboidratos simples incluindo pentoses (D-xilose e L-arabinose), hexoses (D-
glicose, D-manose, D-galactose), assim como os &cidos urbnicos. Esses agucares contém 2-6
mondmeros em sua estrutura e sdo unidos por ligac6es glicosidicas do tipo 1-3, 1-4 e 1-6, quase
sempre acetiladas, formando uma estrutura fraca e hidrolitica que serve como uma conexao
entre lignina e as fibras de celulose (STAMBUK et. al., 2008). A xilose é o principal agucar
monomeérico na hemicelulose, no entanto, outros mondémeros sdo encontrados nos pre-
hidrolizados de diferentes tipos de biomassas como € o caso da arabinose, portanto, podem ser
utilizados para a producéo de xilitol e arabitol (DALLI; PATEL; RAKSHIT, 2017).

A estrutura quimica da lignina é complexa, sendo fundamentada nos trés precursores
monomeéricos p-hidroxibenzil (H), guaiacila (G) e sinrigila (S) (LAHTINEN et al., 2009). A
propriedade fisica mais significante desta macromolécula é sua rigidez, que garante a estrutura
do tecido vegetal e ainda previne o mesmo do colapso dos vasos condutores. Além da
importante funcdo estrutural, a lignina possui resisténcia a degradacdo quimica e bioldgica,
resistindo assim ao estresse oxidativo e ao ataque de microrganismos (BETANCUR; PEREIRA
JUNIOR, 2010).

2.1.2 Biomassa lignocelulosica do semiarido: Sisal (Agave sisalana)

Sisal é uma planta do Agave originaria do México que é conhecida por sua fibra dura e
tem sido tradicionalmente utilizado em indudstrias marinhas e na agricultura para fabricacdo de
fios, corda, artesanato, devido a sua resisténcia, durabilidade, capacidade de estiramento,
afinidade com certos corantes e resisténcia em agua salgada. Uma planta de sisal (Figura 2)
apresenta ciclo de crescimento curto e produz entre 200 e 250 folhas antes da floracdo, cada
uma das quais contém cerca de 700-1400 feixes de fibras, atingem comprimento de 0,5 até 2

metros de altura e apresenta-se na forma de espada. (BOTURA et al., 2013).
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Fonte: Arquivo do autor (Lagoa Cercada, Nova Floresta — PB).

De acordo com a Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo
(FAO), a producdo mundial de sisal no ano de 2011 foi de 408.218 toneladas. Na Figura 3 é
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mostrada a producdo mundial de sisal em 10 anos (2007-2017), na qual pode ser observada a

reducdo de producdo no ano de 2012 (229.157 toneladas), por consequéncia da crise

econdmica, bem como também o decréscimo na producdo do ano de 2016 (299.749 toneladas)

para 2017 (202.223 toneladas) (FAOSTAT, 2019).

Figura 3: Producdo mundial de sisal em 10 anos
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O Brasil é o maior produtor mundial de sisal com 79.629 toneladas no ano de 2017, €
também o maior exportador de fibras de sisal e de seus produtos derivados como cordéis,
almofadas, tapetes e carpetes; entretanto, seu valor comercial ainda é limitado (FAOSTAT,
2015).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a regido Nordeste é a
principal produtora do pais, sendo a Bahia produtora de 95,8%, a Paraiba 3,5%, seguida do
Ceard 0,4% e Rio Grande do Norte 0,3%. Grande parte da producéo de fibra € destinada para a
exportacdo. A regido semiarida do Brasil se destaca principalmente por suas caracteristicas
edafoclimaticas que favorecem a producéo do sisal (CONAB, 2015).

As fibras de sisal sdo uma das fibras duras mais importantes produzidas no mundo
(Figura 4). Na Figura 4a séo as fibras obtidas a partir das folhas de Agave sisalana e e na
Figura 4b a fibra depois de desfibramento, seca e estocada para posterior comercializacdo. As
fibras de sisal foram utilizadas como agentes de reforco em compostos preparados a partir de
PET reciclado, explorando para preparar materiais com um alto valor agregado (SANTOS et
al., 2015).

Figura 4: Fibras de sisal extraida da folha e apos secagem pronta para exportacao

Fonte: Arquivo do autor (Lagoa Cercada, Nova Floresta — PB).

O processo de desfibramento do sisal (Figura 5) ocorre com a utilizagdo de uma
maquina desfibradora (Figura 5a), onde o puxador insere e remove rapidamente a folha de sisal,
e parte da planta é desmembrada, separando a fibra da parte residual denominado bagado do
sisal (Figura 5b).
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Fonte: Arquivo do autor (Lagoa Cercada, Nova Floresta — PB).

Vale ressaltar que o aproveitamento de residuos do sisal é de grande importancia, pois
reduz a poluicdo ambiental, uma vez que o o descarte dos residuos no meio ambiente causa
problemas para a fauna e a flora da regido, como pode ser observado na Figura 6. Esse residuo,
também conhecido como bagaco € composto de agua, parénquima, celulose, fibras de varios
tamanhos, compostos inorganicos e componentes relacionados ao metabolismo primario e
secundario da planta (SANTOS et al., 2013).

-

Figura 6: Bagaco de sisal (residuo descartado no meio ambiente
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Fonte: Arquivo do autor (Lagoa Cercada, Nova Floresta — PB).

Estudos relataram recentemente que os residuos de sisal possuem em sua constituicdo
alguns ingredientes bioativos como pectina (SANTOS et al., 2013) e flavonas (CHEN et al.,
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2009). Outros constituintes também presentes nos residuos de sisal sdo isoflavondides,
hemicelulose, tigogenina e ramnogalacturonano (RIBEIRO; BARRETO; COELHO, 2015;
ZHANG; LIU; LIN, 2014). A formacdo de determinados extratos lipofilicos originados das
fibras do sisal também tem sido investigada (GUTIERREZ; RODRIGUEZ; DEL RIO, 2008).

2.2 BIOCONVERSAO

A utilizacdo de biomassa vegetal para producdo biotecnoldgica é um processo que
envolve vérias etapas, em virtude da complexidade da biomassa. Geralmente, é necessario o
pré-tratamento dos materiais lignocelulésicos antes da hidrolise quimica ou enzimatica,
favorecendo o processo de bioconversdo (SOCCOL et al., 2010; OJEDA et al., 2011).

A conversdo biotecnoldgica é majoritariamente conseguida pelo biocatalisador de
células inteiras, envolvendo bactérias, fungos, leveduras, estirpes recombinantes e/ou sistema
enzimatico. No entanto, a reducdo enzimatica livre de células ou a catalise enzimatica
imobilizada pode ndo ser econémica, devido a alta exigéncia de cofator e, portanto, esta opcéao
foi mantida fora do escopo desta revisdo (DASGUPTA et al., 2017).

Para iniciar a producdo de compostos industrialmente importantes a partir da biomassa
celulosica, é necessaria a bioconversdo dos componentes celuldsicos em acgucares fermentaveis
(KUMAR; SINGH;SINGH, 2008).

2.2.1 Obtencao de acucares fermentesciveis

Os tratamentos aplicados a biomassa sdo destinados, principalmente, a desorganizagédo
do complexo lignocelulésico por meio da reducdo do teor de lignina e hemicelulose, reducédo da
cristalinidade da celulose e aumento da porosidade, provocando assim, a abertura da estrutura
da parede celular, de forma a promover uma maior degradacdo da fracdo de celulose
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Recentemente, tém-se realizado um estudo centrado na
melhoria da digestibilidade da biomassa lignocelulésica por meio de tratamentos utilizando
vias bioquimicas (SAWATDEENARUNAT et al., 2015).

Um tratamento é considerado eficiente quando se obtém, para a etapa subsequente, uma
biomassa enriquecido em celulose, de fécil hidrolise, e com a menor quantidade de agucares
soluveis perdidos em reacBes secundérias. Para que seja economicamente competitivo, deve

também resultar em elevada recuperacdo da lignina e hemicelulose para posterior utilizacao
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como matérias-primas de outros processos. Além disso, deve gerar o0 minimo de compostos
inibidores aos microrganismos, apresentar seguranca, simplicidade operacional e consumo
reduzido de insumos e energia (CARDOSO et al., 2012).

Cada tratamento tem um efeito especifico sobre as fracfes de celulose, hemicelulose e
lignina. Tratamentos quimicos tendem a solubilizar a hemicelulose e lignina. Alguns métodos
envolvem o uso de um &cido, alcali, amdnia, solvente orgénico, SO., COz e outros produtos
quimicos (ALVIRA et al., 2010; SARKAR et al., 2012).

A hidroélise com acido diluido é um dos tratamentos mais eficientes na solubilizacdo da
fracdo hemiceluldsica. A lignina € pouco dissolvida por este tratamento embora possa ser
parcialmente quebrada. Acidos fortes podem quebrar ligacdes glicosidicas de polissacarideos,
liberando os monossacarideos individuais, mas também podem degradar agtcares monoméricos
(JURADO et al., 2009).

A desidratacdo dos mondmeros, por sua vez, produz alguns compostos tdxicos que
provocam retardamento no processo fermentativo, inibem o crescimento da levedura e a sintese
de proteinas, além da perda na integridade das membranas dos microrganismos. Os principais
compostos toxicos presentes no hidrolisado de biomassa lignoceluldsica sdo furfural devido a
degradacdo das pentoses, como xilose e arabinose, e hidroximetilfurfural das hexoses
especialmente glicose, aléem de outros compostos como os fenolicos derivados da lignina e
produtos volateis em ambientes &cidos, como observado na Figura 7 (HENDRIKS; ZEEMAN,
2009).
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Figura 7: Produtos resultantes da hidrélise de material lignocelulésico
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Fonte: adaptado (BALAT, 2011).

A modificacdo catalitica de hexoses/pentoses em furanos envolve varias etapas como
desidratacdo, hidratacdo, hidrolise, isomerizacdo, condensacdo alddlica, hidrogenacdo e
oxidacdo (AIDA et al., 2007). Na Figura 8 sdo mostradas reacdes de conversao de glicose em
5-hidroximetilfurfural que podem ocorrer quando submetida a elevadas condigdes de
temperaturas e pressdo. A sintese do HMF pode ser realizada empregando a frutose, glicose ou
sacarose como matéria-prima, sendo que o método mais facil de obter o HMF ¢é através da
desidratacdo por catélise acida da frutose. Ao utilizar a glicose é necessario combinar o
processo de sua isomerizacdo em frutose com o processo de desidratacdo da frutose (CRISCI et
al., 2010, TONG; MA; L1, 2010).
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Figura 8: Reacéo de conversdo de glicose a HMF

HO
D-frutose 5.
HO 5-HMF
OH
0]
T = HO X \ o]
Isomerizagio HO Desidratagdo \/D\,y’
OH 0
OH

OH
Fonte: adaptado (AIDA et al., 2007).

A hemicelulose presente na biomassa sofre hidrolise em meio acido resultando em
monossacarideos (xilose e arabinose), que € desidratada, quando submetidos a elevadas de
pressdo e temperatura, formando furfural, como podemos observar na Figura 9 (MAZAR et al.,
2018).

Figura 9: Reacdo de conversdo de xilose e arabinose a furfural
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As reacdes de hidrolise podem ser aceleradas na presenca de catalisadores que podem
ser organicos, inorganicos (HCI e H2SO4), sais, entre outros (KASSAYE; PANT; JAIN, 2017).

Os licores obtidos ap6s a hidrolise acida necessitam de algumas etapas de processos
antes de serem utilizados como meios de fermentacdo. Em geral, as seguintes operacfes sao
necessarias: concentracdo, detoxificacdo, neutralizacdo, centrifugacdo e suplementacdo com
nutrientes (ALVIRA et al., 2010).

2.2.2 Producao biotecnolodgica de edulcorantes

O processo quimico tem dominado a producdo industrial de acUcares e edulcorantes nas
ultimas décadas. Nessa producdo, as solucbes purificadas sdo submetidas ao processo de
hidrogenacdo catalitica, que apresentam condic¢des de alta temperatura (140-200 °C) e pressao
(50-60 bar) (SU et al., 2013). A rota quimica para a producdo de xilitol oferece alto rendimento
e eficiéncia de conversdo, mas sofre grandes inconvenientes como extensas etapas
intermediérias de purificacdo, recuperacdo de produtos, desativacdo de catalisadores e
reciclagem (complicada devido a homogeneidade de solugéo), requisitos para tornar o processo
geral muito caro (DASGUPTA et al., 2017).

Vaérios estudos tém buscado alternativas as rotas quimicas, com especial atencdo aos
processos biotecnoldgicos, que ainda tém o objetivo de buscar solucBes para o0 aproveitamento
dos residuos agroindustriais, com intuito de auxiliar na manutencéo do meio ambiente e reduzir
0s custos de processamento (ALBUQUERQUE et al., 2014).

Na busca de alternativas ecoldgicas para a obtencdo do xilitol, a via biotecnologica tem
sido amplamente estudada. Pesquisas sobre o xilitol, arabitol e seus derivados estéo
aumentando, tanto quimica quanto biotecnologicamente. Os estudos estdo focados
principalmente na reducdo dos custos de fabricacdo destes polidis, otimizando e reduzindo as
etapas do processo tecnoldgico (ARCANO et al., 2018).

Dasgupta et al. (2017) estudaram os desafios e perspectivas da producdo de xilitol. Na
revisdo, os autores concluiram que a conversdo biocatalitica de xilitol pode emergir como um
processo verde ao utilizar matérias-primas renovaveis e que o verdadeiro desafio sera converter
0 processo biocatalitico de nivel de bancada de laboratério para nivel de escala piloto, para que
a bioproducéo de xilitol possa ser considerado um processo competitivo em termos de custo e

baixo impacto ambiental.
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De acordo com Albuquerque et al. (2014), os valores de produtos por processos
biotecnoldgicos utilizando leveduras séo variaveis, pois os resultados estéo relacionados com as
diferentes espécies microbianas e as condi¢fes de crescimento envolvido (fontes de carbono,
nitrogénio, pH, aeracao, dentre outros fatores que influenciam diretamente no resultado final do
processo). O controle dessas condicbes €, portanto, de fundamental importancia para

aperfeigoar e aumentar o processo de producao.

2.2.3 Leveduras produtores de arabitol e xilitol

As primeiras investigacdes sobre as leveduras produtoras de L-arabitol foram relatadas
na década de 1970, durante estudos sobre o tratamento e aplicagdo de materiais
lignoceluldsicos. Barnett, em 1976, descobriu que entre as 400 leveduras incluidas em seu
estudo, cerca de 100 linhagens cresceram em L-arabinose aerobicamente. Candida tropicalis e
Pachysolen tannophilus foram as primeiras espécies a serem capazes de metabolizar L-
arabinose em condigdes aerobicas e fermentativas e produzir arabitol aerobicamente.

As linhagens de leveduras nativas mais eficientes capazes de produzir L-arabitol a partir
de L-arabinose, D-xilitol a partir de D-xilose sdo do género Candida, Pichia, Debaryomyces,
Pachysolen e Rhodotorula (BURA;VAJZOVIC;DOTY, 2012; KOGANTI; JU, 2013).

O género Debaryomyces sofreu importantes revisoes desde que foi relatado pela
primeira vez por Klocker em 1909. A primeira grande descricdo do género, por Lodder e
Kreger-van Rij em 1952, incluiu cinco espécies, 15 foram reconhecidas até 2010, embora agora
este nimero tenha reduzido para 11 espécies. Debaryomyces € um género ascomicetico, sao
esféricas e ttm uma parede verruga. A reproducdo assexuada de Debaryomyces é caracterizada
por brotamento multilateral e pseudo-hifas ausentes ou pouco desenvolvidas (WRENT et al.,
2014).

Debaryomyces hansenii, uma levedura altamente osmotolerante e halotolerante,
normalmente habita ambientes hiper-salinos como a dgua do mar e salmouras concentradas.
Pode tolerar niveis de salinidade até 4M NaCl, enquanto o crescimento de Saccharomyces
cerevisiae € inibido quando a salinidade atinge acima de 1,7M NaCl. Os mecanismos
moleculares subjacentes a sua extrema osmotolerdncia e halotolerancia atrairam atencgdo
consideravel dos pesquisadores (MINHAS; BISWAS; MONDAL, 2009).
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A faixa de pH para o crescimento de D. hansenii € de 2,5 a 9,0 e a atividade de agua
(aw) oscila entre 0,81 e 0,91, sdo capazes de crescer a 30 °C e hd um relato de crescimento em
12,5 °C. A via das pentoses-fosfato também opera nesta levedura, como consequéncia, sua
bioenergética é altamente dependente da respiracdo. Sua producdo € maior em valores de pH
préximos a 5,0 e diminui abaixo de pH 3,0 e acima de pH 7,0. Debaryomyces hansenii também
exibe uma grande capacidade de utilizar a xilose, que por sua vez é o segundo aglcar mais
abundante na biomassa lignocelulésica. Esta fonte de energia renovavel é de grande interesse
para a industria (WRENT et al., 2014).

Estudo sobre a producdo de arabitol relata a potencialidade do microrganismo D.
hansenii. Os pesquisadores concluiram que cerca de 40 gL de arabitol podem ser produzidos
em 5 dias com 55% de rendimento. Entre as composic¢des avaliadas, 0 meio com uma relacéo
N/P de 9 obteve maior producdo de arabitol. A melhor operacédo foi iniciar a fermentacdo em
uma condicdo de alta (x 100%) OD, pH proximo ao neutro (6,7), permitindo que os dois
parametros caissem naturalmente, ao longo do crescimento celular, aos valores de controle de
5% OD e pH 3,5. Sob as condigdes de fermentacdo otimizadas, o arabitol foi produzido a partir
do glicerol com uma produtividade volumétrica de 0,33 gL*h" e uma produtividade especifica
de 0,02 gg*h™. Estes valores de produtividade volumétrica e produtividade especifica foram 2
a 3 vezes maiores do que os obtidos nos estudos anteriores de agitacdo com D. hansenii
(KOGANTHI; JU, 2013).

Candidatos microbianos com capacidade de fermentar xilose para producgéo de xilitol,
sdo bem revisados e a maioria deles pertencem a comunidade de leveduras, com poucas
excecdes bacterianas. Fungos filamentosos também sdo relatados para produzir xilitol, mas
seus rendimentos séo significativamente baixos, como observado na Tabela 1. As leveduras do
género Candida demonstram ser mais promissoras quando confrontadas com as demais
leveduras, em termos de producdo de xilitol, rendimento e produtividade (RAFIQUL E
SAKINAH, 2013).



Tabela 1: Producdo microbiologica de xilitol
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~ Produtivida
_ _ Co_n(_:e_ntragao N _ de o
Microrganismo Temperatura pH inicial de  Xilitol Rendimento . Referéncia
wilose volumétrica

Género °C - (g.L?Y) (gLY (9.9 (9.Lh?) -
Bactéria
Enterobacter liquefaciens 553 30 7,0 100 33,3 — 0,35 Yoshitake et al. (1973)
Corynebacterium sp. B-4247 30 7,2 100 40 0,48 0,8 Rangaswamy; Agblevor (2002)
Fungos
Penicillium crustosom CCT 4034 30 6,0 11,50 0,52 — 0,005 Sampaio et al. (2003)
Aspergillus niger PY11 30 5,0 30 1,39 0,101 — Kang et al. (2016)
Leveduras
Candida tropicalis IF0 0618 30 5,0 172 - 0,64 2,67 Horitsu et al. (1992)
Candida tropicalis KCTC 7221 30 6,5 150 110 0,81 5,4 Kim et al. (2004)
Candida sp. 559-9 30 5,0 200 173 ~0,90 1,44 Ikeuchi et al. (1999)
Pichia sp. 28 - 40 25 0,58 0,5 Rao et al. (2007)
Pichia stipitis CBS 5773 32 57 52 - 0,52 0,44 Neeru et al. (2013)
Debaromyces hansenii UFV-170 30 6,0 10 5,84 0,54 0,24 Sampaio et al. (2004)
Debaromyces nepalensis NCYC 3413 30 7,0 100 36 0,44 - Kumdam et al. (2012)
Hansunela anomala NCAIM Y.01499 30 4,5 50 21,7 0,47 0,23 Mareczky et al. (2015)
Kluyveromyces marxianus IMB2 45 4,5 50 7,78 0,42 0,24 Mueller et al. (2011)
Kluyveromyces marxianus CCA510 30 6,0 36,44 12,27 0,50 0,170 Albuquerque et al. (2015)

Fonte: Adaptado DASGUPTA et al., 2017.
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Desde a descoberta inicial, numerosas leveduras fermentadoras de Xxilose foram
relatadas. Entre as melhores leveduras que fermentam Xxilose, as mais conhecidas sdo a
Candida guilliermondii, Pichia stipitis, algumas cepas de Candida tropicalis produzem
principalmente xilitol a partir de xilose; e Pachysolen tannophilus que produz uma mistura de
etanol e xilitol. C. guilliermondii FT1 20037 € considerado um excelente produtor de xilitol a
partir da xilose. Desde sua descoberta no final de 1980, muitos trabalhos tém sido publicados
em varios aspectos da fermentacdo para producdo de xilitol pela FTI 20037 em ambos os
meios definidos e hidrolisados lignocelulésicos ricos em xilose (WEN et al., 2016).

A pesquisa realizada por Arruda et al. (2017) demonstra que o coeficiente volumétrico
de transferéncia de massa de oxigénio (kLa) é util para facilitar a escala de producao de xilitol
por C. guilliermondii em nivel de bancada e escala-piloto. Um valor de kLa de 16 h™* foi
aplicado em reatores com capacidade volumétrica de 2,4 L, 18 L e 125 L. A fermentacéo foi
aumentada com sucesso do nivel de bancada para escala piloto, com todos os experimentos
demonstrando eficiéncia de conversdo de xilose em xilitol de 60% no minimo. Em escala
piloto, rendimento e produtividade volumétrica de 0,55 gg* e 0,31 gLt h™%, respectivamente,
com taxa de crescimento especifico maxima de 0,26 h™X. O uso desse pardmetro (K_a)
permitiu a reproducdo precisa dos resultados obtidos no nivel do biorreator de bancada para
uma escala maior. Trata-se de informagéo extremamente crucial e importante, considerando
gue o objetivo do processo biotecnologico proposto € atingir o nivel requerido para a

viabilidade industrial.

2.2.4 Metabolismo de leveduras produtoras de arabitol e xilitol

Os pesquisadores observaram que todas as leveduras investigadas assimilaram
acucares (glicose, xilose e arabinose) sequencialmente. Revelaram, ainda, que a arabinose foi
0 Ultimo acucar a ser consumido, sugerindo que a L-arabinose apresenta maior necessidade
metabolica de produzir enzimas da via assimilatoria (KORDOWSKA-WIATER, 2015).

O transporte de acUcar através da membrana celular é o primeiro passo no
metabolismo das pentoses. A producdo microbiana de xilitol tem sido extensivamente
estudada como uma alternativa ao processo quimico bastante utilizado pelas inddstrias
atualmente, uma vez que ndo necessita de etapas extensas para a purificacdo da xilose

auxiliando a redugdo dos custos de producdo. Microrganismos como bactérias, leveduras e
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fungos possuem a capacidade de fermentar a xilose presente no hidrolisado derivado de
residuos lignocelulosicos e produzir xilitol (RAO et al., 2016).

A via metabolica utilizada por estes microrganismos na qual o xilitol e o arabitol é
produzido, esta apresentada na Figura 10, onde a xilose é reduzida a xilitol na presenca de
uma enzima xilose redutase (XR) de NADH e/ou NADPH, que €é secretada da célula ou
oxidada em xilulose pela xilitol desidrogenase (XDH). As duas reacBes acima sdo
consideradas etapas importantes da taxa na producdo de xilitol. Além disso, pela enzima
xilulose quinase (XKS), a xilulose é fosforilada (PPP) em 5-fosfato de xilulose e catabolizada
ao entrar nas vias das pentoses fosfato, glicolitica ou da fosfocetolase, € convertida, através de
reacOes ndo oxidativas da via hexose monofosfato, em intermediarios como gliceraldeido 3-
fosfato e frutose 6-fosfato, os quais podem entdo ser metabolizados por esta via, conectada a
outras como o ciclo de Krebs e as reacdes de fermentacao alcodlica (ARRUDA et al., 2011).

A via das pentoses fosfaticas (PPP) consiste em duas fases: uma fase oxidativa e uma
fase ndo oxidativa. Na fase oxidativa do PPP, os fosfatos de hexose (como a glicose 6-fosfato)
sdo oxidados em fosfatos de pentose (como a 5-fosfato de ribulose), fornecendo o NADPH
necessario nas vias biossintéticas. Na fase ndo oxidativa, os fosfatos das pentoses séo
transformados em hexose e triose fosfatos. Frutose 6-fosfato e gliceraldeido 3-fosfato séo
produzidos a partir de X5P na fase ndo-oxidativa do PPP. Estes sdo entdo transformados em
piruvato na via glicolitica. O piruvato formado pode ser convertido em etanol ou pode entrar
no ciclo do &cido tricarboxilico (TCA). Sob condicbes aerébicas, o NADH formado na
segunda etapa do metabolismo da xilose pode ser reoxidado no sistema de transporte de
elétrons e, como conseqiiéncia, o xilitol ndo € produzido. Condigdes limitadas pelo oxigénio
ou condicdes anaerdbicas, favorecem a sintese do xilitol devido ao acimulo de NADH que
subsequientemente inibe a XDH ligada ao NAD. Conclui-se que o oxigénio reduz as razGes de
XR dependente de NADH para atividades de XDH dependentes de NAD e consequentemente
minimiza a produgéo de xilitol em leveduras que utilizam xilose (RAFIQUL E SAKINAH,
2013).

A producdo de xilitol é realizada usando celulas livres ou células imobilizadas em
processo continuo ou descontinuo por meio sintético ou substratos lignoceluldsicos. A
especificidade das enzimas XR e XDH as coenzimas reduzidas e oxidadas, respectivamente,
varia de acordo com a levedura (ARRUDA et al., 2011).
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Até 0 momento, ha pouca informacédo sobre o transporte de L-arabinose em leveduras.
Na etapa inicial do metabolismo da arabinose em leveduras, essa pentose é convertida pela L-
arabinose redutase em L-arabitol, que é posteriormente oxidado em L-xilulose por L- arabitol-
4-desidrogenase. Na etapa seguinte, a L-xilulose é convertida em xilitol pela L-xilulose
redutase. Esse pentitol € um composto intermediério nas vias catabdlicas da arabinose e
xilose. Em fungos, L-arabinose e D-xilose redutases preferem NADPH como cofator,
enquanto que as poliol desidrogenases sdo dependentes de NAD, pois em baixas condicdes de
oxigénio a regeneracdo do NAD é limitada e o arabitol é acumulado (MAHMUD et al., 2013).

Apesar dos escassos dados bioquimicos relativos a utilizagdo da L-arabinose por
leveduras, observou-se que as vias catabolicas da arabinose e xilose se sobrepGem
parcialmente, pois no primeiro passo a D-xilose é transformada em xilitol pela D-xilose
redutase, que depende de NADPH (preferencialmente) ou NADH como cofatores. A
especificidade do cofator duplo da aldose redutase (XR) pode ajudar algumas células de
levedura a evitar o acumulo excessivo de xilitol sob aeragdo limitada. Em uma etapa
adicional, o xilitol é convertido em D-xilulose pela enzima xilitol desidrogenase, enzima
dependente do NAD, e essa pentose € desviada para o caminho das pentoses fosfato, apds
fosforilada pela D-xilulose quinase. Sabe-se que muitos tipos de leveduras sdo capazes de
assimilar a L-arabinose como a Unica fonte de carbono e energia. Eles produzem biomassa
aerobicamente e, sob aeracdo limitada, eles secretam L-arabitol no meio. Apenas duas
espécies (Candida arabinofermtanans e Ambrosiozyma monospora) foram relatadas para
produzir tracos de etanol a partir de L-arabinose (KORDOWSKA-WIATER, 2015).
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Figura 10: Esquema do metabolismo de glicose, xilose e arabinose em etanol, xilitol e
arabitol por leveduras
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Fonte: VARIZ (2011).

Em estudo recente, a atividade da L-arabitol desidrogenase (LAD) foi testada com
tetritols, pentitols e hexitols como substratos. A LAD purificada apresentou maior atividade
em L-arabitol, com outros polidis nenhuma atividade foi detectada. A LAD é uma enzima que
constitui a via metabdlica de L-arabinose em fungos, nesta via a L-arabinose € reduzida a L-
arabitol, que depois é oxidada em L-xilulose, de modo que a L-arabitol desidrogenase
encontrada nestes fungos tem clara preferéncia por NAD+ e pelos alditdis dos quais o grupo
hidroxi nas posi¢oes C2 e C3 séo configuracdes direita e esquerda, respectivamente (Figura
11). Extratos de fungos como Aspergillus niger e Hypocrea jericona, livres de ceélulas,
produzem simultaneamente L-xilulose e L-ribulose durante a oxida¢do enzimaética do L-
arabitol, e esta reacdo de oxidagdo é proposta para ser catalisada por duas enzimas

independentes, ou seja, L-arabitol 4-desidrogenase e L-arabitol 2-desidrogenase. Para o
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metabolismo do xilitol foram identificados duas enzimas a xilitol-4-desidrogenase (XDH)
qgue mostra atividade oxidase com xilitol e D-arabitol como substratos, ndo demonstrando
nenhuma atividade para L-treitol, sugerindo que XDH prefere alditdis contendo configuracédo
D-treo adjacente a um grupo alcool priméario como substratos. Assim, as especificidades do
substrato de LAD e XDH sdo complementares entre si. Isto poderia fornecer a levedura a
capacidade de utilizar simutaneamente multiplos aglUcares (SAKAKIBARA; TORIGOE,
2012).

Figura 11: Esquema do metabolismo do xilitol e arabitol por leveduras
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Fonte: (SAKAKIBARA; TORIGOE, 2012).

2.2.5 Fatores que influenciam o metabolismo das leveduras produtoras de arabitol e
xilitol

Os resultados obtidos por diferentes cientistas sugerem que existem diversos fatores
que limitam a producdo de arabitol e xilitol por leveduras. Entre os fatores que afetam a
assimilacdo do substrato e a secre¢do do produto estdo temperatura de incubagdo, composi¢éo
do meio (o tipo de substrato e concentracdo das fontes C e N), pH, suprimento de oxigénio
associado ao volume de cultura, especificidade do microrganismo e velocidade de agitacdo do

shaker. Este ultimo fator € fundamental durante a biotransformac&o, pois afeta o equilibrio
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dos cofatores redox, que por sua vez determinam o tipo e a concentracdo do produto secretado
no meio. Portanto, a otimizagdo desses fatores é necessaria para obter uma producao eficiente
(KORDOWSKA-WIATER, 2015).

2.2.5.1 Fontes de Carbono

A concentracdo inicial dos aclUcares no meio de fermentacdo exerce grande
influéncia sobre a produgdo por leveduras. Os materiais lignoceluldsicos séo baratos,
renovaveis e abundantes fontes de carbono promissoras disponiveis. Ap6s a hidrolise da
biomassa, 0s agUcares intrinsecos na fracdo hemicelulésica (arabinose e xilose) sdo liberados
e posteriormente fermentados. Estudos demonstram que em faixa de concentracdo de xilose
entre 60 e 80 g/L a producdo de xilitol é favorecida. Entretanto, 0 aumento excessivo da
concentracdo de xilose provoca um decréscimo na velocidade de crescimento do
microrganismo, com consequente queda na producéo de xilitol (RAO et al., 2016). Na Tabela
1, as concentragdes iniciais de xilose variaram entre 10 e 200 gL

Misra, Raghuwanshi e Saxena (2013) utilizaram espigas de milho como substrato
potencial para producéo de xilitol por C. tropicalis. Obteve-se um maximo de 20,92 gL de
xilose por hidrolise acida. O hidrolisado foi submetido & concentragcdo assistida por micro-
ondas, a quantidade de xilose foi elevada para 52,71 gL resultou na producéo de xilitol de
15,19 gLt e rendimento de 0,31 gg.

A producdo de arabitol ¢ muito influenciada pela concentracdo de aglcar no meio.
Autores relataram concentraces ideais de fontes de carbono deve esté na faixa de 20-100 gL-
! de arabinose para producio de arabitol (KORDOWSKA-WIATER, 2015).

Kumdam, Murthy e Gummadi (2013) estudaram o efeito da alta concentragdo inicial
de substrato na producéo de etanol e de arabitol. Quando concentracao inicial de substrato foi
aumentada para 150 gL, a taxa de utilizacdo e crescimento da levedura Debaryomyces
nepalensis no substrato foi mais lenta quando comparado a outras fermentac6es desse estudo,

onde foram utilizados 100 gL .
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2.2.5.2 Fontes de Nitrogénio

Vaérias fontes de nitrogénio organico como extrato de levedura, peptona, uréia, acido
casamino e fontes inorganicas como sulfato de aménio, nitrato de amonio e cloreto de amonio
sdo geralmente usados na bioprodugdo. A propor¢do do nitrogénio inorganico para organico
podem afetar o crescimento e o metabolismo das células das leveduras (LOMAN; ISLAM,;
JU, 2018).

Um estudo sobre a produgéo de etanol e arabitol por Kordowska-wiater (2015)
mostrou que o sulfato de amonio serviu como a melhor fonte de nitrogénio, enquanto, na
presenca de nitritos e nitratos, a Debaryomyces nepalensis ndo conseguiu metabolizar glicose
e arabinose de forma eficiente. Nessa pesquisa 0 extrato de levedura provou ser uma fonte
integral de aminoacidos e outras vitaminas para o crescimento da D. nepalensis. Além disso,
para determinar a concentracdo 6tima de sulfato de amonio, os experimentos variaram entre 3,
45 e 6 gL de sulfato de amdnio. O crescimento da biomassa e a utilizagdo do substrato n&o
foram consideravelmente afetados neste intervalo de concentracdo. O rendimento de arabitol e
etanol aumentaram para 0,12 gg* e 0,21 gg* quando 6 g de (NH4)2SO4 foram incluidos no
meio.

Zhang et al. (2012) investigaram o efeito de fontes de nitrogénio na producdo de xilitol
a partir do hidrolisado hemicelul6sico de residuos horticolas utilizando a cepa Candida
athensensis SB18. O meio sintético contendo 150 gL de xilose foi suplementado com
diferentes fontes de nitrogénio, como sulfato de amonio, nitrato de amonio, ureia e
casaminoacido. Entre os quais, a adi¢do de ureia melhorou a conversdo de xilose com um
maior rendimento de xilitol de 0,76 gg™.

Os efeitos da relacdo C/N na producdo de arabitol também foram declarados por
Loman, Islam e Ju (2013), os autores avaliaram a relacdo C/N na producdo de arabitol e
relataram que quanto maior essa relagdo C/N, maior serd a producédo de arabitol que foi de 36
gL"* de arabitol utilizando proporcdo de C/N de 63 que foi a maior relagéo utilizadas por eles
utilizando a Debaryomyces hansenii. Os cientistas abordaram ainda ao efeito das razdes de
nitrogénio inorganico para organico, I/ON, de 0 a 1 e mostraram que maiores concentragdes
de arabitol de 36,6 + 1,5 gL foram obtidas em maiores proporcdes I/ON de 0,64, 0,8 e 1,0, e

menores concentraces de arabitol de 30,6 + 1,2 gL foram encontradas quando nitrogénio
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inorganico ndo estava presente ou em baixa I/ON (0,39). Os resultados sugeriram que incluir

alguma fonte de nitrogénio inorganico foi Gtil para a producéo de arabitol nessa relagdo C/N.

2.2.5.3 pH

A determinacdo do efeito do pH foram consideradas potencialmente valiosas devido a
ionizacdo dependente do pH dos grupos envolvidos na ligacdo de substratos e catalise. Um
estudo relata que o valor do pH depende do microrganismo estudado, mas a faixa de 3,6 a 7,0
(principalmente 5,5 a 6,0), sdo favoraveis para crescimento de leveduras (KORDOWSKA-
WIATER, 2015).

Em outra investigacdo, os pesquisadores observaram gque o pH 6timo para a conversao
de xilose em xilitol por xilose-redutase de Candida parapsilosis foi 6,0, apresentando
atividade méxima da enzima (RAFIQUL; MIMI SAKINAH, 2013). Sirisansaneeyakul,
Wannawilai e Chisti (2013) avaliaram a producéo de xilitol por Candida magnolia TISTR
5663 sob condi¢bes limitadas de oxigénio. O maior rendimento de xilitol (0,72 gg?) foi
obtido utilizando a biomassa de 50 gLt a pH 7,0.

Outro estudo revela que o pH teve um efeito significativo na producdo de arabitol.
Foram avaliados valores de pH que variaram de 3,0, 3,5, 4, 5 e 6. Para os diferentes sistemas
de pH as concentra¢fes maximas alcancadas também foram diferentes: aproximadamente 17
gLt para pH 3, 21 gL* para pH 3,5, 23 gL para pH 4, 25 gL para pH 5 e 30 gL para pH 6.
Os autores descobriram que um pH mais alto (mais préximo do neutro) era mais favoravel ao
crescimento de células de levedura (KOGANTI; JU, 2013).

De acordo com Kumdam, Murthy e Gummadi (2013), a Debaryomyces nepalensis
sobrevive em um amplo intervalo de pH de 3,0 a 11,0. O trabalho teve o interesse de
determinar o pH 6timo para o crescimento e a producdo de metabdlitos. Nesse estudo, o pH
inicial do meio de cultura foi variado na faixa de 5,0 a 7,0 e tanto o crescimento quanto a
utilizacdo do substrato foram menores quando o pH inicial do meio foi de 5,0 e 5,5. Com o
pH inicial de fermentagdo entre 6,0 e 7,0, houve forte producdo de metabdlitos. Em pH 6,0,
um méaximo de 10,4 gL"* de arabitol foram produzidos, manifestando baixa produtividade do
produto em pH inferior.
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2.2.5.4 Temperatura

A maioria das leveduras cresce entre 30 °C a 37 °C para fins biotecnoldgicos de
producdo de xilitol e arabitol. O efeito da temperatura de incubacdo na producdo de arabitol
por Pichia manchurica foi estudado a trés temperaturas diferentes 25, 30 e 35 °C por
Sundaramoorthy e Gummadi (2018). Os autores verificaram que a temperatura é um fator
chave na producdo de arabitol. Entre as trés diferentes temperaturas testadas, 30 °C
apresentou a producdo maxima de arabitol (34,7 gL ™), com um rendimento de 0,24 gg*.

Células de C. guilliermondii foram capazes de produzir eficientemente xilitol a partir
de um meio composto apenas por D-xilose e MgCl2.6H20 em tampéo fosfato de potassio, a
35 °C e pH 6,5. Nestas condigGes, os resultados foram 42 gL de xilitol, correspondendo a
0,80 gg ! de rendimento e 2,65 gL*h de produtividade volumétrica (CORTEZ; MUSSATO;
ROBERTO, 2016).

2.2.5.5 Concentracdo de transferéncia de oxigénio (aeracao)

A disponibilidade de oxigénio é um importante pardmetro de processo que
desempenha fungdo na regulagéo do crescimento celular e formacao de bioprodutos, afetando
a atividade das enzimas xilose redutase (XR), xilitol desidrogenase (XDH), arabinose redutase
(AR) e arabitol desidrogenase (LAD), de interesse para producdo de arabitol e xilitol (RAO et
al., 2016).

Para avaliar a influéncia de diferentes valores de coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (Kra) na producdo de xilitol utilizando a C. tropicalis W103, Cheng
et al. (2010) realizaram fermentagdo em batelada e observaram que em Kia menor de 10,8 h?,
a biomassa foi menor, com baixa produtividade de xilitol, mas, quando o valor de K.a
aumentou de 10,8 h* para 16,5 h?, a biomassa aumentou, assim como o aumento do
rendimento de xilitol. Com aumento adicional de K a para 18,3 h, ocorreu um aumento da
biomassa, no entanto, o rendimento de xilitol diminuiu, isso pode ter ocorrido por causa da
maior atividade de XDH que converte xilitol em xilulose. O rendimento maximo de xilitol foi
de 0,73 gg* e a produtividade de 1,43 gL*h que foram obtidos em K.a 16,5 h™.

A fim de determinar a taxa de agitacdo Otima em fermentacdo com Debaryomyces

nepalensis, os estudos foram realizados a 350, 400, 500 e 700 rpm, mantendo a taxa de
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aeracdo constante em 0,5 vwm. O perfil de utilizacdo do substrato foi quase similar sob
diferentes taxas de agitacdo, mas a biomassa maxima foi obtida com maior taxa de agitacdo
de 700 rpm. A diminuicdo na taxa de agitacdo de 700 rpm para 400 rpm resultou em um
maximo de 6,2 gL de arabitol. O rendimento de arabitol em relagio ao substrato foram de
0,06 gg* e o correspondente valor de produtividade foi 0,07 gL*h™. Valores abaixo de 400
rpm resultaram em baixos rendimentos do produto. A concentracdo de oxigénio dissolvido
diminuiu com o tempo, o que € indicativo de crescimento de biomassa (KUMDAM,;
MURTHY; GUMMADI, 2013).

A concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) é um fator muito importante para o
crescimento celular e a formagéo de produtos. E dificil monitorar quantitativamente o0 OD em
frascos agitados. No entanto, diferentes proporcdes de volume de cultura para o volume do
frasco podem fornecer uma indicacdo da sensibilidade da cultura ao baixo e a alta a
concentracédo de OD.

Nesse sentido, foi realizado um estudo com trés frascos de 500 mL contendo
diferentes volumes médios: 40, 75 e 100 mL de meio de cultura. Esperava-se que o frasco
com o volume muito pequeno tivesse uma melhor eficiéncia de transferéncia de oxigénio via
aeracdo de superficie, resultando em uma condi¢do de OD mais alta na cultura. Os resultados
demonstram que em volumes baixos e OD superior, foram claramente melhores para o
crescimento celular mais rapido e maiores concentracdes celulares. A concentracdo maxima
de células foi de 20 gL' no sistema do menor volume de cultura (40 mL), quando
aumentaram o volume inicial (100 mL) o valor diminuiu para apenas 9 gL™. No menor
volume (40 mL), acucares foram quase esgotados em apenas 20-28 h de producdo com uma
concentracio de arabitol de 11,8 gL. O rendimento de arabitol correspondente foi de 35% e a
produtividade volumétrica foi de 0,59 gL*h™. Nos sistemas de médio e maior volume, as
concentragdes maximas de arabitol atingiram 11,4 gL' (46 h) e 10,7 gL' (72 h),
significativamente depois do tempo requerido no sistema de menor volume. A maior condi¢ao
de OD foi claramente benéfica para alcancar alta produtividade de arabitol (LOMAN;
ISLAM; JU, 2018).
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2.2.5.6 Atividade enzimética

Nas leveduras, a XR catalisa a conversédo da xilose em xilitol e XDH catalisa a
conversao de xilitol em xilulose. A formagdo de xilitol a partir da xilose tem sido atribuida a
um desequilibrio redox na exigéncia de cofator desses dois passos oxidativos do metabolismo
da xilose. O envolvimento dessas duas enzimas (XR e XDH) no catabolismo da xilose foi
confirmado em D. nepalensis pela determinacdo de suas atividades no extrato intracelular de
celulas crescidas em meio contendo xilose. A incapacidade de D. nepalensis para converter
xilose em etanol foi confirmada pela atividade especifica muito baixa do &lcool desidrogenase
(ADH) em células cultivadas na presenca de xilose em comparacdo com as células cultivadas
em glicose. Este é o primeiro relato sobre a investigacdo do metabolismo da glicose e xilose
por D. nepalensis. Os resultados do estudo sugerem que a cepa pode eficientemente utilizar
glicose e xilose como substrato Unico ou misto e produzir metabdlitos de valor agregado,
como etanol e xilitol. Os autores sugerem a otimizagédo da producéo de etanol e xilitol a partir
de hidrolisados hemicelul6sicos utilizando D. Nepalensis (KUMAR; MURTHY;
GUMMADI, 2012).

Mahmud et al. (2013) relataram que o principal fator limitante de rendimento para a
producdo de xilitol é seu consumo para o crescimento e a manutencgdo das células. A inibicéo
anti-sentido de XDH em Tricoderma reesei reduziu a atividade de XDH para 48% e
aumentou a produtividade de xilitol. Estudos semelhantes também foram feitos em C.
tropicalis, que teve maior produtividade e rendimento de xilitol de 98%, alcancado usando
glicerol como um co-substrato. Ajuste de aeracédo, adigdo de glicose como um co-substrato e

imobilizacdo das células mostraram-se eficientes para aumentar a producdo de xilitol.

2.2.5.7 Minerais

A fim de compreender a influéncia dos minerais no metabolismo das leveduras,
Sundaramoorthy e Gummadi (2018) avaliaram a presenca e auséncia de quatro
oligoelementos (Cu?*, Fe**, Mn?* e Zn?"). O meio desprovido de todos os quatro
oligoelementos serviu como controle negativo, enquanto o meio incluindo todos eles foi
utilizado como controle positivo. Cada um dos quatro elementos foram removidos, um de

cada vez, para definir seu efeito individual. O efeito de Cu?*, Fe?*, Mn?* e Zn?* suplementares
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sobre a producdo de arabitol usando a linhagem de levedura de Pichia manchurica foi
examinado pela primeira vez até 216 h em culturas em frascos agitados. Verificou-se que 0s
ions metalicos aumentaram a biomassa bem como a concentracdo do produto. Os melhores
resultados foram obtidos quando a cultura foi suplementada com ions metalicos (32,6 gL ™).
A maior producdo de arabitol foi observada no controle positivo com um rendimento de (0,22
997).

Pesquisa semelhante foi realizada com intuito de verificar que a D. nepalensis
necessitava de Zn, Fe, Cu e Mn para o crescimento, bem como para a formagao de produtos.
O crescimento foi melhor na auséncia de Zn e Fe, mas muito baixo no caso de controle
negativo. Isso pode ser diretamente correlacionado com a utilizacdo do substrato, que foi mais
rapida e completa no meio sem Zn e Fe. No entanto, para a producdo maxima de etanol e
arabitol, todos os quatro oligoelementos sdo necessarios (KUMDAM; MURTHY;
GUMMADI, 2013).

2.3 EDULCORANTES

De acordo com Decreto n° 50.040, de 24 de janeiro de 1961 que dispGe sobre as
normas técnicas especiais reguladoras do emprego de aditivos quimicos em alimentos,
edulcorante é a substancia organica, nao glicidica, capaz de conferir sabor doce aos alimentos
(BRASIL, 1961).

Dessa forma, a importancia tecnoldgica, sensorial e nutricional de um edulcorante
deve ser considerada, pois além de proporcionar sabor doce, auxilia na textura conferindo
corpo, potenciando o aroma, sabor ainda atua na conservacao dos alimentos. Esse adocante é
significativo para sociedade gque necessita de dietas especiais como no caso de portadores de
diabetes tipo II, sindrome metabdlica, hipertrigliceridemia, resisténcia a insulina,
cardiovasculares (coronarias), hipertensdo, doencas renais e obesidade. Para atender esse
segmento a industria dispbe de alimentos com edulcorantes (naturais e/ou artificiais),
denominados dietéticos (CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2017).

Acucares raros que ocorrem naturalmente surgiram recentemente como uma categoria
alternativa de adocantes. Estes monossacarideos e seus derivados séo encontrados na natureza
em pequenas quantidades e ndo possuem calorias significativas (MOORANDIAN; SMITH;
TOKUDA, 2017).
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Os edulcorantes mais utilizados atualmente s&o: artificiais (aspartame, ciclamato,
sucralose, sacarina) e naturais (steviosideo, xilitol, manitol e sorbitol). A resolu¢cdo RDC n° 18
de 24 de marco de 2008 estabelece o regulamento para o uso de aditivos edulcorantes em
alimentos, o xilitol (INS 967) é rotulado quantum satis (latim) quer dizer “apenas o
suficiente”, significa que ndo ha limite para seu uso, desde que seja usada a menor quantidade
para o resultado especifico. No entanto, a organizacdo mundial da saude (OMS) sugere uma
quantidade limite de ingestdo de adocantes, como exemplo aspartame (40 mg/Kg de peso
corporal/dia), ciclamato (11 mg/Kg de peso corporal/dia), Stévia (5,5 mg/Kg de peso
corporal/dia) e xilitol (15 mg/Kg de peso corporal/dia). Cuidados com o uso dos polidis
devem ser tomados principalmente pelo fato de possuirem efeito laxativo (BRASIL, 2008).

O xilitol é o mais doce dos polidis, possui dogura equivalente a sacarose, mas com
menos calorias e menor indice glicémico (Figura 12). Outra vantagem é que suas duas
principais vias de absor¢do (figado e flora intestinal) sdo independentes da insulina. A
permeabilidade das células do figado e seu enorme nimero de enzimas permitem metabolizar
rapidamente o xilitol e transforma-lo em energia. No entanto, a absorcdo pelo intestino é
bastante lenta. Toda a D-glicose do metabolismo do xilitol é primeiro armazenada como
glicogénio no figado e depois liberada gradualmente. Assim, sua concentracdo no sangue nao
sofre as mudancas repentinas que sdo causadas geralmente pela sacarose e pela glicose, o que
torna o xilitol um adocante adequado para diabéticos. Além disso, devido a sua baixa carga
caldrica, pode ser considerado como um adocante adequado para uso em dietas controladas
por carboidratos. Seu consumo provoca efeitos de saciedade, baixa resposta glicémica e
melhora do perfil nutricional (EVRENDILEK, 2012; PULICHARLA et al., 2016).

Recentemente, a demanda por xilitol aumentou de forma constante em 6% ao ano
devido a seus multiplos beneficios, principalmente nos mercados de alimentos, cerca de 70%
do consumo global de xilitol é responsavel pelo fabrico de pastilhas elésticas e produtos de
confeitaria. Dois fatores principais contribuiram para essa demanda crescente; uma € a
preocupacdo com a salde e outra € 0 aumento da conscientizacdo do produto quimico livre de
acucar de baixo teor calorico derivado naturalmente. Globalmente, o xilitol tem um vasto
mercado que compreende uma demanda anual de 161,5 milhdes de toneladas (em 2013), e
prevé atingir 250 milhdes ate 2020, quase 1,5 vezes a sua exigéncia atual (DASGUPTA et al.,
2017).
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Figura 12: Comparacdo de sacarose com polidis em termos de dogura, indice glicémico e
calorias
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Fonte: adaptado (ARCANO et al., 2018)

O xilitol é um polialcool cuja férmula molecular é CsH120s5 (1,2,3,4,5-
pentaidroxipentano) assim como o arabitol (Figura 13). O xilitol tem atraido a atencéo global
por causa do seu poder adocante semelhante ao da sacarose, podendo ser utilizado como
substituto do acucar para diabéticos, por ser metabolizado através de vias independentes de
insulina; além de apresentar propriedade anticariogénica, que promove a salude oral e auxilia
na prevencdo de caries. (PRAKASHAM; RAO; HOBBS, 2009).

Figura 13: Estrutura quimica de xilitol e arabitol
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Fonte: adaptado (ARCANO et al., 2018)

Em 1891, o xilitol foi descoberto pelo quimico Emil Fischer (Alemanha, 1852-1919) e
sua equipe, que obteve sob a forma de xarope a partir da reagdo de xilose com a amalgama de

sodio. Este acUcar apresenta-se como um po branco cristalino, sem odor, altamente soltvel
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em é&gua (64,2 ¢g/100 mL). Segundo a Food and Drug Administration (FDA) 6rgao
regularizador de alimentos nos Estados Unidos, como aditivo do tipo GRAS (Generally
Recognized as Safe ou “geralmente reconhecida como segura”), o xilitol ¢ considerado uma
substancia atoxica, onde sua incorporac¢ao em alimentos é legalmente permitida (CAROCHO;
MORALES; FERREIRA, 2017).

A estabilidade do xilitol ndo é afetada pelo pH, pois pode ser usado em uma ampla
faixa de pH (1 a 11), assim como os polidis, sdo estaveis a altas temperaturas. A molécula de
xilitol ndo possui grupos formila ou carbonila (caracteristicos de aldeidos e cetonas,
respectivamente), portanto ndo participa das reacdes de Maillard, portanto, ndo reduzem o
valor nutricional das proteinas presentes. Recomenda-se a producéo de produtos alimenticios
em que a mudanca de cor que ocorre nesse processo seja indesejavel (ZACHARIS, 2012).
Essas caracteristicas confirmam sua aplicabilidade em processos de producdo de alimentos,
como gomas, doces, caramelos, chocolates, sorvetes, geleias, marmeladas e bebidas
(MONEDERO; PEREZ-MARTINEZ; YEBRA, 2010).

O arabitol ou arabinitol, € um alcool polihidrico, e também um estéreoisdmero de
xilitol. Apresenta-se como adocante de baixa caloria nutricional com cerca de 0,2 kcal/g
(devido a sua lenta absor¢do), em comparagdo com 2,4 kcal/g para o xilitol e 4 kcal/g para
sacarose. Assim, o arabitol pode encontrar aplicacdo exclusiva como adogante natural com
baixa caloria e substituto do acucar para os diabéticos, similar ao xilitol (KOGANTI, JU,
2013). E doce, incolor, cristalino e solivel em agua, e juntamente com outros poliois, é usado
nas inddstrias de alimentos e em terapias humanas. Assim como o xilitol tém o beneficio
adicional de ndo sustentar o crescimento de bactérias orais, 0 que significa que seu consumo,
ao contrario dos acucares convencionais, ndo leva a caries dentarias.

Como alternativa a via quimica, o arabitol pode ser sintetizado por microrganismos. O
arabitol é encontrado de duas formas: o L-arabitol pode ser sintetizado por reducdo quimica
ou fermentacdo microbioldgica da L-arabinose (pentose), sua eficicia é semelhante as fibras
alimentares solGveis (MINGGUO et al. 2011). J& o D-arabitol pode ser produzido por meio de
substratos ricos em hexose (glicose, manose), é bastante utilizado como substrato para alguns
produtos quimicos, e acidos arabindico e xilénico, propileno, etilenoglicol, xilitol,
glicolipidios imunossupressores, herbicidas e medicamentos antipatogénicos (KOGANTI et
al., 2011; KOGANTI, JU, 2013; YOSHIKAWA et al., 2014; ZHANG et al. 2014).
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Para producdo de D-arabitol sdo necessarios substratos ricos em glicose (hexose), além
disso, pesquisas relatam a utilizacdo de glicerol como substrato. Os estoques globais e
persistentes de glicerol sdo o resultado das grandes quantidades de glicerol bruto produzido na
fabricacdo de sabdo, biodiesel e outras inddstrias (NICOL et al., 2011). A aplicacdo
biotecnoldgica do glicerol parece ser uma opcao interessante. Existem alguns relatos sobre a
bioconversdo de glicerol em D-arabitol por leveduras selecionadas (KOGANTI, JU, 2013;
YOSHIKAWA et al., 2014).

Um estudo do Departamento de Energia (DOE-USA) identifica um grupo de produtos
quimicos promissores derivados de acUcar e materiais que poderiam servir como um motor
econémico para uma biorrefinaria. O xilitol e o arabitol encontra-se entre as 12 substancias
quimicas derivados diretamente dos agUcares da biomassa lignoceluldsica promissoras para o
desenvolvimento dentro da biotecnologia industrial (ERICKSON; NELSON; WINTERS,
2012).

O arabitol € produzido em escala industrial por meio da reducdo quimica nas lactonas
dos acidos arabindnico e lixinico, uma reacdo que requer um catalisador caro e uma
temperatura constante de 100 °C (KUMDAM; MURTHY; GUMMADI, 2013). Além disso,
etapas extensas de separacdo devem ser seguidas nesse processo para remover os subprodutos
da reacdo (ZHANG et al., 2014).

2.4 OUTROS ESTUDOS SOBRE A PRODUCAO DE EDULCORANTES

Xavier et al. (2018) avaliaram a producdo simultanea de xilitol e etanol a partir de
fibra de sisal. Os autores realizaram um planejamento experimental fatorial para verificar a
melhor condicdo para obter xilose no licor hidrolisado hemiceluldsico. O pré-tratamento foi
realizado com acido sulfarico diluido utilizando baixas temperaturas, para fermentacdo
utilizaram a levedura Candida tropicalis. Durante a analise dos resultados verificaram que os
maiores teores de xilose obtidos foi de 0,132 g-g* de fibra de sisal, a 120 °C com 2,5% (v/v)
de solucdo acida. No cultivo com hidrolisado hemicelul6sico de fibra de sisal, a producéo
méaxima de xilitol foi 0,32 g-g* e de etanol 0,27 g-g*, obtido em 60 h a temperatura de 30 °C.

Carocho, Morales e Ferreira (2017) abordaram em sua pesquisa 0S adogantes
utilizados como aditivos alimentares no seculo XXI, fizeram uma revisdo do que é conhecido

e 0 que estd por vir. Os autores revisaram a relacdo da dogura com o ganho de peso, a
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deterioracdo dos dentes e os adogantes que entraram na industria de alimentos em 1800 e que
agora sdo basicos em alimentos. Eles argumentaram que apesar de sua longa relacdo com a
comida, os adocantes estdo nos holofotes por muitas razdes, dentre elas, a escolha perfeita
para diabéticos, para os perigos relacionados a toxicidade, cancer e outros problemas de salde
associados ao seu consumo. Os resultados conflitantes para os mesmos adocantes e 0s
regulamentos divergentes sdo combustivel para um amplo debate sobre o impacto dos
adocantes na industria, na saude e no estilo de vida da humanidade. Nesta revisdo, a historia,
principais preocupacgdes, beneficios, desvantagens, classificacdo e tendéncias futuras séo
revisitados para aditivos alimentares nutritivos, intensos e naturais.

Rao et al. (2016) exploraram a bioconversdo da biomassa lignoceluldsica ao xilitol. Os
pesquisadores relataram que a forte construcdo fisica e quimica das biomassas
lignocelulésicas € um dos principais obstaculos para a recuperacdo da Xxilose, que a atual
producdo em larga escala de xilitol é alcangada por um processo quimico catalisado por
niquel baseado na hidrogenacdo de xilose, que requer xilose purificada como substrato bruto,
esse processo necessita de alta temperatura e pressdo, que continua a ser intensivo em termos
de custos e consumo de energia. Portanto, ha uma necessidade de desenvolver um processo
integrado para conversdo biotecnoldgica de lignoceluloses em xilitol. A revisdo confere as
estratégias de pré-tratamento que facilitam a hidrolise da celulose e hemicelulose. Ha também
uma énfase em varias metodologias de detoxicacdo e fermentacdo, incluindo estratégias de
engenharia genética para a conversao eficiente de xilose em xilitol.

Kordowska-wiater (2015) fez uma revisao sobre a producéo de arabitol por leveduras,
0 seu status atual e as perspectivas futuras. Os autores apresentaram as vias metabodlicas que
conduzem de acUcares e/ou glicerol a arabitol. Embora as informacfes sobre a producéo
microbiana de arabitol seja bastante limitado, a pesquisa sobre esse tema vem crescendo nos
ultimos anos, com pesquisadores procurando novos microrganismos, substratos e tecnologias.

Lima et al. (2014) estudaram a producdo biotecnolégica de xilitol e avaliaram o
processo de desintoxicacdo com lignina residual. Os pesquisadores avaliaram por meio da
metodologia de superficie de resposta, um tratamento de desintoxicacdo utilizando lignina do
bagaco do caju que precipita durante a formacao do licor hidrolisado. O bagaco de caju foi
submetido a hidrélise &cida utilizando acido sulfdrico (H2S04) 3% (v/v), foi entdo realizada
andlises de acucares e inibidores compostos presentes no licor hidrolisado por meio de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O hidrolisado foi concentrado e, em seguida,
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tratado sob condigdes variadas de massa lignina residual (0,25, 0,45 e 0,65 g), pH (4, 7e 10) e
tempo de contato (20, 40 e 60 min) nos niveis (-1, 0 e 1), respectivamente, viabilizando
reduzir a concentracdo dos compostos toxicos e melhorar a eficiéncia do processo para
posterior fermentagédo (producéo de xilitol). Os resultados deste trabalho indicam que para se
obter o licor hidrolisado, uma menor percentagem de remocéo da glicose e xilose e a remogéo
de maiores concentracdes de furfural e HMF, deve funcionar sob as seguintes condicdes: pH -
1 (4), tempo de contato em + 1 (60 min) e a massa de lignina residual de nivel +1 (0,65 g)
com remocdo de aproximadamente 100%.

Rocha et al. (2014) pesquisaram as condi¢des de tratamento das concentracdes de
acido diluido na obtencdo de acucares para producéo de etanol e xilitol utilizando o residuo do
caju como substrato. Os autores estudaram a concentracdo de acido sulfirico adicionado, a
concentracdo de sélidos e ainda o tempo de contato para maximizar os rendimentos a partir do
bagaco. A fermentacdo foi conduzida em um biorreator de 4 L em escala de bancada,
temperatura de 30 °C e uma velocidade de agitagdo de 150 rpm. S. cerevisiae foi inoculada
em biorreator a uma concentracio de células de 10 gL para a producdo de etanol.
Kluyveromyces marxianus foi utilizada para producdo de xilitol, utilizando 100 mL de meio
em erlenmeyer de 250 mL, temperatura de 30°C, 200 rpm por 120 h com concentracédo celular
de 1 gL A producéo de xilitol foi 6.76 gL em 96 h de fermentagéo. O crescimento celular,
pH, concentracdo de oxigénio dissolvido, concentracdo do substrato e concentracdo de etanol
foram monitorados em relacdo ao tempo. As melhores condi¢des para o tratamento com &cido
diluido foi obtida utilizando-se 0,6 mol/L de H2SO4 durante 15 min a 121 °C. Nesta condi¢&o
de tratamento, foram observados na fracdo de hidrolisado apds o tratamento com Ca(OH)>
uma auséncia de quantidades detectaveis de furfural ou hidroximetilfurfural.

Koganti e Ju (2013) estudaram a utilizacdo de D. hansenii para producdo de arabitol.
Esse processo de fermentacdo utilizando glicerol iniciou-se com a selecdo da cepa de alta
producdo de arabitol produzido como o Unico poliol detectavel a partir de glicerol. Neste
trabalho, pH, concentracdo de oxigénio dissolvido (OD), tamanho do inéculo e concentracédo
de magnésio e de nitrogénio-fosforo (N/P) foram sistematicamente avaliados quanto a efeitos
sobre a taxa de crescimento celular e a produtividade de arabitol. Entre os avaliados, 0 meio
com N/P =9, OD de 5% de saturacdo de ar e pH 3,5 para maior producdo de arabitol. Sob
estas condicBes 6timas, producéo de arabitol foi 40 gL obtido em 5 dias, em comparagéo

com os estudos anteriores com 15 gL arabitol em 5 dias. Produtividade volumétrica e
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produtividade especifica foram melhorados com sucesso 0,13-0,33 g.Lh a 0,007-0,02 g.gh™?,
respectivamente, com um rendimento de 55% arabitol a partir de glicerol.

Branco (2010) determinou as condi¢cfes de obtencdo de xilitol por via enzimatica
utilizando xilose redutase de C. guilliermondii FTI 20037. Numa primeira etapa, esta enzima
foi produzida e pré-purificada e em seguida foi realizada a sele¢do do sistema de regeneracao
enzimatica in situ de coenzima NADPH. Foi avaliada a influéncia da concentracdo de xilose,
de NADPH e de glicose, a carga de xilose redutase e de glicose desidrogenase, sendo que a
variavel resposta foi considerada a produtividade volumétrica em xilitol. Para a otimizacédo do
processo de producdo de xilitol em meio sintético sob regime de batelada empregou-se um
planejamento composto central rotacional (estrela). A partir dos resultados construiram um
modelo quadratico que relacionou a produtividade com os fatores na regido de estudo. De
acordo com este modelo, a melhor condicdo operacional resulta em alto valor de

produtividade e eficiéncia em xilitol, 1,68 g/L.h e 100%, respectivamente.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios de Bioengenharia,
Laboratorio de Combustiveis e Materiais (LACOM), Laboratorio de Solidificacdo Répida
(LSR), Laboratdrio de Flavor da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e no Laboratério de
Engenharia Biogquimica da Universidade Federal de Campina Grande. A pesquisa foi
desenvolvida em duas etapas: a primeira descrita na Figura 14 referente a obtencdo e

caracterizacdo da matéria-prima, hidrolise do bagaco do sisal.

Figura 14: Primeira etapa do processo de obtencdo biotecnoldgica de arabitol e xilitol
proveniente do bagaco do sisal por Debaryomyces hansenii

TR i

Fonte: Arquivo do autor

A segunda etapa compreende a caracterizacdo dos hidrolisados, fermentacdo, estudo
da influéncia das varidveis de processo e estudo dos parametros cinéticos (Figura 15).
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Figura 15: Segunda etapa do processo de obtencdo biotecnoldgica de arabitol e xilitol
proveniente do bagaco do sisal por Debaryomyces hansenii
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Fonte: Arquivo do autor
3.1 MATERIA-PRIMA

O bagaco do sisal utilizado nesta pesquisa foi coletado na fazenda Lagoa Cercada
localizada na cidade de Picui/Nova Floresta — Paraiba (6°26'53.6"S de latitude e
36°14'31.3"W de longitude).

A biomassa foi lavada em duas etapas: a primeira lavagem do bagaco do sisal com
agua destilada a uma temperatura de 50 °C durante 20 min; na segunda etapa foi realizada
lavagem do bagaco com &gua destilada a temperatura ambiente (28 °C), para reduzir os
solidos sollveis de 1,7 °Brix até atingir °Brix zero, objetivando a extragdo dos agucares
remanescentes que permanecem ap0s processo de separacdo da fibra e do bagaco, tendo em
vista que apenas o0s acucares intrinsecos na parede celular da biomassa vegetal sdo
interessantes para pesquisa (LIMA et al., 2014).

Em seguida, a biomassa foi conduzida para estufas com circulacdo de ar a uma
temperatura de 55°C por cerca de 24 h, acondicionadas em sacos plasticos de polipropileno

para manutencao durante toda pesquisa, a temperatura ambiente (em torno de 28 °C).



55

3.2 CARACTERIZAGCAO DA BIOMASSA DO BAGAGO DO SISAL SECO

Nesta etapa foram determinadas a granulometria da biomassa seca de acordo com
Correia (2004). A biomassa seca foi fragmentada em moinho de facas (marca MARCONI)
com a finalidade de reduzir o tamanho do bagaco, as peneiras (BERTEL ISO 3310/01, S&o
Paulo, Brasil) de 35, 48, 60, 65 e 250 mesh foram utilizadas para estudo granulométrico. A

biomassa para estudo foi a que passou na peneira de 250 mesh, observada na Figura 16.

Figura 16: Bagaco de sisal lavado, seco e moido

Fonte: Arquivo do autor.

Para caracterizacdo lignoceluldsica da biomassa de sisal seco foram realizadas as
determinacGes de umidade, pH, residuo mineral fixo (cinzas), solidos solGveis, em triplicata,
de acordo com Brasil (2008). Para verificar as proporcdes de celulose, hemicelulose e lignina
do bagaco do sisal seco foi utilizada a metodologia descrita pela TAPPI T17 wd-70, TAPPI T
203 cm-99 e TAPPI T222 0s-74 (2011).

Também foram realizadas andlises termogravimétricas utilizando-se um Analisador
Térmico (Shimadzu, Sdo Paulo, Brasil), para avaliar a estabilidade das amostras. As curvas
termogravimétricas foram obtidas em atmosfera de nitrogénio, fluxo 25 mL/min, cadinho de
alumina, 10 mg de amostra, razdo de aquecimento de 10 °C/min, intervalo de temperatura de
ambiente até 900 °C. Nesta técnica analitica, a composicdo de um material é analisada por
meio da medicdo da variacdo de massa de uma aliquota com programacdo controlada de
temperatura (LIMA et al., 2013).

Para visualizacdo morfoldgica do grau das particulas das biomassas sem tratamento e
pré-tratadas realizou-se micrografias por meio de Microscopia Eletronica de Varredura

(MEV), utilizando-se microscopio marca Zeiss, modelo LEO 1430 (Séo Paulo, Brasil), com
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sinal elétron de elétrons secundarios. Um pré-revestimento com uma fina camada de
aproximadamente 24 nm de ouro, fixada por uma fita dupla face de carbono condutora e
metalizada por sputtering marca EMITECH (modelo K550X- S&o Paulo, Brasil) com tempo
de recobrimento de 1 min e 30 segundos utilizando uma corrente de 25 mA, no metalizador,
com tensdo de 25 kV, por meio do software ZEISS, em diferentes ampliacOes, a fim de
realizar a visualizacdo morfolégica do grau das particulas das biomassas antes e apos a
hidrolise (FIORE et al., 2016).

Com o intuito de analisar a estrutura das biomassas antes e ap0s os tratamentos foram
obtidas curvas de difracdo de Raios-X em Difratdmetro (Shimadzu, Sdo Paulo, Brasil),
modelo XRD 600 com fonte de radiacdo CuKa, tensdo de 30kV, corrente 30mA, velocidade
de 0,1°min. e faixa de varredura de 20 = 3 a 80°. Para determinacdo do indice de
cristalinidade do material utilizamos a Equacao (1) onde Ic é a intensidade em um angulo 26
perto de 22°, e Ia ¢ a intensidade em um angulo 26 perto de 18° (FERREIRA et al., 2015;
MARTIN, 2009), representando a parte cristalina e amorfa, respectivamente:

I, = '3*'-';"“ X 100 1)

A partir da analise das diferencas entre os espectros (antes e ap0s a hidrolise) é
possivel determinar a eficiéncia do tratamento quimico na amostra de sisal. Os espectros de
absorcéo na regido do infravermelho foram obtidos em espectrofotdbmetro marca Shimadzu,
modelo IR Prestige (Sdo Paulo, Brasil), utilizando KBr no intervalo de 4000-400 cm
(BARRETO et al., 2011).

3.3 HIDROLISE DO BAGAGO DO SISAL

A hidrolise do sisal foi realizada em reator de aco inoxidavel (marca MAINTEC
FORNOS INTI, Campina Grande, Brasil) com controlador térmico FE50RP (sistema de
automacéo de tempo e temperatura interna/externa) e capacidade maxima de 700 mL, a fim de
possibilitar a hidrolise da hemicelulose para a obtencéo de pentoses.

As melhores condicdes foram determinadas através de planejamento experimental 23 +
3 pontos centrais, totalizando 11 experimentos. Os parametros avaliados foram: temperatura
(110, 130 e 150 ° C, concentracdo de &cido (1,5; 2,5 e 3,5%) e razdo de bagaco/acido diluido
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(1:12, 1:16 e 1:20 g/v) denominado de varidveis independentes, onde (-1), (0) e (+1)
representam o menor nivel, ponto central e o0 maior nivel, respectivamente, verificando assim
a influéncia das varidveis de entrada (temperatura, razdo biomassa/solucdo de acido e
concentracdo de &cido) sobre a eficiéncia dos agUcares (celobiose, glicose xilose, arabinose) e
compostos inibitérios de fermentacdo gerados nesse processo (&cido acético, 5-
hidroximetilfurfural e furfural) (LIMA et al., 2014).

O tempo de 1 h de hidrolise no reator foi cronometrado a partir do momento que
atingiu a temperatura estabelecida no planejamento experimental. Apds o tempo de hidrolise,
foram retirados do reator o licor negro juntamente com a parte sélida, separadas por filtracdo
e armazenadas. A fracdo liquida foi submetida a analise cromatografica com o objetivo de

determinar a presenca de agucares, acidos organicos e produtos de degradacéo.

3.4 CARACTERIZACAO DOS HIDROLISADOS DO BAGACO DO SISAL

O teor total de acucares (celobiose, glicose, xilose e arabinose), polialcoois (arabitol e
xilitol) e inibidores (acido acético, furfural e 5-hidroximetilfurfural) foram determinados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia utilizando-se cromatografo VARIAN (Waters,
California, USA).

O detector de indice de refracdo (Varian 356 - LC), equipado com sistema isocratico
de solvente, valvula "Rheodyne" com alga de 20 pl; acoplado com uma coluna agilent Hi-Plex
H (300 mm x 7,7 mm) foi utilizado para avaliar acUcares e inibidores a uma temperatura de
65 °C, usando como fase moével uma solucdo de 0,009 mol/L de H.SO4 em fluxo de 0,7
mL/min, inje¢do de 20 uL da amostra, e tempo de andlise de 60 min.

A coluna Hi-plex Ca (300 mm x 7,7 mm) foi utilizada para avaliar os alcoois
produzidos. As amostras foram investigadas em temperatura de 85 °C (Hi-plex Ca), fase
movel composta de &gua ultrapura. A separacdo cromatografica foi realizada a um fluxo
constante de 0,6 mL/min, inje¢@o de 20 puL. de amostra e tempo de corrida cromatografica para
identificacdo dos polidlcoois em 30 min (cromatografo VARIAN, Waters, California, USA).

O software de processamento utilizado foi GALAXIE Chromatography Data System.
Os cromatogramas das amostras foram comparados com os padrbes dos componentes

analisados e a quantificacdo foi realizada pela area composta em uma curva de calibragédo de
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cada composto, em cinco concentragdes, dependendo do composto analisado. Os resultados

foram expressos em grama do composto por Litro de amostra.

3.5 ESTUDO DO PROCESSO FERMENTATIVO

3.5.1 Microrganismo

As leveduras Candida guilliermondii CCT 1516 e Debaryomyces hansenii CCT 2371
foram obtidas na Colecdo de Culturas Tropicais (CCT) da Fundacdo Tropical de Pesquisas e
Tecnologia André Tosselo (FAT), localizada em Campinas — SP. Ambas as leveduras foram
estudadas, porém a C. guilliermondii € mencionada apenas nas patentes.

Para a reativacdo das células foi adicionado 0,2 mL de &gua destilada estéril com o
auxilio de uma pipeta Pasteur, na ampola com a levedura liofilizada, em ambiente estéril. Em
seguida, foi realizada uma suspenséo das células, deixando reidratar por 15 min. Apés este
periodo, todo o contetdo foi transferido da ampola para um tubo de ensaio contendo 5,0 mL

do meio de cultura liquido YM (Tabela 2) e incubado a 30 °C, por 10 dias.

Tabela 2: Composi¢do do meio de cultura extrato de malte-levedura (YM) para reativacéo

das leveduras

Composicéo (gL™)

Extrato de levedura 3,0
Extrato de malte 3,0
Peptona 5,0
Dextrose 10,0

A partir da cultura crescida no caldo, foi realizado um repique em placa de Petri
(Tabela 3) contendo meio de cultura extrato de malte-levedura-agar (YMA) para a levedura
Debaryomyces hansenii e Sabouraud Dextrose Agar (SDA) para a levedura Candida
guilliermondii, ambas foram incubadas a 30 °C durante 48 h.
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Tabela 3: Meio de cultura quimicamente definido para manutencdo das leveduras

Composigédo (gL?) YMA SDA
Extrato de levedura 3,0 -
Extrato de malte 3,0 -
Peptona 50 10,0
Dextrose 10,0 40,0
Agar 20,0 15,0

Apbds o crescimento, as placas de Petri contendo os microrganismos foram

armazenadas em refrigeracdo a uma temperatura de 4 °C, durante 3 meses (Figura 17).

Figura 17: Leveduras (Candida guilliermondii e Debaryomyces hansenii) em placa de
petri apds repicagem

Fonte: Arquivo do autor.

3.5.2 Preparo do in6culo

Os meios 1 e 2 descritas na Tabela 4 foram preparadas separadamente, o valor do pH
foi ajustado com NaOH para 6,5 e autoclavadas a 111° C e 0,5 atm durante 15 min. As células
de levedura foram transferidas em condigdes assépticas com o auxilio de uma alga de platina,
das placas de Petri para tubos contendo agua destilada esterilizada e inoculadas em fracos de
erlemneyer de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultivo, na propor¢do de 1 mL da
suspensdo para cada 50 mL de meio, mantidos por 24 horas. Ap6s as 24 h de crescimento,

aliquotas de 50 mL foram retiradas do meio e transferidas para tubos Falcon de mesma
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capacidade. Os tubos foram centrifugados (3000g, 15 min) e o sobrenadante foi descartado,
onbservado na Figura 18 (FELIPE, et al., 1997; CHAUD, et al., 2010).

Fonte: Arquivo do autor.

Tabela 4: Composicdo dos meios utilizados para crescimento do in6culo das leveduras
Candida guilliermondii e Debaryomyces hansenii

Composicéo Meio 1 Meio 2
(gL™) (SANTA ANA et al., 2002) (KOGANTI; JU, 2013)
Glicose 12 12
Xilose 36 36
Arabinose 10 10
Sulfato de Magnésio 0,2 1
Sulfato de aménio 1 4
Fosfato de potassio 3 0,21
Fosfato de potéassio bibasico 7 0,32
Extrato de Levedura - 6

O precipitado celular foi entdo suspenso em 1mL de dgua destilada estéril e utilizado
na inoculacdo do cultivo tanto em meio sintético como em hidrolisado hemicelul6sico do

bagaco do sisal.

3.5.3 Cultivo em meio sintético

O estudo da velocidade de crescimento da levedura foi realizado em Erlenmeyer de
1000 mL contendo 400 mL do meio de cultivo, o pH foi ajustado para 6,5. Os meios foram



61

esterilizados e ap6s resfriamento inoculados com a ressuspensao das leveduras previamente
centrifugadas (3000g, 15 min) no pré-indculo de 24 h, inoculados 107 células/mL. Apds
inoculacdo os frascos foram incubados a 30 °C em agitador rotativos tipo shaker (LOGEN
SCIENTIFIC), rotacdo de 200 rpm durante 120 h (Figura 19).

Figura 19: Cultivo teste em meios sintético (1 e 2)
‘,‘;, '.‘ W\
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Fonte: Arquivo do autor.

3.5.4 Cultivo com meio de hidrolisado do bagaco do sisal em mesa agitadora (shaker)

O cultivo foi realizado em erlenmeyer de 1000 mL com 400 mL de meio de cultivo
utilizando D. hansenii como agente de fermentacdo. O meio foi preparado usando o
hidrolisado do bagaco do sisal suplementado de acordo com as melhores condigdes
nutricionais para o desenvolvimento das leveduras estudadas no meio sintético, descritos na
Tabela 4. O pH foi ajustado para 6,5 e o precipitado foi removido por centrifugagéo.
Posteriormente, o meio foi autoclavado a 111 °C por 15 min.

Apos esterilizacdo, a levedura Debaryomyces hansenii foi inoculada 107 células/mL,
cultivadas anteriormente em pré-indculo por 24 h em meio semelhante ao do cultivo.

A fermentacdo foi conduzida em mesa agitadora com temperatura de 30 °C e agitacao
de 200 rpm, em duplicata. As amostras foram retiradas a cada 12 h com término em 120 h
(Figura 20). Foram realizadas analise de turbidimetria (com intuito de verificar a concentracdo
celular durante o cultivo) e determinacdo de glicose, xilose, arabinose, arabitol e xilitol por
CLAE, segundo descricao nos itens 3.4 e 3.5.5, respectivamente.
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Figura 20: Cultivo em hidrol‘isado do bagaco do sisal

Fonte: Arquivo do autor.

3.5.5. Analise da concentracao de células

A concentracdo celular foi obtida através de uma curva de calibracdo mediante a
correlacdo da densidade otica (DO) em espectrofotémetro ultravioleta microprocessado marca
(QUIMIS, Séo Paulo, Brasil) com a massa seca de células. Na elaboracdo da curva, uma
aliqguota de 2 mL das células provindas do cultivo, foram centrifugadas a 10.000 rpm
(centrifuga MINISPIN plus — eppendorf) por 10 min. Ao término da centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e as células lavadas com agua destilada e quantificadas apds
secagem em estufa a 105 °C por 24 h, esta analise de massa seca foi realizada em
quintuplicata.

Com a mesma amostra foi realizada leitura da densidade 6tica em espectrofotometro,
em comprimento de onda de 600 nm, a cada 12 h de cultivo. As amostras retiradas foram
diluidas, quando necessario, ap6s homogeneizacdo a suspensdo obtida foi analisada. Ao
térmico do cultivo (Gltimo ponto para retirada de amostras) foram preparadas diversas
diluicdes (1:1 - 1:2 - 1:5-1:10 - 1:15 e 1:20 mL) para construcdo da curva (ISHMAYANAA,
KENNEDYA; LEARMONTHA, 2015).
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3.6 PARAMETROS DA CINETICA DE CRESCIMENTO

3.6.1 Calculo da velocidade especifica de crescimento

A velocidade especifica de crescimento foi obtida pela Equagdo 2 (BORZANI et al.,
2001):

1o

vy 2)

Em uma cultura batelada, na fase exponencial (ou logaritmica) de crescimento a
velocidade especifica de crescimento é constante e maxima, sendo px denominado de pm

como mostrado nas Equacdes (3) a (6).

1 dX
=t ®
Integrando,
e @
In X —In Xi = 4, (t—ti) ®)
In X = u_(t—ti)+InXi

(6)

A representacdo de InX versus o tempo de cultivo, na fase exponencial, resulta em uma
reta, com coeficiente angular igual a velocidade especifica maxima de crescimento pmax. A
fase exponencial de crescimento também € caracterizada pelo tempo de geracdo (Tg)
constante, que é o tempo necessario para dobrar o valor da concentracdo celular (X = 2Xi).

como mostrado nas Equacdes de (7) a (9).

IN2Xi = z_ (t—ti) +In Xi ()
In% = Uyt
|
(8)
~In2 0,693

t

Ho My ©)
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Como pPmax é constante entdo tq também é constante nesta fase. Em que:
X — concentracio de células (gL ™)

Mmax — velocidade especifica de crescimento maximo

t — tempo

ti — tempo inicio da fase exponencial

3.6.2 Produtividade em células

A produtividade em céluas expressa a velocidade média do crescimento microbiano
(Qx), onde observa-se a taxa evolutiva do crescimento microbiano, sendo calculada pela
Equacéo (10), onde (Xo) indica o valor da variavel no ponto de partida do processo, (X) o

valor final, (t) tempo de cultivo.

(X—Xg)
L

Qx = (10)

3.6.3 Fator de conversao de substrato em células

E O fator de conversdo de substrato em células é a relagdo estabelecida entre a
quantidade de célula produzida e o teor de substrato consumido. De modo que se verifica a
influéncia de um sob o outro, onde So é a concentracdo inicial de substrato e S é a final
(Equacéo 11)

xls — % (11)

3.7 DETERMINACAO DOS PARAMETROS FERMENTATIVOS DO HIDROLISADO DO
BAGACO DO SISAL

Os parametros da fermentacdo foram calculados como o rendimento tedrico de
conversdo de substrato em produto (Yps), produtividade volumétrica (Qp), velocidade

volumétrica de consumo de substrato (rs) e porcentagem de consumo do substrato (Y%).
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3.7.1 Rendimento tedrico de conversao de substrato em produto

O rendimento tedrico de conversdo de substrato em produto é calculado pela Equacgao

12.

YP/szA—P:Pf_Pi (12)
AS i — St

Em que:

Yris — Fator de conversdo de aglcares em &lcoois (g produto formado/g substrato consumida

9/g)
Ps e Pi — Concentracdo final e inicial de produto (gL™)

St e Si — Concentracdo final e inicial de substrato (gL™?)

3.7.2 Produtividade volumétrica

A produtividade volumétrica ¢é calculada pela Equagéo 13.

Qp = A_P _ PP
Attt (13)
Em que:

Qp — Produtividade volumétrica em produto (gxititol/formato/LLh)
At — Intervalo de tempo do processo fermentativo (h)
Pr e Pi — Concentracdo final e inicial de produto (gL™).

ti e tr — correspondem aos tempos inicial e final de fermentacéo (h)
3.7.3 Velocidade volumétrica de consumo de substrato

A velocidade volumétrica de consumo de substrato fundamenta-se no decréscimo de

acucar no decorrer do tempo, de acordo com a Equacao 14.

A _ S-S (14)
* AT Tf-Ti Emaque:

St e Si — equivalem as concentrag@es inicial e final de agticar (gL™).
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tre ti — equivalem ao tempo inicial e final (h).
3.7.4 Porcentagem de consumo dos substratos

A porcentagem de consumo (Y%) corresponde o valor de aglcar (xilose e arabinose)

convertido em produto (xilitol e arabitol). Calculado de acordo com a Equacéo 15:

5i—5fF
—x100
5i (]_5)

Y (%) =

Si e Si— Concentracdo inicial e final de substrato (gL™)

3.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL FATORIAL E ANALISE ESTATISTICA

Para verificar a influéncia da hidrélise para obtencdo de acUcares e inibidores,
realizou-se a metodologia de planejamento fatorial e analise de superficie de resposta
(RODRIGUES; IEMMA, 2014). Os modelos de regressao polinomiais foram selecionados
com base na significancia do teste F de cada modelo testado e, também, pelo coeficiente de
determinacdo, ao nivel de 95% de confianca (p <0,05) utilizando o software STATISTICA
versdo 5.0 (STATISTICA, 2004).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e as discussdes produzidos durante o desenvolvimento da Tese estdo
apresentados em forma de patentes e artigos cientificos submetidos e publicados nos

periodicos de impacto na area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Artigo 1: EFFICIENT HYDROLYSIS OF CELLULOSIC BIOMASS INTO FREE
SUGARS FOR A FUTURE DEVELOPMENT PROCESSING A BIOREFINERY
CONTEXT

(Submetido e publicado, DOI: 10.1016/j.bcab.2018.09.004 - Periddico Biocatalysis and

Agricultural Biotechnology. Qualis: A2 em Ciéncia de Alimentos).

Artigo 2: CARACTERIZACAO QUIMICA ESTRUTURAL E POTENCIALIDADE DO
BAGACO DO SISAL PARA PRODUCAO DE POLIOIS DE INTERESSE INDUSTRIAL
(Submetido, Periodico: Brazilian Journal of Chemical Engineering. Qualis: A2 em Ciéncia de

Alimentos).

Patente 1: BIOPROCESSO DE PRODUQAO DE ARABITOL A PARTIR DO SISAL
(Agave sisalana)
(Depositada; Namero do Processo: BR 10 2018 005222 5)

Patente 2: PROCESSO DE PRODUCAO DE EDULCORANTES POR FERI\/IENTA(;AO
SIMULTANEA UTILIZANDO HIDROLISADO DE SISAL
(Depositada; Namero do Processo: BR 10 2018 014447 2)
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4.1 ARTIGO 1: Efficient hydrolysis of cellulosic biomass into free sugars for a future
development processing a biorefinery context

(Aceito e publicado, DOI: 10.1016/j.bcab.2018.09.004 - Periddico Biocatalysis and
Agricultural Biotechnology. Qualis: A2 em Ciéncia de Alimentos e A1 em Ciéncias agrarias).

(ANEXO A)
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4.2 ARTIGO 2: Structural-chemical characterization and potential of sisal bagasse for the
production of polyols of industrial interest

(submetido ao periddico Brazilian Journal of Chemical Engineering. Qualis: A2 em Ciéncia
de Alimentos)
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ABSTRACT

Sisal is a potential raw material for the production of bioproducts because it has high contents
of cellulose and hemicellulose that generate fermentable sugars and can produce compounds
of value for industrial use. The present study evaluates the structural composition of sisal
bagasse to use it in the production of arabitol and xylitol. Sisal bagasse was characterized by
determination the moisture, pH, ash, soluble solids, extractives, alphacellulose, holocellulose,
hemicellulose and lignin. Electron microscopy and infrared and X-ray diffraction analyses
were also performed. The cell growth of the yeast Debaryomyces hansenii in synthetic media
was tested to determine the best conditions for the fermentation in the sisal bagasse
hydrolysate. The results showed high amounts of hemicellulose (22.91%) in sisal bagasse
biomass when compared to sugarcane and that the conversion of hemicellulose, breaking, into
pentoses in the hydrolysed liquor from the sisal bagasse was efficient (liquor rich in
pentoses), and these evidences were observed through analytical determinations such as SEM
and physical analysis of infrared and X-ray diffraction; in addition, the results showed that D.
hansenii was able to obtain excellent arabitol production (1.14 g-L-1) values in the sisal
bagasse hydrolysate medium, thus demonstrating the importance of the biomass for obtaining

bioproducts.

Keywords: Agave sisalana; lignocellulosic biomass; agroindustrial; arabitol; xylitol
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1. INTRODUCTION

Health concerns have grown worldwide due to eating disorders and diseases such as
obesity, hypertension and diabetes, which continue to be major public health problems,
caused mainly by a poor diet. For this reason, the demand for products with low sugar, salt
and fat contents is increasing every year. However, the most recent controversy over food
intake revolves around the excessive consumption of simple sugars (Rao et al., 2016).

As an alternative, the consumption of artificial sweeteners has increased in recent
decades, but the potential consequences of this practice on health has been the subject of
constant debate. For this reason, alcohol or polyol sugars, which have been the topic of recent
studies due to their low caloric content and anticariogenic properties since they are not
fermentable by oral bacteria, are sugars applicable to diabetics because there is no need for
the body to produce large amounts of insulin to control the sugar levels due to their slow
absorption or lack of absorption by the human digestive tract. These sugars are able to
significantly reduce adipose tissue in the body and prevent fat deposition in the digestive tract
(Mooradian; Smith and Tokuda, 2017).

Among the world's total production of polyols, also known as sweeteners, 42% are
used in food processing. Sweeteners include arabitol, xylitol, sorbitol, ribitol and mannitol,
which have sweetening power approximately 25 to 100% greater that of sucrose. These sugars
are gentle on the palate and have a sweet, refreshing and pleasant flavor. Xylitol and arabitol
are crystalline and water soluble, and they are used in the food and therapeutic industries due
to their low caloric contents (2.4 kcal/g and 0.2 kcal/g, respectively) compared to sucrose (4
kcal/g) (Kordowska-Wiater et al., 2013; Prakasham et al., 2009).

The conventional large-scale production of polyols is currently achieved chemically
and is a costly process. For this reason, interest has been shown in the study of
biotechnological production, which uses microorganisms for the generation of bioproducts
from the hydrolysates of the hemicellulose fraction of plant biomass, which may reduce
production costs. The main aim of hydrolysis is the disorganization of the lignocellulose
complex by reducing the crystallinity of the cellulose and increasing the porosity, thus
causing the dissolution of the hemicellulose structure, which is rich in pentoses, such as
xylose and arabinose (Botura et al., 2013; Ojeda et al., 2011).

Sisal (Agave sisalana) is a lignocellulosic plant biomass of great ecological and

economic interest and grows well throughout the year in hot climates and arid regions
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(Debnath et al., 2010). Sisal displays high productivity and low associated cost, and it has
approximately 10% more pulp than sugarcane bagasse, thus presenting high potential for
generating fermentable sugars (Benitez-Guerrero et al., 2014).

In this context, sisal (Agave sisalana) plant originating in Mexico has considerable
quantities of sugars as renewable sources for the generation of products of industrial interest.
According to the Food and Agriculture Organization of the United Nations, in 2011, world
production of sisal reached 408,518 tonnes (ZHANG; LIU; LIN, 2014). However, the values
fell to 202,223 tons in 2017 as a result of the global economic crisis and the low valorization
of commercial raw materials (FAOSTAT, 2019).

Sisal bagasse, a residual biomass from the production of fiber, has been investigated
for the production of biofuels and biomaterials in Brazil. Thus, the development of new
technologies continues to expand its possible applications in a biorefinery (Carpio and Souza,
2017).

In view of the above, the objective of this study was to evaluate the chemical and
structural composition of sisal bagasse as a substrate for the biotechnological production of

arabitol and xylitol to add value to the lignocellulosic biomass.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Raw material

Sisal bagasse was obtained from the Lagoa Cercada farm, located in the municipality
of Nova Floresta-Paraiba (6°26'53.6"S latitude and 36°14'31.3"W longitude).

The biomass was washed to remove residual sugars that remained after the fiber and
bagasse separation, until reaching zero °Bx. Afterwards, the biomass was dried in an air
circulation oven at 55 °C for approximately 24 h and packed for subsequent analysis (Lima et
al., 2012).

2.2. Hemicellulose hydrolysate liquor

The sisal bagasse was hydrolyzed in a stainless steel reactor (Maintec Fornos Inti)
with a FES0RP thermal controller (internal/external temperature and time automation system)
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and a maximum capacity of 700 mL to obtain pentoses from hemicellulose. Reaction
conditions included the following: 1.5% H2SO4 acid solution; a temperature of 110 °C; a 1:12
bagasse:diluted acid ratio; and a reaction time of 1 hour, according to the factorial experiment
of Medeiros et al. (2018), which optimized the hydrolysis process of the sisal bagasse. After
the elapsed time, the black liquor was removed from the reactor, and the solid was separated
by filtration and stored.

The liquid fraction was subjected to high performance liquid chromatography (HPLC)
to determine the presence of sugars, organic acids and degradation products. Biomass
samples, before and after hydrolysis, were then analyzed as described in the following

section.

2.3 Characterization of the biomass

For characterization of the dry sisal bagasse, the moisture, pH, ash and soluble solids
were determined according to Brasil (2008). The methodologies described by TAPPI T17 wd-
70, TAPPI T 203 cm-99 and TAPPI T222 0s-74 (2011) were used to determine the cellulose,
hemicellulose and lignin ratios of dry sisal bagasse in triplicate.

For structural characterization, scanning electron microscopy (SEM) was performed.
The microscope used was a Zeiss Leo 1430 with secondary electron signal detection. Samples
were coated with a thin layer of approximately 24 nm of gold, fixed by double-sided
conductive carbon tape and metalized by sputtering using an Emitech K550X coater with a
coating time of 1 min and 30 s, a 25 mA current for the sputter, and a voltage of 25 kV. The
Zeiss software was used at different magnifications for morphological visualization of the
biomass particles before and after hydrolysis (Fiore et al., 2016).

To analyze the structure of the biomass, an X-ray diffraction curve was obtained using
an XRD 600 Shimadzu diffractometer with a CuKa radiation source, 30 kV voltage, 30 mA
current, 0.1°/min speed and 20 scanning range of 3-80°. For the determination of the
crystallinity index of the material, we used equation 1, where Ic is the intensity at an angle of
20 close to 22° and Ia is the intensity at an angle of 26 close to 18° (Barreto et al., 2011;
Ferreira et al., 2015), representing the crystalline and amorphous parts, respectively:

Ic=[( Ic—1a)lIc]*100 @
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The absorption spectra in the infrared region were obtained on a Shimadzu IR Prestige
spectrophotometer using the KBr technique in the range of 4000-400 cm™. This analysis was
performed with the sisal bagasse before and after the acid treatment to determine the changes

in the absorption bands for hemicellulose according to Barreto et al. (2011).

2.4 Microorganism and preparation of the pre-inoculum with synthetic medium

Strains of the yeast Debaryomyces hansenii (CCT 2371) used in the experiment were
maintained at 4 °C in Petri dishes containing yeast malt extract agar (YMA) medium
consisting of 3 g-L* malt extract, 3 g-L* yeast extract, 5 g-L* peptone, 10 g-L dextrose and
20 g-L* agar.

The inoculums were grown in 250 mL Erlenmeyer flasks containing 100 mL of
medium. Two synthetic media were tested, medium 1 (Santa ana et al., 2002) and medium 2
(Koganti and Ju, 2013) (Table 1), which were tested for estimating the appropriate nutritional
values for D. hansenii.

The media were prepared separately, and the pH was adjusted to 6.5+0.5 according
Kumdam, Murthy and Gummadi (2013).

Yeast cells were transferred from Petri dishes into tubes containing 5 mL of sterile
distilled water. Then, 2 mL aliquots of this suspension were inoculated, that is, for each 50
mL of synthetic medium, 1 mL of inoculum was added. Cells were grown on a rotary shaker
(Logen Scientific) at 30 °C with a rotation of 200 rpm for 24 h, subsequently recovered by
centrifugation (3000 g, 15 min) and resuspended in the fermentation medium.
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Table 1: Compositions of the synthetic media used for growth of the inoculum of
Debaryomyces hansenii.

Composition (g-L ™) Medium 1 Medium 2

Glucose 12 12

Xylose 36 36
Arabinose 10 10
Magnesium sulfate 0.2 1
Ammonium sulfate 1 4

Potassium phosphate 3 0.21

Dibasic potassium phosphate 7 0.32
Yeast extract - 6

2.5 Cell growth in the synthetic medium

The study of the yeast growth rate was performed in a 500 mL Erlenmeyer flask
containing 200 mL of either synthetic culture medium 1 or 2. The pH was adjusted to 6.5+0.5,
and was applied a thermic treatment in the medium. Approximately 2+0.5 g-L™ medium was
inoculated with 107 cells/mL of the suspension of yeast prepared in the 24 h pre-inoculum.
107 cells/mL of the yeast suspension prepared in the 24 h pre-inoculum were inoculated.
Fermentation was carried out in duplicate at a temperature of 30 °C with stirring at 200 rpm.
Samples were taken every 12 h up to 120 h. Turbidimetry analysis and the determination of
glucose, xylose, arabinose, arabitol and xylitol by high-performance liquid chromatography

(HPLC) were performed.

2.6 Fermentation of the sisal bagasse hydrolysate

Cultivation was performed in a 1000 mL Erlenmeyer flask with 400 mL of of the sisal
bagasse hydrolysate supplemented according to the best nutritional conditions for the
development of D. hansenii studied in the synthetic media described in Table 1 (0.2 g.L? of
magnesium sulfate, 1 g.L™* of ammonium sulfate, 3 g.L ™ of potassium phosphate and 7 g.L™*

of dibasic potassium phosphate).
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After thermic treatment, 107 cells/mL of the yeast suspension prepared in the 24 h pre-
inoculum were inoculated. . Fermentation was conducted in duplicate on a shaker table with a
temperature of 30 °C and stirring speed of 200 rpm. Samples were taken every 12 h up to 120
h. Turbidimetry analysis and the determination of glucose, xylose, arabinose, arabitol and
xylitol by HPLC were performed.

2.7 Cell concentration analysis

The cellular concentration was determined by turbidimetry using a calibration curve
that correlates to the spectrophotometric optical density (OD) with a dry mass of cells. For
preparation of the curve, a 2 mL aliquot of the cells from the culture was centrifuged at
10,000 rpm (MiniSpin Plus centrifuge, Eppendorf) for 10 min. At the end of centrifugation,
the supernatant was separated, the cells were washed with distilled water, and the dry mass
was quantified after drying in an oven at 105 °C for 24 h. Dry mass analysis was performed in
quintuplicate. Simultaneously, with the same sample, the OD reading was performed in a UV-
VIS spectrophotometer (QUIMIS) at 600 nm using distilled water as the blank. At the end of
cultivation, various dilutions were prepared (1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:15 and 1:20 mL) to
construct the curve, and the suspension obtained was analyzed (Ishmayana; Kennedya;
Learmontha, 2015; Kumdam; Murthy; Gummadi, 2013).

2.8 Analytical methods

The contents of sugars and polyalcohols were determined by HPLC (Varian, Waters,
Calif., USA), with a refractive index detector (Varian 356-LC) equipped with an isocratic
solvent system and a Rheodyne valve with a 20 uL loop. An Agilent Hi-Plex Ca column (300
mm X 7.7 mm) was used to evaluate the alcohols produced. The samples were investigated at
85 °C (Hi-Plex Ca), the mobile phase was composed of ultra-pure water, the flow rate was 0.6
mL/min, and the injection volume was 20 puL of sample. The analysis time for identification
was 30 min (Medeiros et al., 2018).

The chromatograms of the samples were compared to the standards of the analyzed

components, and the quantification was performed by the composite area on a calibration
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curve of each compound. The processing software used was Galaxie Chromatography Data

System.

2.9 Fermentation parameters

The fermentation parameters were calculated, including the conversion factor of the
substrate (used xylose for the xylitol production or arabinose for the arabitol production) into
product (Yp/s), volumetric productivity (Qp), percent substrate consumption (Y%), specific
growth rate (umax), cell productivity (Px) and factor of substrate conversion into cells (Lopez-
Linares et al., 2018).

3. RESULTS AND DISCUSSION

Table 2 shows the moisture (8.55%) and ash (8.62%) contents, differing greatly from
those reported in another study, which were 3.8% and 5.7% moisture, as well as 5.7% and
2.1% ash, for bagasse and sisal fiber, respectively. The results may be explained by the great
susceptibility of these variables to the place of collection of the waste, harvesting, and drying
treatment carried out for biomass packaging (Lima et al., 2013). Krishnam et al. (2015)
reported values similar to the one found in this study, which was 10.43 + 0.5% moisture in
sisal fiber after heat treatment, and noted that the increase in the percentage of cellulose after
the steam explosion of sisal fibers increases the number of available hydroxyl groups, in turn
leading to greater moisture absorption.

With respect to the pH value of the fresh sample (10.09), Yang et al. (2015) studied
the composition of the plants Agave tequilana (same genus as sisal) and Opuntia ficusindica
(cactus) and obtained pH values of 4.74 and 4.17, respectively. The pH became alkaline due
to washes performed on the biomass. However, these values may vary due to the climate, soil
and nutrients that make up the plant.

The soluble solids on the surface of the sisal bagasse was 0.00 °Bx, which is due to the
washes performed to remove the sugars remaining after the bagasse-fiber separation process
(Lima et al., 2012).

The holocellulose content represents the total sugars found in the lignocellulosic

sample. For the untreated sisal bagasse, the following contents were obtained: holocellulose



90

(50.83%); hemicellulose (22.91%); alphacellulose (28.72%); and lignin (17.9%). These
values were close to the values reported by Lima et al. (2013) for the chemical composition of
sisal bagasse, which was (48.2%) holocellulose, (27.6%) alphacellulose and (20.6%)
hemicellulose, whereas lignin was 22.6%, which was more than that found in the present
study.

The contents of hemicellulose and lignin were higher than those found in palms, with
values of 18.5% and 12.3%, respectively. Agave tequilana, a species of the genus Agave such
as sisal (Agave sisalana), showed 22.8% hemicellulose and 13.8% lignin in untreated biomass
(Yang et al., 2015). The variation in these contents may be due to the enzyme-mediated
biochemical process that acts on the formation of the cell wall. The constituents of the
lignocellulosic biomass can be modified by the abiotic and biotic effects of the environment,
such as hormones, nutrient levels, light, fungal infection and lesions, which may influence the
lignin content (Oliveira; Abreu and Pereira, 2009).

Medeiros et al. (2018) reported a value of 14.18% hemicellulose in untreated sisal
bagasse, which can be converted into pentoses, such as xylose and arabinose, with potential
for the bioproduction of industrial sweeteners. Thammasittirong et al. (2017) reported similar
values of hemicellulose in sugarcane with differents varieties, with levels ranging from
21.10% to 31.30% depending on the variety studied. For lignin (an aromatic compound that
hinders the hydrolysis of biomass), the value 17.90% was relatively lower than those reported
in the literature, which were 22.6% for the pulp and 13.5% for sisal fiber (Lima et al., 2013),
thus presenting a lower resistance to the possible treatments for obtaining simple sugars.

According to Yang and Yu (2013), sugarcane bagasse presents hemicellulose levels of
approximately 24%. An approximate value of 22.91% was found for sisal bagasse, which
demonstrates the potential of the Agave sisalana plant for obtaining sugars such as arabinose
and xylose, considering that sugarcane is one of the main biomasses of industrial interest used
in the generation of fermentable sugars for bioproduction.

Extractives are structural components of the cell wall, such as salts, sugars and
polysaccharides (water soluble); fatty acids or fatty esters; long chain alcohols; waxes; resins;
steroids; and phenolic compounds and glycosides, which may interfere with the extraction of
the compounds of interest. In the present study, 10.24% of extractives were found. Lima et al.

(2013) reported a close value of 8.5% for sisal bagasse.
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Table 2: Mean values (+ standard deviation) of the physico-chemical characterization of sisal bagasse in the present study and lignocellulosic

biomasses reported in literature

Component Dry sisal Limaetal. Krishnam et al. Yang et al. Medeiros et ~ Thammasittironget  Yang and
bagasse (2015) al. (2018) al. (2017) Yu (2013)
(2013) (2015)
(present . (sisal fibers) ) (sisal (sugarcane (sugarcane
study) (sisal _ (sisal) bagasse) o bagasse)
bagasse) Agave sisalana ) varieties)
Agave Agave tequilana Agave
sisalana Agave sisalana
sisalana
Moisture (%) 8.55+0.30 3.80 10.43 - 12.21 -- --
Ash (%) 8.62+0.16 2.10 -- 6.00 -- -- --
pH 10.09 £0.11 -- -- 4,74 -- - -
Extractives (%) 10.24 £ 0.26 8.50 -- 29.00 -- -- --
Alphacellulose (%)  28.72 £ 0.43 27.60 74.0 26 .00 18.28 39.07 to 45.72 40.00
Hemicellulose (%)  22.91+0.22 20.60 12.0 22.80 14.80 21.10t0 31.30 24.00
Holocellulose (%)  50.83 +£0.45 48.20 - -- -- -- --
Lignin (%) 17.90 + 0.65 22.60 9.00 13.80 29.42 12.04 to 23.50 25.00

-- Indeterminate values by the authors
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In the diffractogram (Figure 1), the reflection plane (002) was observed at
approximately 20°, which is attributed to the network of glycosidic rings, corresponding to
crystalline cellulose (Miranda et al., 2015). Among the polymeric constituents of the
lignocellulosic biomass, only type I cellulose has a crystalline characteristic due to the ordering
of monomers of hexoses. The other components, such as lignin and hemicellulose, are
amorphously dispersed in the structure, and their solubilization by treatments applied to the
biomass may leave the crystalline portion more exposed, causing an increase in the intensity of
the posttreatment peak (Hernandez-Meléndez et al. 2016).

The crystallinity index (CI) of sisal bagasse was 35.95%. Xavier et al. (2018) reported a
value of 44.89% for sisal fiber components. However, Carvalho et al. (2010) reported a value
of 37.56% for sugarcane bagasse, demonstrating that sisal bagasse presents potential, since
cellulose is composed of molecules of glucose, an essential sugar for the production of second
generation ethanol. After pretreatment with acid, the CI increased to 48.9%. Therefore, it
appears that the crystalline portion of the biomass after hydrolysis was more exposed and
visible, indicating that the amorphous components were solubilized in the hydrolysate liquor

and partially removed.
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Figure 1. Diffractograms of dry untreated sisal bagasse (A) and treated sisal bagasse (B)
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In the IR spectra (Figure 2), compositional changes in the sisal lignocellulosic material
were observed after acid hydrolysis. A change in the characteristic absorption bands of
hemicellulose is observed. At a wavelength of 1745 cm™ (Xu et al., 2013), the changes are
attributed to aldehyde groups, which originate from the partial oxidation of hemicellulose
(Sakdaronnarong and Jonglertjunya, 2012). A similar behavior was observed by Chen (2014),

who confirmed the removal of hemicellulose, thus showing the efficacy of the hydrolysis.
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Figure 2. Infrared spectra of untreated sisal bagasse and sisal treated sisal bagasse.

The images obtained by SEM show the physical structure of the dry untreated sisal
bagasse (A) and that treated sisal bagasse (B) (Figure 3). The images were enlarged 200x (1),
500x (2), 1000x (3) and 2000x (4) for better visualization of the external layer removed in the
treatment. A three-dimensional interlacing of the fibers of the lignocellulosic material is
observed, covered by parenchyma cells, whose main components are cellulose, hemicellulose,

lignin and extractives (Martin et al., 2009).
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Studies report that the complex present in sisal bagasse fibers can be deconstructed with
the aid of physical, chemical or enzymatic treatments to obtain sugars of technological interest
(Krishnan et al., 2015; Lima et al., 2013; Peng et al., 2010). The arrows show parts of the outer
membrane decomposed due to the fiber-bagasse separation, washing and drying physical
treatments (Al, A2, A3 and A4) carried out for prolonged maintenance of the study material.

It can be observed that after the acid treatment (B1, B2, B3 and B4), the amorphous part
was removed, where most of the hemicellulose is contained, which is composed mainly of
pentoses, such as xylose and arabinose, leaving the regions constituted by more resistant
cellulose bonds, which may undergo more complex treatment to break their bonds and obtain

glucose.



Figure 3. Scanning electron microscopy of untreated (A) and treated (B) sisal bagasse with
magnifications of 200x (1), 500x (2), 1000x (3) and 2000x (4).
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Figure 4 shows the cell growth of D. hansenii over 120 hours of culture in synthetic
medium. The maximum cell concentrations were found with medium 1 (7.65 g-Lt), which was
reproduced in culture with sisal hydrolysate, in which a maximum of 4 g-L™ biomass was
obtained at the end of the culture. Maximum cell concentrations were found with medium 1
(7.65 g - L-1), sisal hydrolyzate culture had a similar behavior in which a maximum biomass of
4 g - L -1 was obtained at the end of the culture for the supplementation described in item 2.6,
correpondent to the medium 1. Medium 2 allowed a cell growth of 6.02 g-L™*, which was lower
than that in medium 1, clearly being superior in growth and bioproduction.

Koganti et al. (2013) reported higher concentrations of cell biomass than in this study,
in their tests the contents ranged from 12 to 25 g - L-1. However, these values were achieved
when the authors used glycerol supplementation in the medium in all experiments, which may
have increased the carbon source concentration in the medium.

A study on ethanol and arabitol production by Debaryomyces nepalensis tested the
influence of fermentation parameters and found a cell biomass production of 33 g-L* with
medium containing glycerol and 31 g-L* with medium containing only arabinose as a carbon
source. It is important to note that the substrates were free, without the coparticipation of any

competing sugar, and received greater aeration (Kumdam; Murthy and Gummadi, 2013).
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Figure 4. Cellular kinetics of the yeast Debaryomyces hansenii in synthetic media (1 and 2).
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When evaluating the parameters of fermentative kinetics in synthetic medium, it can be
seen in Table 3 that medium 1 obtained 0.0501 g-L"*'h"* and medium 2 obtained 0.0366 g-L*-h"
! of cellular productivity (Qx), respectively. Obtained cellular productivity (Qx) of 0.0501 g-L-
1-h-1, however, the concentration of the cellular productivity (Qx) in medium 2 was 0.03669 -
L-1 - h-1. Medium 1 was better when compared to medium 2. The parameters including the
generation time (Tg), substrate conversion into cells factor (Yx/s) and maximum specific
growth rate () followed the same pattern.

As for Yx/s, 0.7889 g-g* was found for medium 1, 0.4681 g-g* was found for medium
2 and 0.3850 g-g* was found for the sisal bagasse hydrolysate. Girio et al. (2000) reported
values of 0.99 g-g* with a medium containing xylose + arabinose and 0.24 g-g in a medium
containing glucose + arabinose; the authors did not mention values for a medium containing

glucose, xylose and arabinose.

Table 3: Parameters of the fermentative kinetics in synthetic medium (1 and 2)

Medium 1 Medium 2
Qx (g-Lt-ht) 0.0501 0.0366
Tg (h) 4.6086 5.7714
Yx/s (g-gY) 0.7889 0.4681
w (h-1) 0.1504 0.1201

With respect to the consumption of substrates (xylose and arabinose) and production of
polyols (xylitol and arabitol), the results for the synthetic media are shown in Figure 5 and in
Figure 6 for the medium with sisal bagasse hydrolysate.

Medium 1 consumed more xylose (Figure 5A) and arabinose (Figure 5B) than medium
2 during the 120 hours of culture. For xylose, there were consumptions of 18.49 g-L™ for
medium 1 and 16.28 g-L™ for medium 2, with 2.84 g-L™ xylose consumed in the medium with
sisal bagasse hydrolyzate. This represents a percentage of xylose consumption (Y%) of 67.82%
for medium 1 compared to 57.83% for medium 2 and 100% for the medium with the
hydrolysate (Table 4).

For arabinose, the difference between the values was even more considerable, 6.11 g-L*
for medium 1, 3.71 g-L* for medium 2, and 1.14 g-Lfor the medium with sisal bagasse
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hydrolysate, which corresponds to 79.04% for medium 1, 49.08% for medium 2, and 100% for
the media with sisal bagasse hydrolysate (Table 4).

Rumdam et al. (2013) studied the production of arabitol from simple arabinose
solutions, and 86.70 g-L™* substrate was consumed while 22.70 g-L™ arabitol was produced,
which are values above those observed in this study. However, medium 1 had a high
conversion yield of arabinose into arabitol (0.64 g-g1), as did the sisal hydrolysate (0.96 g-g%),
when compared to the value mentioned by those authors, which was 0.26 g-g.

Concomitant with the consumption of carbon sources, there was production of polyols.
Figure 5D shows that the production of arabitol was 3.93 g-L* for medium 1, 1.41 g-L™* for
medium 2 and 1.14 g-L* for the sisal bagasse hydrolysate (Figure 6A). The production of
xylitol (Figure 5C) was 1.38 g-L™! for medium 1 and 1.11 g-L"* for medium 2, while in the sisal
bagasse hydrolysate there was almost no production of xylitol, totaling 0.11 g-L™* (Figure 6B)
over 120 hours of culture.

Girio et al. (2000) evaluated the ability of D. hansenii yeast to assimilate pentoses from
hemicelluloses. They found that the maximum concentration of L-arabitol produced from L-
arabinose was only 2.86 g-L* for 35 g-L* substrate in 120 h of fermentation, the yield (Yp/s)
was 0.10 g-g. When the medium contained xylose and arabinose, this value increased to 1.05
g-g’. The values found in this study were higher than those found by those authors, with values
of 0.64 g-g* (medium 1), 0.38 g-g* (medium 2) and 0.97 g-g* for the sisal bagasse hydrolysate
(Table 4). For xylitol, a yield of 0.07 g-g* was observed for medium 1 and 0.0681 for medium
2, while a yield of 0.04 g-g* was observed for the sisal bagasse hydrolysate, whereas those
authors reported 0.59 g-g*. The authors pointed out that in arabinose medium with a small
amount of xylose and glucose, arabitol was the main product, similarly to the cultivation in

sisal bagasse hydrolysate.
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Table 4: Fermentative parameters for the production of polyols by Debaryomyces hansenii in
synthetic medium (1 and 2).

Polyols/ Arabitol Xylitol
Fermentation
parameters | Medium | Medium | Sisal bagasse | Medium | Medium | Sisal bagasse
1 2 hydrolysate 1 2 hydrolysate
medium medium
Yris(9:g) 0.6432 | 0.3770 0.9913 0.0746 0.0681 0.0387
Qe (g-Lt-hY | 0.0327 | 0.0117 0.0095 0.0115 0.0092 0.0009
Y (%) 79.04 49.08 100 67.82 57.83 100

The volumetric productivity was another factor evaluated during the cultivation, (Table
4). It is observed that for arabitol production, 0.0327 g-L*-h* was found for medium 1, 0.0117
g-L"t-h"t was found for medium 2 and 0.0009 g-L*-h! was found for the hydrolysate (Table 4).
Kumdam, Murthy and Gummadi (2013) reported a yield of 0.01 g-L™*-h** for 144 hours of
cultivation, a value similar to that found in this study with 120 h of cultivation. Those authors
also reported the value found at 192 h, which was 0.07 g-L*-hL. In turn, Koganti and Ju (2013)
found a Qp value of 0.14 g-L-h! in culture medium supplemented with glycerol. Girio et. al.
(2000) reported a productivity of 0.20 g-L*-h™ for cultivation in medium containing xylose and
arabinose over 140 h of culture, a value higher than the one found in this study.

Figure 5 shows the consumption of xylose and arabinose for the production of xylitol
and arabitol in sisal bagasse hydrolysate composed of 0,001 g.L? glucose, 2,86 g.L xylose
and 1,15 g.L™* arabinose. It is observed that arabitol production (Figure 5E) occurred from 12 h
to 96 h of culture, stabilizing at 120 h. Additionally, the substrate (arabinose) was fully
consumed within 96 h of culture.

Kordowska-Wiater (2015) investigated promising yeasts for the production of arabitol
and described the production by means of several yeasts. Candida entomaea produced a yield
of 0.7 g-g%, and Pichia guilliermondii produced L-arabitol with a yield of 0.71 g-g* using
glucose, D-xylose and L-arabinose separately and sequentially. However, they were not able to
produce ethanol from xylose and arabinose. D. hansenii produced a yield of 0.1 g-g* in
arabinose and xylose medium (Girio et al., 2000).

Kordowska-Wiater et al. (2008) reported that among yeasts capable of producing
arabitol from L-arabinose, the most efficient was Candida parapsilosis, producing 10-14 g-L*
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from 20 g-L* L-arabinose under different culture conditions, with yields of 0.51 to 0.78 g-g*.
The authors confirmed the influence of conditions such as aeration and temperature on the
efficiency of the biotransformation of L-arabinose to arabitol.

In the present study, the conversion yield value was 0.9913 g-g*, which was higher than
those found in the literature, demonstrating the potential of D. hansenii for arabitol production,
even in mixed medium of glucose, xylose and arabinose. There was no ethanol production due
to the low glucose index in the sisal hydrolysate medium.

The xylose consumption (Figure 5F) ceased at 96 h of culture, with low xylitol
production starting at 72 hours of culture. This may have occurred because D. hansenii better
assimilated the arabinose under the fermentation conditions used. Xavier et al. (2018) studied
the production of xylitol and ethanol in sisal fiber hydrolysate using Candida tropicalis as a
fermentation agent and found the maximum production of xylitol at 60 h of culture, with a
value of 0.0305 g-g !, a value similar to that found in this study of 0.0387 g-g~!, demonstrating
satisfactory values for sisal biomass.

A study conducted to produce xylitol in synthetic medium using Debaromyces
nepalensis found oxygen transfer coefficients in the range of 12-39.6 h, providing xylose and
nitrogen sources intermittently, and obtained a maximum vyield of 0.64 g-g™*, a value higher
than that in the present study, which was 0.0387 g-g** (Himabindu and Gummadi, 2015).

Soleimani and Tabil (2014) compared the efficiencies of the regeneration and
bioconversion of free and immobilized cells of Candida guilliermondii FT1 20037 for xylitol
production from hemicellulosic hydrolysates of oat hulls and found that the aeration rate or the
oxygen mass transfer coefficient plays a crucial role in the production of xylitol. In the
fermentation of the hydrolysate containing 74.5 g-L™ of xylose, an aeration rate of 1.25 vvm

was used, and a maximum xylitol yield of 0.87 g-g™* was obtained.
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Figure 5. Consumption of xylose (A), consumption of arabinose (B), production of xylitol (C)
and production of arabitol (D) for fermentation in the synthetic media using Debaryomyces
hansenii. Arabinose consumption and arabitol production (E) and xylose consumption and
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and arabinose in 5B-5F).
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4. CONCLUSION

Sisal bagasse presented considerable amounts of lignocellulosic compounds (cellulose
and hemicellulose), demonstrating its high potential as a raw material to obtain sugars used in
the bioproduction of polyols of industrial interest.

The hydrolysis process was efficient, as indicated by the SEM, infrared and X-ray
diffraction physical analyses.

The yeast Debaryomyces hansenii was able to obtain high values of arabitol production
in sisal bagasse hydrolysate medium, demonstrating the potential of this waste and adding
economic value to sisal bagasse, which is often discarded in the environment, thus reducing the

environmental impact.
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4.3 PATENTE 1: Bioprocesso de producdo de arabitol a partir do sisal (agave sisalana)

(Depositada; Numero do Processo: BR 10 2018 005222 5)
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4.4 PATENTE 2: Processo de producédo de edulcorantes por fermentacéo simultanea utilizando
hidrolisado de sisal

(Depositada; Numero do Processo: BR 10 2018 014447 2)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O bagaco do sisal apresentou potencialidade para obtencdo de hidrolisado rico em
acucares fermentesciveis como xilose e arabinose. O hidrolisado obtido por meio da otimizacdo
dos fatores que influenciam no teor de carboidratos atingiu maxima concentracdo de pentoses
operando sob condicdes de temperatura, concentracdo de acido e proporcdo bagaco/acido
diluido ao nivel -1 (110 °C, 1,5% e 1:12, respectivamente). Andlises quimicas estruturais
realizadas neste estudo demonstraram a eficiéncia do processo de hidrolise.

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que o fermentado do hidrolisado do
bagaco do sisal, utilizando a levedura Debaryomyces hansenii, obteve 100% de consumo de
substrato (arabinose e xilose) com méxima producdo de arabitol obtida com 96 h de
fermentac&o, ja para o xilitol iniciada apenas com 72h de cultivo demonstrou a necessidade de
um estudo especifico das vias de obtencdo de xilitol. Tendo em vista que a xilose redutase € a
enzima chave da producdo de xilitol, sugere-se, em pesquisas futuras, o estudo da atividade de
xilose redutase da levedura D. hansenii, com intuito de verificar se a atividade enzimatica dessa
levedura sera mais alta para a L-arabinose do que a D-xilose, além disso, testes de alteracdo da
especificidade do substrato deverdo ser realizados para afirmar as melhores condi¢bes que
favorecem a producao de arabitol e/ou xilitol pela D. hansenii.

Pesquisas podem ser realizadas para avaliar a produgéo de arabitol e xilitol por meio de
outras biomassas residuais, garantindo sua aplicacdo nas industrias alimenticias e reduzindo os
impactos ambientais. Por fim, faz-se necessaria a realizacdo de uma analise de custo, para
inferir sobre a viabilidade econdmica dos processos fermentativos de producdo de arabitol e
xilitol em escala ampliada com a levedura D. hansenii e as condi¢cdes pré-estabelecidas na

pesquisa realizada.
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ABSTRACT: Due to the commitments for environment preservation, there has been a
growing interest in the use of alternative energy sources for the production of bioproducts
of added value. In this context, sisal has been considered a promising alternative to meet
the global demand in a more sustainable way. Thus, the aim of this study was to optimize
the acid hydrolysis of sisal bagasse to obtain hydrolyzed liquor rich in xylose and
arabinose for a future development process in a biorefining context. Thermal analysis was
held for bagasse characterization, and sugars and fermentation inhibitors (acetic acid,
furfural and hydroxymethylfurfural) in the prehydrolyzed liquoriathe 23+3 factorial
experimental design was applied with a total of 11 experiments t0 investigateithe influence
of variables temperature, bagasse/acid diluted and acidgeoncentration to evaluate the
release of pentoses (xylose and arabinose) and hexese (glucose). inithe prehydrolyzed
liquor, fixing the reaction time in 1 h. The liquor from thesacid hydrelysis should operate
under conditions at levels -1 (110 °C, 1,5 % and\1:12), obtaining pentose yields (xylose
and arabinose), which are the best gonditions indicatednin planning with 34.39 %
conversion. It was observed that acid treatment liquoriis very effective in providing high-
susceptibility substrates for arabitol'and xylitol production.

Key-words: Acid hydrolysis; Biemass; Bioproduction; Sweeteners; Sisal

1. Introduction

Sisal"(agave sisalana) 1syadmonocotyledonous plant of great interest in semi-arid
regions, as-it,is quite resistant to long drought periods. It is a plant native to Mexico, but
Brazil“is, the world's“largest producer and exporter, and its production was 283,797 t in
2011, representing more than 69 % of world production (Santos et al., 2015). These indices
were maintained, and a recent research has shown production of 298,498 t in 2016
(FAOSTAT, 2017).

The commercial use of sisal concentrates on its fiber, used in the production of
yarns and ropes; however, the growth in the discard of part of the fiber extraction, called
bagasse, has caused economic and environmental problems. Although in literature, there
are several studies with fibers, little has been developed in relation to bagasse (Barreto et
al., 2011). It is estimated that only 4 % of sisal leaves produce fiber, the residual material is
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usually discarded by sisal producing farms, generating waste and pollution (Botura et al.,
2013).

Thus, it is necessary to use the plant biomass, which is a process involving several
stages. Recently, studies have focused on the improvement of biomass digestibility with
the aim of reducing process costs and promoting sustainable production (Lima et al.,
2014). Due to its complexity, there is a need to deconstruct the plant components by
reducing lignin content, cellulose crystallinity and increasing porosity, thereby opening up
the cell wall structure (Hendriks and Zeeman, 2009).

Among the numerous hydrolysis treatments under study, dilute“acid has been
shown to be the most favorable method for industrial applieations;.and the most.applied in
a variety of lignocellulosic biomasses. The main reaction that oceurs during acid treatment
is hemicellulose solubilization, producing liquor rich ypentoseS such as xylose and
arabinose (Alvira et al., 2010).

The biotechnological productionfof sisal bagasse.can, be“carried out using some
constituents that can be converted into products of industrial interest, such as arabitol and
xylitol, also known as natural sweeteners. They are sugarsiof five-carbon, polyalcohol, has
sweetness similar to sucroselproviding low calories-Xylitol is used as a sugar substitute in
the food industry and issone of the 12 intermediate high value-added chemicals produced
by biomass (Irmak et'ak, 2017).

These natural, sweeteners have anticariogenic properties and can be used as a sugar
substitute fondiabetics‘becauserthere is no need for the body to produce large amounts of
insulin®tomeontrol, sugar levels due to slow absorption by the human digestive tract
(Medeiros et al, 2016).

Optimization of industrial processes is an important factor for the biorefinery
market, since fhassists in the maximum efficiency of the production unit, optimizing time,
adding value to the raw material, increasing revenue and minimizing the waste generated
by industries, consequently environmental impacts. In order to introduce sisal biomass as a
renewable alternative, the objective of this study was to optimize the acid hydrolysis of
sisal bagasse to obtain hydrolyzed liquor rich in xylose and arabinose for a future

development process in a biorefining context (xylitol, arabitol and ethanol).
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2. Material and Methods
2.1 Raw material

The raw material used was sisal bagasse (Agave sisalana) and the hydrolyzate of
this waste (liquor from liquid treatment). Sisal was acquired from Lagoa Cercada
farmhouse located in Nova Floresta - PB. Then, samples were processed by two washes
with distilled water at temperature of 50 °C for 10 min each wash; then, samples were
submitted to two additional washes with distilled water at room temperature (about 25 °C)
for leaching excess sugars. After this process, the raw material was submitted,to drying in
a tray drier at 55 °C for 1 h, being then vacuum packedgbagsyfor further use (Lima et al.,
2012).

2.2 Obtaining hydrolyzate

Treatment was obtained from dried sisal bagasse4Then,ithe material was submitted
to acid treatment process performeghin stainless steel pressurized reactor brand Parr (model
MAINTEC FORNOS INTI- BRAZIL) with“temperature controller FE50RP (time, heating,
internal/external temperature automation system)-and 700 mL of capacity, filtered for the
separation of solid constituents of cellulose andlignin (Medeiros et al., 2016).

2.3 Experimental design

A full 23, factorial ‘design ‘with three replications in central point was carried out to
check the influencenof variables temperature (110, 130 and 150 °C), acid concentration
(1,5, 2,57 and3,5 %) and“bagasse/dilute acid ratio (1:12, 1:16 and 1:20) to treatment with
sulfuric acid; totaling 11 experiments for each treatment, fixing the reaction time in 1 h,
because previous:studies of the research group have demonstrated demonstrated that the
most favorable condition to obtain sugars with lower inhibitor production was 1 h, as
corroborated by other researches and observed in this study that the hydrolysis of
eucalyptus in the time of 1 h presented higher efficiency (Colodette et al., 2011; Lopez-
Linares et al., 2018). The thermal hydrolysis time was recorded from the time it reached
the temperature established in the experimental design. The acid hydrolysis black fluid

(liquor, liquid part) and bagasse (solid part) were removed from the reactor, being
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separated by filtration and only liquor was collected for subsequent analysis of sugars, to
evaluate the release of pentoses (xylose and arabinose) and hexose (glucose) in the

prehydrolyzed liquor.

For the validation of the model the calculation of % difference was performed, we

used the following equation:

%Diference = (Ev-Ep)/Ev 1)

Ev is the experimental best condition validation and Ep is the gesponseypredicted by the
model.

2.4 Thermal characterization

For the characterization of dry sisal bagasse,andiafter treatment, Thermogravimetric
curves were obtained in Shimadzu Thermal Analyzer, mass of 10°mg, heating rate of 10
°C/min, in nitrogen atmosphere, flow of 25 mL/min and ambient temperature range up to

900 °C. In this analysis, the best hydralysis‘eendition was'selected for thermal analysis.

2.5 Determination ofSugarsand fermentation mhibitors

Carbohydrate,and mhibitors'centents were determined by High Performance Liquid
Chromatography (VARIAN, Waters, California, USA), coupled with a refractive index
detector (Marian'356 - LC), equipped with isocratic solvent system, "Rheodyne” valve with
20 ul"eop; coupled with an Agilent column Hi-Plex H (300 mm x 7.7 mm) was used.
Samples were investigated at temperature of 65 °C, mobile phase composed of ultra pure
water, flow rate}ef 0.6 mL/min, injecting 20 pL of sample and analysis time of 60 min. The
chromatograms of samples were compared with standards of sugars analyzed, and
quantification was performed by the compound area in a calibration curve of each
compound. Total contents of sugars (cellobiose, glucose, xylose and arabinose) and
inhibitors (acetic acid, furfural and 5-hydroxymethylfurfural) were assessed.
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2.6 Statistical Analysis

The results were statistically investigated by analysis of variance and regression
analysis using the Response Surface Methodological (RSM) analysis to define the best acid
treatment conditions for the production of pentoses (cellobiosis, glucose, xylose and
arabinose). Nonlinear regression at 90 and 95 % confidence was carried out for each

response using experimental data of the factorial experimental design.
3. Results and discussion

Table 1 shows the actual and coded levels of treatments ‘used in the experimental
design, as well as the responses of sugars (cellobioseg glucose, Xylosexand arabinose) and
inhibitors (acetic acid, furfural and 5- hydroxymethylfurfural). Good reproducibility of the
experimental design through the central points was,observed (run/9, 10 and 11), and
similar values were obtained.

Sulfuric acid has been widely investigated for‘hemicellulose hydrolysis. Sulfuric
acid is a stronger acid and more effectiveat low concentrations; however, the temperature
used in the process may centribute tanthe formation of inhibitors. Differences in the
concentrations of individual sugars can be explained in large part by the formation of
degradation productsi(Table ). Furamdehydkation products remained low with all sulfuric
acid concentrationsy primarily furfural (pentose dehydration) and 5-hydroxymethylfurfural
(hexose dehiydration).“@ther<sugar /degradation products were obtained in sulfuric acid
hydrolysates, and essentially acetic acid, a natural constituent of hemicellulose, was
present, in hydrolysates liquor. The higher acetic acid levels observed with sulfuric acid
may alsojinelude products from sugar destruction. Sugar products represent potential
microbial growth and fermentation inhibitors because it is so important to detect and
quantify these compounds in hydrolysates (Geddes et al., 2010; Zaldivar et al., 2000).

Table 2 shows the nonlinear regression models considering statistically significant
parameters at 95% confidence (p <0.05), determination coefficients (R?) and Fcal / Ftab
ratio values (F test).

Regression model coefficients in bold in Table 2 (responses) are statistically
significant at 95 % confidence for cellobiosis, arabinose, furfural and acetic acid; 90 % for

glucose, xylose and 5-hydroxymethylfurfural. According to equations shown in Table 2, it
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is known that first-order models are statistically significant for cellobiose, xylose, 5-
hydroxymethylfurfural, furfural and acetic acid concentrations in the hydrolyzate from the
acid treatment of sisal bagasse, as they show Fcal/Ftab ratio equal to or greater than 1
(Rodrigues and lemma, 2014).

Statistically significant models were used to build up the response surfaces in the
attempt to optimize the acid hydrolysis process of sisal bagasse. Objective function was
defined as the highest concentration of pentoses (xylose and arabinose) in the hydrolyzate
liquor, for the study for arabitol and xylitol production.

Figure 1 shows that maximum values of sugars were obtained temperature at 110
°C (level -1) of the acid treatment process, operating atsasratio“of 1:12 and initial acid
concentration of 1,5 %, high concentration of pentoses (xylose and _arabinose) was
obtained in the hydrolyzate liquor, 5.73 gL cellobiosen0.07 gL™\glucose, 17.94 gL
xylose and 4.71 gL! arabinose concentration and\neinhibitorieoncentration, run 1 (Table
1), which are the best conditions indicated tn* planning withi34.39°% conversion. A study
carried out with sisal fiber applying temperature of 108 ® C using 3% sulfuric acid, a ratio
of 1:10 in the pressurized reactor during 1"mof hydrolysis,obtained values similar to those
of this study with 0.7 gL~ ! ofiglucose, 1224 gL oef.xylose and 4.5 gL* of arabinose (Lima
etal., 2013).

Abo-State et ak, (2013) studied theseffect of different pretreatments on egyptian
sugarcane bagasse ‘bioethanol produgtion; 10 g of bagasse were placed in flasks containing
of 100 mL with distilledywater;ybeing then steam-treated by autoclaving at 121 ° C and 1.5
bars feff20umin.“After hydrelysis, 17.05 gL of glucose, 4.19 gL* of xylose and 0.73 gL
of arabinose were obtained,/values different from those found with sisal bagasse. However,
these levelsyare considerable regarding obtaining glucose for ethanol production.

The highest values were 12.56 (run 4) and 7.56 (run 8) gL of acetic acid in the
experiment carried out (Table 1). Using sulfuric acid concentration of 3.5 % and
temperature of 150 °C, levels +1 (Figure 1), the trend was the same, and maximum values
were more than 3 gL* of acetic acid. Acetic acid can inhibit microbial growth from 4 to 10
gL because it goes through the cellular membranes and decreases intracellular pH, which
affects the metabolism of microorganisms (Gamez et al., 2006; Lawford and Rousseau,
1998).
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In our study, acetic acid concentrations were above the limit of toxicity that could
inhibit the development of microorganisms. Similar behavior was observed by Dalli, Patel
and Rakshit, (2017), who studied the development and evaluation of pre-hydrolyzed
processes of hemicellulose poplar for increased fermentative xylitol production under the
conditions of 1, 2 and 2.5% for 2 h at 120 ° C. It was observed that the higher the time and
sulfuric acid concentration, the higher the acetic acid and furfural contents obtained in the
hydrolyzed liquor, exceeding values allowed in literature.

Observing Table 3, it can be seen that the comparison offpredicted values by the
regression models of the experimental data (Table 2) by the experimental values in
triplicate (run 1 + 2 replicates) show% differences forgthe junction of cellobiose and
glucose of 4.56% and for xylose of 0.78%, values considered lows, Forithe arabinose, it is
verified that the model is not predictive, presenting a difference of 10%. No inhibitors were
detected.

Figure 2 shows the sample massdoss as a funetion.ofitime and temperature through
the profile of thermogravimetric curves (TG), while"DTG, derived from the TG curve,
corresponds to the inflection pointsiiBoth curves allow aprecise mapping of the thermal
processes within the sample’ Lhis analysis, is usefulfor evaluating the thermal changes of
certain compounds apdmtemperature limitshat which they can be submitted without
compromising their properties\(degradation)@Resulting in the improvement of applications
for the knowledge“of which‘are the'wolatile products and the residues generated in relation
to their biolagical actiony(Pettinau et al., 2014).

Theyfigure, shows four mass loss stages. The first stage was attributed to water
vaporization, ‘presenting 12:21% and 5.7 % of mass loss, for sample before (A) and after
pretreatment(B), respectively, with temperature ranges around 105°C. However, a larger
value is observed for the first sample, since the prehydrolyzed bagasse underwent washing
and drying treatment for packaging until the moment of analysis.

The second stage occurs due to the hemicellulose depolymerization and
fractionation of glycosidic cellulose bonds, and at temperature range from 150 °C to 350
°C, it presented mass loss of 14.80 % for sample without treatment (A) and 11.75 % for
prehydrolyzed bagasse (B). The hemicellulose value decreased among samples, since

hemicellulose was solubilized in the hydrolyzed liquor (Avila-lara et al, 2015).
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The third mass loss stage, attributed to the degradation of type Il cellulose, can be
observed at temperature from 400 °C to approximately 550 °C, with values of 18.28 % (A)
and 15.76 % (B) for sisal bagasse without treatment and after hydrolysis, respectively.
There is a reduction of cellulose values, justified by the dissolution of hydrolyzed particles
in the liquor.

The fourth stage refers to the lignin decomposition, which also occurs from 200 °C.
According to Lima et al., (2013), it is not possible to differentiate the processes of
disintegration of lignocellulosic components because some of them overlap at temperature
ranges from 220 to 360 °C, corresponding to the complexity of bondsiand functions
present in biomasses. The values of 29.42 % (A) were raised,to 46.09 % (B), because after
the decomposition of the other components of the€lignocellulesic “Biemass, the lignin
becomes visible.

It could be observed that at 900 °C, the materiahwas praetically decomposed.

4. Conclusions

According to the results of this, studyprthe variables used to obtain high
concentrations of penteses in, the Tiquor of the'acid hydrolysis of sisal bagasse must operate
under temperature conditions,; acid and bagasse concentration: acid diluted at levels -1 (110
°C, 1.5 % and 1:12).

Thus;the hydrolyzed liquorgresents potential sugar values for the fermentation and
formation—of, sustainable Bioproducts in the industry, adding value to lignocellulosic
biomass)of sisal.
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Table 1: Concentrations of sugars and inhibitors in the liquor from acid treatment

Run Independent variable
(coded levels/ Real)
(T°C) Acid concentration  B/DA ratio C G
(%) (gL™h

1 -1(110) -1(1,5) -1(1:12) 5.73
2 1(150) -1(1,5) -1(1:12) 3.15
3 -1(110) 1(3,5) -1(1:12) 4.29
4 1(150) 1(3,5) -1(1:12)
5 -1(110) -1(1,5) 1(1:20) 16.26
6 1(150) -1(1,5) 16.29
7 -1(110) 1(3,5) 15.82
8 1(150) 1(3,5) 16.81
9 0(130) 0(2,5) 16.67
10 0(130) 0(2,5) 16.52
11 0(130) 0(2,5) 16.73

1.68

1.20

1.11

1.16

1.57

1.29

131

1.33

134

0.00

0.86

0.00

0.00

0.03

0.03

0.00

0.00

0.00

0.00

Furfural

(gL

0.00
0.00
0.15
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00

Acetic Acid

(gL

0.00
0.00
0.00
12.56
0.00
0.00
0.00
7.56
0.00
0.00

0.00

T - temperature, B/DA - bagasse:diluted acid, C- cellobiose; G - glucose; X-xylose; A - arabinose, HMF - 5-hydroxymethylfurfural.
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Table 2: Regression model for cellobiose, glucose, xylose, arabinose, 5-HMF, furfural and acetic acid concentrations in the liquor from acid
treatment of sisal bagasse

Coded Equation Fcal/Ftab R? p
variable Ratio
Cellobiose  3.198 — 0.536 (C) — 0.037 (T) — 0.982 (R) + 0.074 (CxT) + 0.141 (€xR) — 0.068 (TxR)— 0.540 5.26 95% <0.05
(CXTxR)
Glucose 0.184 + 0.235 (T) + 0.235 (C) + 0.204 (R) + 0.253 (TxC) + 0.222°(HxR) +0.222 (CxR) + 0.204 0.98 5% <0.1
(CXTXR)
Xylose 16.714 — 0.090 (C) — 0.129 (T) — 0.446 (R) + 0.140%(CxT) + 0.344 (CxR) + 0.149 (TxR) — 0.098 3,16 94% <0.1
(CXTXR)
Arabinose  1.823 — 0.286 (C) — 0.378 (T) — 0.755 (R),+ 0.273 (CxT) +10:365 (CxR) + 0.484 (TxR) — 0.150 0.45 90% <0.05
(CXTxR)
5-HMF 0.083 — 0.107 (C) + 0.107 (T) —"0.099 (R) — 0.124 (Cx®H) + 0.107 (CxR) — 0.107 (TxR) + 0.099 1,06 6% <0.1
(CXTXR)
Furfural 0.013 - 0.018 (C) + 0.048 (T) — 0.018 (R),— 0.018 (CxT) + 0.018 (TxR) — 0.018 (CxR) + 0.018 2.77 96 % <0.05
(CXTxR)
Aceticacid 1.829 + 2.515 (@) + 2.515 (T)>,0.624 (R) + 2.515 (CxT) — 0.624 (TxR) — 0.624 (CxR) — 0.624 3.10 85% <0.05
(CXTXR)

T - temperature, C - acid concentration, R - bagasse / diluted acid ratio and 5-HMF - 5-hydroxymethylfurfural



Table 3: Comparison of predicted values by the regression models of the experimental data

Cellobiose + Glucose

Arabinose

Response Predicted by the model

Experimental best condition validation (exp. 1)"

5.44

5.70

*

Diference

451
410"

* Results are means of triplicate assays %
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Figure 1: Response surface for the concentration (cellobiose, xylose, acetic acid and

furfural) fixing the bagasse / diluted acid ratio in the upper level -1 (1:12)
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Figure 2: Thermal characterization TG / DTG curves of sisal bagasse before treatment (A)
and prehydrolysis residue (B) after treatment
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