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Resumo

O bagaco de azeitona extratado (BAE) € o residuo proveniente da industria da extracao de
6leo de bagaco de azeitona, atualmente utilizado em aplicacdes energéticas, de baixo valor.
Neste trabalho foi estudada a valorizacdo da fracdo hemicelulésica deste material pela
obtencdo de hidrolisados ricos em pentoses passiveis de bioconversdo em xilitol. Dado o
elevado teor em compostos fendlicos, alguns de alto valor, estudou-se a pré-extracéo
aquosa desses compostos. As condi¢des otimizadas correspondem a 100°C, 60 min e uma
razdo liquido/sélido (RLS) de 5 g-g*. Para a obtencéo de hidrolisados hemicelulésicos, o
BAE com e sem PEA foi sujeito a uma hidrélise com acido diluido (3,5% H,SO,), 130°C e
130 min, para diferentes RLS (3,4 e 5).

Foram estudadas varias metodologias para destoxificagcdo dos hidrolisados, nomeadamente,
adsorcdo com carvdo ativado com NaOH e com HCI, resinas aniénicas, concentragdo por
evaporacdo e membranas, e avaliado o seu impacto na producéo de xilitol pela levedura D.
hansenii, eventualmente ap6s a adicdo de diferentes suplementos. A destoxificacdo com
membranas foi o processo que permitiu a remocdo mais significativa de compostos
inibidores. A produtividade em xilitol mais elevada 0,30 g-L™*-h™ (rendimento 0,42 g-g™) foi
obtida para os hidrolisados destoxificados com resinas (pH 5,5) sendo o rendimento em
xilitol mais elevado (0,57 g-g™*) obtido nos hidrolisado destoxificado com membranas e
suplementado com corn steep liquor, um suplemento de baixo custo que constitui uma

vantagem em termos econémicos.

Palavras-chave: Bagaco de azeitona extratado, compostos fendlicos, Debaryomyces
hansenii, destoxificacéo, hidrolisados hemicelulésicos, xilitol






Abstract

The extracted olive pomace (EOP) is the by-product of the olive pomace oil extraction

industry, currently used in low value energy applications.

In this work, it was studied the valorisation of hemicellulosic fraction of this material to
development of the production of pentose-rich hydrolysates for subsequent bioconversion
into xylitol. Given the high content of phenolic compounds, some high value-added, it was
studied the aqgueous pre-extraction (APE). The optimum conditions for APE were found at
100 °C, 60 min and a liquid to solid ratio (LSR) of 5 g-g*. To obtain hemicellulosic
hydrolysates, it was studied for both APE-treated and untreated EOP using dilute sulphuric
acid (3.5%, w/w) at 130°C for 130 min at different LSR (3, 4 and 5).

The hydrolysates obtained were detoxified using different methods which include the
adsorption to NaOH and HCI activated charcoal, anionic resins, concentration by evaporation
and membranes (nanofiltration). The impact of hydrolysis LSR, detoxification method and
supplementation on xylitol production by the yeast D. hansenii, was evaluated. Nanofiltration
was the method that enabled the highest removal of inhibitors. The highest xylitol volumetric
productivity was 0.30 g-L™>-h™* (yield 0.42 g-g™) was obtained for resin-detoxified hydrolysates
(pH 5.5). The highest yield, 0.57 g-g™*, was obtained for nanofiltration detoxified hydrolysates

supplemented with corn steep liquor, a low-cost supplement with economic advantages.

Key-words: Extracted olive pomace, phenolic compounds, Debaryomyces hansenii,
detoxification, hemicellulosic hydrolysate, xylitol
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Extended Abstract

The extracted olive pomace (EOP) is the waste of the olive-pomace oil extraction industry.
Currently it is produced in large amounts in Mediterranean countries, such as Portugal and it

is mainly used as an energy source through combustion.

In order to assess its valorisation, within the biorefinery concept this work aims to develop an
upgrading strategy for the hemicellulose fraction. The target product is xylitol, a compound

with potential applications in the food, pharmaceutical and cosmetic industries.

As other ligocellulosic materials EOP contains cellulose, hemicellulose and lignin. The
hemicellulosic content account for approximately 40% of all polysaccharides is particularly
relevant and its challenging valorisation is studied in this work. EOP also contain an
important amount of phenolic compound of which hydroxytyrosol an added value compound
with anti-oxidant properties is the most important. This way, in order to avoid the
contamination of the hydrolysates with phenolic inhibitors and also to test a simple and
environmental friendly method to extract these compounds, an aqueous pre-extraction (APE)
was also optimized. The optimum conditions were found for 100°C, 60 min and a liquid to
solid ratio (LSR) of 5 g«g™. The chemical composition of solid residues as well as the extracts
composition was assessed. In order to obtain pentose-rich hydrolysates, dilute acid
hydrolysis using sulphuric acid was used for the selective hydrolysis of hemicelluloses. For
untreated and pre-extracted EOP the effect of LSR on hydrolysate composition was studied.
These results enable to establish the operational conditions to obtain a highly concentrated
pentose-rich hydrolysate with low levels of inhibitors. The results showed that both
hydrolysates obtained at a LSR 3 (with APE) and LSR 3 and 5 (without APE) were the best
and were selected to be used in the fermentation studies. The first conditions allowed
obtaining a monosaccharide-rich hydrolysate (65 g-L) with a lower content of phenolic
compounds, as compared with the others but still containing relatively high concentrations of
toxic compounds, particularly acetic acid. Even with an adequate methodology detoxification,
it was suspected that the content of these inhibitor compounds would exert an inhibitory
effect on the microbial metabolism. In order to avoid this inhibition another hydrolysate
(obtained at LSR 5) was also chosen. Despite that the lower content of pentoses the amount
of inhibitory compounds is considerably lower lying below the threshold of adaptability of the
yeast. Both hydrolysates were detoxified by adsorption to NaOH-activated charcoal and the
impact on growth and xylitol production by the yeast D. hansenii, was evaluated. Although
detoxification enables an important removal of inhibitors, no growth was attained in the
hydrolysates obtained at LSR 3. For this reason all other fermentation studies were carried
out using hydrolysates obtained at LSR 5. To these hydrolysates other detoxification

methods including the adsorption to HCl-activated charcoal, anionic resins, concentration by
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Extended Abstract

evaporation and membrane techniques (nanofiltration) were tested and their impact on xylitol
production was evaluated. Nanofiltration was the method that enabled the highest removal
of inhibitors: 54% of acetic acid, 100% of furfural, 41% of hydroxymethylfurfural and 67% of
phenolic compounds.

Under aerobic conditions, non-detoxified hydrolysates can sustain the growth and xylitol
production although at low levels. More specifically, the volumetric productivity and yield of
xylitol obtained were 0.14 g-L™-h™ and 0.30 g-g™. The highest xylitol volumetric productivity,
0.30 g-L™h™ (yield 0.42 g-g*) was obtained for resins detoxified hydrolysates (pH 5.5)

demonstrating this method can remove an important part of inhibitors

With the aim of reducing the cost of culture media, the effect the supplementing the
hydrolysate with several supplements was studied (TEVM, yeast extract, CSL and brewery
extract). The CSL supplement increased in xylitol yield from 0.39 g-g* to 0.57 gg*
comparatively to TEVM. The highest xylitol yield (0.57 g-g™*) was obtained for nanofiltration
detoxified hydrolysates supplemented with CSL, a low-cost supplement with economic

advantages.
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Enquadramento e objetivos

Enquadramento

Este trabalho foi realizado na Unidade de Bioenergia (UB) do Laborat6rio Nacional de
Energia e Geologia (LNEG), no &mbito do projeto “RefinOlea — Valorizagéo Integrada de
Residuos da Extracao de Azeite”, QREN 5450 (2009-2012), projeto em co-promog¢do com a
UCASUL — Unido de Cooperativas Agricolas, Ucrl., Alvito, financiado no &mbito do Sistema
de Incentivos a Investigacédo e Desenvolvimento Tecnoldgico — Projetos em Co-promocao.

O projeto RefinOlea pretende avaliar possibilidades de valorizacdo da biomassa disponivel
na empresa Mariano Lopes e Filhos/lUCASUL resultante da extracdo de 6leo de bagaco de
azeitona e estudar formas de as implementar de um modo técnico e economicamente viavel,

nomeadamente:

e Processos de pré-tratamentos da biomassa (hidrotérmicos e acido diluido);
e Destoxificacao e concentracdo de hidrolisados recorrendo a técnicas de membrana,

e Estudos de sacarificacdo enzimatica do Bagaco de Azeitona Extratado (BAE).
Deste modo, no ambito deste projeto, o presente trabalho tem como principais objetivos:

e Caraterizacao fisico-quimica do Bagaco de Azeitona Extratado (BAE);

e Otimizacado da pré-extracdo aquosa (PEA) de compostos fenélicos da matéria-prima;

e Estudo do efeito da razao liquido/solido e do tratamento de PEA na hidrélise acida
seletiva da hemicelulose do BAE para obtencdo de um hidrolisado rico em pentoses;

e Caraterizacao quimica dos hidrolisados e residuos sélidos obtidos;

e Estudo de métodos de destoxificacdo para a remoc¢ao dos inibidores do hidrolisado.

e Avaliacéo da viabilidade desse hidrolisado para a producao de xilitol, pela levedura
Debaryomyces hansenii CCMI 941;

e Estudo do efeito da suplementagdo na producéo de xilitol.

XX






Introducéo

1. Introducéo

Nos Ultimos anos tem-se assistido a um aumento do consumo dos recursos naturais
resultante do desenvolvimento da atividade industrial, das flutuacbes nos mercados de
aprovisionamento de combustiveis fosseis bem como das exigéncias em termos ambientais
criadas por forca das alteragfes climaticas a nivel global. Esta conjuntura tem aumentado a
preocupacao pelo esgotamento dos combustiveis fésseis, conduzido a uma tendéncia para
a escassez em determinados bens e a uma tentativa para um maior e melhor
aproveitamento dos recursos naturais, nomeadamente para fins energéticos e para a

obtencao de bens transacionaveis.
1.1. Biomassa

Desde a década de 70 que as questbes criticas relativas ao esgotamento de recursos
fésseis bem como as emissdes de gases de efeito estufa estimularam um grande interesse
na exploracao de fontes alternativas de energia renovavel tais como a biomassa vegetal. A
biomassa constitui uma fonte renovavel de producdo energética para a obtencdo de
eletricidade, calor ou combustivel, sendo muito variado o leque de produtos utilizaveis como
matérias-primas para este fim, oriundos em larga medida da atividade agricola, silvicola,
pesca e respetivas fileiras industriais. Esta caracteriza-se pelo seu baixo custo associado,
por ser renovavel e abundante ao contrario de outras fontes energéticas (Binod et al., 2010;
Duff et al., 1996).

A biomassa constitui um recurso importante para o futuro aprovisionamento energético da
Europa pois pode satisfazer uma parte relevante de energia na Unido Europeia (EU)
(Angelini et al., 2009). Estima-se que a producdo anual de biomassa vegetal em todo o
mundo seja cerca de 220 bilides de toneladas de matéria organica seca, dos quais apenas
1,25% sé&o aproveitados, tanto para fins alimentares, como para outros fins industriais ou

energéticos (Himmel et al., 2007).

Quanto a Portugal, existem poucos dados relativamente a producdo de biomassa vegetal
mas estima-se que em 2004 a produc&o de residuos agroindustriais tenha sido de 4 x 10° t
(Duarte et al., 2007). Uma vez que uma quantidade consideravel de residuos industriais e
agroindustriais, bem como os diversos subprodutos de origem lenhocelulésica, ndo séo
aproveitados adequadamente, podem constituir um problema ambiental, para qual nao
existe uma solucéo adequada. O aproveitamento destes materiais deve garantir a producéo
de produtos de valor acrescentado bem como a sustentabilidade ambiental (Carvalheiro et
al., 2008).
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1.2. Conceito de biorrefinaria

O aumento do consumo de combustiveis fésseis, a par com a quantidade de residuos
lenhocelulésicos suscetiveis de valorizacdo conduziu ao desenvolvimento de unidades
industriais designadas de biorrefinarias (Carvalheiro et al., 2008; Girio et al., 2010; SIADEB,
2011).

Na literatura € possivel encontrar varias definicbes para biorrefinaria. De acordo com a
Agéncia Internacional de Energia (IEA) uma biorrefinaria consiste numa “instalacdo capaz
de processar a biomassa de forma a integrar 0s seus processos de conversdo e
equipamentos para a producdo de combustiveis, energia e produtos quimicos. O conceito
de biorrefinaria foi desenvolvido por analogia com as refinarias de petréleo que produzem
multiplos combustiveis e produtos derivados do petréleo. As biorrefinarias industriais foram
identificadas como a via mais promissora para a criacdo de novas industrias nacionais de
base bioldgica. Através da producdo de varios produtos, as biorrefinarias podem retirar
vantagem dos diferentes componentes que constituem a biomassa e dos produtos
intermédios e assim, maximizar o valor obtido a partir da matéria-prima”; ou segundo a
Sociedade Ibero-Americanas para o Desenvolvimento das Biorrefinarias (SIADEB) uma
biorrefinaria € uma “instalacdo industrial que procura a utilizagédo integral da biomassa, de
forma sustentavel, para a producdo concomitante de biocombustiveis, energia, materiais, e

produtos quimicos, preferencialmente de valor acrescentado (Figura 1.1)

Chep‘licals Materials

Fuels 1
Energy

@7 —-{ Chemicals

Increased Value

Figura 1.1 - llustrag&o do conceito de biorrefinaria (Carvalheiro et al., 2008)

Em diversos paises mediterraneos, incluindo Portugal a industria extratora de 6leo de
bagaco de azeitona, a industria de pasta de papel, fdbricas de farinha de milho e as adegas
ao produzir um leque de produtos alimenticios, racdo animal e energia constituem exemplos

de “proto-biorrefinarias” (Duarte, comunicagéo pessoal).
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Dependendo da matéria-prima, dos processos tecnoldgicos e dos produtos obtidos, podem
ser consideradas varias plataformas numa biorrefinaria, nomeadamente a plataforma dos

acucares (bioquimica), a termoquimica e do biogas.

A plataforma bioquimica e a termoquimica s@o consideradas das plataformas mais
promissoras (Carvalheiro et al., 2008). A plataforma dos aclcares baseia-se em processos
de conversdo bioquimica e o foco € dado a fermentacdo de aclUcares extraidos da
biomassa. Por sua vez, a plataforma termoquimica baseia-se na gaseificacdo da biomassa e
dos subprodutos do processo de conversao ainda que outros métodos de conversdo de
biomassa tenham também sido descritos (Carvalheiro et al., 2008).

As biorrefinarias encontram-se em franca expansdo mundial, no qual a biomassa
lenhocelulésica possui um lugar de destaque. Espera-se que venha a tornar-se um dos
principais tipos de matéria-prima no futuro, uma vez que se encontra extensamente
disponivel e a custos moderados. Contudo, estas unidades industriais necessitam ainda de
desenvolvimentos a nivel cientifico e tecnolégico de modo a superar as limitacdes com que
atualmente se deparam, para que possam responder em pleno ao desafio que se lhes
coloca: serem o principal motor do desenvolvimento da bioeconomia, tornando-se unidades
industriais geradoras de emprego e riqueza (SIADEB, 2011),

(http://www,enterpriseeuropenetwork,pt).

Exemplos de produtos que podem ser obtidos nas biorrefinarias, sdo os diversos
biocombustiveis (etanol, biodiesel), glicerol, lipidos, 6leos, &cidos organicos, furfural,
isopropanol, vitaminas, polimeros de aclcares e de proteinas e combustiveis intermédios
como o carvao e briquetes. Outros produtos que podem ter grande importancia para as
biorrefinarias sdo os plasticos e o0s agentes tensioactivos biodegradaveis, polimeros

especificos, fibras novas e enzimas (Gravitis et al., 1999).

Um estudo recente demonstrou que s a partir dos acucares dos materiais lenhocelulésicos,
existem cerca de 300 produtos potencialmente passiveis de ser obtidos numa biorrefinaria.
Entre estes, 12 foram considerados o0s mais vantajosos para serem obtidos por via
bioquimica (Tabela 1.1). Trata-se de compostos que se caracterizam por apresentar
multiplos grupos funcionais, passiveis de transformagdo em novas familias de moléculas

Gteis e que podem ser obtidos a partir de conversfes quimicas e/ou biolégicas.


http://www.enterpriseeuropenetwork.pt/
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Tabela 1.1 - Produtos quimicos de elevado valor acrescentado produzidos por via bioquimica

Produtos Quimicos

Acido succinico, fumérico e mélico Acido itaconico
Acido dicarboxilico Acido levulinico
Acido 3-hidroxipropionico 3-hidroxibutirolactona
Acido aspértico Glicerina
Acido gluctarico Sorbitol
Acido glutamico Xilitol / Arabitol

1.3. Materiais lenhocelul6sicos como matéria-prima para obtencéo de
produtos de valor acrescentado

Designam-se por materiais lenhocelulésicos (ML) os diferentes tipos de biomassa de origem
vegetal que tém como caracteristica comum serem principalmente constituidos por
polissacaridos (celulose e hemicelulose) e lenhina. Os ML representam cerca de 50% da
biomassa vegetal global e tem uma produgdo anual estimada de 10-50 mil milhdes de
toneladas (Salanti et al., 2010).

De acordo com a composicdo quimica e com as caracteristicas fisicas e mecanicas, estes
materiais podem ser classificados em dois tipos principais: materiais lenhosos de origem
resinosa ou folhosa e em materiais ndo-lenhosos (materiais herbaceos como os materiais

agricolas).

Os materiais lenhocelulésicos sdo usualmente considerados abundantes, facilmente
biodegradaveis, de baixo custo e potencialmente valorizaveis. No entanto, devido as
grandes quantidades processadas, podem constituir um problema ambiental, impondo assim
um encargo significativo. De acordo com a sua origem, 0s subprodutos e os residuos
lenhocelulésicos podem ser também classificados em: florestais (gerados nas florestas e os
provenientes das industrias da pasta para papel e de transformacdo de madeiras, incluindo
aparas, serradura), agricolas (palhas, cascas, caules e espigas de cereais, podas de
arvores de fruto e videiras), agroindustriais (bagaco de azeitona extratado, dreche
cervejeira, polpa, casca e sementes de frutos e vegetais) e urbanos (papéis, cartdes e lixo
doméstico constituidos principalmente por celulose) (Duarte et al., 2007;Carvalheiro et al.,
2004b).

Nos ultimos anos tem havido um interesse crescente pelos residuos agroindustriais devido a
elevada quantidade produzida anualmente, possibilidade de valorizac&o, disponibilidade de
matéria-prima de baixo custo e elevado potencial de bioconversao (Carvalheiro et al., 2008).

No entanto, estes materiais, como todos os ML em geral, possuem uma estrutura complexa
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requerendo pré-tratamentos/ processos de fracionamento. Apesar das suas grandes
potencialidades e dos avancos recentes nas tecnologias de valorizagdo, nomeadamente
biotecnoldgicas, estes materiais sdo pouco valorizados.

Anualmente s&o produzidas em todo o mundo cerca de 100 x 10° t de biomassa vegetal das
quais apenas 7%, em média, sdo utilizados (www.westbioenergy.org), constituindo a maior
parte, residuos ou subprodutos de que fazem parte os residuos florestais, agricolas e
agroindustriais. Em Portugal, os principias subprodutos agroindustriais s&o: a dreche
cervejeira, 0 bagaco de uva sem alcool, a polpa de alfarroba, a casca de arroz, o repiso de
tomate, o bagaco de azeitona extratado, a casca de frutos rijos, o engaco, a borra de vinho
sem alcool e a grainha de uva. Os dados disponiveis indicam que em 2004 a producao
destes foi de cerca de 4 x 10° t (Carvalheiro et al., 2004b;Duarte et al., 2007).

1.3.1. Estrutura e composicdo dos materiais lenhocelulésicos

A biomassa lenhocelulésica é constituida principalmente por polimeros de alto peso
molecular como a celulose, hemicelulose e lenhina, e por outras substancias de baixo peso
molecular que estdo presentes em pequenas quantidades nas quais se incluem os
extrativos (compostos orgéanicos) e a cinza (material inorganico) (Figura 1.2) (Buzetzki et al.,
2011; Sluiter et al., 2010). A remoc¢ao dos primeiros requer a utilizacdo de tratamentos

guimicos ou mecanicos visando a sua despolimerizacdo ou solubilizagao total.

Compostos | Extrativos

organicos
Compostos de ¢
baixa massa
molecular c ‘
ompostos » .
inorganicos Cinza
Biomassa
Vegetal

macro
moleculares

Celulose
Polissacaridos
Compostos
Hemicelulose

Lenhina

Figura 1.2 - Principais constituintes quimicos da biomassa vegetal (Fengel et al., 1984).

O teor dos diferentes componentes varia de acordo com o tipo de biomassa, fatores
genéticos, condigdes de crescimento e origem geografica das espécies vegetais (Saha,
2003). Mais especificamente, os materiais agricolas sdo aqueles que em geral apresentam
maior percentagem de hemiceluloses, as madeiras folhosas sédo as mais ricas em celulose

enquanto que as madeiras resinosas apresentam maior teor em lenhina (Girio et al., 2010).
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Em termos da organizagéo dos polimeros, cada célula vegetal possui a sua propria parede
celular que esté fixa a parede da célula vizinha pela lamela média (Salmén et al., 1985). A
arquitetura da parede primaria da parede vegetal é determinada, principalmente pela
celulose que forma um sistema de fibrilhas entrelagadas e por hemiceluloses. A
hemicelulose envolve as microfibrilhas conferindo a elasticidade necessaria ao crescimento

celular (Gomez et al., 2008).

A parede secundaria é constituida por consecutivas camadas, formadas por uma matriz
(lenhina) em torno das fibras de celulose. A hemicelulose permite a ligacéo entre a celulose
e a lenhina (Figura 1.3).

Adicionalmente, as ligacdes de hidrogénio inter e intramoleculares sdo responsaveis pela

manutencgédo das regides cristalinas conferindo resisténcia a celulose.

O conjunto dos fatores anteriormente referidos permite a formacdo de um material
recalcitrante dotado de uma elevada resisténcia aos diversos métodos de fracionamento e,

por conseguinte, aos processos de bioconverséo (Sannigrahi et al., 2010).

Cellulose Bundles

Figura 1.3 - Associagcdo dos componentes na parede celular vegetal (Scott S., 2002)

1.3.1.1. Celulose

A celulose é um homopoliésido constituido por mondémeros de B-D-glucopiranose (forma
ciclica da glucose) unidas por ligacdes glicosidicas B-1,4, formando uma cadeia com
estrutura linear. Cada molécula de glucose apresenta uma rotacdo de 180° em relacdo as
moléculas vizinhas pelo que a unidade basica de repeticdo da celulose € na realidade uma
molécula de celobiose (Nag, 2008) (Figura 1.4). A extensdo da cadeia de celulose é

determinada pelo ser grau de polimerizacdo que representa o nimero de unidades de
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glucose que forma a cadeia polimérica. Esta pode variar entre 500-15000 Da de acordo com
a origem, grau de maturagéo da parede celular, entre outros fatores (Buzetzki et al., 2011).

O HOWC
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Figura 1.4 - Representacao da cadeia principal da estrutura da celulose

Devido a linearidade da cadeia de celulose, as cadeias adjacentes formam um conjunto de
agregados denominados de fibrilhas elementares. Por sua vez, a agregacdo das fibrilhas
origina as microfibrilhas de celulose. As referidas microfibrilhas sdo na sua maioria
independentes mas a sua ultra-estrutura € em grande parte devido a presenca de ligacbes
covalentes, ligacdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals. As ligac6es de hidrogénio no
interior das microfibrilhas de celulose determinam a linearidade da cadeia, contudo as
pontes de hidrogénio pode introduzir ordem (cristalina) ou desordem (amorfo) na estrutura
da cadeia polimérica (Agbor et al., 2011). A forma amorfa é facilmente degradada, sendo
gue a forma cristalina € mais resistente ao ataque quimico e a degradacdo microbiana.
Estima-se que 70% desta se encontre na forma cristalina e ordenada. Este fato significa que
a celulose é insolavel em agua e na grande maioria dos solventes, porém é sollvel em
acidos, nomeadamente 4cido sulfarico e/ ou em outras solu¢@es idnicas (Carvalheiro et al.,
2004b).

1.3.1.2. Hemicelulose

A hemicelulose é o segundo polimero mais abundante da biomassa lenhocelul6sica (20-
50%). E um polimero constituido a partir de varios acuicares, compreendendo dois grandes
grupos: pentoses (B-D-xilose, a-L-arabinose) e hexoses (B-D-manose, B-D-glucose, o-D-
galactose). Também apresenta pequenas quantidades de L-ramnose, L-fucose e de acidos
urénicos (acidos a-D-glucordnico, a-D-4-O-metilglucurdnico, a-D-galacturdnico). Os grupos
hidroxilo dos agucares podem ser parcialmente substituidos por grupos acetilo (McCarthy et
al., 2000).

Entre os componentes estruturais da parede celular, a hemicelulose é a mais suscetivel aos
tratamentos quimicos e termoquimicos. Esta caracteristica € usualmente atribuida ao seu

carater amorfo e ao baixo grau de polimerizacdo, permitindo que seja facilmente hidrolisavel
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em meios 4cidos e sollvel em meios alcalinos, a temperatura ambiente. A sua solubilizagéo

total ocorre a partir dos 180 °C, embora a partir dos 150 °C ocorra a solubilizag&o parcial.

De acordo a sua origem biol6gica (madeiras folhosas, resinosas ou materiais agricolas), as
hemiceluloses apresentam diferencas quanto a sua estrutura e composicao. Os xilanos (O-
acetil-4-O-metilglucuronoxilano) e os glucomananos (em menor quantidade) s&o as
hemiceluloses predominantes nas madeiras folhosas. Nas resinosas, as principais
hemiceluloses sé@o os galactoglucomananos (O-acetil-galactoglucomano), contendo também
alguns xilanos (arabino-4-O-metilglucuronoxilano). Estes ultimos também se encontram
maioritariamente nos materiais ndo-lenhosos, embora apresentem semelhangcas com os
xilanos das madeiras folhosas. Na maioria das madeiras folhosas e residuos agricolas cerca
de 80% dos acucares hemicelul6sicos correspondem a xilose, pelo que é frequente associar

o contetdo em hemicelulose ao contetido em xilano (Touwaide, 2010;Moure et al., 2006).
Xilanos

e O-acetil-4-O-metilglucuronoxilanos ou glucuronoxilanos. Sao ao xilanos mais comuns
e representam 15-30% da massa das madeiras folhosas. Consistem numa cadeia
linear de unidades [-D-xilopiranosilo unidas por ligacdes glicosidicas B-(1,4).
Algumas xiloses sé@o acetiladas sendo que 8 a 17% do total de xilano encontra-se
ligado a grupos acetilo e 10 % das moléculas de xilose possuem um &cido urénico
(4- O-metilglucurdnico). Este ultimo é a unidade estrutural mais resistente a acdo de
acidos. Para além destes componentes, o xilano pode conter, ainda, pequenas
guantidades de L-ramnose, acido ferdlico, p-cumarico e acido galacturénico. Este
altimo confere resisténcia as bases (Moure et al., 2006; Sedimeyer, 2011).

e Arabino-4-O-metilglucuronoxilanos ou arabinoglucuronoxilanos. Representam 5-10%
da massa seca das madeiras resinosas, sendo constituidas por uma cadeia linear de
unidades B-D-xilopiranosilo unidas por ligacdes glicosidicas B-(1,4). Podem conter
pequenas quantidades de &cido galacturénico e ramnose mas nao possuem grupos
acetilo. Estas hemiceluloses estdo também presentes nos materiais ndo-lenhosos
mas possuem maiores quantidades de L-arabinose, sendo frequentemente

designados por arabinoxilanos (Carvalheiro et al., 2004b).

Glucomananos

e O-acetil-galactoglucomananos ou galactoglucomananos. Representam 20-25% da
massa seca das madeiras resinosas. Consistem numa cadeia linear de unidades [3-
D-glucopiranosilo e B-D-manopiranosilo, unidas por ligagbes glicosidicas B-(1,4)

(Alén 2000). Alguns glucomananos presentes sdo sollveis em agua, tornando por
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vezes dificil a distingdo entre hemiceluloses soliveis em agua e extrativos
(Carvalheiro et al., 2004b).

1.3.1.3. Lenhina

A lenhina consiste num heteropolimero complexo, aromatico, amorfo, hidrofébico e de dificil
degradac&o, constituindo 10 a 25% da biomassa lenhoceluldsica. E o principal constituinte
da lamela média, unindo os elementos celulares entre si. Nos ML tem um papel fundamental
de suporte mecénico, conducéo de solutos e de protecdo a agentes exteriores nas plantas
superiores (Fengel et al., 1984).

Esta macromolécula é constituida por trés mondmeros diferentes compostos por um anel
fendlico ligado a uma cadeia de trés carbonos que possui um grupo hidroxilo (alcool) no

carbono terminal (Figura 1.5).

<I:H20H <I:H20H
CH CH
1l 1}
CH CH
H3CO OCH;3
OH OH

Alcool cumarilico Alcool coniferilico Alcool sinapilico

Figura 1.5 - Mondmeros constituintes da lenhina

O que distingue os trés mondmeros constituintes da lenhina é a auséncia do substituinte
metoxilo (alcool cumarilico), a presenca de um metoxilo (alcool coniferilico) e a existéncia de
dois grupos metoxilo (alcool sinapilico) (Fengel et al., 1984).

A lenhina é constituida por fenilpropanos que preenchem os espagos na parede celular
entre a celulose, as pectinas e as hemiceluloses e encontra-se covalentemente ligada a
celulose (Ebringerova et al., 2005).

Este polimero funciona como uma barreira fisica para proteger os hidratos de carbono e
evitar a degradacgéo da celulose e da hemicelulose, promovendo assim o fortalecimento da
parede celular (Buzetzki et al., 2011). Durante a polimerizagdo, os monémeros podem
associar-se a partir de ligacdes éter (na maioria através do oxigénio do grupo hidroxilo do
anel fendlico) e ligacdes diretas carbono-carbono, conduzindo a formagédo de um polimero
tridimensional e amorfo (Lara et al., 2003). A degradacdo da lenhina, em meio aquoso
ocorre a temperaturas superiores a 180°C ainda que essa degradacdo dependa da

composicao e da distribuicdo dos mondmeros que a constituem (Hendriks et al., 2009).
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Devido a sua natureza quimica, a lenhina é um dos polimeros naturais mais resistentes a
reacbes de hidrolise alcalina, &cida e enzimatica, sendo mais suscetivel do que os

polissacaridos a reacdes de oxidacgao.

A lenhina é muito utilizada para combustdo por apresentar um valor calérico elevado (7,1
kcal-gh). As propriedades fisicas e quimicas deste polimero permitem que seja utilizada em
diferentes sistemas quer diretamente ou quer apos modificacdes quimicas (Weng et al.,
2008).

Desta forma, os produtos provenientes da lenhina podem competir com produtos similares

produzidos, por exemplo, a partir do petréleo (Weng et al., 2008).

1.3.1.4. Compostos de baixa massa molecular

Todas as espécies vegetais contém pequenas quantidades de outras substancias quimicas
nas suas paredes celulares além das macromoléculas que sao designadas por extrativos. A
sua presenca depende de uma série de fatores entre os quais os de natureza genética e
climatica. Estes extrativos representam uma pequena percentagem da composicdo dos
materiais lenhocelulésicos (normalmente inferior a 10%), mas tém uma influéncia

significativa nas suas propriedades (Fengel et al., 1984).

Os extrativos encontram-se na parede celular e dividem-se em duas classes: 0s extrativos
sollveis em agua e os extrativos sollveis em solventes organicos neutros (éter, acetona,
etanol, metanol, hexano, entre outros). Estas substancias podem ser lipofilicas e hidrofilicas
e sdo consideradas como constituintes ndo-estruturais. Os extrativos podem ser divididos
em terpendides, compostos fenodlicos, ésteres de acidos gordos e alcaloides (Thomas,
1976). Dos extrativos fendlicos fazem parte compostos como os flavondéides e taninos. Os
extrativos removiveis com solventes polares podem também estar presente nos hidratos de

carbono na forma de monémeros (Fengel et al., 1984).

Os materiais que ndo sdo comummente extrativeis com 0s agentes mencionados, sao
designados por compostos inorganicos (cinza) (Fengel et al., 1984). A cinza é obtida a partir
da combustdo na matéria organica. Esta é constituida principalmente por calcio, potassio e
magnésio, entre outros elementos e o total de todos os componentes da cinza constituem
em geral menos de 10% dos residuos solidos secos. A quantidade e a composi¢do da cinza
dependem de uma série de fatores tal como a origem da matéria-prima, localizagédo e as

condi¢cbes ambientais (fertilizantes e clima) (Fengel et al., 1984; Thomas, 1976).
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1.3.1.5. Outros materiais poliméricos

Os materiais lenhocelulésicos sdo também constituidos por outros polimeros, geralmente
presentes em menores quantidades e muito mais variaveis tais como as pectinas, proteinas
e amido.

As pectinas sdo compostas por cadeias lineares de acido e em conjunto com as
hemiceluloses e com a lenhina, interagem com as fibrilhas de celulose criando uma
estrutura rigida que reforca a parede celular (de Vries et al., 2001).

A parede celular contém uma gama de proteinas, a maioria das quais glicosiladas, que
podem estar ligadas covalentemente, através de ligacdes cruzadas com a lenhina e com o0s
polissacaridos desempenhando fun¢ées estruturais.

O amido localiza-se no endosperma, podendo ainda aparecer numa quantidade apreciavel

nos residuos, nomeadamente nas cascas.

1.4. Producéo de azeite

O azeite € um produto agricola tipico dos paises mediterraneos, sendo que, cerca de 95%
da superficie oleicola mundial esta concentrada na Bacia Mediterranica. Os paises
produtores da Unido Europeia (UE) (Espanha, Itdlia, Grécia e Portugal) sdo responsaveis
por 71% da producdo mundial (Figura 1.6). Espanha € atualmente o maior produtor mundial
e o responsavel por 60% do total de azeite produzido na UE (COI, 2012). Em Portugal, a
producao de azeite tem vindo a crescer, no qual se produziu cerca de 70 000 t de azeite na
campanha de 2010/2011, o dobro do que se produzia em 2006. Prevé-se que na campanha
de 2012/2013 sejam produzidos 75 000 a 80 000 t de azeite (www.faostat.org).

140
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Total de azeite produzido (1000 t)
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Espanha  Portugal Franga Itdlia Grécia
Principais paises produtores na UE

Figura 1.6 - Total de azeite produzido pelos principais paises produtores da UE
- dados da campanha 2011/2012 (COI,2012)
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1.4.1. Sistemas de extracdo de azeite e subprodutos gerados

A extracdo de azeite pode ser feita por sistemas tradicionais de prensas ou por sistemas de

centrifugacao continuos.

Independentemente do sistema utilizado, existe uma fase inicial comum aos trés sistemas
gue compreende uma série de etapas que consistem na lavagem e limpeza da azeitona.
Independentemente do sistema utilizado, os frutos séo dilacerados e reduzidos a pasta por
meio de uma moenda e batedura. A operacdo de moenda tem a finalidade de romper o
fruto, permitindo a libertacdo das gotas de azeite que se encontram na polpa da azeitona.
Segue-se depois a operacdo de termobatedura cujo objetivo € o aumento da percentagem
de azeite livre, rompendo a emulsédo azeite/agua, facilitando, assim a separacédo de fases
(Amirante et al., 1993; Di Giovacchino, 1991; Garcia, 2004).

1.4.1.1. Sistematradicional de prensa hidraulica

Este sistema é o mais antigo e ainda muito usado nos lagares. A pasta de azeitona é
colocada entre os capachos, que em condi¢cdes apropriadas e sob acdo de pressao, liberta o
mosto oleoso (fase liquida constituida por azeite e agua) que por decantacdo permite obter
0 azeite através da diferenca de densidade. Na Figura 1.7 esta representado, de forma

sucinta, o sistema de extracdo por prensagem.

Agua fria Agua quente Agua quente Agua quente
Mosto Oleoso .
Lavagem Moenda Prensagem Centrifugacao Q
Aguas-rucas Bagago de Aguas-rucas

azeitona seco

Figura 1.7 - Etapas do sistema tradicional de extra¢@o de azeite por prensagem

1.4.1.2. Sistema de centrifugacéo continuo de 3 fases

Neste caso a pasta de azeitona moida e batida € sujeita & acdo de uma centrifuga
horizontal. Neste processo ocorre a adigdo de dgua quente de forma a facilitar a separagéo
de fases dando origem ao azeite, bagaco de azeitona seco (valores médios de 50% de
humidade e 3% de gordura) e aguas rucas, dai a designagéo da centrifugacéo continua de 3
fases (Alburquerque et al., 2004). Na Figura 1.8 esta representado o esquema do sistema

de extracdo continuo de 3 fases.
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Agua fria Agua quente Agua quente Agua quente
Mosto Oleoso ‘
a >
Lavagem Moenda Decantacdo Centrifugacao Q
Aguas-rugas Bagaco de Aguas-rugas

azeitona seco

Figura 1.8 - Etapas do sistema de extragdo continuo de 3 fases

1.4.1.3. Sistema de centrifugacdo continuo de 2 fases

Este sistema apresenta uma grande vantagem relativamente ao sistema de 3 fases pois
elimina a producdo de aguas-rucas. Para tal, sdo utilizadas centrifugas que permitem
separar o0 azeite do residuo que engloba os subprodutos (caroco, polpa, pelicula e agua
ruca). Contudo, este bagaco apresenta um teor de humidade de cerca 70% superior ao
bagaco seco, sendo designado por bagaco himido. Na Figura 1.9 esta representado, o

esquema do sistema de extracdo de 2 fases.

Agua fria Agua quente
— &,
ecantagéo e —
Lavagem Moenda centrifugagéo Q
Aguas-rucas Bagaco de

azeitona seco
Figura 1.9 - Etapas do sistema de extragdo continuo de 2 fases
Em Portugal, o sistema tradicional ainda € o mais utilizado. Embora as instalacbes que
possuem o sistema de 2 fases, existam em nimero reduzido sdo responsaveis por 46% da
producdo nacional de azeite, estimando-se que a producdo anual de bagago humido seja
atualmente de 54 000 toneladas (Cegarra Rosique et al., 2004;Alburquerque et al., 2004).

Em Espanha, mais de 90% dos lagares operam com o sistema de 2 fases, o que significa
uma producdo anual de bagaco humido de 2,5 a 6 x 10° t (Alburquerque et al., 2004).
Contudo, a producéo de bagaco de azeitona por este sistema quer em lItalia quer na Grécia

é insignificante (< 5%).
1.4.1.4. Terminologia

Na bibliografia existem muitas designacdes para os residuos gerados nos lagares. Mesmo
na literatura publicada na lingua inglesa, a designagéo depende do pais de origem, pelo que
pode dificultar a percecdo da proveniéncia do residuo e das suas carateristicas. Estas

diferencas justificam-se fundamentalmente pela coexisténcia de diversas tecnologias de
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extracdo de azeite bem como da posterior extracdo da gordura residual do bagaco de

azeitona, originando subprodutos com diferentes caracteristicas.

Na Tabela 1.2. apresentam-se algumas das terminologias dos residuos de lagares de azeite
na bibliografia. Um exemplo claro desta probleméatica, € em Espanha onde o bagaco de
azeitona humido é designado por alperujo. Este termo resulta da combinacdo de alpechin
(dgua-ruca) e orujo (bagaco). Esta terminologia demonstra de uma forma invulgar a
proveniéncia do residuo, que acaba por ser simplesmente a combinacédo dos dois residuos

dos sistemas anteriores.

Tabela 1.2 - Exemplos de terminologias dos residuos de lagares de azeite.

Terminologia Descricao Dgfrli%TJ?ggo Referéncias
Ferna -Bolafi
Olive Husk/Olive Pit/ Caroco; corresponde ao bagaco ) (Fernandez-Bolafios
: seco do sistema de extracao Bagaco azeitona seco et al., 2004; Tyree,
Olive Stone (En) p A
continua de trés fases e prensa, 1996)
Orujo (Sp)
Pirina (Gr/Tr), Pomace :
. ’ . - Hepbasli et al.,
(It), Grignons (Fr), Residuo sdlido resultante do ) (Hepbas '? a
Husks (It) sistema de extrac3o continua de  Bagaco azeitonaseco  2003; Rodriguez-
Bagaco de trés fases trés fases e prensa, Rodriguez et al.,
(Pt), OMW (olive mill 2007).
waste),
Bagaco dos sistemas de prensa Bagaco de azeitona
i a Qi Fernandez-Bolafios
Orujillo (Sp) e tre§ fases sujeito a uma e ORI
extracdo da gordura residual, et al., 2002)
Alperujo / Alpeorujo
(Sp) i
TPOMW (two phase Bagaco procedente do sistema Bagaco de azeitona (Roig et al., 2006)
olive mill waste) (En), de extragdo de duas fases, himido
Bagaco de duas
fases(Pt)
DTPOMW (oiled olive Bagaco humido apés extracao SRR LY R (Roig et al., 2006)
mill waste) (En) do azeite residual extratado

En — Reino Unido; Gr/Tr — Grécia/Turquia; It — Italia; Sp — Espanha; Fr — Franga,
1.5. Bagaco de azeitona

O bagaco de azeitona (BA) é um subproduto semissolido proveniente do sistema de
extracdo de azeite continuo de duas fases. No final do processo, o bagaco encontra-se com
um teor de humidade relativamente elevado, entre 25 a 55%, pelo que é designado por
bagaco de azeitona humido (BAH). Este residuo tem uma consisténcia que se assemelha
com lama espessa e contém 80% do tegumento de azeitona, incluindo pelicula, polpa (30-
35%) e carogco (30-35%), que podem ser separados e usados por exemplo como
combustivel solido (Roig et al., 2006; Vlyssides et al., 2004). As referidas proporcdes
dependem da variedade de azeitona, condigbes edafo-climéticas, sistema de extragédo

adotado, entre outros. O bagac¢o de azeitona humido pode ser um poluente relevante devido
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a presenca de uma grande quantidade de substancias organicas (6leo, polifendis, proteinas
e polissacaridos) (Fernandez-Bolafios et al., 2006)

Este material é constituido maioritariamente por lenhina (13-15%) hemicelulose (15,3-
38,7%), celulose (17,3-33,7%) e minerais (2,5%). Os principais componentes orgéanicos de
baixo peso molecular sdo os acgUcares (3%), péptidos (1,5%), acidos gordos volateis (C2-
C7) (1%), polialcoois (0,2%), pigmentos (0,5%) e polifendis (0,2%) (Rauter et al., 2010).
Porém, como referido anteriormente, as diversas caracteristicas dos residuos de lagares de
azeite dependem de um enorme conjunto de fatores, podendo gerar uma grande

variabilidade entre amostras.

1.5.1. Compostos fendélicos no bagaco de azeitona

Os compostos fendlicos tém sido alvo de estudos cientificos devido a correlacdo da
potencial atividade antioxidante e possiveis efeitos contras doencas degenerativas (Artajo et
al., 2007).

A ocorréncia destes compostos no bagaco de azeitona depende de diversos fatores, entre
0S quais, o grau de maturacdo da azeitona, a cultivar, condi¢cdes edafo-climaticas, tempo de
armazenamento e método de extracdo de azeite (Obied et al., 2005). Entre os varios
compostos fendlicos, faz-se apenas referéncia ao hidroxitirosol por ser o composto

maioritario da azeitona.

O hidroxitirosol ou 3,4-dihidroxifeniletanol encontra-se na forma livre nas azeitonas em
estado de maturacdo avancado devido a hidrélise da oleuropeina. Este composto tem
despertado interesse na comunidade cientifica no ambito da biodisponibilidade e
metabolismo humano para estabelecer efeitos benéficos para a saude (Miro-Casas et al.,
2003;Artajo et al., 2007; De Leonardis et al., 2008).

Para a extracdo destes compostos, 0s processos de natureza fisica surgem como
alternativa, aos processos convencionais de extragdo que exigem a utilizacdo de solventes a
elevadas temperaturas que pode conduzir a termodegradacdo dos compostos de interesse.
Assim tém sido desenvolvidos processos emergentes de extragédo tais como altas pressoes

hidrostéticas, ultrassons, pulsos de campo elétrico e extracdo com fluidos supercriticos.

1.6. Valorizacdo do bagaco de azeitona

O bagaco de azeitona (BA) pode constituir uma fonte de lucro uma vez que ha a
possibilidade dos lagares venderem este subproduto a unidades industriais de extracdo de
Oleo de bagaco de azeitona. Contudo, este residuo tem um valor comercial quase nulo
(entre 0 e 25 €/t), dado que o seu armazenamento e transporte requer equipamento

especifico sendo necessario proceder-se a uma pré-secagem antes do processo de
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extracdo de Oleo de BA (Civantos Lopez-Villalta et al., 1992). A Figura 1.10 representa o
esquema simplificado do processo de extracdo de 6leo de bagaco e obtengdo do bagaco

Extracao Destilacio
com hexano

extratado.

Pré-
secagem

|

Bagago humido =——>| Bagago seco

|

Oleo de bagaco
Extrato —> de azeitona

Bagaco
extratado

Figura 1.10 - Esquema do sistema de extragdo de 6leo de bagaco de azeitona

Apos a extracdo do azeite, o bagaco contém um teor de azeite residual (5 a 8%) que varia
de acordo com o método de extracdo. Este azeite pode ser recuperado, apds uma pré-
secagem (400-800°C) em secadores horizontais até se atingir uma humidade de cerca de
8%, seguindo-se uma extracdo com solventes organicos, habitualmente com hexano (por
ser seletivo e ter um baixo ponto de ebulicdo (60°C)), que permite obter o 6leo de bagaco de
azeitona bruto e um residuo solido designado de bagaco de azeitona extratado (BAE)

(Alburquerque et al., 2004; Cegarra Rosique et al., 2004).

A incidéncia da problematica dos bagacos humidos faz-se sentir maioritariamente no
Alentejo e Tras-os-Montes, dada a relevancia do azeite obtido pelo referido sistema de 2
fases. Esta situacao foi ultrapassada no Alentejo com a entrada em funcionamento em 2001
de uma unidade de industrial de secagem (UCASUL — Unido de Cooperativas do Sul), que
processa grandes quantidades de bagaco himido produzidos na referida regido. Também,
na regido Norte existem duas unidades de secagem que, praticamente escoam a totalidade
dos bagacos humidos (MADRP, 2007).

Atualmente, uma parte significativa deste material (50-60%) é utilizada diretamente nas
industrias para fins energéticos. O excedente é vendido para aplicacbes energéticas a um
valor proximo dos 30 €/t (10-12% humidade) (Duarte et al., 2007). O BA tem sido alvo de
diversos estudos de valorizagdo, nomeadamente: aplicagdo em solos agricolas, tratamento
termoquimico, biodegradacgéo aerdbia e anaerdbia e de fracionamento tendo como objetivo
a obtencdo de producdo de valor acrescentado e biocombustiveis (Fernandez-Bolafios et
al., 2004; Niaounakis et al., 2006; Roig et al., 2006).
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1.7. Métodos de fracionamento dos materiais lenhocelulésicos

Como referido anteriormente, o processamento dos ML, no ambito de uma biorrefinaria,
consiste na separacdo dos componentes poliméricos com base nas suas propriedades
fisicas e quimicas, a fim de encontrar um aproveitamento individualizado tornando o

processo mais rentavel economicamente.

Inicialmente, os métodos de fracionamento designados por métodos de pré-tratamento
tinham apenas como objetivo o0 aproveitamento da celulose. Hoje em dia, com o imperativo
econdmico e ambiental para o aproveitamento de todas as fracdes, o pré-tratamento tem
como objetivo tornar a biomassa soélida mais acessivel aos tratamentos posteriores, quer
sejam quimicos, fisicos ou biolégicos (métodos de fracionamento). Mais especificamente,
estes métodos visam a desconstrucdo da biomassa e, em geral, a libertacdo de acgucares
diretamente ou subsequentemente a partir da celulose e/ou da hemicelulose. A hidrélise
completa da celulose resulta em monomeros de glucose enquanto que a hidrélise da

hemicelulose origina pentoses e hexoses (Taherzadeh et al., 2007).

A hemicelulose constitui a fracdo polimérica mais facilmente hidrolisdvel que em conjunto
com a celulose podem ser hidrolisadas em meio acido, dando origem a uma mistura de
acucares. A lenhina, por sua vez, apenas € degrada por agentes alcalinos e por métodos
oxidativos sendo que no caso de utilizacdo de agentes oxidantes, o0s polissacaridos

mantém-se praticamente intactos.

De acordo com a fracdo que se pretende degradar, pode distinguir-se diversos métodos de
fracionamento que visam a remocao e despolimerizacdo parcial da hemicelulose, diminuicédo
da cristalinidade da celulose (hidrélise) e a remoc¢édo da lenhina (deslenhificacdo) (Tabela
1.3). De acordo com o agente promotor da hidrélise estes métodos podem ser alcalinos,

hidrotérmicos, acidos (diluidos e concentrados) e enzimaticos.

Tabela 1.3 - Métodos de fracionamento de materiais lenhocelulésicos

Fisicos Quimicos Fisico-quimicos Biologicos
Moagem Acido Auto-hidrélise Fungos
Irradiacédo Alcalino Exploséo de vapor Actinomicetes
Extrusao Sais inorganicos Fluidos supercriticos

Organosolv

Liquidos i6nicos

1.7.1. Métodos acidos

A hidrélise acida pode ser dividida em dois grupos: hidrélise com acido concentrado e
hidrélise com acido diluido. Esta ultima, por exemplo, utiliza concentra¢fes de acido baixas

(0,5-1,5 %) e utiliza temperaturas elevadas (120-160 °C) e é a mais adequada para a
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hidrélise da hemicelulose. Por outro lado, temperaturas moderadas e concentracdes de
acido elevadas favorecem a hidrélise da celulose. Em ambos os casos pode ocorrer a
formacdo de produtos de degradacdo dos agucares e da lenhina. Como se ver4d mais
adiante a sua formacdo dependente da temperatura e da concentracdo de &cido utilizado
(Sun et al., 2002).

O &cido sulfarico (H,SO,) é o catalisador mais utilizado, por ser barato e eficaz e apresenta
diversas vantagens tecnolégicas, nomeadamente ndo apresenta grandes problemas de
seguranca laboratorial quando comparado com outros acidos. No entanto, o H,SO, é téxico
e perigoso de manusear. Adicionalmente, a hidrélise acida pode ainda ser levada a cabo
com outros acidos inorganicos como &acido cloridrico (HCI), fosférico (H,PO,) e
trifluoroacético (TFA) (Fengel and Wegener, 1984). Também, os acidos organicos fracos
podem ser empregues na hidrolise com acidos diluidos, ainda que os resultados fiquem
aguém dos obtidos com acidos inorgéanicos (Carvalheiro et al., 2008; Girio et al., 2010).

Mecanismo Reacional

A hidrdlise acida dos polissacaridos baseia-se no ataque de um protéo a ligacéo glicosidica
gue une os mondémeros dos polissacaridos. A Figura 1.11 mostra o mecanismo da reacao
da despolimerizacdo do xilano em meio acido, que consiste nas seguintes etapas: (i)
protonacao do oxigénio da ligacao glicosidica; (ii) rutura da ligacéo referida com formacéao de
uma carbocatido e de um polimero, oligdmero ou monémero, dependendo da posi¢do da
ligacdo na cadeia polimérica (etapa determinante da velocidade de reacéo); (iii) solvatacéo
do carbocatido com uma molécula de agua; (iv) regeneracdo do protdo e formacdo de uma

molécula de xilose estavel (Hendriks et al., 2009).
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Figura 1.11 - Mecanismo da reagdo para a despolimeriza¢do do xilano em meio &cido, com formacgao de uma
molécula de xilose (Hendriks et al., 2009)

Formacdo de subprodutos do processo de hidrdlise

As reacgOes de desidratacdo de agucares que dao origem a formacgdo de furanos seguidas
da formacéo de &cidos carboxilicos e remoc¢éo parcial da lenhina, sdo reacdes que ocorrem
em meio &cido. O furfural e o 5-hidroximetil-2-furfural (HMF) sdo os furanos mais relevantes
e sdo produzidos desidratacdo das pentoses e hexoses, respetivamente. A partir do HMF

pode formar-se &cido levulinico e férmico (Figura 1.12).
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Figura 1.12 - Reacdes de formacédo de HMF e furfural a partir dos aglcares correspondentes

O acido formico pode ainda ser formado a partir dos grupos metoxilo da hemicelulose e
estes podem ser hidrolisados a metanol. O acido acético é formado a partir da hidrélise dos

grupos acetilo da hemicelulose, como consequéncia da desacetilacdo das pentoses.

A formacédo de compostos aromaticos resulta da degradacao da lenhina, embora possa ser
proveniente dos extrativos. Muitos destes subprodutos do processo de hidrélise sao
considerados compostos toxicos/inibidores do crescimento microbiano (Taherzadeh et al.,
2007).

1.7.1.1. Hidrélise com acidos diluidos

A hidrélise com &cido diluido é provavelmente o método mais difundido, entre os diversos
métodos quimicos. Este pode ser usado como método de pré-tratamento dos materiais
lenhocelulésicos para posterior hidrélise enzimatica da celulose. Nao sendo eficiente na
dissolucdo da lenhina pode afetar a sua estrutura e aumentar a suscetibilidade da celulose a
hidrolise enzimatica. Este método é igualmente eficaz na hidrélise seletiva da fracao
hemicelulésica para obtencdo de monossacaridos e apresenta como vantagens o fato da

formacéo de produtos indesejaveis e a corroséo dos equipamentos ndo ser significativa.

Porém, o rendimento em agucares obtido depende do tipo de matéria-prima utilizada, bem
como das condi¢cdes operacionais (Akpinar et al., 2011). Adicionalmente, para que a
fermentacdo dos hidrolisados seja possivel, € necessario proceder a neutralizagdo ou

remocédo do &cido empregue no processo.

Na literatura é possivel observar-se uma grande variedade de condi¢des de hidrélise com
acido diluido para uma grande diversidade de materiais lenhoceluldsicos. As diferengas
encontram-se fundamentalmente no tipo de &cido utilizado, bem como na sua concentracao,

temperatura e duragéo da reagéo de hidrélise, como se pode observar na Tabela 1.4.
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Tabela 1.4 - Condig¢des operacionais utilizadas na hidrélise com acido diluido de diferentes materiais
lenhoceluldsicos

Concentracdo Temperatura Duracéo

Material Acido Referéncias

de acido (%) (°C) (min)
Residuos agroindustriais
Bagaco de
azeitona H2S04 3,5 130 130 (Guerra, 2011)
Carolo de milho HCI 2 100 120
(Carvalheiro et al.,
Dreche cervejeira H;SOq 3 130 15 2004a)
Palha de arroz H2SO4 3 140-145 20 (Roberto et al., 1996)
. (Silva-Fernandes et al.,
Palha de trigo H,SO4 2008)
Sorgo H2SO4 1,4 130 75 (Torrado et al., 2010)
Sorgo H3zPO4 6 134 300 (Vazquez et al., 2007)
Madeiras Folhosas
Eucalipto H2S04 3 100-130 60 (Parajo et al., 1997c)
Madeiras Resinosas
Abeto H2SO4 2,4 200 30 (Palmqvist et al., 1998)

A hidrélise da celulose pelo método com acidos diluidos tém sido pouco explorada, uma vez
gue as temperaturas elevadas exigidas para que ocorra hidrolise da celulose requerem
elevados custos energéticos e de construcao dos equipamentos além de conduzirem a uma

elevada formacao de produtos indesejaveis.

1.7.1.2. Hidrélise com acidos concentrados

A hidrélise da celulose e da hemicelulose pode ser alcancada pela acdo de &cidos
concentrados a temperaturas moderadas (20-50°C), produzindo um residuo sélido
constituido maioritariamente por lenhina. Este método é conhecido por poder permitir uma
recuperacao de acucares elevada (Taherzadeh et al., 2007) ainda que pequenas alteracdes
na temperatura possam conduzir a formacdo de elevadas concentracdes de produtos de
degradacdo. Contudo, a concentracdo de &cido utilizada é bastante alta (30 a 70 %) e o
aguecimento do &cido durante o processo, torna-o extremamente corrosivo. A solubilizagdo
completa dos polissacéridos € possivel com diferentes concentragbes, consoante o acido
utilizado, nomeadamente: 72% de H,SO,, 41% de HCI ou 100% no caso do TFA. Os ultimos

tém a vantagem de serem facilmente recuperaveis (Carvalheiro et al., 2008).

A recuperacéo do &cido é fundamental por razées econdémicas. O elevado investimento e 0os
custos de manutencdo tem ainda reduzido o interesse comercial deste processo
(Carvalheiro et al., 2008).
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1.7.2. Métodos hidrotérmicos

Os métodos hidrotérmicos englobam dois métodos (auto-hidrélise e a explosdo de vapor)
baseados na utilizacdo de agua, vapor, ou ambos, e calor. Permite uma solubilizacédo
substancial da fracdo hemicelulésica sem adicdo de catalisadores &cidos pelo que nédo é
necessario o passo de neutralizacdo tornando-se uma alternativa economica e
ambientalmente atraente (Girio et al., 2010).

1.7.2.1. Autohidroélise

Neste processo 0s reagentes utilizados sdo apenas agua e biomassa. As condi¢des
operacionais caracterizam-se por temperaturas elevadas (150-230°C) podendo o tempo de
reacdo variar em funcdo da temperatura utilizada (Garrote et al., 1999). Deste processo
pode resultar uma solubilizacdo e recuperacdo da fracdo hemiceluldsica entre 55-84%,
sendo que a celulose e a lenhina se mantém praticamente inalteradas no residuo sélido
(Parajo6 et al., 1998a). Na fracéo liquida encontram-se, em geral, baixas concentracfes de
produtos indesejaveis e o0s acUcares estdo fundamentalmente na forma oligomérica
(Carvalheiro et al., 2008).

1.7.3. Métodos alcalinos

Os métodos alcalinos podem ser divididos em dois grupos, dependendo do tipo de
catalisador utilizado: tratamentos com solu¢cfes de hidroxidos (sédio, calcio ou potassio) e
tratamentos com amoénia: AFEX (ammonia fibre explosion), ARP (ammonia recycle
percolation) e SAA (soaking in aqueous ammonia). Estes processos promovem em geral
uma maior dissolucdo da lenhina do que da fracdo hemicelulésica. Ocorre reducdo da
cristalinidade da celulose, aumentando assim a superficie de contacto e a sua porosidade
(Chen et al., 1985). Neste tipo de sistema a recuperacdo das bases é fundamental para

garantir a viabilidade econémica do processo (Carvalheiro et al., 2005b).

1.7.4. Métodos enzimaticos

A hidrolise enzimatica é um processo biologico utilizado para hidrolisar a fracdo
hemicelulésica e/ou celulésica. Este processo é economicamente vantajoso pois constitui
uma tecnologia pouco dispendiosa a nivel de equipamentos e de gastos energéticos. Além
disso, é altamente seletivo e n&o ocorre formacéo de produtos inibidores. Atualmente, este
processo tem grande interesse pois esta associado ao processo de producdo de etanol
utilizando celulases surgindo como um complemento aos métodos de pré-tratamento
anteriormente descritos (Carvalheiro et al., 2008). Contudo, em alguns materiais, 0 método

enzimatico ndo é o mais adequado para a hidrolise da fragdo hemiceluldsica. Por um lado, a
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acdo das enzimas por si s, sem que ocorra qualquer tipo de pré-tratamento do material,
nao é eficaz. Por outro lado, a hidrélise das hemiceluloses e em particular, no caso do BAE,
requer uma grande multiplicidade de enzimas acessérias para a hidrélise das ligaces

laterais sem a qua ndo é possivel hidrolisar eficazmente a cadeia de xilano principal.

Independentemente do material, o recurso a enzimas enfrenta ainda alguns obstaculos
COmMo 0 Sseu custo e a sua recuperacéo no final do processo, bem como a morosidade deste
(Carvalheiro et al., 2008).

1.8. Métodos de destoxificacdo

A presenca de compostos inibidores nos hidrolisados lenhocelulésicos pode colocar em
causa a eficiéncia do processo de bioconversao. Ainda que seja possivel utilizar diversas
abordagens para minimizar os seus efeitos, nomeadamente, a utilizacdo de condi¢cbes de
hidrélise moderadas, adaptacdo dos microrganismos aos hidrolisados, entre outras, a
destoxificacdo é na maioria dos casos necessaria. Por isso, a selecdo de um método de
destoxificacdo eficaz € de extrema importancia pois acarreta custos relativamente elevados

e pode afetar a viabilidade econdmica do processo.

Os métodos de destoxificacdo podem dividir-se em 3 classes: fisicos (evaporacao,
separacdo por membranas), quimicos (ajuste de pH, overliming, tratamento com carvao
ativado e com resinas de troca idnica) e bioldgicos (uso de enzimas) (Mussatto et al., 2004;
Parajo et al., 1997b).

O ajuste de pH consiste no acerto do pH do hidrolisado para um valor préximo da
neutralidade e adequado ao crescimento microbiano. Como consequéncia pode ocorre a
precipitacdo de compostos fendlicos, metais pesados, furfural, acetato e terpenos sendo o
precipitado posteriormente removido, por filtragdo. Este método é frequentemente utilizado
em combinagdo com outros métodos pois, ha maior parte dos casos, por si sO ndo é
suficientemente eficiente para a obtenc&do de um hidrolisado adequado para o processo de

bioconversao (van Zyl et al., 1988).

O método de “overliming” consiste na adicdo de uma base, normalmente hidroxido de
calcio, com o intuito de fazer subir o pH para valores de 9-12, seguida de uma acidificagédo
posterior para valores de pH adequados para o processo de fermentagéo (Carvalheiro et al.,
2005a). Nestas condicdes, é favorecida a dissociacdo de acidos fracos, como o acido
acético e a grande maioria dos compostos fendlicos, permitindo a sua remocao parcial
(Larsson et al., 1999; Palmqvist et al., 2000).

O processo de destoxificagdo com carvao ativado consiste em colocar o hidrolisado em

contacto com o carvao, em geral num processo descontinuo (Carvalheiro, 2005) ainda que o
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hidrolisado possa ser tratado pela passagem numa coluna empacotada com carvao. Este
processo é caraterizado por ser eficiente e de baixo custo mas a sua eficacia depende do
método de ativagdo (na literatura encontram-se referenciados métodos de ativagdo com
acido), tempo de contacto, granulometria do carvao, concentracdo do carvdo ativado,
temperatura e pH do hidrolisado (Parajé et al., 1996a). A interacdo entre os fatores acima
descritos, influéncia de modo direto a adsor¢cdo dos compostos inibidores, sendo essencial a
otimizacdo das condicdes de operacao (Mussatto et al.,, 2004). Este tratamento é
relativamente eficaz na remocdo de compostos fendlicos, de derivados do furano (HMF e
furfural), pigmentos e acidos gordos livres (Mussatto et al., 2004).

A concentracdo do hidrolisado, por exemplo utilizando evaporagédo sob vacuo € outro dos
métodos para destoxificacdo do hidrolisado por permitir em geral, a remo¢ao de compostos
volateis como o acido acético, furfural e alguns compostos fendlicos (Larsson et al., 1999).
Permite ainda aumentar a concentracdo de aclUcares no hidrolisado. Contudo, tem o
inconveniente de conduzir ao aumento de compostos toxicos ndo volateis (extrativos e
derivados da lenhina) e a reducdo do volume de hidrolisado (Carvalheiro et al., 2005a;
Parajo et al., 1996b)

O tratamento com resinas de troca idnica € altamente eficaz na remocdo dos acidos
alifaticos, em geral, mas destaca-se pela eficacia na remocdo de compostos fendlicos,
podendo dar origem a um hidrolisado cuja fermentacdo € similar a um meio livre de
compostos inibidores. Em geral, as resinas de troca aniénica em compara¢ao com outro tipo
de resinas (catiénicas com diferente forca i6nica, resinas mistas, resinas sem grupos
ionizaveis) sdo as mais eficientes na remoc¢ao dos diversos grupos de compostos inibidores
(Carvalheiro et al., 2005a).

O tratamento de destoxificagdo com membranas (nanofiltracdo) € uma tecnologia de
destoxificagdo promissora e economicamente bastante competitiva. Este método permite
separar moléculas de elevado peso molecular, nomeadamente entre 150 a 250 g-mol™,
tendo diversas aplicacdes tais como separacdo de agucares, aumento da concentracdo de
monossacaridos e remocao de compostos toxicos. Ainda que existam poucos trabalhos na
literatura que estudem especificamente a destoxificacdo de hidrolisados utilizando estes
métodos, esta descrito a sua eficacia na remocdo dos &cidos alifaticos, bem como de
compostos derivados do furano (Mondal et al., 2008; Santos et al., 2011).

1.9. Xilitol

A producdo de xilitol a partir de hidrolisados hemicelulésicos provenientes dos residuos

agroindustriais apresenta um elevado interesse econémico. Este processo permite agregar
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valor acrescentado a estes residuos e promover o seu aproveitamento para obtencao de
xilitol como de outros polidis, como o arabitol. No entanto, destes, o xilitol € o que apresenta
maior interesse e valor comercial (Carvalheiro et al., 2005a).

1.9.1. Propriedades e potenciais aplicacdes

O xilitol € um polialcool (xilo-pentano-1,2,3,4,5-pentol, CsH;,0s) com poder adogante similar
ao da sacarose e superior ao de outros polidis como o sorbitol ou manitol. E encontrado na
natureza em frutas e legumes e constitui um intermediario no metabolismo dos hidratos de
carbono dos mamiferos de tal forma que os humanos adultos produzem em média, de cinco

a quinze gramas de xilitol por dia (Carvalheiro et al., 2005a;Pepper et al., 1988).

7

Este poliol é também indicado para diabéticos uma vez que a sua metabolizacdo é
independente da insulina. Em termos energéticos, o xilitol caracteriza-se por ser também

uma fonte de baixas de calorias (4,06 kcal) (Emodi, 1978).

A caracteristica mais importante do xilitol reside no fato deste ser um adocante
anticariogénico, uma vez que nao é metabolizado pelos microrganismos presentes na
cavidade bucal, além de inibir a desmineralizacdo dos dentes e impede o desenvolvimento
de céries existentes (cariostatico), que o torna um agente importante em termos de saude
oral (Nigam et al., 1995b).

A entalpia negativa em solucdo (-36,6 cal/g) constitui uma caracteristica tecnolégica
importante pois confere um sabor com sensacdo de frescura similar ao do mentol, na
cavidade bucal e nasal. Tal caracteristica é desejavel em inUmeros alimentos, tais como,
gelados, refrigerantes, pastilhas elasticas, entre outros (Emodi, 1978). A entalpia negativa
confere, também, elevada estabilidade térmica, elevada solubilidade em agua (168 g por
100 mL, a 20 °C), viscosidade mais baixa que a sacarose em solucéo e a néo participacao
nas reagbes de Maillard. O principal interesse do xilitol resulta das suas propriedades
fisicas, quimicas e tecnoldgicas que tem vindo a incitar o interesse da inddstria alimentar,
principalmente, na produgdo de produtos de panificacdo, chocolates, iogurtes, gelados,
compotas, pastilhas elasticas, entre outros. Este composto foi classificado pela Food and
Drug Administration (FDA) como um aditivo do tipo GRAS (Generally Regarded as Safe),
pelo que sua incorporagdo em alimentos € legalmente permitida (Carvalheiro et al., 2005a).
Outras aplicacdes tecnologicas importantes sdo na industria farmacéutica e cosmética. Na
primeira, o xilitol é utilizado como edulcorante, na formulagdo de suplementos dietéticos e
principalmente em produtos de higiene oral como pastas dentifricas. Na industria cosmética,
a aplicacdo de xilitol em preparacdes cosmeéticas tém sido alvo de estudo, no sentido em
gue os polidis selecionados ajudam a melhorar a microbiota da pele impedindo o

desenvolvimento de microrganismos patogénicos (Nigam et al., 1995b).
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Desde da década de 90, a producdo anual mundial de xilitol situa-se nas 5000 toneladas
(http://lwww.scribd.com/doc/7314491/Xylitol-Technology). Diversos paises, nomeadamente,
os Estados Unidos, Suica, Finlandia, Alemanha, entre outros tém interesse na producao de
xilitol em grande escala. A Unido Europeia € responsavel por 50% da produc¢do mundial de
xilitol, sendo que a Asia e os Estados Unidos s&o responsaveis por 30 e 20%,

respetivamente.

O mercado do xilitol encontra-se em franco crescimento, sendo este estimado em 810
milh&es euros/ano e o preco deste polidl encontra-se na faixa dos 7-10 €/kg, de acordo com

0 seu grau de pureza (Carvalheiro, comunicacao pessoal).

Como o preco de mercado do xilitol é relativamente elevado (custo de producao cerca de 10
vezes superior ao da sacarose ou do sorbitol) (Parajé et al., 1998b) este é normalmente

utilizado em combinag&o com outros polidis.

1.9.2. Métodos de obtencédo de xilitol

O custo elevado do xilitol bem como a baixa disponibilidade presente nas fontes naturais
tornam o processo de extracdo direto economicamente inviavel. Deste modo, tém sido
desenvolvidos varios processos de producdo, tais como a sintese quimica e a conversao
biotecnolégica da xilose. As etapas iniciais sdo comuns em ambos 0s processos,
consistindo no fracionamento da biomassa lenhocelulésica para promover a hidrélise da

hemicelulose, conduzindo a libertacdo da xilose (Figura 1.13).
Material Lenhocelulésico

Processo de hidrélise
Licor rico em xilose

Concentracéo de hidrolisado

Sintese Quimica Via biotecnolégica
Purificacdo da xilose Destoxificacdo do hidrolisado
H;
Hidrogenac&o catalitica Converséo biotecnoldgica

Produtos de reagéo
Separacgéao/Purificacéo Separagao/Purificagéo

Xilitol

Figura 1.13 - Fluxograma da produgéo de xilitol por via quimica e biotecnoldgica (Parajo et al., 1998a).
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1.9.2.1. Sintese quimica

Até muito recentemente, o xilitol produzido a escala industrial era obtido a partir da reducéo
guimica da xilose proveniente de hidrolisados hemicelulésicos principalmente a partir de
madeiras folhosas (Hyvonen et al., 1982;Carvalheiro et al., 2004). Para além das etapas
anteriormente descritas, o processo quimico exige (Figura 1.13) a purificacdo da solugéo de
xilose e uma purificagdo adicional para remocdo de residuos do catalisador e outros
produtos, cuja formacédo ocorre durante o processo de hidrogenacdo (Paraj6 et al., 1998c).
Apesar deste processo ser 0 mais utilizado na industria, a conjugacéo de todos estes fatores

torna-o pouco competitivo.

1.9.2.2. Producdo biotecnoldgica

Como alternativa ao processo quimico, tém sido realizados estudos no sentido de
desenvolver uma técnica menos dispendiosa e que seja possivel de utilizar a escala
industrial (Parajo et al., 1998a). A producéao biotecnoldgica de xilitol consiste em converter a
xilose em xilitol mediante a utilizacdo de microrganismos. Existem bactérias, fungos e
leveduras que apresentam essa capacidade. As leveduras das espécies Candida
guillermondi, Candida tropicalis e Debaryomyces hansenii sdo referidas na literatura como
as melhores produtoras de xilitol (Dominguez et al., 1999).

Este processo constitui, por diversas razdes, uma boa alternativa ao método quimico
tradicional pois reduz o impacto ambiental, minimiza 0 consumo de energia, dispensa a
purificacdo inicial da xilose e podem ser utilizados microrganismos especificos para a
conversao da xilose a xilitol. Este fato induz a um aumento do rendimento do produto o que
facilita a sua separacdo (Paraj6 et al.,, 1998a). Contudo, a via biotecnolégica apresenta

ainda desvantagens, nomeadamente, a morosidade do processo.

1.10. A levedura Debaryomyces hansenii

A levedura Debaryomyces hansenii (forma anamorfica: Candida famata) é uma espécie
haploide e que se reproduz assexuadamente por gemulagdo multilateral. Este género é
também caraterizado pela possibilidade de conjugacéo heterogamica, isto €, conjugacéo de
duas células de diferentes formas ou dimensdes. O pseudomicélio esta ausente, primitivo ou
ocasionalmente bem desenvolvido (Breuer et al., 2006). A espécie D. hansenii é constituida
por duas variedades, var, hansenii e var, fabryii, distinguiveis em diversas propriedades,
nomeadamente, na temperatura maxima de crescimento, (35 e 39 °C, respetivamente) e na
mobilidade eletroforética da enzima glucose-6-fosfato-desidrogenase (Breuer et al., 2006;
Nakase et al., 1985).
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O principal habitat a que esta levedura aparece associada € o ecossistema marinho, embora

possa ser encontrada também no solo, plantas e em diversos alimentos processados.

Devido a sua capacidade de metabolizar 4cidos organicos e aminoécidos esta levedura tem
diversas aplicacbes biotecnoldgicas importantes, nomeadamente em produtos de salsicharia
e em diversos tipos de queijos (“‘picante da Beira Baixa”, “Cheddar” e nos queijos com
fungos, em geral) (Encinas et al., 2000;Freitas et al., 1996). Adicionalmente, é a levedura
mais comumente associada a produtos congelados (Guerzoni et al., 1993).

A principal caracteristica biotecnologica da referida levedura prende-se com a sua
capacidade de metabolizar diversos monossacaridos presentes nos hidrolisados
hemicelulésicos e utilizar de forma eficaz a xilose como fonte de carbono e energia (Breuer
et al., 2006). Este fato, torna esta levedura a mais importante para o processo de

bioconversao de xilose em xilitol, como produto principal.

1.10.1. Metabolismo da D-xilose em leveduras

A D-xilose é o principal agucar constituinte da fracdo hemicelulésica da biomassa vegetal
(Spencer et al. 1988). A conversdo dos aglUcares depende da forma como se efetua o
transporte através da membrana plasmatica, dependendo de uma grande variedade de
condicbes ambientais, entre as quais, a taxa de oxigénio disponivel, valor de pH,
temperatura, mistura de agucares e concentracdo de etanol e acido acético (Sonderegger et
al., 2004). O metabolismo da D-xilose em leveduras divide-se em dois passos fundamentais
para a producdo de xilitol: reducdo da D-xilose a xilitol pela enzima xilose-redutase (XR)
dependente do NADPH e oxidacdo do xilitol em D-xilulose através da xilitol-desidrogenase
(XDH) dependente do NADH (Figura 1.14). A presenca de xilose induz a formacado das
referidas enzimas. O oxigénio é o fator que regula a inducdo destas enzimas, sendo o seu

papel a regeneracao dos cofatores fortemente depende da disponibilidade daquele gas.

Membranacib pbsmética

) XR
D-xilose

T XDH
Xilitol / \ $ D-xilulose
NADP NAD "

NADPH + NADH

f v

Reoxidagdo via CTE

¢

Taxa de transferéncia de Oxigénio

Figura 1.14 - Representacao esquematica do metabolismo da D-xilose em leveduras.
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As leveduras podem ser classificadas em dois grupos distintos de acordo coma
especificidade da enzima XR para os cofatores e para as concentracdes de produtos
formados em diferentes condi¢des de arejamento. Nas leveduras que possuem a enzima XR
especificamente dependente do NADPH (Candida tropicalis, C. guilliermondii) (Amaral-
Collago et al. 1989), observa-se a acumulacdo do poli6l em condigbes de limitacdo de
oxigénio, pois nestas condicdes a capacidade da cadeia respiratdria na recuperagdo do
cofator NAD" é reduzida, diminuindo assim a atividade da enzima XDH e da taxa de
conversao de xilitol em xilulose (Prior et al., 1989). As leveduras em que a XR utiliza como
cofatores 0 NADPH ou NADH, tais como C. shehatae, P. tennophilus, P. stipilis (Girio e
Roseiro 1993), o principal produto formado é o etanol. Uma vez que a XR da D. hansenii é
dependente do NADPH, n&o ocorre fermentacdo da D-xilose em anaerobiose.

1.11. Variaveis que influenciam a producéo biotecnoldgica de xilitol

A producdo biotecnoldgica de xilitol constitui uma alternativa ao método quimico. Contudo
séo lhe reconhecidas diversas limitacdes que afetam o processo de bioconversado da xilose
em xilitol. A producéo de xilitol é afetada por fatores tais como a composicdo do meio de
cultura, temperatura, pH do meio, disponibilidade de oxigénio, estirpe utilizada, idade do
in6culo e respetiva concentracédo celular. Adicionalmente, fatores como a suplementacao, a
destoxificacdo e a concentracdo de acucares, também influenciam o bioprocesso (Paraj6 et
al., 1998a; Paraj6 et al., 1998b; Parajo et al., 1998c).

1.11.1. Composicdo do meio de cultura

O meio fermentativo deve ser constituido por nutrientes que satisfacam as necessidades
basicas dos microrganismos, nomeadamente, carbono, oxigénio, fosforo, entre outros.
Elevadas concentragfes de D-xilose favorecem o rendimento e a produtividade em xilitol,
contudo, quando a concentragdo inicial deste agucar € muito elevada esta pode ter um efeito
inibidor (Winkelhausen et al., 1998). Por outro lado, baixas concentragdes de xilose no meio
favorecem a produgdo de biomassa e consequentemente reduzem a formacdo de xilitol
(Nigam et al., 1995b). Os valores oOtimos de concentracdo de xilose variam com as
condi¢cdes de cultivo e com a espécie de microrganismo utilizado. Para a obtengéo de bons
resultados na producéo biotecnolégica de xilitol é fundamental que a composi¢cdo do
hidrolisado hemicelulésico seja adequada para servir de meio de cultura. O grau de
concentracdo dos hidrolisados afeta a concentragédo tanto do substrato como dos inibidores
e 0s seus efeitos combinados podem conduzir a um étimo de producédo de xilitol ou a um

decréscimo da producdo como resultado da concentracdo de inibidores.
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A presenca de hexoses, nomeadamente a glucose ou manose, no meio de fermentagéo
podem inibir o processo de bioconversdo por repressdo da atividade da XR, conduzindo
num baixo rendimento em produto (Prior et al., 1989). Em meios constituidos por glucose e

xilose, a glucose é consumida preferencialmente e quando em concentracdes elevadas

pode conduzir a diminui¢cdo consideravel da assimilacéo da xilose (Tavares et al., 2000)

A concentracdo de xilitol no hidrolisado também pode ter influéncia nos resultados da
bioconversdo de xilose em xilitol, quando a concentracéo de xilitol no meio ultrapassa os
50 g-L*, sendo a causa sugerida para a inibicdo a falta e transporte do xilitol através da
membrana (Nigam et al., 1995a). Além do xilitol, pode também ocorrer a formagao de
produtos secundarios em pequenas quantidades, tais como arabitol, ribitol, glicerol e etanol,
gue podem ser usados como fonte de carbono (Nolleau et al., 1993).

A bioconverséo da xilose em xilitol é afetada pela adicdo de suplementos ao meio. Porém, é
de salientar que o tipo de suplemento adicionado deve ser alvo de estudos prévios para
determinar as concentracdes minimas necessarias e o0 tipo de suplementagcdo mais
adequado, de forma a garantir a minimizagdo dos custos de suplementacdo e
consequentemente, o custo final do processo sem comprometer a producdo de xilitol. A
adicao de fontes de azoto e fésforo tem demonstrado potenciar o processo de bioconverséo
independentemente da espécie de levedura utilizada, sendo que o extrato de levedura € um
nutriente importante para a producdo de xilitol (Tavares et al., 1999). Podem ser utilizados
outros suplementos tais como extrato de malte, peptona, casaminoacidos, e corn steep
liquor (CSL) (Carvalheiro et al., 2006; Tavares et al., 1999). Para a otimiza¢cdo do meio para
producdo de xilitol a suplementacdo com vitaminas e oligoelementos pode também ser

necessaria (Preziosi-Belloy et al., 2000)

1.11.2. Efeito da limitacdo em oxigénio

A taxa de arejamento conjugado com a concentracdo de substrato sdo parametros com
elevada importancia. Estes sdo fatores determinantes para a otimizagdo da producédo de
xilitol, para qualquer espécie de levedura ou tipo de meio fermentativo. Diversos estudos
demonstraram que as condicdes de arejamento para a maximizacdo de xilitol devem
corresponder a condigbes de semi-aerobiose, ou seja, condigbes de limitacdo de oxigénio
(Nobre et al., 2002; Winkelhausen et al., 1998). E de realcar que o fornecimento do oxigénio
constitui um parametro chave que determina se a xilose é respirada ou fermentada, pelo que
€ importante a determinacdo das condi¢cdes de arejamento o que promovera uma utilizacdo
balanceada do carbono quer para o crescimento como para a fermentacdo (Winkelhausen et
al., 1998).

29



Introducéo

1.11.3. Idade do in6culo

Este fator parece influenciar a atividade metabdlica e a viabilidade das células, afetando as
taxas de produtividade e os rendimentos da converséo (du Preez, 1994).

1.11.4. Concentracdo do inéculo

A concentracdo inicial do in6culo exerce uma forte influéncia no rendimento e produtividade
da bioconversdo da xilose em xilitol e depende de diversos fatores como o tipo de

microrganismo, composi¢ao do meio e condi¢cdes de fermentacdo (Parajo et al., 1997a).

Elevada densidade celular nos meios conduz a limitagdo da disponibilidade de oxigénio
traduzindo-se na diminui¢cao da produtividade e do rendimento do processo, mas também a
minimizacdo do efeito inibitério de alguns componentes existentes nos substratos.
Associado & composicao inicial do inéculo, também a idade das células esté relacionada
com a atividade metabdlica. Quando se varia a idade do inéculo observaram-se resultados
diferentes, fato verificado em estudos com varias leveduras diferentes (Felipe et al., 1996).
Este fato pode ser explicado pelo decréscimo da atividade das enzimas XR e XDH

sintetizadas pela referida levedura.

1.11.5. Temperatura e pH

Tanto o valor de pH e de temperatura tem uma forte influéncia no processo metabdlico tal
como na formacdo do produto. A temperatura de incubacdo a que as leveduras estdo
sujeitas influencia o seu crescimento, metabolismo, viabilidade e a capacidade de produzir
xilitol (Felipe et al., 1996). A gama de temperaturas mais adequada ao crescimento das
leveduras situa-se entre 20 e 30 °C, embora tenha sido demonstrado em varios estudos que
as leveduras tém uma capacidade produtiva na gama dos 24-45 °C, sendo a temperatura

6tima proxima de 30 °C.

Geralmente, as leveduras séo cultivadas em meios cujo pH se encontra entre 4 e 6, sendo 0
pH 6timo de crescimento da levedura Debaryomyces hansenii de 5,5 (Dominguez et al.,
1999). A influéncia do pH inicial nos hidrolisados hemicelul6sicos para a converséo da xilose
tem sido relacionada com a presenca dos acidos alifaticos, nomeadamente acido acético.
Este fato é crucial para a exequibilidade da bioconverséo, no sentido em que a forma nao-
ionizada do &cido acético em meios de pH acido pode atuar como inibidor do metabolismo
da levedura (Gravitis et al., 1999).
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2. Metodologia experimental
2.1. Matéria-prima

A matéria-prima utilizada foi o bagaco de azeitona extratado (BAE). Durante a campanha de
2011/2012 foram recolhidas diversas amostras, que ap0s processamento constituiram o lote
estudado, disponibilizado pela Unido de Cooperativas Agricolas, Ucrl (UCASul), Alvito, Beja.
Este permaneceu armazenado em sacos de 25 kg e a temperatura ambiente tendo sido

posteriormente caraterizado de acordo com a sua composi¢ao granulométrica e quimica.

2.1.1. Caraterizacao granulométrica

Para a caraterizagdo granulométrica da matéria-prima, utilizaram-se 100 g de BAE que
foram separados durante 20 min, com recurso a um agitador de peneiros (Endecotts,
ECVS1, Inglaterra) e a sete peneiros com 20,3 cm de didmetro e (Retsch, ASTM
E11,Alemanha) e colocados em série de acordo com o diametro do poro (Tabela 2.1). Os

ensaios foram realizados em triplicado.

Tabela 2.1 - Dimensdes dos peneiros usados na caraterizagdo granulométrica

Diametro do poro Diametro do poro

Peneiros (mm) (mesh)

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

7 3,55

Apés separacdo, procedeu-se a pesagem da amostra retida em cada peneiro e

posteriormente foi calculado a percentagem de BAE de cada fracao.

De modo a produzir um lote de amostra uniforme para ser utilizado nos estudos de hidrélise
e producéo dos hidrolisados hemicelulésicos, procedeu-se de novo a vérias separagdes por
forma a obter a fracdo compreendida entre 1 e 3,55 mm. As fragBes maiores e menores
foram descartadas. No total foram fracionados 20 kg de BAE de modo a trabalhar a fracdo

escolhida ao longo do trabalho experimental.

2.2. Pré-extracdo aguosa

O BAE foi sujeito a uma pré-extracdo aquosa (PEA) para a remocao dos extrativos sollveis

em agua, fundamentalmente compostos fendlicos. Esta extracdo foi realizada em autoclave
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(Uniclave, Portugal) utilizando uma RLS de 5 (g-g™), 100 °C e a diferentes tempo de pré-
tratamento (30, 45 e 60 min). Apds o tratamento, as fragbes soélida e liquida foram
recuperadas por filtracdo rapida (Filter-Lab 1235) e quantificadas de forma a avaliar as
perdas durante o processo. O licor (fracdo liquida) obtido foi submetido a uma segunda
filtrag@o, com filtros de 0,22 um (Millipore, USA) e analisado por HPLC conforme descrito em
2.7.5. Foram doseados os compostos fendlicos de acordo com o método de Folin-Ciocalteu
(2.7.2.4) e determinados os extrativos em agua (2.7.1.1). O restante licor foi armazenado a
4 °C. Os residuos sélidos (fracao solida) foram lavados com um volume fixo de agua
desmineralizada, secos a5 + 5 ° C, durante 48 h (estufa J.,P. — Selecta, S.A., Espanha) e
pesados apés ter permanecido a temperatura ambiente durante 24 h. Foi usado uma
pequena quantidade da amostra das diferentes condicbes experimentais para a
determinacédo da humidade (2.7.2.1). A restante amostra foi moida num moinho de facas
(IKA, Alemanha) a particulas inferiores a 0,5 mm e caracterizada quimicamente, conforme

descrito em 0. Todos os ensaios foram realizados, pelo menos, em duplicado.

2.3. Hidrélise com acido diluido

O material foi hidrolisado em autoclave em frascos Schott (Alemanha) de 500 mL de
capacidade, fechados com tampas Schott GL45 vermelhas (temperatura maxima admissivel
200 °C). Foram testadas as raz@es liquido/sélido (RLS) 3, 4 e 5 (gBAE-gsoLécido'l). Antes de
colocar na autoclave pesou-se o conjunto numa balanca analitica (Sotel, Portugal). O tempo
e temperatura de reacao foram 130 min e 130 °C, respetivamente. De modo a minimizar as
diferencas entre os diversos ensaios, os frascos foram colocados no interior da autoclave
apos esta atingir os 50 °C, registando-se o perfil tempo-temperatura entre os 100 e os
130 °C. Atingido o tempo de hidrélise pretendido desligou-se 0 aquecimento e registou-se 0
tempo de decréscimo da temperatura entre os 130 e os 100 °C e entre os 100 e os 90 °C.
Apo6s o arrefecimento dos frascos, a ocorréncia de eventuais perdas foi registada através da
sua pesagem. A mistura contida nos frascos foi prensada e a fragdo liquida (licor) foi
caraterizada quanto a composigdo quimica (2.7.5) e valor de pH. Os residuos solidos foram
lavados com um volume fixo de agua desmineralizada, secos a 50 °C numa estufa durante
48 h e pesados ap6s terem permanecido 24 h a temperatura ambiente. De cada ensaio foi
usada uma amostra representativa para a determinacdo da respetiva humidade. A
guantidade de amostra restante foi moida num moinho de facas (IKA, Alemanha) a

particulas inferiores a 0,5 mm e caraterizadas quimicamente, como descrito em 0.

2.4. Producéao de hidrolisado para o ensaio de bioconverséo

A producéo de hidrolisado para os ensaios de bioconversao foi realizada nas condi¢cfes de

tempo, temperatura e concentracdo de &cido previamente otimizadas (130 min, 130 °C e
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3,5% de H,SO, (p-pt)) (Guerra, 2011) para a RLS 3 (com e sem pré-extracdo aquosa do
BAE) e para a RLS 5 g-g™'. Foram realizados diversos ensaios de modo a obter o volume de
hidrolisado necessario. No final de cada tratamento o contetdo do frasco de hidrélise foi
prensado (Sotel, Portugal) e filtrado (Filter-Lab 1235). Os hidrolisados obtidos nas mesmas
condicbes de operagdo foram misturados de modo a obter um lote uniforme e armazenados

a 4 °C até posterior utilizagdo.
2.5. Destoxificagdo dos hidrolisados

2.5.1. Acerto do pH

O pH dos licores resultantes da hidrélise acida (pH inicial de 0,8) foi acertado a 5,5 por
adicdo de NaOH soélido, com agitagdo magnética. A adicdo progressiva de NaOH ao
hidrolisado foi acompanhado por leituras constantes de pH até se atingir o valor pretendido
(medidor de pH (Crison micropH 2002, Espanha)). Apés o acerto de pH, os possiveis
precipitados foram removidos por filtracdo com papel de filtro Filter-Lab 1235 (filtracéo
rapida) e Filter-Lab 1242 (filtrac&o lenta).

2.5.2. Tratamento com carvao ativado

O tratamento com carvao ativado envolve as etapas lavagem, ativacdo, destoxificacdo e
recuperacao do carvdo. Neste trabalho foram utilizados dois tipos de carvdes com diferente

granulometria e ativados com diferentes solucbes de ativacao (Tabela 2.2).

Tabela 2.2 - Tipologia e solu¢des de activagéo de carvao utilizadas

Tipo Descricao Solugéo de activagao
P6 100 a 400 mesh (Merck, Alemanha) NaOH 5M
Granulado 2,5 mm Merck, Alemanha HCI 0,4M

Na primeira etapa, os dois tipos de carvdo foram lavados com agua desmineralizada,
fitrados sob vacuo (filtros Filter-Lab 1235) e secos a temperatura ambiente durante

aproximadamente 48 h.

A ativagdo do carvdo com NaOH foi realizada na proporcao de 1:5 (p/v) com agitacdo numa
incubadora orbital (Infors HT, Bottmingen, Suica) durante 1 h a 30 °C e a 150 rpm. Depois
de equilibrado, este foi filtrado sob vacuo (filtros Filter-Lab 1235) e seco numa estufa a 80 °C

durante 12 h, aproximadamente.

Para ativacdo do carvdo com 4cido, adicionou-se a quantidade suficiente da solu¢éo de HCI

0,4 M para cobrir todo o carvdo, o que foi mantida com agitacdo magnética durante 1 h.
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Posteriormente, o carvao foi filtrado sob vacuo (filtros Filter-Lab 1235), lavado com agua e

seco a temperatura ambiente durante aproximadamente 48 h.

Apbs ativacdo do carvao procedeu-se ao processo de destoxificagdo propriamente dito. O
carvao ativado com solucdo basica foi adicionado ao hidrolisado (pH 0,8) que se encontrava
previamente com agitacdo magnética, na quantidade necessaria, até se atingir o valor de pH
5,5. Foi mantido sob agitacdo numa incubadora orbital (Infors HT, Bottmingen, Suica)
durante 1 h a 30 °C e a 150 rpm. No final, o hidrolisado foi recolhido e filtrado sob vacuo
com filtros Filter-Lab 1235 (filtracdo rapida) e posteriormente com filtros 0,45 mm (Pall
Corporation).

O carvao ativado com solugdo &cida foi adicionado ao hidrolisado numa proporcéo 1:10
(p/v). Antes da adicdo do carvdo o pH do hidrolisado havia sido previamente acertado para
2,5 pela adicdo de NaOH sdlido. Ap6s a adicao do carvao ao hidrolisado, a mistura
manteve-se com agitacdo magnética durante 1 h a temperatura ambiente. Decorrido o
tratamento, a mistura foi sujeita a filtracao sob vacuo (Filter-Lab 1235) e o seu pH acertado a
5,5 pela adicao de NaOH sodlido e filtrado novamente por filtracdo sob vacuo com recurso a
filtros Filter-Lab 1235 e a filtros 0,45 um (Pall Corporation). Em qualquer dos casos, apés

filtracdo foi possivel recuperar o carvao utilizado para posterior regeneracao.

2.5.3. Tratamento com resinas de troca anionica

As resinas utilizadas foram resinas fracamente aniénicas (Marathon) (Sigma-Aldrich). Antes

de se proceder a destoxificacdo as resinas foram previamente lavadas e ativadas.

A lavagem foi realizada através da adicdo de agua desmineralizada sendo o volume de
agua adicionado aquele gue permite obter, aproximadamente, uma altura do liquido de 5 cm
acima do leito. As resinas foram mantidas sob agitagdo magnética durante 15 min e a agua
foi decantada e adicionada novamente igual volume de agua, agitando-se mais 10 min e

novamente decantada.

ApOs secagem a temperatura ambiente, as resinas foram ativadas através do contato com
uma solugdo NaOH 0,1 M durante 1 h, & temperatura ambiente com agitacdo magnética.
Posteriormente, procedeu-se a remogéo do excesso de contra — iBes que ndo se ligaram a
matriz polimérica, através de varias lavagens com agua desmineralizada. Para assegurar a
eficiéncia da lavagem realizaram-se medi¢6es de pH com papel indicador (Macherey-Nagel,
Alemanha), até se atingir um valor proximo da neutralidade. No final, as resinas foram
separadas sob vacuo com papel de filtro Filter-Lab 1235 e secas a temperatura ambiente

durante aproximadamente 48 h.
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O tratamento de destoxificacdo com resinas propriamente dito, iniciou-se quando as resinas
foram adicionadas ao hidrolisado hemicelulésico. Este encontrava-se sob agitacdo
magnética e com recurso a leituras constantes de pH foram adicionadas pequenas
guantidades de resinas até se atingir um pH de 5,5 permanecendo em agitacao durante 1 h
a temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, o hidrolisado foi filtrado com recurso a uma
bomba de vacuo com filtros Filter-Lab 1235 e posteriormente com filtros 0,45 mm (Pall
Corporation).

2.5.4. Tratamento com membranas

Os hidrolisados de BAE foram também destoxificados utilizando processos de separacéo
por membranas, nomeadamente a nanofiltragdo. Este trabalho, resultante de uma
colaboracdo no ambito de um projeto em curso, foi realizado no CEBAL (Centro de
Biotecnologia Agricola e Agro-Alimentar do Baixo Alentejo e Litoral, Beja). O procedimento

experimental e o célculo efetuado encontram-se descritos no Anexo |.

2.5.5. Concentracdo do hidrolisado

De modo a aumentar a concentracdo de xilose no hidrolisado, bem como a remocéo de
alguns compostos inibidores volateis, tal como o furfural, o hidrolisado foi sujeito a um
processo de concentra¢do por evaporacao (1,5 e 2 vezes em massa) com recurso a um
evaporador rotativo (R-210 Buichi, Suica), a 150 mbar, a uma temperatura de 70 °C e
agitacdo de 5 rpm. Este processo foi aplicado aos hidrolisados destoxificados e nao-

destoxificados.

Os hidrolisados destoxificados e/ou concentrados pelos varios métodos testados foram
analisados por HPLC relativamente ao seu contelldo em acucares, acido acético, 4cido
férmico, &cido levulinico, HMF e furfural, conforme o descrito em 2.7.5 e a concentragéo de
compostos fenélicos totais (2.7.2.4). As varias amostras concentradas foram congeladas até

posterior utilizagdo.
2.6. Processo fermentativo

2.6.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado neste estudo foi a levedura Debaryomyces hansenii (var. fabryi),
depositada na Colec¢édo de Culturas de Microrganismos Industriais do LNEG (CCMI) com o

numero 941.
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2.6.2. Preparacdo do in6culo

Para preparacgéo do inéculo foram utilizadas culturas stock do microrganismo armazenadas
a -70 °C, apos descongelacdo no frigorifico. Adicionaram-se 2,5 mL da cultura stock a
balbes Erlenmeyer de 1000 mL com anteparas contendo 100 mL de meio quimicamente
definido (MQD) (Anexo Il). Os balbes foram incubados a 30 °C com agita¢do orbital de 150
rpm (Infors Unitron HT, Suica), durante 20 h. Foram utilizados dois procedimentos para a
inoculagdo do hidrolisado. Num primeiro caso (ensaio de avaliagdo do efeito da
destoxificacdo do carvéo ativado com NaOH) foram retirados 8 mL de in6culo para cada um
dos baldes de Erlenmeyer de 1000 mL sem anteparas, contendo 80 mL de MQD. Para os
restantes ensaios, ap0s as 20 h de crescimento, foram recolhidos 40 mL de in6culo para
tubos falcon estéreis que foram centrifugados durante 10 min a 8035xg (Sigma 2k15,EUA),
a temperatura de 4 °C. A biomassa foi ressuspendida nos diferentes hidrolisados de modo

com que cada baldo tivesse uma concentracdo inicial de biomassa proxima de 4 g-L™.

2.6.3. Avaliacdo do efeito da destoxificacdo do hidrolisado na producao
de xilitol/polidis

Na preparacdo dos meios de cultura, o pH dos hidrolisados foi acertado para os valores
pretendidos com NaOH sélido (excetua-se o caso do hidrolisado destoxificado com carvéo
alcalino). Os hidrolisados destoxificados e concentrados foram esterilizados por filtracdo
com membranas 0,22 um (Gelman Sciences, EUA), excetuando aqueles que foram
destoxificados com carvao acido e resinas. Estes hidrolisados foram filtrados por filtros
Filter-Lab 1235 e esterilizados em autoclave (121 °C, 15 min), devido ao fato de formacéao de

precipitados ter impossibilitado a esterilizac&o por filtracao.

Apoés a esterilizacdo, adicionou-se a 72,8 mL de hidrolisado, em condi¢des asséticas, 2 mL
de uma solucdo de sais, 0,8 mL de solugcdo de vitaminas, 4 mL de solugcdo de azoto e
fosforo e 2 mL de solucdo de magnésio (Anexo Il), sendo esta mistura de suplementos

designada, a partir daqui por TEVM (trace elements, vitamins and minerals).

Todos os ensaios foram realizados em duplicado, em baldes Erlenmeyer de 1000 mL
contendo 80 mL de meio de cultura e incubados nas mesmas condi¢fes dos in6culos. Por
forma a testar o efeito do arejamento na producéo de xilitol foram utilizados balées com e

sem anteparas.

Na Tabela 2.3 esta apresentado um resumo dos ensaios realizados para avaliar o efeito da

destoxificagdo na produgéo de xilitol.
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Tabela 2.3 - Hidrolisados utilizados como meio fermentativo para avaliar o efeito da destoxificacdo na
producéo de xilitol

Tipo de Método de Concentracéo do H final Balbes
hidrolisado? destoxificacdo hidrolisado® P (anteparas)
3
3 com PEA Carvao alcalino - 5,5 Nao
5
S Nenhum 1,5 vezes 5,5 Sim
5 55
Nenhum 2 vezes 6,5 Sim
7,5
S Acerto de pH - 55 Sim
5 55
Carvao acido 2 vezes 6,5 Sim
7,5
S Carvao acido 2 vezes 6,5 Nao
2 Resinas 2 vezes 0 Sim
6,5
> Membranas 2 vezes 5,5 Sim

*Raz&o liquido sélido utilizada para a obtenc&o do hidrolisado; Pem massa

2.6.4. Avaliacdo do efeito da suplementacado do hidrolisado na producao
de xilitol/polidis

No hidrolisado destoxificado por filtragdo com membranas e concentrado (2 vezes em
massa) foi estudado o efeito da adicdo de varias fontes de nutrientes descritas como
capazes de potenciar a acumulacdo de xilitol, tais como o extrato de levedura (EL), “corn
steep liquor” (CSL) e extrato de dreche cervejeira (ED) (Tabela 2.4).

Tabela 2.4 - Suplementos adicionados ao meio fermentativo

Tipo de Cor;_cer;tragao Hidrolisado Vlolume el Agua
suplemento : et 0 1 (mL) suplementacao (mL)
hidrolisado (g-L™) (mL)
Extrato de 3 72.8 6 1,2
levedura
Corn steep liquor 5 72,8 6 1,2
Extracto de 10,3 72.8 6 1,2

dreche

Todos os ensaios foram realizados em duplicado, exceto o ensaio suplementado com
solucéo de extrato de dreche cervejeira (ED). Foi utilizado um extrato de levedura comercial
(Sigma, EUA), o CSL foi gentilmente cedido pela empresa (Copam, S. Jodo da Talha) e o
extracto de dreche foi preparado no laboratério a partir de dreche cervejeira cedida pela
Central de Cervejas, SA (Vialonga). Como controlo utilizou-se um hidrolisado suplementado
com TEVM.
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2.6.5. Amostragem

No decorrer dos processos fermentativos foram retiradas periodicamente amostras para
avaliacdo do crescimento celular, quantificacdo de substratos e produtos na suspensdo
celular. De modo a minimizar as alteracbes de cultivo, o volume de amostra foi 0 mais
reduzido possivel (2,5 mL) com excec¢do no caso das amostras utilizadas para determinagéo
de concentragdo de biomassa (5 mL).

2.7. Métodos analiticos

2.7.1. Caraterizacdo quimica dos licores resultantes da pré-extracao
aguosa

2.7.1.1. Determinacao dos extrativos em agua

Para determinacd@o da percentagem de extrativos obtida com a pré-extracdo aquosa (PEA)
do BAE, colocou-se em baldes de vidro de 250 mL de capacidade, previamente tarados a
105 = 5 °C numa estufa durante 12 h, 100 g de hidrolisado. A amostra foi concentrada com
auxilio de um rotavapor (R-210 Buchi, Suica), a 70 mbar, a uma temperatura de 40 °C e
com uma agitacdo a 150 rpm. Apds evaporacdo quase total do licor os balbes foram
colocados novamente na estufa a 10 £ 5 °C durante 12 h. Decorrido o tempo pretendido,
estes foram arrefecidos a temperatura ambiente em exsicador e registou-se 0 seu peso

SecCo.

2.7.2. Caraterizacao dos licores resultantes da hidrélise acida

2.7.2.1. Determinacao da humidade

A humidade da matéria-prima e dos residuos sélidos foi determinada pesando-se
aproximadamente 1 g de amostra em caixas de niquel, previamente secas a 105 = 5 °C
durante 16 h e taradas numa balanca analitica (Mettler HK160, Suiga), colocando-se a
amostra a secar nas mesmas condi¢des na estufa. Apds secagem, as caixas contendo as
amostras foram arrefecidas em exsicador, durante aproximadamente 1 h. Este procedimento

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

2.7.2.2. Doseamento de extrativos

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

O procedimento experimental e os calculos efetuados encontram-se descritos no Anexo VI.
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2.7.2.3. Determinacao do residuo seco

A percentagem de solidos (residuo seco) nos hidrolisados foi determinada utilizando o
mesmo método de determinacdo de humidade das amostras, sendo neste caso, a massa

das amostras de 5 g.

2.7.2.4. Doseamento de compostos fendlicos

Método espetrofotométrico

Os compostos fendlicos totais presentes nos hidrolisado sujeitos a PEA e a hidrélise acida
foram determinados pelo método Folin-Ciocalteu (Singleton 1965). Este método baseia-se
numa reacao que ocorre entre os polifendis e o reagente Folin-Cicalteu, sob condicdes
alcalinas, ocorrendo a alteragcéo a cor de amarelo para azul, cuja densidade 6ptica a 750 nm

€ proporcional ao teor de polifendéis. O procedimento encontra-se descrito no Anexo V.

Eletroforese Capilar

O perfil dos compostos fendlicos presentes nos hidrolisados sujeitos a pré-extracdo aquosa

foi determinado por eletroforese capilar de zona (CZE) de acordo com (Roseiro et al., 2003).

Foi utilizado um equipamento Agilent CE modelo G1600AX e um capilar de bolha, para uma
maior sensibilidade, com revestimento de silica fundida (Agilent G1600-60232) com 50 um
de didmetro interno e 56 cm de comprimento. Foi utilizada uma solucéo tampéo de EDTA 20
mM em metanol a 20%, ajustado com HCI para um pH de 9,3. As condi¢cbes de operacao

estao resumidas na Tabela 2.5.

Tabela 2.5 - Condic¢des de andlise por eletroforese capilar de zona

Paréametro Configuracéo
Temperatura 25°C
Offset 8 mm do fundo do vial
Injeccéo 50 mbar x 15 seg, no anodo (+)
Corrente 120 pA
Tempo de migragao 30 min
Voltagem 25 kV com 0,5 min de rampa de subida
Comprimentos de onda 200, 280, 375 nm
Espectro “All in peak”, 190-600 nm
3 min de lavagem com 0,1 M de NaOH seguido de 3 min de tampéao de

Pré-acondicionamento .
corrida

Todas as amostras foram previamente filtradas através de filtros Millipore® com um

didmetro de poro de 0,45 um. As identificagbes dos compostos foram feitas a partir dos

tempos de migracdo e espectros UV-Vis de padrfes comerciais analisados nas mesmas

condi¢cdes. Os padrbes analisados incluem oleuropeina, tirosol, hidroxitirosol, acidos 3-
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hidroxibenzoico, cafeico, elagico, ferulico, siringico, trans-cindmico, e vanilico, catequina,

epicatequina, naringina, naringenina, hidroquinona, siringaldeido e vanilina.

2.7.3. Determinacédo dos polissacaridos (glucano, xilano, arabinano) e
grupos acetilo

Para a determinacdo dos polissacaridos, lenhina e grupos acetilo, as amostras foram
sujeitas a uma hidrolise acida quantitativa, de acordo com o método descrito em (Browning
1967). A 0,5 g de amostra foram adicionados 5 mL de H,SO, 72 % (p-p™) e a mistura
incubada a 30 + 1 °C num banho termostatizado (Memmert, Alemanha), durante 1 h, com
agitacdo de 10 em 10 min com uma vareta de vidro. Em seguida, todo o conteddo do tubo
de ensaio foi transferido para frascos Schott de 250 mL de tampa vermelha através do
arrastamento com agua desmineralizada, numa quantidade suficiente para se obter uma
concentracdo de H,SO, de 4% (p-p™). Esta mistura foi autoclavada a 121 °C durante 60 min.
Apo6s o tratamento, a autoclave foi rapidamente despressurizada e quando a temperatura
chegou aos 90 °C, esta foi aberta e retiraram-se os frascos. Com os frascos devidamente
arrefecidos confirmou-se a ocorréncia de possiveis perdas durante o tratamento através de
pesagens do conjunto. A mistura foi filtrada por filtros de placa porosa (Schott) de
porosidade 3 previamente tarados a 550 + 5 °C numa mufla (Heraeus D-6450, Alemanha)

durante 5 h.

Os componentes da fracdo liquida foram analisados por HPLC. As concentracbes de
glucose, xilose, arabinose e &cido acético permitiram calcular as percentagens dos

respetivos polimeros e grupos acetilo (Anexo V).

2.7.3.1. Determinacao da lenhina Klason

O residuo insoluvel obtido ap6s as duas fases da hidrolise acida quantitativa e apos
correcdo do valor da cinza, constitui a lenhina Klason. Este residuo contido nos cadinhos de
placa porosa foi lavado com agua desmineralizada (50 mL), filtrado e seco durante 16 h a
105 = 5 °C. Decorrido o tempo, os cadinhos foram arrefecidos em exsicador, a temperatura
ambiente e pesados. De seguida, os cadinhos que continham o residuo insolavel foram
colocados na mufla (Heraeus D-6450, Alemanha) a 550 + 5 °C durante 5 h e pesados ap0s
arrefecimento em exsicador. O valor da cinza no residuo insolivel em acido permite fazer a

correccao para o célculo da lenhina Klason (Anexo 1V).

2.7.3.2. Determinacao da cinza

Para a determinacdo de cinza da matéria-prima, pesou-se em cadinhos de porcelana,
aproximadamente 1 g de amostra. Estes foram primeiramente secos a 100 + 1 °C durante

16 h, arrefecidos e pesados. Em seguida, os cadinhos de porcelana com amostra seca
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foram colocados numa placa de aquecimento e queimados, sendo posteriormente colocados
na mufla (Heraeus D-6450, Alemanha) a 550 =+ 5 °C durante 5 h, arrefecidos e pesados. A
diferenca entre o peso da amostra, que se encontrava no cadinho, antes e depois de
gueimada, d4 o valor da cinza. Este procedimento foi repetido sempre que necessario,
sendo realizado, pelo menos, em duplicado.

2.7.3.3. Determinacgdo da proteina total

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

encontram-se descritos no Anexo V.

2.7.4. Determinacdo da concentracdo da biomassa celular

A concentracédo celular foi estimada, por medicao das leituras de densidade Gtica da cultura,
a 600 nm, contra um branco de agua destilada, num espetrofotémetro (Jasco V-530, Japao).
Para valores de absorvéancia superiores a 0,8 foram realizadas diluicbes, de modo a obter
valores de absorvancia dentro da gama de linearidade 0,2 a 0,8. Todas as diluicbes foram

realizadas no minimo em duplicado.

A determinacdo do peso seco permitiu quantificar a concentracdo de biomassa seca das
culturas das amostras a analisar. Foram filtrados (filtros de 0,45 um Pall Corporation
previamente secos e tarados), sob vacuo, 10 mL da suspensao celular. A biomassa foi
lavada com 20 mL de 4gua desmineralizada e os filtros foram secos a 100 = 1 °C cerca de
18h. Seguidamente foram arrefecidos a temperatura ambiente num exsicador durante 30
min e pesados numa balanca analitica (Mettler HK 160, Suica). Este procedimento foi

realizado em duplicado.

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

A determinacdo de monossacaridos, compostos inibidores (exceto compostos fendlicos) e
os diversos produtos derivados do metabolismo microbiano foi realizado com recurso a
técnica de HPLC. As amostras foram previamente filtradas através de filtros 0,45 um e
analisadas sempre em duplicado. A D-glucose, D-xilose, L-arabinose, acido acético, glicerol,
etanol, poliéis, HMF e furfural foram analisados por uma coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad,
EUA). Para o HMF e furfural foi utilizado um detetor de UV/VIS regulado para 280 nm, e

para os restantes compostos um detetor de IR.
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Nas amostras resultantes da pré-extragcdo aquosa do BAE o doseamento da sacarose,
glucose e frutose foi analisado numa coluna Sugar-Pak | (Waters Chromatography, EUA),
especifica para a analise de monossacaridos e alcoois de baixo peso molecular. Nas

amostras dos crescimentos, devido a sobreposicdo parcial dos picos de L-arabinose,
arabitol e xilitol estas foram também analisados numa coluna Sugar-Pak I.

As concentracbes dos compostos analisados foram calculadas a partir de curvas de
calibracdo tracadas a partir de solugbes padrdo. Estes padrdes foram diariamente

analisados.

As condicbes de operacdo dos sistemas associados a cada coluna estdo resumidas na
Tabela 2.6.

Tabela 2.6 - Equipamento e condi¢des de operagao para as analises por HPLC

Designacé&o/Coluna HPX-87H Sugar-Pak |
Fase mével H,SO04 5,0 mM Ca-EDTA 50 mg/L
0,4 mL/min (caraterizac&@o da matéria-prima e
Caudal residuos sélidos) 0,5 mL/min
0,6 mL/min (restantes casos)
Temperatura da coluna 50°C 90°C
Temperatura do detetor de IR 45°C 35°C
Comprimento de onda UV 280 nm -

Volume de amostra 20 pL (0,4 mL/min) ou 5 pL (0,6 mL/min) 20 pL
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3. Resultados e Discusséo
3.1. Caraterizacdo da matéria-prima

3.1.1. Caraterizacdo granulométrica

A granulometria do material € um fator importante para o armazenamento, transporte e
processamento da matéria-prima. Por esta razdo, o lote de BAE utilizado neste trabalho foi

caraterizado quanto a sua granulometria.
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Figura 3.1- Caraterizacéo granulométrica do bagaco de azeitona extratado.

Pela andlise da Figura 3.1. pode observar-se que uma guantidade consideravel da matéria-
prima (63%) tem um diametro compreendido entre 3,55 e 1 mm, 17% inferiora 1 mm e 20%
superior a 3,55 mm.

Para efeitos do presente trabalho, foram descartadas as particulas com diametro superior a
3,55 mm e inferior a 1 mm. As primeiras, por ndo serem indicadas para os tratamentos de
hidrélise acida e pela possibilidade de ocorrer limitagcdes difusionais a transferéncia de
massa e calor. A Ultima, porque se torna dificil 0 seu manuseamento e sao mais suscetiveis
de degradacgédo durante o tratamento, podendo por exemplo, ser indicadas para tratamentos
termoquimicos (Duarte et al., 2012).

Para a gama de granulometrias considerada (fragbes 3,35-2,36, 2,36-1,6, 1,6-1 mm) foi
determinado didametro médio das particulas conforme descrito no Anexo IV (Eg. IV.37). O
valor obtido foi:

D, = 3,1107 mm
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O didmetro das particulas obtido para o lote utilizado encontra-se dentro da gama de valores
ja referidos noutros estudos realizados com o mesmo material (Bernardo-Gil et al., 2011,
Guerra ,2011).

3.1.2. Caraterizacdo guimica

A caraterizagdo quimica dos materiais lenhoceluldésicos é fundamental para se proceder a
uma adequada valorizacdo. A sua composicdo, tal como referido anteriormente, varia de
acordo com a sua origem geografica e condicbes de crescimento. No caso do BAE,
depende ainda dos métodos de extracdo do azeite, do 6leo de bagaco de azeitona e da
secagem. As diferencas da composi¢cao quimica dos materiais residem essencialmente na
proporcéo relativa da celulose, hemicelulose e lenhina, e em particular na composicdo da

fracdo hemicelul6sica.

Deste modo, uma caraterizagdo quimica da matéria-prima é fundamental para a obtencéo
de um hidrolisado hemicelulésico com vista ao seu aproveitamento para o processo de
bioconversao de D-xilose em xilitol. Na Tabela 3.1 é apresentada a composi¢do quimica do

BAE utilizado neste trabalho.

Tabela 3.1 - Composicao quimica média do BAE"

Componentes %
Glucano 16,8
Hemicelulose 23,7

Xilano 17,7

Arabinano 1,16

Grupos acetilo 4,79
Lenhina Klason 37,9
Cinza 4,20
Proteina 5,52
Extrativos (agua) 12,1
Extrativos (etanol) 2,81

lBase seca

Os resultados obtidos para a caraterizagdo quimica deste material estdo de acordo com o0s
descritos na literatura, em que o BAE é referido como uma matéria-prima com elevado teor
em polissacéaridos (cerca de 40% (p-p*)) dos quais mais de metade corresponde &

hemicelulose (Alburquerque et al., 2004; Roig et al., 2006).

Os teores de xilano, arabinano e grupos acetilo estdo de acordo com os descritos na
literatura para o bagaco e caroco de azeitona (Derriche et al., 2007; Niaounakis et al., 2006).
Contudo, o valor encontrado para o teor em xilano (17,69%) pode n&o se dever
exclusivamente a xilose. Sabe-se que as hemiceluloses deste tipo de materiais podem,

conter em pequenas quantidades, outros acgucares, tais como manose e galactose, dos
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guais a galactose especificamente pode interferir com a quantificacdo da xilose (Niaounakis
et al., 2006). Por limitacdes analiticas, a galactose ndo foi quantificada. No entanto, espera-
se gque este aspeto ndo tenha grande influéncia na quantificagcdo do xilano pois a galactose
esta descrita por existir em pequenas quantidades. Para além destes acucares
hemicelulésicos, alguns autores descrevem a presenca de acUcares soluveis (frutose,
sacarose) em residuos provenientes do processamento da azeitona (Fernandez-Bolafios et
al., 2002). Neste material, especificamente, como se vera mais adiante a presenca destes

acucares nao tem grande significado.

Em relagdo a lenhina Klason, o valor obtido pode considerar-se relativamente elevado,
guando comparado com outras matérias-primas (Alburquerque et al., 2004; Niaounakis et
al., 2006) mas semelhante ao ja descrito para este material (Guerra, 2011;Bernardo-Gil et
al., 2011). O teor de lenhina deste material pode também constituir uma vantagem quando

se pretende fazer um aproveitamento da lenhina para outras valorizagdes.

O BAE ¢é habitualmente descrito como um material rico em extrativos, sendo até
considerado uma mais-valia, dado o seu valor econémico. O mais abundante, e também
com maior valor € o hidroxitirosol, tendo ja sido desenvolvidas estratégias para a valorizacao
do bagaco de azeitona mediante uma recuperacdo e purificacdo deste composto
(Ferndndez-Bolanos et al., 2004; Fernandez-Bolafos et al., 2006). Neste trabalho o teor de
extrativos obtido foi de 14,9% muito semelhante ao encontrado noutros trabalhos com a

mesma matéria-prima (Carvalheiro et al., 2012;Duarte et al., 2012).

Também o teor de proteina é ligeiramente superior ao encontrado noutros materiais, como
palhas, o que pode ser um aspeto vantajoso para a bioconversao tendo em conta que parte
desta proteina ird ser hidrolisada no processo de preparacéo do hidrolisado (Carvalheiro et

al., 2004a; Torrado et al., 2010) podendo levar a menores necessidades de suplementacéo.

Em suma, a composi¢ao quimica determinada para o BAE é concordante com a composi¢ao
guimica anteriormente descrita para este material e possui uma composigao favoravel para

a obtencéo de hidrolisados ricos em pentoses (para a bioconverséo de D-xilose em xilitol).

3.2. Pré-extracdo agquosa da matéria-prima

Sendo o BAE rico em compostos fendlicos solaveis, alguns deles sé por si com elevado
valor acrescentado, e uma vez que a presenca destes compostos podera representar um
aumento de toxicidade para os meios de cultura, o BAE foi sujeito a uma pré-extragéo
aquosa (PEA). O objetivo desta operacgéo foi remover os compostos fendlicos provenientes
dos extrativos da matéria-prima por um lado e, por outro, poder também retirar potenciais

compostos de valor acrescentado. Assim, a remocdo destes compostos permitira, em
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principio, a reducdo da quantidade de compostos inibidores formados durante o pré-

tratamento, i.e., a hidrélise com &cido diluido conducente a obtencdo dos hidrolisados

hemiceluldsicos.

3.2.1. Otimizacao da pré-extracao aguosa

Para a otimizacdo da PEA as amostras foram sujeitas a um tratamento aquoso a 100 °C
durante diferentes tempos (30, 45 e 60 min). A escolha destas condi¢des teve por base um
estudo prévio para remocao dos extrativos da palha de sorgo (Torrado et al., 2012), em que
se demonstrou que a temperatura de 100 °C permite uma reducdo substancial dos
extrativos da matéria-prima praticamente sem afetar a composicdo macromolecular do

sélido.

No final de cada tratamento, as fraces sélida e liquida foram caraterizadas quimicamente
guanto aos teores em polissacaridos, grupos acetilo, lenhina Klason, aclcares solaveis,

extrativos em agua e compostos fendlicos (Tabela 3.2 e Tabela 3.3).

De modo a confirmar que a PEA né&o influenciou significativamente a composicdo
macromolecular dos residuos sélidos, foram feitos os balancos massicos a cada um dos

componentes e calculadas as respetivas percentagens de solubilizacéo.

Os resultados apresentados na Tabela 3.2. mostram que independentemente do tempo de
pré-extracdo, a solubilizacdo dos solidos foi muito baixa (cerca de 10%), sendo também os
valores das percentagens de polissacaridos (exceto o arabinano) e da lenhina bastante

préximos dos da matéria-prima (Tabela 3.1).

Tabela 3.2 - Efeito do tempo de pré-extracéo aquosa no rendimento em sélidos e na composigdo quimica,
obtidos do bagaco de azeitona extratado.

Valores médios (g por 100g)
Tempo (min)

30 45 60
Rendimento em sélido? 90,8 (9,2) 90,0 (10,0) 89,5 (10,5)
Glucano® 16,2 (12,1) 16,5 (12,3) 16,4 (12,3)
Xilano® 17,0 (15,5) 16,7 (16,5) 16,5 (16,5)
Arabinano” 0,96 (47,2) 0,68 (47,8) 0,61 (52,9)
Grupos acetilo” 5,34 (2,5) 5,31 (3,1) 5,00 (6,7)
Lenhina Klason® 44,0 (0) 43,7 (0) 42,6 (0)
Cinza” 2,03 1,79 1,69
Proteina® 6,05 4,95 4,92
Outros (por diferencga) 8,05 10,3 12,3

* Os valores entre parénteses correspondem a percentagem de solubilizag&o; g/ 100 g de matéria-
prima;® g/ 100 g de BAE ap6s PEA

Em relagéo a fracdo hemiceluldsica, o arabinano foi o0 mais afetado podendo ser solubilizado
até 53% para o tempo de PEA mais elevado. No entanto, a percentagem de arabinano neste

material € muito baixa pelo que a solubilizacdo obtida representa apenas uma pequena
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perda em termos de pentoses. O xilano né&o foi significativamente afetado (solubilizacéo
entre 15,5-16,5%) o que constitui uma vantagem ter termos dos objetivos da PEA. A
percentagem de grupos acetilo solubilizada aumentou ligeiramente com o tempo de PEA.
No entanto, essa remocdao foi bastante baixa (maximo de 6,7% aos 60 min). Por sua vez, a
solubilizacdo do glucano foi cerca de 12%. Sabe-se que as hemiceluloses do bagaco de
azeitona se caracterizam por ser do tipo xiloglucanos (Fernandez-Bolafios et al., 2004). Este
aspeto podera ter algumas implicag6es praticas em termos da quantificacdo da celulose,
uma vez que nem todo o glucano quantificado correspondera a celulose, podendo uma
pequena parte corresponder a hemicelulose. Ainda assim, o glucano devera representar
maioritariamente celulose pelo que se podera afirmar que a celulose néo foi
significativamente afetada por este tratamento.

A lenhina ndo sofreu solubilizacédo, sendo a percentagem de recuperacdo sempre proxima
de 100%. Este resultado seria de esperar, uma vez que as condi¢cBes utilizadas neste
tratamento ndo sdo suficientemente drasticas (quer em termos de tempo e quer de
temperatura) para ocorrer a sua solubilizacao.

Foi também determinado o teor total de extrativos removidos com a PEA, sua composi¢cao

em acucares, acido acético e compostos fendlicos na fase liquida (Tabela 3.3).
Tabela 3.3 - Rendimento extrativos em agua dos licores resultantes da pré-extragao aquosa

Composicéo (g por 100g BAE)
Tempo de PEA (min)

30 45 60
Extrativos em agua 7,29 7,70 7,89
Compostos fendlicos 0,74 (1,44) 0,90(1,75) 1,12 (1,93)
AcUcares totais 0,50 (0,96) 0,54 (1,05) 0,61 (1,06)
Sacarose 0,08 (0,15) 0,09 (0,16) 0,09 (0,16)
Frutose 0,31 (0,58) 0,33 (0,62) 0
Arabinose 0,12 (0,24) 0,14 (0,27) 0,16 (0,27)

* Os valores entre parénteses correspondem a composi¢cao em g-L'l.

O teor de extrativos obtido nas diferentes condicdes é semelhante embora se possa
observar um ligeiro aumento com o aumento do tempo de extracdo. Dos componentes dos
extrativos que foi possivel quantificar, os compostos fendlicos sdo os maioritarios. Pode
observar-se um aumento dos compostos fendlicos extraidos com o tempo de extracao.
Ainda assim, o valor maximo obtido (1,12 g por 100 g BAE) é bastante inferior ao total de

extrativos determinado.

Os extrativos deste material também apresentam uma baixa concentracéo de agucares. Os
acucares identificados e quantificados foram a sacarose, frutose e a arabinose que se
encontram numa concentracdo total maxima de 1,06 g-L'l, sendo a arabinose o agucar

maioritério. Estes valores s&o consistentes com a elevada solubilizacdo de arabinano
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encontrada nos solidos. A glucose e a xilose também aparecem no licor mas em
concentracdes vestigiais, ndo sendo possivel a sua quantificagdo por HPLC. O &cido acético
ndo se encontra nos licores em concentragdes apreciaveis pressupondo que as condi¢des
utilizadas ndo s&o suficientemente severas para remover 0s grupos acetilo das

hemiceluloses.

A comparacado dos resultados dos trés tempos de extracdo conduziu a escolha do tempo de
60 min como o mais adequado para a extracdo pretendida, uma vez que este tempo
permitiu uma remocao mais eficiente de compostos fendlicos. Adicionalmente, nas
condicdes testadas, ndo se verificaram alteragfes significativas quer nos residuos soélidos
guer nos licores, sugerindo que o tempo de tratamento ndo afeta a composicao

macromolecular da matéria-prima.

Em suma, independentemente do tempo testado, a PEA aquosa ndo conduz a perdas
consideraveis de polissacaridos nos residuos soélidos e ainda permite a extracdo de
compostos fendlicos que poderdo ser valorizados para além de potencialmente permitir
obter hidrolisados com uma menor concentracdo de compostos fendlicos, o que podera

favorecer a bioconversao.

3.2.2. Caraterizacdo dos compostos fendlicos provenientes da PEA por
eletroforese capilar de zona (CZE)

Nos Ultimos tempos, os compostos fendlicos tém sido alvo de interesse por parte da
comunidade cientifica das mais diversas areas devido a potencial atividade antioxidante e
possiveis efeitos contra as doencas degenerativas (Artajo et al., 2007). Apos o processo de
extracdo do azeite, cerca de 2% da fracdo fendlica fica retida no azeite, enquanto que 98%
dos fendis totais permanecem nos subprodutos (Artajo et al., 2007). Isto faz com que o BAE
seja uma potencial fonte de uma grande variedade de compostos fenélicos com diferentes
niveis de atividade biologica. Deste modo, procedeu-se a caraterizagdo do perfil dos
compostos fendlicos presentes nos licores da PEA (condigdo de 60 min) por eletroforese

capilar de zona (CZE) (Figura 3.2).

Pela analise da figura acima apresentada, constata-se que o licor contém uma grande
variedade de compostos fendlicos dos quais se destaca o hidroxitirosol (3,4-
dihidroxifeniletanol), logo seguido do tirosol, pirocatecol, sendo também identificados em
menores guantidades o acido vanilico e o metilcatecol. O hidroxitirosol para além de ser o
composto maioritario neste extrato € caraterizado por ter um valor econémico elevado,
devido as suas propriedades antioxidantes, atividade antimicrobiana in vitro, prevencédo de
doencas cardiovasculares, entre outros beneficios. Tém sido propostos varios métodos para

a obtencdo deste composto que sdo geralmente morosos e envolvem custos elevados,
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resultando num numero limitado de produtos comercialmente disponiveis. Neste ambito, a
pré-extragdo aquosa podera ser um processo alternativo a obtencdo de hidroxitirosol de

uma forma simples e a baixo custo.
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Figura 3.2 - Perfis dos compostos fendlicos presentes nos I|cores apos pré-extracéo aquosa

3.3. Hidrdélise com acido diluido do bagaco de azeitona extratado

A maioria das condicBes operacionais adotadas para a hidrélise com 4cido diluido do BAE,
nomeadamente o tipo e concentracdo de acido, temperatura e tempo de reacao, foram ja
otimizadas em trabalhos anteriores (Carvalheiro et al., 2012) e correspondem ao rendimento
maximo obtido para este processo e para esta matéria-prima. Deste modo, a hidroélise acida
foi realizada a temperatura de 130 °C, um tempo de operacdo de 130 min e uma
concentracdo de H,SO,de 3,5% (p.p™). Assim, para finalizar a otimizagéo do processo de
hidrélise, foram testadas diferentes razdes liquido/sélido (3, 4 e 5 g-g™) por forma a avaliar
gual destas condi¢cdes permitira concentra¢cdes mais elevadas de monossacaridos e baixas
concentracdes de compostos inibidores do metabolismo microbiano, tendo sempre em vista
elevados rendimentos e auséncia de problemas ao nivel de limitagbes difusionais e a
transferéncia de massa e de calor. No caso da RLS 3 foi estudado o efeito da hidrolise no

material com e sem PEA. Todos o0s outros ensaios foram realizados com material sem PEA.

Na Figura 3.3 estd apresentada a composicdo em polissacaridos (glucano e xilano) e
lenhina Klason dos residuos solidos obtidos ap6és a hidrélise com acido diluido.
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Figura 3.3 - Efeito da razao liquido/sélido e PEA no rendimento em solidos (SY) e composic¢ao de glucano (Gn),
xilano (Xn) e lenhina Klason (KL) no bagago de azeitona extratado apés hidrélise com acido diluido; g por 100 g
matéria-prima; bg por 100 g de sdlidos processados;* RLS com PEA

A partir da figura acima apresentada verifica-se que o rendimento em soélidos diminuiu
ligeiramente para as condi¢cdes RLS estudadas, atingindo o valor minimo de 58,6% para a
condicdo RLS 5. Esta diminuicdo pode estar relacionada com a solubilizacdo dos
componentes que constituem a fracdo hemicelulésica (xilano, arabinano e grupos acetilo). O
arabinano e os grupos acetilo sdo os componentes hemicelulésicos presentes em menor
guantidade e ambos foram totalmente hidrolisados na condicdo RLS 3. A quantidade de
xilano residual que permaneceu no residuo solido diminui com a diminuicdo da RLS. O valor
mais baixo, correspondente a uma percentagem de xilano de 0,7%, foi obtido para a RLS 3
com PEA. Nestas condi¢des foi solubilizado 97% do xilano (Tabela 3.4).

O glucano nédo foi afetado pelo tratamento hidrolitico, sugerindo que a celulose nao foi
afetada pelo tratamento efetuado. Os resultados obtidos nas outras condi¢des diferem dos
obtidos para a hidrélise acida diluida com o BAE (RLS 3, H,SO, 3,5% (p-p™) a 130 °C
durante 130 min), em trabalhos anteriores, sendo naqueles casos a percentagem de
solubilizacdo maxima do glucano de 11,5% (Guerra, 2011). Também para outros materiais,
tal como para a dreche cervejeira (Carvalheiro et al., 2004a; Carvalheiro et al., 2004b;
Duarte et al., 2004) e para a palha de sorgo (Torrado et al., 2012) os valores descritos para
a hidrdlise do glucano sdo também relativamente baixos.

Relativamente a lenhina, verifica-se que o teor no material apés hidrélise variou ente 10-
23%. A solubilizacdo méxima (23%) foi obtida na condi¢cdo RLS 3 com PEA sendo cerca de
17% para as condicbes RLS 4 e 5 e de 10% para a restante condigcéo.

Os resultados obtidos para a primeira condicdo referida, reforca o que foi referido
anteriormente, no qual os sélidos sujeitos previamente a PEA aquosa tornam-se mais

suscetiveis ao tratamento acido.
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Na Tabela 3.4 sdo apresentados os rendimentos em monossacaridos (glucose, xilose e
arabinose) e acido acético nos hidrolisados, assim como os rendimentos em polimeros e

grupos acetilo nos solidos.

Tabela 3.4 - Rendimentos em acguUcares, acido acético, HMF e furfural na fragéo solida e liquida, e de lenhina na
fracdo solida.

RLS (g-g™) 3* 3 4 5
Rendimento em xilose (g por 100g Xn wp) 99,9 91,6 89,5 85,7
Rendimento em furfural (g por 100 g Xn wp) 0,25 0,83 0,28 0,28
Solubilizag&o de xilano (g por 100 g Xn wp) 97,3 96,7 91,7 89,7
Rendimento em xilose (g por 100 g MP) 16,5 16,2 15,8 15,2
Rendimento de arabinose (g por 100 g Arn vp) 97,9 98,0 93,5 88,5
Solubilizag&o de arabinano (g por 100 g Arn wp) 100,0 100,0 83,3 72,0
Rendimento em arabinose (g por 100 g MP) 1,02 1,14 1,09 1,03
Rendimento de grupos acetilo (g por 100 g GAC mp) 0 0 0 0,53
Solubilizac&o de grupos acetilo (g por 100 g GAC wmp) 100,0 100,0 100,0 99,5
Rendimento em glucose (g por 100 g Gn wp) 7,77 5,88 6,41 6,89
Rendimento em HMF (g por 100 g Gn wp) 0,04 0,04 0,05 0,05
Solubilizag&o de glucano (g por 100 g Gn wp) 0 0 0 0
Rendimento em glucose (g por 100 g MP) 1,28 0,99 1,08 1,16
Rendimento em lenhina (g por 100 g LKwp) 76,6 89,9 83,2 82,6
Solubilizagdo de lenhina (g por 100 g LKwp) 23,4 10,1 16,8 17,4

*BAE com PEA.

O rendimento maximo de pentoses obtido foi de 16,5 g por 100 g para a xilose e 1,02 g por
100 g para a arabinose na condicdo RLS 3 com PEA. Nesta condicdo, 99,9% do xilano
presente na matéria-prima foi recuperado sob a forma de xilose e 97,9% do arabinano sob a
forma de arabinose. Os rendimentos obtidos sdo significativamente superiores aos descritos
para a hidrolise 4cida da BAE realizada em trabalhos anteriores (Guerra, 2011). Estes
resultados sdo diferentes dos obtidos para o mesmo tipo de material pois no presente
trabalho foi utilizado um lote de BAE com diferente composicdo quimica e procedeu-se
previamente a um tratamento de PEA que permitiu aumentar a suscetibilidade dos residuos

sélidos ao processo hidralitico.

Uma vez que o hidrolisado obtido sera utilizado como meio de cultura, foi prestada especial
atencdo aos compostos toxicos obtidos, nomeadamente, acido acético e compostos
fendlicos gerados a partir da hidrélise dos componentes lenhocelulésicos, furfural e HMF

gerados a partir das reacdes de degradacao.

De um modo geral, verifica-se que a recuperacdo de xilano diminuiu com o aumento da
RLS, variando o xilano recuperado nas fases solidas e liquidas (sob a forma de xilose) entre
85,7% e 99,9%. Os valores obtidos justificam-se devido a reagbes de degradacdo que
ocorrem durante o processo hidrolitico, auséncia da quantificacdo de oligossacaridos
soluveis e pequenas quantidades de agUcares solubilizados que precipitam com os sélidos.

Na condi¢do RLS 5, as reacOes de degradacdo sdo as principais responséaveis pela menor
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recuperacao de xilose no hidrolisado. Relativamente & glucose, o rendimento mais elevado
(1,28 g-100 g BAE) foi obtido na condicdo RLS 3 com PEA, o que corresponde a uma
solubilizacéo de 68%. A recuperacdo do seu produto de degradacédo (HMF) foi relativamente
baixa, variando entre 0,04 e 0,05 g/ 100 g de glucano nas condicdes estudadas. E de notar
gue na condicdo de menor recuperacédo de pentoses (RLS 5), as concentractes de furanos
obtidas foram as mais baixas, apresentando rendimentos de 0,28 g/ 100 g xilano para o
furfural e 0,05 g/ 100 g glucano para o HMF. Os resultados correspondentes ao furfural e
HMF encontram-se ligeiramente abaixo dos descritos para estes materiais (Guerra, 2011;
Torrado et al., 2012).

Em todas as condi¢gbes verificou-se a solubilizacdo total dos grupos acetilo, exceto na
condicdo RLS 5 (99,5%). Guerra, 2011 obteve uma solubilizacdo maxima de 83% dos
grupos acetilo para RLS 3 sem PEA. A solubilizagdo da lenhina obtida neste trabalho
conduziu também a obtencdo de concentracdes de compostos fendlicos, relativamente
elevadas, entre 5,00 e 6,53 g-L™! (Tabela 3.5). Estes resultados mostram, que se por um
lado a PEA torna o material mais suscetivel, e permite obter maiores recuperacbes de
xilose, por outro lado, a hidrdlise da lenhina que ocorre leva a producdo de compostos
fendlicos que em termos de concentracdo acabam por se aproximar dos valores obtidos nas
amostras ndo sujeitas a PEA. As concentracBes obtidas encontram-se em concordancia
para este tipo de material (Guerra, 2011) mas significativamente superiores as
concentracdes obtidas noutros hidrolisados, por exemplo, em palha de sorgo e em palha de
Arundo (1,38 e 1,70 g-L*, respetivamente) (Ferreira et al., 2012; Torrado et al., 2012).

Na Tabela 3.5 esta apresentada a composicdo quimica dos hidrolisados de BAE apés

hidrolise acida nas condicbes estudadas.

Tabela 3.5 - Composicao (g-L ™) dos hidrolisados obtidos para a hidrélise acida do BAE para diferentes razées

liquido/sdlido
RLS (g-g7)

Componentes 3% 3 4 5
Xilose 56,7 55,6 41,0 32,6
Arabinose 3,45 3,81 2,73 1,98
Glucose 4,30 3,20 2,70 2,30
Monossacaridos
Totais 64,5 62,6 46,4 36,9
Acido acético 15,9 14,8 11,2 9,1
HMF 0,09 0,09 0,08 0,07
Furfural 3,42 2,76 2,74 2,66
Compostos
Eendlicos 5,00 6,53 5,45 5,02

*Com PEA a 100 °C durante 60 min.
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Pela andlise global dos resultados, pode-se concluir que a condicdo RLS 3 com PEA
permitiu a obtencdo de um hidrolisado muito rico em pentoses com cerca de 60,2 g-L™* O
teor de pentoses obtido é bastante favoravel quando comparado com a maioria dos
hidrolisados de residuos agricolas (Canilha et al., 2004; Vazquez et al., 2007).

Contudo, este hidrolisado tem o inconveniente de apresentar uns teores de acido acético,
furfural e compostos fendlicos relativamente elevado comparativamente a outros
hidrolisados hemicelulésicos (Canilha et al., 2004; Carvalheiro et al., 2004a; Duarte et al.,
2004; Ferreira et al., 2012; Vazquez et al., 2007). Ao contrario da condicdo RLS 3 sem PEA,
a condicdo RLS 5 permitiu obter um teor de pentoses 43% inferior a condi¢cdo anterior mas,
por outro lado, também uma menor concentracéo de compostos inibidores (22% para o HMF
e furfural e 43% para o acido acético). O teor de compostos inibidores obtidos nesta
condicao é inferior ao obtido para o0 mesmo hidrolisado hemicelulésico (RLS 3, H,SO,4 3,5%
(p-pt) a 130 °C durante 130 min) (Guerra, 2011). Ainda assim, o teor de compostos
inibidores é superior ao de outros hidrolisados obtidos a partir de palha de sorgo e Arundo,
dreche cervejeira e eucalipto, (Canilha et al., 2004; Carvalheiro et al., 2004a; Duarte et al.,
2004; Ferreira et al., 2012; Vazquez et al., 2007).

Deste modo, as condi¢cdes RLS 3 com PEA, RLS 3 sem PEA e RLS 5 foram as condi¢des
selecionadas para avaliacdo do hidrolisado como meio de crescimento da levedura
Debaryomyces hansenii CCMI 941. A primeira porque permitiu obter um hidrolisado rico em
aclcares com cerca de 64,5 g-.L™ de monossacaridos, dos quais 56,70 g-L™* s&o xilose. A
condicdo RLS 3 sem PEA permitiu obter um hidrolisado também rico em monossacaridos
totais mas com menor teor de compostos inibidores, principalmente de acido acético e
furfural. Mesmo com uma metodologia de destoxificacdo adequada, suspeitou-se que o teor
de compostos inibidores presentes iria exercer um efeito inibitério sobre o metabolismo
microbiano. Para evitar tal resultado, escolheu-se a também a condi¢cdo RLS 5 que apesar
do menor teor em pentoses, o teor de compostos inibidores é consideravelmente mais baixo
relativamente as outras condigbes encontrando-se abaixo do limite de adaptabilidade da

levedura.

3.4. Avaliacao da destoxificacdo na remocao de compostos inibidores

Os hidrolisados resultantes da hidrélise com acido diluido do BAE contém, além de pentoses
e hexoses, compostos passiveis de inibir o metabolismo microbiano. Para minimizar o efeito
toxico desses inibidores, existem varias metodologias que podem ser aplicadas. Em geral, a

destoxificagc&o utilizando processos quimicos e fisico-quimicos, é a opera¢do mais utilizada.

Neste trabalho, foram testados diferentes procedimentos de destoxificagdo do hidrolisado
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hemicelulésico com vista a avaliar o seu impacto na conversao dos acUcares a xilitol pela

levedura D. hansenii.

Os hidrolisados obtidos na condicdo RLS 5, 130 min, 3,5% H,SO, e 130 °C foram
submetidos a diferentes tratamentos de destoxificagdo, nomeadamente a correcdo de pH a
5,5 (pH de cultivo), adsor¢cdo em carvdo ativado com HCI e ativado com NaOH, resinas
anionicas e a destoxificacdo com membranas (por nanofiltragédo). Os hidrolisados obtidos na
condi¢cdo RLS 3 (com e sem PEA) 130 min, 3,5% H,SO,, 130 °C, foram apenas sujeitos a
destoxificagcdo por carvdo ativado com NaOH. Para além destes tratamentos de
destoxificacdo, alguns dos hidrolisados, nomeadamente os sujeitos a correcdo de pH,
destoxificagcdo com carvdo ativado com HCI, com resinas ani6nicas e com membranas
foram ainda sujeitos a um tratamento adicional de concentracdo. Sendo cada método de
destoxificacdo especifico para determinados inibidores, podem ser obtidos melhores
resultados através da combinacéo de dois ou mais métodos (Carvalheiro et al., 2005a) e por
isso, neste caso ap6s destoxificacdo os hidrolisados foram submetidos a uma etapa de
concentracdo por evaporacdo que para além de permitir aumentar a concentracdo de
monossacaridos, pode também ser utilizado como método de destoxificacdo tendo em conta

a volatilidade de alguns inibidores presentes.

Na Tabela 3.6 sdo apresentadas as percentagens de monossacaridos totais e de compostos

inibidores que permaneceram no hidrolisado apds cada tratamento.

A maioria dos métodos de destoxificacdo aplicados reduziu consideravelmente as
concentracao dos derivados de furanos sendo que o tratamento com membranas e a
concentracao do hidrolisado, as metodologias que permitiram remover maiores quantidades
destes compostos. O método mais eficaz na remocéao do furfural e HMF foi a filtracdo com
membranas (100 e 41%, respetivamente). A concentragdo também se relevou muito
eficiente na remocéao do furfural (95-100%), o que se encontra de acordo com 0 esperado
pois sendo o furfural um composto volatil, pode facilmente ser removido por evaporagdo a
temperatura utilizada. Outros autores também verificaram a remocdo deste composto
usando o método de destoxificagdo por evaporagdo (Carvalheiro et al., 2007; Carvalheiro et
al., 2005a; Ferreira et al., 2012; Paraj6 et al., 1997b;Guerra, 2011). O HMF, por outro lado,
foi pouco removido por evaporacgao (7-16%) para condi¢cdes de concentragcdo 1,5 e 2 vezes

em massa, respetivamente.
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Tabela 3.6 - Influéncia dos varios tratamentos de destoxificagdo na remoc¢&o de compostos inibidores e de
monossacaridos totais presentes no hidrolisado

Composicdo do hidrolisado*

Método de RLS
destoxificagéo (@-g") Monossacaridos .\ vg purf  Tendlicos
totais totais

Nenhum 5 100 100 100 100 100
pH 5,5 5 93 95 74 59 94
Concentracdo (1,5x) 5 87 87 93 5 84
Concentracédo (2x) 5 88 83 84 0 90

5 75 81 39 21 46
Carvéao ativado com NaOH 3 77 99 57 23 50

3? 76 81 65 41 35
Carvao ativado com HCI 5 99 89 38 13 27
Concentracgao (2x) 99 54 27 44 52
Resinas aniénicas 5 99 99 74 37 41
Concentragdo (2x) 112 72 47 0 78
Membranas (nanofiltra¢&o) 5 90 46 59 0 33
Concentragdo (2x) 84 41 69 0 83

! Os resultados estdo apresentados sob a forma de percentagens dos compostos que permaneceram nos hidrolisados apés os
tratamentos; > BAE apés PEA. Glc-glucose; xyl-xilose; ara-arabinose; HAc-acido acético; HMF-Hidroximetilfurfural; Furf - furfural

Os acidos alifaticos em particular o acético foi também removido de forma muito eficiente
através da filtracdo com membranas. Também os tratamentos com carvéo ativado com HCI
e ativado com NaOH permitiram a remocdo maxima de 11 e 19% deste acido. Estes
métodos ja tinham sido descritos para a remocao deste tipo de compostos (Carvalheiro et
al.,, 2005a; Paraj6 et al., 1996c;Guerra, 2011). O hidrolisado destoxificado com carvao
ativado com HCI e concentrado permitiu ainda a remocéo adicional de 46% deste acido.
Refira-se que apesar de ser volatil, o acido acético € um dos compostos toxicos mais dificeis
de remover dos hidrolisados. Em trabalhos anteriores utilizando resinas anionicas Dowex
Marathon WBA encontra-se descrita a remoc¢ao de 30% de acido acético(Carvalheiro et al.,
2005a) ainda que neste trabalho nédo tenha sido possivel a sua remoc¢do com as resinas
utilizadas. Alguns autores descrevem que o método de concentragdo por evaporacgao, reduz,
em geral a presenca deste composto (Wilson et al., 1989) mas remoc¢des significativas
dependem da extensdo da evaporagdo. Neste ensaio foi removido 17% do &cido acético
apols concentracdo 2 vezes em massa. Sendo este hidrolisado mais rico em 4cido acético e
conhecendo-se 0s seus efeitos para 0s microrganismos, seria desejavel, para além do
método de destoxificagdo com membranas, encontrar um método rapido, barato e eficaz

para remover este composto.

O método menos eficaz na remocgdo de acido acético e nos restantes compostos inibidores
foi o do acerto de pH a 5,5, resultados esses concordantes com a bibliografia (Guerra,
2011;Carvalheiro et al., 2005a; van Zyl et al., 1988). Em comparagdo com outros métodos
de destoxificacdo, os valores obtidos apesar de baixos sdo relativamente superiores as
remocoes referidas para a correcdo de pH de outros hidrolisados, nomeadamente, dreche

cervejeira. Estes resultados tinham ja sido demonstrados em trabalhos anteriores (Guerra,
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2011). E de salientar que o principal objetivo deste método € corrigir o pH do meio para

valores adequados a atividade microbiana, ndo proporcionando um método eficaz de
remocao de compostos inibidores ainda que possa ocorrer a sua remocao parcial.

Para além dos compostos inibidores ja referidos, foi também avaliada a remocao dos
compostos fendlicos pelos diferentes métodos. Este grupo de inibidores aparece nos
hidrolisados hemicelulésicos, como produtos provenientes dos extrativos e da degradacdo
da lenhina e sao considerados mais inibitérios do metabolismo microbiano que os derivados

de furanos (Paraj6 et al., 1998c).

Todos os métodos de destoxificacdo aplicados, permitiram alguma remoc¢do de compostos
fendlicos, sendo que os tratamento com carvao ativado com HCIl e com membranas os que
conduziram a maior remocdo (73 e 67%, respetivamente). A remocdo de compostos
fendlicos por estes tratamentos foi possivel, mesmo a valores de pH abaixo dos valores de
pka (7,4 - 9,9) (Larsson et al., 1999) dos diversos compostos fendlicos. Uma vez que os
hidrolisados se encontravam a pH 0,8 aquando do tratamento de destoxificacdo, apenas
uma pequena fracdo dos compostos fendlicos estavam na forma dissociada, sendo que
estes compostos foram eficientemente removidos. Os resultados obtidos para a
concentracdo de compostos fendlicos estdo de acordo com outros jA publicados onde se
conseguiram percentagens consideraveis de remocao utilizando o carvao ativado com HCI
(Guerra, 2011; Salgado et al., 2012). Entre os métodos testados, 0 ajuste de pH e o
processo de concentracdo revelaram ser os menos eficientes na remocdo dos compostos

fenolicos.

Para além da desejada remocdo de inibidores, alguns métodos de destoxificacdo
apresentam a desvantagem de poder, também, remover acucares. O método de
destoxificagdo com carvdo ativado com NaOH foi o que conduziu a maior perda de
monossacaridos totais (no maximo 25%). A perda de acUcares pelo processo de
destoxificagdo com carvdo ativado com NaOH ja foi observada noutros hidrolisados
(Salgado et al., 2012). Este resultado pode ser atribuido ao fato dos iBes hidréxilo na
superficie do carvdo serem capazes de ionizar e capturar monossacaridos neutros. O
método do carvdo ativado com NaOH apresenta como vantagem a capacidade de
destoxificar e acertar o pH para valores adequados para a bioconversdo num s6 passo,
constituindo uma vantagem econémica comparativamente ao carvao ativado com HCI que
exige duas etapas de adicdo de agentes alcalinos e posterior remogdo. Também no
processo com membranas se verificou uma perda de 10% dos monossacaridos totais.
Resultados semelhantes foram também descritos por outros autores (Maiti et al., 2012). A

concentracdo do hidrolisado 1,5 vezes em massa resultou numa perda de 13% do teor de
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monossacaridos totais, o que pode ser explicado pela observacao da formacao de pequenos
precipitados apds concentragao.

Esta caracteristica inerente aos métodos de destoxificacdo, de conduzir a perdas
significativas de acUcares no hidrolisado constitui uma desvantagem uma vez que possui um
efeito negativo na economia global do processo. Deste modo, esta caracteristica deve ser
tomada em conta quando se pretende escolher um método de destoxificagdo para tornar a

bioconversao mais eficiente.

No global dos resultados, pode afirmar-se que o tratamento com carvao ativado com HCI e

com membranas foram os mais eficientes na remog¢ao dos diversos compostos inibidores.

A eficiéncia de cada método de destoxificacao foi posteriormente avaliado com estudos do

processo de bioconversdo com D. hansenii.

3.5. Efeito da destoxificacdo na composic¢ao do hidrolisado- possivel
impacto na producéo de xilitol

A concentracdo maxima permitida para cada um dos compostos potencialmente inibidores
num hidrolisado ndo pode ser estabelecida pois depende de muitos fatores, tais como o
grau de adaptacdo dos microrganismos ao meio, processo de bioconversdo empregue,
presenca simultinea de outros inibidores, que podem ter efeitos sinergéticos,
suplementacdo e concentracao, e o tipo de fonte de carbono (Duarte et al., 2005; Duarte et
al., 2006; Mussatto et al., 2004).

Estes compostos podem néo ter um efeito inibitério no metabolismo microbiano mas podem
influenciar negativamente o consumo eficaz dos aclUcares presentes e, em consequéncia,

influenciar a formacao do produto desejado.

A concentragdo de xilose inicial no meio de fermentacdo é um fator critico para a
bioconversdo da xilose a xilitol. Em geral, as concentra¢des iniciais de xilose nos
hidrolisados hemiceluldsicos, ndo séo suficientes para se obter boas produtividades. Como
tal, a concentragdo por evaporacdo foi uma forma de aumentar a concentragdo inicial de
xilose nos hidrolisados ndo-destoxificados e destoxificados com carvao ativado com HCI,
resinas aniénicas e com membranas. Depois de destoxificados e/ou concentrados o pH
destes hidrolisados foi acertado a pH 5,5. Adicionalmente, uma vez que o efeito toxico do
acido acético depende do pH do meio, nos hidrolisados concentrados e destoxificados com
carvao ativado com HCIl e com resinas aniénicas, foi também testado o crescimento em

hidrolisados com pH mais elevado: 6,5 e 7,5.

Na Tabela 3.7. encontra-se a composi¢cdo quimica dos hidrolisados utilizados para a

preparacdo dos meios de cultura. A composi¢do quimica dos hidrolisados é relativamente
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diferente pois a razao liquido/sélido utilizada no processo de hidrélise pode variar e, além
disso, € sujeita a diferentes processos de destoxificacdo que permitiram a remoc¢ado de
determinados compostos inibidores mas em alguns casos, também de acucares.
Adicionalmente, alguns dos hidrolisados testados, nomeadamente o0s hidrolisados
destoxificado com carvdo ativado com HCI e os hidrolisados destoxificado com resinas
aniénicas a pH 6,5 necessitaram de ser esterilizados em autoclave, e ndo por filtracao,

devido a formacdo de uma “goma”, conduzindo as perdas adicionais do teor de

monossacaridos totais.

Tabela 3.7 - Composicao dos hidrolisados utilizados como meio fermentativo para producéo de xilitol

Composicao (g-L™)

Métodos de -
destoxificacio  py RLS yy1 Ara Gle HAc  Furf HmE  Fendlicos
(9:g) totais

Ajuste de pH 5,5 5 235 254 160 7,75 1,85 0,05 4,11
Concentracéo (1,5x) 5,5 5 326 352 2,31 9,33 0,15 0,05 3,45
55 5 56,9 4,94 430 11,9 ND 006 3,87

Concentragao (2x) 6,5 5 56,1 4,92 428 10,9 ND 005 3,90
7,5 5 55,6 4,91 4,15 10,7 ND 0,05 4,02

5 225 213 1,48 79 086 0,02 3,95

Carvéo NaOH 55 3 265 369 1,93 11,4 091 0,04 4,51
3" 481 294 368 158 198 0,04 3.72

« 5,5 409 4,71 469 980 ND 0,02 1,90

Carvédo HCl e 2

Concentragéo (2 x) 6.5 5 39,8 462 469 978 ND 0,02 2,10
¢ 7,5 394 439 448 976 ND 0,02 3,00

Resinas 55 . 426 350 270 933 ND 0,03 4,20
Concentragéo (2 x) 6,52 31,8 3,24 324 10,3 ND 0,02 4,70
Membranas 55 5 51,7 523 397 618 ND 0,05 3.50

Concentragéo (2 x)

'BAE apos PEA; ®Hidrolisados esterilizados em autoclave; ND — N&o detetado; Xyl-xilose; ara-arabinose; Glc-glucose;
HAc- acido acético; Furf-furfural; HMF-Hidroximetilfurfural;

3.5.1. Efeito da destoxificacdo com carvao ativado com NaOH na
producédo de xilitol

Os trabalhos anteriores de producdo de xilitol com D.hansenii CCMI 941 em meio
guimicamente definido, demonstraram que as elevadas concentracdes de compostos
potencialmente toxicos inibem o metabolismo microbiano bem como o crescimento celular.
Mais especificamente, (Duarte et al., 2006) verificaram que D. hansenii, em meio
quimicamente definido contendo 9 g-L™ de &cido acético (pH 5,5), ndo apresentou qualquer
crescimento.

Também, as concentragBes de furfural e compostos fendlicos podem conduzir a um
decréscimo da taxa especifica de crescimento bem como da produtividade celular. Outros
trabalhos demonstraram ainda que a presenca concomitante de acidos alifaticos, furfural,
HMF e compostos fendélicos (mesmo em baixas concentracdes) tém um efeito inibidor em D.

hansenii (Carvalheiro et al., 2005a; Duarte et al., 2005). No entanto, a destoxificacdo de
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hidrolisados de BAE com carvao ativado com NaOH permitiu o crescimento da levedura D.
hansenii e a producéo de xilitol em concentracdes bastante satisfatorias (13,8 g-L™) quando
no meio ndo destoxificado ndo havia ocorrido qualquer crescimento (Guerra, 2011). Deste
modo, avaliou-se o0 efeito da destoxificacdo do carvdo ativado com NaOH (hidrolisados
obtidos nas condi¢des anteriormente referidas para as diferentes razfes liquido/solido: 3
com PEA, 3 sem PEA e 5 (g-g™")) no crescimento e produc&o de xilitol por D. hansenii. Todos
os hidrolisados em estudo foram suplementados com vitaminas, microelementos e fontes de

azoto, fosforo e magnésio (TEVM).

Nos hidrolisados obtidos para RLS 3 (g-g™') ndo houve crescimento ao contrario do que
acontece no hidrolisado com RLS 5 (g-g™") (Tabela 3.8).

Nos primeiros a concentracdo de agucares permaneceu inalterada, ainda que no caso dos
compostos inibidores tenha sido possivel verificar um ligeiro consumo (dados nao
apresentados) ainda que o consumo de inibidores ndo tenha sido suficiente para quantificar
um crescimento celular. No hidrolisado obtido para a RLS 5 (g-g™) ainda que os rendimentos
e produtividades em xilitol ndo sejam elevados as condi¢cdes de cultura permitiram um
consumo total da glucose, xilose e arabinose (Figura 5.5). Devido a baixa concentracéo
inicial de compostos inibidores no hidrolisado comparativamente com os hidrolisados de
RLS 3 (g-g"), o processo de destoxificacdo permitiu reduzir as concentracdes dos

compostos inibidores para limites de adaptabilidade da levedura. Os resultados obtidos sédo

apresentados na Figura 3.4. 25 3
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Figura 3.4 - Perfil de consumo de xilose (M), arabinose (A), glucose (@) e acido acético (x), acumulagdo de
xilitol ((J) e de crescimento da levedura D. hansenii (O) em hidrolisado com RLS 5 (g-g'l) destoxificado com
carvao ativado com NaOH

A estirpe CCMI 941 apresenta como substrato preferencial a glucose, sendo que a
velocidade de consumo de xilose aumentou quando ocorreu 0 esgotamento da glucose. A
glucose e a xilose foram praticamente consumidas em simultdneo, sendo a glucose
consumida nas primeiras 20 h. Este comportamento difere de outras leveduras produtoras

de xilitol como Candida guilliermondii que apresenta consumo diauxico da glucose e xilose
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(Canilha et al. 2005). Para a xilose e arabinose foi observado um padrdo de consumo
distinto, sendo que o consumo de arabinose ocorre preferencial apés o esgotamento da

xilose.

Para este hidrolisado observou-se uma fase de laténcia de 20 h que devera resultar da
adaptacdo da levedura ao meio 0 que podera dever-se a concentracdo de acido acético
presente ou ao efeito combinado dos varios inibidores. Ainda assim, as concentracdes de
outros compostos potencialmente inibidores ndo séo elevadas. Refira-se também que pelo
fato deste hidrolisado ser caraterizado por apresentar uma toxicidade elevada, optou-se por
cultivar os inéculos em meio quimicamente definido, o que pode levar que a levedura possa
necessitar de um periodo de adaptacdo até utilizar eficazmente a xilose. Ainda assim, o
acido acético apesar de se encontrar presente em concentracdes elevadas foi totalmente
consumido ao fim de 68 h de cultivo (Figura 3.4) contrariamente ao acido formico que nao foi

consumido apesar de estar presente em menor concentracéo (dados ndo apresentados).

Tabela 3.8 - Influéncia da destoxificacdo com carvao ativado com NaOH nos parametros cinéticos e
estequiométricos do crescimento e producao de xilitol pela levedura D. hansenii

: : Tempo® Qx Qxyi (Xilitol)max Quilitol Y xilitol
Hidrolisado 4l il 1,1 1 41 -1
(h) (g-L:h7) (g-Lh7) (gL (g-L™h7) (9-9)

RLS 5 (g-g™) 41,8 0,23 0,38 5,99 0,14 0,30

®*Todos os parametros foram calculados no maximo de xilitol. Q- produtividade celular; Qxy - taxa volumétrica de consumo de
xilose; (Xilitol)max- concentragdo maxima de xilitol; Qxiito- produtividade em xilitol; Yxiior- rendimento em xilitol.

Neste ensaio, a producdo méxima de xilitol foi de 5,99 g-L™ ao fim de 41,8 h de cultivo,
correspondendo a uma produtividade e um rendimento em xilitol de 0,14 g-L™*-h™, 0,30 g-g*,

respetivamente.

Em comparacdo com outros hidrolisados destoxificados e suplementados com TEVM, a
bioconversdo do hidrolisado de BAE apresenta um valor de produtividade em polidis
satisfatério. Guerra, 2011 para o mesmo hidrolisado obteve valores de produtividade
inferiores (cerca de 30%). Contudo, trabalhos ja publicados utilizando leveduras tais como,
C. gquilliermondii e D. hanseni NRRL Y-7426 com diferentes tipos de materiais
lenhocelulésicos, nomeadamente palha de arroz e eucalipto, demonstraram resultados
substancialmente melhores do que os obtidos neste trabalho (Parajé et al., 1997a; Roberto
et al., 1996).

Por estas razfes, optou-se por continuar a estudar a producéo de xilitol no hidrolisado de
BAE obtido para a RLS 5 e sujeito a outros processos de destoxificacdo. Para além disso, e
por forma a tentar aumentar a produtividade, optou-se pelo aumento concentracdo de

in6culo nos ensaios seguintes.
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3.5.2. Efeito da concentracdo do hidrolisado na producdo de xilitol

De modo a avaliar o grau de inibicdo do crescimento microbiano causado pelo hidrolisado
de BAE obtido na RLS 5, a levedura D. hansenii foi cultivada em hidrolisado né&o-
concentrado e nado-destoxificado (sujeito apenas a corre¢cdo do pH a 5,5). Para além desta
condicdo, foi ainda crescida em hidrolisado concentrado (1,5 vezes) a pH 55 e em
hidrolisados concentrados (2 vezes) a pH 5,5, 6,5 e 7,5. O processo de concentracdo tem
como objetivo aumentar a concentracdo de acuUcares no meio (favoravel a producdo de
xilitol) e paralelamente remover inibidores volateis. Desses inibidores, o que se encontra em
maior concentracdo é o acido acético. No entanto, tal como referido anteriormente, apesar
deste acido ser volatil, permanece maioritariamente no hidrolisado pelo que apés

evaporacao a sua concentracdo aumenta.

Na Figura 3.5 sdo apresentados os perfis para consumo de xilose, arabinose, glucose e
acido acético, acumulacao de xilitol e de crescimento da levedura D. hansenii em hidrolisado

nao-concentrado e hidrolisado concentrado (1,5 vezes) ambos a pH 5,5.
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Figura 3.5 - Perfil de consumo de xilose (M), arabinose (A), glucose (®) e &cido acético (x), acumulagdo de
xilitol (J) e de crescimento da levedura D. hansenii (O) em hidrolisado n&o-concentrado (A) e hidrolisado
concentrado (1,5 vezes em massa) (B).

No hidrolisado ndo-concentrado, observou-se uma fase de laténcia relativamente longa (24
h), contrariamente ao que se observou no hidrolisado concentrado (1,5 vezes). Estes
resultados sugerem, que no caso do hidrolisado concentrado, a levedura ndo necessitou de
um periodo de adaptacdo e, por isso, apresente um crescimento mais eficiente. Nas
condicbes estudadas, os compostos potencialmente inibidores, especificamente, o furfural

encontrava-se em menor concentracdo (0,14 g-L") no hidrolisado concentrado
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comparativamente ao hidrolisado ndo-concentrado (1,06 g-L™). Para ambos os hidrolisados,
o furfural e o HMF foram consumidos na totalidade (dados n&o apresentados).

O hidrolisado concentrado (1,5 x) apresentava um teor de &cido acético 14% superior ao do
hidrolisado ndo-concentrado. Ainda assim, a levedura apresentou um crescimento elevado e
uma producéo apreciavel de xilitol (5,7 g-.L™), o que demonstra uma elevada tolerancia desta
levedura a este tipo de compostos. A concentracdo de xilitol obtida deve-se, também, ao

fato da concentracdo de xilose ser superior neste ensaio.

Em ambos os hidrolisados, a glucose e a xilose foram praticamente consumidas em
simultdneo, sendo que no caso do hidrolisado concentrado a glucose foi consumida nas
primeiras 7 h. No caso do hidrolisado ndo-concentrado, o consumo de xilose sO teve um
grande incremento ao fim de 40 h de fermentagdo, ao contrario do que aconteceu no
hidrolisado concentrado onde praticamente a totalidade da xilose foi consumida ao fim de
72h. Relativamente a arabinose, o consumo maximo foi de 66 e 73%, nos hidrolisados nao-

concentrados e concentrados, respetivamente

Com base nestes resultados, foi também avaliado o efeito da concentracédo (2 vezes em
massa) no crescimento e producdo de xilitol por D. hansenii. Tendo em conta que neste
caso a concentracdo de acido acético era ainda mais elevada e considerando o efeito do pH
na toxicidade de acidos fracos, efetuaram-se ensaios para diferente valores de pH 5,5, pH

6,5 e 7,5. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 3.6 e Tabela 3.9.
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Figura 3.6. - Perfil de consumo de xilose (M), arabinose (A), glucose (®) e acido acético (x), acumulagéo de

xilitol ((J) e de crescimento da levedura D. hansenii (O) em hidrolisado concentrado (2 vezes em massa) a pH
6,5 (C) e hidrolisado concentrado (2vezes em massa) a pH 7,5 (D).

No hidrolisado concentrado (2 vezes) a pH 5,5 ndo ocorreu crescimento, ao contrario do que
aconteceu para os restantes hidrolisados em que se observou um aumento significativo do

crescimento celular.
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Para ambos os hidrolisados observou-se uma fase de laténcia relativamente longa (24 h)
muito similar a encontrada para o hidrolisado ndo-concentrado, que supde que possa ser
atribuida a elevada concentracdo de acido acético, uma vez que a concentracdo de outros
inibidores, particularmente o furfural, diminui com o processo de evaporagdo. No entanto,
ainda assim os compostos potencialmente inibidores como o acido acético, furfural e HMF
foram consumidos na sua totalidade em ambos os ensaios (dados ndo apresentados).

Em ambos os casos, a glucose e a xilose foram consumidas em simultaneo, sendo a
primeira consumida totalmente ao fim de 96 e 48 h de cultivo para os meios a pH 6,5 e 7,5,
respetivamente. Relativamente a xilose, verificou-se uma taxa de consumo distinto nos
hidrolisados testados. Ao fim de 72 h de cultivo no hidrolisado a pH 7,5 observou-se o
consumo de 70% da xilose enquanto que para o hidrolisado a pH 6,5 s6 ocorreu um
consumo expressivo de xilose (cerca de 35%) ap6s 120 h de fermentacdo. O mesmo padréo
relativamente a velocidade de consumo da arabinose foi observado em ambos os ensaios.
Apos 96 h, o consumo de arabinose foi idéntico (13%), atingindo 0 maximo (34%) apés 144

h de cultivo no meio a pH 6,5.

Na Tabela 3.9 estdo apresentados 0s parametros cinéticos e estequiométricos do
crescimento e producdo de xilitol por D. hansenii CCMI 941 nos hidrolisados referidos

anteriormente.

Tabela 3.9 - Influéncia do processo de concentragdo nos parametros cinéticos e estequiométricos do
crescimento e producao de xilitol pela levedura D. hansenii

Hidrolisado Tempo® le ) Qiy. ) (Xilitolzméx Qxil.ito.l Yxi.ml,.
(h) (gL™-h7) (gL h7) (g-L7) (g-Lh7)  (9:9")
Nao concentrado 48 0,15 0,35 2,77 0,06 0,17
pH 5,5
Concentrado 1,5 x 30,5 0,39 1,00 5,72 0,19 0,19
pH 5,5
Concentrado 2 x 144 0,15 0,33 11,2 0,08 0,24
pH 6,5
Concentrado 2 x 77 0,15 0,69 10,4 0,13 0,20
pH 7,5

*Todos os parametros foram calculados no maximo de xilitol. Q- produtividade celular; Qxy - taxa volumétrica de consumo de
xilose; (Xilitol)max- concentragdo maxima de xilitol; Qxiito- produtividade em xilitol; Yxiio- rendimento em xilitol.

A taxa de consumo de xilose apresentou o valor mais elevado para o hidrolisado
concentrado (1,5 vezes) que apresentou também uma maior produtividade em xilitol.
Pressupfe-se que este resultado se deva a significativa remocéo de furfural pelo processo
de concentracdo e paralelamente ao aumento da concentracdo de aglUcares no meio.
Apesar do ligeiro aumento do teor de &cido acético este ndo foi prejudicial para o
crescimento e producdo de xilitol. Nos hidrolisados concentrados 2 vezes, a taxa de

consumo de xilose foi superior no hidrolisado a pH 7,5 (52% relativamente ao hidrolisado a
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pH 6,5), ainda que néo se tenha traduzido numa maior producéo de xilitol. O fato da taxa de
consumo de xilose ser superior no hidrolisado a pH 7,5, pode dever-se ao aumento do pH
do meio tornar o acido acético menos toxico para o metabolismo microbiano. Por outro lado,
esta ocorréncia pode ser confirmada pelo fato de no decorrer da fermentagdo ocorrer a
diminuicdo da concentracdo de &cido acético presente no meio, ainda que pouco
significativa, permitindo concomitantemente o consumo de xilose e a produgéao de xilitol.

A concentragdo maxima de xilitol obtida foi de 11,2 g-L* ao fim de 144 h de cultivo
(hidrolisado concentrado 2 vezes, a pH 6,5) 0 que corresponde a uma produtividade e
rendimento em xilitol de 0,08 g-L™-h™ e 0,24 g-g*, respetivamente. O valor maximo de
produtividade foi obtido no hidrolisado concentrado 1,5 vezes, sugerindo que existe um
limite de concentracdo, a partir do qual a producdo de xilitol passa a ser negativamente
afetada, particularmente devido ao aumento da concentragao de acido acético.

Por outro lado, a produtividade em xilitol no hidrolisado concentrado 2 vezes a pH 7,5 é
superior (cerca de 39%) relativamente ao hidrolisado concentrado a pH 6,5. Este fato é
explicado pelo aumento do pH no meio, tornando o &cido acético menos toxico. No entanto,
o rendimento mais elevado em xilitol 16% superior comparativamente ao meio com pH 7,5,
foi obtido a pH 6,5, provavelmente pelo pH se encontrar mais proximo do pH 6timo (5,5).

Ao contrario do que se encontra descrito na literatura, para meios de cultivo semelhantes
nao ocorreu a formacdo de outros coprodutos tais como o etanol e glicerol. Este fato
constituiu uma caracteristica importante para a etapa de otimizacdo da producdo de xilitol,
uma vez que interessa que as condicbes operacionais sejam aquelas que favorecam a
producao de xilitol em detrimento do crescimento celular ou de outros coprodutos.

Ainda que seja dificil uma comparacéo direta com os valores obtidos noutros hidrolisados
por apresentarem uma composicao distinta em acuUcares e compostos téxicos, comparando
os resultados obtidos com a literatura com hidrolisados néo-destoxificados (mas com
concentracdes de inibidores muito inferiores) pode afirmar-se que em termos de
produtividade e rendimento em xilitol, os resultados obtidos sdo bastante satisfatérios
(Carvalheiro et al., 2007; Torrado et al., 2010).

Os resultados globais mostram que o principal problema na limitacdo do crescimento nos
hidrolisados ndo-concentrados e concentrados (2 vezes) a pH 5,5 parece ser a presenca de
elevadas concentracdes de inibidores, nomeadamente &cido acético, realcando a

necessidade de recorrer a uma metodologia de destoxificagcdo adequada.

3.5.3. Efeito da destoxificacdo com carvao ativado com HCI| na producao
de xilitol

O rendimento em xilitol obtido nos hidrolisados concentrados (2 vezes) encontra-se muito

aguém do descrito para esta levedura noutros hidrolisados, sendo também a produtividade
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volumétrica correspondente relativamente baixa. Em alternativa & destoxificagdo com carvao
ativado com NaOH foi, também, estudada a producdo de xilitol utilizando hidrolisados
destoxificado com carvdo ativado com HCIl. No final do processo de destoxificacdo e
concentracdo 2x, o pH dos hidrolisados foi acertado a 5,5, 6,5 e 7,5. No ensaio com
hidrolisado destoxificado e concentrado 2x a pH 6,5 foi ainda testado o efeito da
disponibilidade de oxigénio na producdo de xilitol. Na Figura 3.7 estdo apresentados o0s
resultados obtidos.

Ln (Abs/Abs,)

Substrato ou Produto (g.L™?)
Ln (Abs/Abs,)
Substrato ou Produto (g.L?)

Ln (Abs/Absg)
Ln (Abs/Abs,)
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Figura 3.7 - Perfil de consumo de xilose (M), arabinose (A), glucose (®) e &cido acético (x),acumulagdo de
xilitol ([J) e de crescimento da levedura D. hansenii (O) em hidrolisado destoxificado e concentrado (2 vezes em
massa) a pH 5,5 (A) hidrolisado destoxificado e concentrado (2 vezes em massa) a pH 6,5 com elevada
disponibilidade de oxigénio(B) hidrolisado destoxificado e concentrado (2 vezes em massa) a pH 6,5 com baixa
disponibilidade de oxigénio (C) e hidrolisado destoxificado e concentrado (2 vezes em massa) a pH 7,5 (D).

Pela Figura 3.7 pode-se observar que tal como o observado nos hidrolisados concentrados
anteriores, todos 0s ensaios se caracterizam por fases de laténcia relativamente longas

(cerca de 24 h), exceto no meio destoxificado com pH 7,5 (18 h). Nas condi¢des estudadas,
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0s compostos potencialmente inibidores como o furfural e HMF foram consumidos em
simultdneo tendo, em todos os casos, ocorrido nas primeiras 10 h de cultivo (dados néo
apresentados). A fase de laténcia mais curta pode ser explicada pela presenca de acido
acético na forma dissociada, tornando-se menos téxico. O conjunto dos resultados corrobora
com os anteriormente obtidos (Figura 5.4) relativamente a possibilidade de ter havido uma
certa “dificuldade” de adaptacdo da levedura no caso dos meios constituidos por elevadas
concentracBes de Aacido acético (acima das 9 g-L™) originado durante o processo de
concentragao.

Para todos os hidrolisados testados, a glucose e a xilose foram praticamente consumidas
em simultaneo. A taxa de consumo de glucose varia de acordo com as condicdes testadas.
Em todos os hidrolisados, com excecdo para o hidrolisado a pH 6,5 com elevada taxa de
arejamento, observou-se que o consumo de glucose s6 ocorre na totalidade entre as
45-72 h. Esta observacdo pode dever-se as elevadas concentracbes de compostos
inibidores, nomeadamente acido acético, e a necessidade de adaptacdo do microrganismo a

estas condicdes conduzindo a taxas de consumo deste substrato mais baixas.

Em nenhum dos hidrolisados a xilose foi consumida na sua totalidade sendo que no ensaio
com hidrolisado destoxificado a pH 6,5 com elevada taxa de arejamento observou-se um
consumo de 92% de xilose ao fim de 76 h de fermentacdo. Contudo, € se salientar que nos
ensaios com hidrolisado destoxificado com pH 6,5 com baixa disponibilidade de oxigénio e
no destoxificado com pH 5,5 o consumo méaximo de xilose foi apenas de 58 e 70%,
respetivamente. Deste modo, seria nhecessario um prolongamento do periodo de
fermentacédo para que a producdo maxima de xilitol fosse atingida. Também no hidrolisado a
pH 7,5 se observou um comportamento distinto relativamente ao consumo de xilose, ou
seja, o consumo foi mais acentuado nas primeiras 24 h, relativamente aos restantes
hidrolisados. Relativamente a arabinose, o seu consumo maximo foi de 53 e 16%, nos
hidrolisados destoxificado a pH 7,5 e destoxificado a pH 5,5, respetivamente. Estes dados
juntamente com os do crescimento sugerem que o aumento do pH no meio promove o

consumo de pentoses para a producdo de biomassa ao invés da producéo de xilitol.

Na Tabela 3.10 sdo apresentados o0s parametros cinéticos e estequiométricos do
crescimento e producdo de xilitol por D. hansenii CCMI 941 nos hidrolisados referidos

anteriormente.
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Tabela 3.10 - Influéncia do processo de destoxificagdo com carvéo ativado com HCI nos pardmetros cinéticos e
estequiométricos do crescimento e producao de xilitol pela levedura D. hansenii

: . Taxa Tempo? Qx Quyi (Xilitol)max Quilitol Y xilitol
Hidrolisado arejamento ) (g-L'l-h'l) (g_L-l-h-l) (g_L-l) (g_L-l_h-l) (g-g'l)
pH 5,5 Elevada” 72 0,18 0,38 8,2 0,13 0,21
pH 6,5 Elevada® 75,5 0,28 0,47 7.2 0,10 0,17
pH 6,5 Limitada® 75,5 0,15 0,49 10,0 0,13 0,22
pH 7,5 Elevada® 88 0,27 0,35 7,6 0,11 0,16

*Todos os parametros foram calculados no maximo de xilitol, Pbaldes com anteparas; “haldes sem anteparas; Q. produtividade
celular; Qxy - taxa volumétrica de consumo de xilose; (Xilitol)max- concentragdo méaxima de xilitol; Qxiio- Produtividade em xilitol;
Yxiito- rendimento em xilitol.

A concentracdo mais elevada de xilitol registada foi 10 g-L™* ao fim de 75,5 h de cultivo para
0 ensaio com hidrolisado a pH 6,5 em condi¢cbes de limitacdo de oxigénio. Este resultado
corrobora com os obtidos anteriormente, no qual uma elevada taxa de arejamento favorece
0 crescimento celular aumentando assim o0s respetivos requisitos de crescimento em
detrimento da formac&o de xilitol. Estes resultados vdo de encontro aos obtidos por
(Sampaio et al., 2008; Guerra, 2011) e por (Silva-Fernandes et al., 2008) na bioconverséo

com D. hansenii em MQD, hidrolisado de BAE e palha de trigo, respetivamente.

O valor maximo de produtividade e rendimento em xilitol foram obtidos no hidrolisado com
pH 6,5 e em condi¢cdes de limitacdo de oxigénio. Contudo, comparativamente com 0s
resultados obtidos anteriormente (5.4.3) verificou-se que a produtividade em xilitol mais
elevada foi obtida em hidrolisado néo-destoxificado e concentrado 1,5 vezes (0,19 g-L™-h™).
Por outro lado, os rendimentos em xilitol para os hidrolisados nao-destoxificados
concentrados 2 vezes com pH 6,5 e 7,5 foram 20 e 30% superiores relativamente aos
hidrolisados destoxificados e concentrados a pH 6,5 e 7,5. Estes resultados pressupdem
gue em termos de produtividade, este processo de destoxificacdo afetou negativamente a
producao de xilitol. Os resultados obtidos podem estar relacionados com uma alteracdo da
viscosidade do hidrolisado, visivel apds destoxificacdo com carvdo ativado. ApoOs
destoxificagdo com este carvdo, a obtencdo de um hidrolisado era praticamente incolor o
que constitui um indicador de uma boa destoxificagdo (comprovada pelas analises
quimicas), ainda que se tenha observado a formacdo de uma “goma” que tera
provavelmente dificultado o crescimento microbiano e a producgdo de xilitol. Este resultado
encontra-se em concordancia com alguns resultados obtidos noutros trabalhos,
nomeadamente no hidrolisado de palha de sorgo cujas taxas de produtividade e rendimento
baixaram consideravelmente no hidrolisado destoxificado em compara¢do com o hidrolisado
ndo-destoxificado (Torrado et al.,, 2012). Dominguez et al., 1999 demonstrou melhorias
significativas no consumo de xilose e produtividade em xilitol quando sujeitaram o bagaco de
cana-de-agucar ao tratamento com carvao ativado. D. hansenii NRRL Y-7426 cultivada em
hidrolisado de eucalipto destoxificado com carvéo utilizando o sistema de reator continuo

com agitac&o, obteve-se um rendimento em xilitol de 0,28 g-g™.
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Pela andlise do conjunto de resultados conclui-se que o rendimento e produtividade em
xilitol mais elevados foram obtidos em meio destoxificado com pH 6,5 com reduzida taxa de
arejamento. Contudo, é de salientar que no meio destoxificado com pH 5,5 se obtiveram
valores de produtividade e rendimento em xilitol muito préximos, na mesma ordem de
grandeza. Assim, torna-se necessario a procura de uma outra metodologia de destoxificacdo
para o hidrolisado a pH 5,5 em condi¢bes de limitacao de oxigénio, de modo a favorecer a
producao de xilitol.

Esta caracteristica para além de inibir o metabolismo do microrganismo, também dificulta o
processo de esterilizacdo do meio, i.e., requer esterilizacdo em autoclave, o que conduz a

perdas consideraveis (cerca de 20%) de acucares no hidrolisado.

3.5.4. Efeito da destoxificacdo com resinas aniénicas na producao de
xilitol

De modo a reduzir a fase de laténcia e assim aumentar as produtividades, foi avaliada a
producédo de xilitol utilizando como meio de cultivo hidrolisados previamente destoxificados
com resinas de troca aniénica e concentrados (2 vezes) com pH acertado a 5,5 e a 6,5.
Optou-se por ndo avaliar o efeito do pH 7,5 neste ensaio, uma vez que os resultados
anteriores demonstraram n&do conduzir a valores de produtividade e rendimentos
satisfatérios, relativamente aos outros valores de pH. Também neste ensaio se verificou a
uma ligeira alteracdo da viscosidade do hidrolisado (ainda que menos significativa
relativamente no ensaio com carvao ativado com HCI) durante o acerto do pH a 6,5,exigindo
também a esterilizacdo do meio por autoclavagem, o que conduziu a perda de 23% dos

monossacaridos totais.

Os resultados obtidos sédo apresentados na Figura 3.8. Ao contrario do que aconteceu nos
ensaios anteriores, neste ensaio as fases de laténcia foram mais curtas, praticamente
inexistentes, observando-se logo no inicio da fermentagdo um aumento significativo da
biomassa no meio a pH 5,5 comparativamente com o pH 6,5. Pressupde-se que este
resultado seja derivado da ligeira viscosidade que se formou no hidrolisado a pH 6,5.
Adicionalmente, o fato de ndo ter sido detetado furfural para além da formagao da “goma”
como ocorreu no ensaio anterior do hidrolisado destoxificado com carvdo, poderéo justificar
as curtas fases de laténcia. Por outro lado, nas condi¢des estudadas neste trabalho, o acido
acético embora presente em elevadas concentracdes (acima de 9 g-L™") ndo se revelou
muito inibitério. O seu consumo foi pouco expressivo, no total de 13 e 21 % para o
hidrolisado a pH 5,5 e 6,5, respetivamente. Por ultimo, o HMF foi totalmente consumido nas

primeiras 7 h de cultivo (dados ndo apresentados).
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Em ambos os hidrolisados a glucose e a xilose foram consumidas em simultaneo, sendo
gue a glucose foi consumida nas primeiras 24 h e 84% da xilose foi consumida ao fim de 67
h de cultivo. Em relacdo a arabinose, o seu consumo méaximo foi de 15 % em ambos os
hidrolisados.
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Figura 3.8 - Perfil de consumo de xilose (H), arabinose (A), glucose (#) e acido acético (x), acumulacédo de
xilitol (O0) e de crescimento da levedura D. hansenii (O) em hidrolisado destoxificado com resinas aniénicas e
concentrado (2 vezes em massa) a pH 5,5 (A) hidrolisado destoxificado com resinas aniénicas e concentrado (2
vezes em massa) a pH 6,5 (B).

Na Tabela 3.11 estdo apresentados os parametros cinéticos e estequiométricos do
crescimento e producdo de xilitol por D. hansenii CCMI 941 nos hidrolisados referidos

anteriormente.

Tabela 3.11 - Influéncia do processo de destoxificacdo com resinas aniénicas nos parametros cinéticos e
estequiométricos do crescimento e producéo de xilitol pela levedura D. hansenii

Hidrolisado Tempo® Qx Quyi (Xilitol)max Quilitol Y xilitol
(h) (@L™h™) (@Lhh™) QL™ (gLt (99"
pH 5,5 54,5 0,09 0,71 16,28 0,30 0,42
pH 6,5 54,5 0,12 0,44 12.09 0,22 0,50

*Todos os parametros foram calculados no maximo de xilitol. Q- produtividade celular; Qyy - taxa volumétrica de consumo de
xilose; (Xilitol)max- concentragdo maxima de xilitol; Qxiito- produtividade em xilitol; Yxiio- rendimento em xilitol.

A concentracdo maxima de xilitol obtida foi 16,28 g-L* ao fim de 54,5 h de cultivo
(hidrolisado com pH 5,5), correspondendo a uma produtividade volumétrica de 0.30 g-L™*h™.
Os resultados obtidos mostram que nestas condi¢gdes a producéo de xilitol por D. hansenii €
bastante favorecida quando o pH do meio € proximo de 5,5 e a concentragcdo de agucares
no meio préxima de 50 g-L™ e em condicdes de limitacdo de oxigénio.

Comparando os resultados obtidos com a literatura, pode afirmar-se que em termos de

produtividade e rendimento em xilitol, os resultados obtidos neste ensaio s&o muito
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satisfatérios. Em trabalhos anteriores, para hidrolisados de BAE, a produtividade volumétrica
em xilitol obtida foi muito inferior (0,10 g-L™*-h™") & determinada neste estudo. Os rendimentos
em xilitol em hidrolisados derivados da oliveira sdo também muito inferiores aos obtidos. Por
exemplo, Candida tropicalis em hidrolisado de podas de oliveira (Martin et al., 2010) e
Pachysolen tannophilus em hidrolisado de carogcos de azeitona (Cuevas et al., 2009)
apresentam um rendimento em xilitol de 0,13 g-g™.

Apesar da grande toxicidade do hidrolisado de BAE, os resultados obtidos para producéo de
xiltiol por D. hansenii comparam muito favoravelmente com os obtidos hidrolisados de
dreche cervejeira sujeitos ao mesmo processo de destoxificacdo. No caso daquele
hidrolisado, verificou-se até que a destoxificacéo prejudicava a producao de xilitol, sendo os
melhores resultados obtidos com hidrolisado ndo-destoxificado (Carvalheiro et al., 2005a).
Apesar das melhorias alcancadas ainda assim ndo foi possivel atingir a performance
anteriormente descrita para a levedura D. hansenii CCMI 941 para outros hidrolisados

hemicelulésicos (Carvalheiro et al., 2007; Silva-Fernandes et al., 2008).

3.5.5. Efeito da destoxificacdo com membranas e suplementacdo na
producdo de xilitol

Por forma a melhorar os parametros cinéticos e estequiométricos do crescimento e
producado de xilitol por D. hansenii, avaliou-se o efeito do processo de destoxificacdo com
membranas na producado de xilitol em condi¢cBes de limitacdo de oxigénio, concentracdo de
xilose cerca de 50 g-L™* e a pH 5,5. O hidrolisado testado foi sujeito a destoxificacéo por
membranas, seguida da concentracdo por evaporacdo (2 vezes). Nestes hidrolisados foi
também avaliado o efeito da adicdo de diferentes tipos de suplementos, homeadamente
TEVM, extrato de levedura, “corn steep liquor’ e extrato de dreche. Para efeitos de
comparagdo, nomeadamente com ensaios anteriores, 0 meio suplementado com TEVM sera
considerado como controlo. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 3.9 e Tabela
3.12.

Pela Figura 3.9 pode observar-se uma fase de laténcia relativamente curta em todos os
ensaios o que demonstra que a levedura ndo necessitou de um periodo de adaptacdo ao
meio pelo que apresentou um crescimento eficiente. A auséncia de HMF e furfural (Tabela
3.7) e a baixa concentracdo de &cido acético no meio (4,66 g-L™") comparativamente aos
outros ensaios, contribuiram para estes resultados. O acido acético foi maioritariamente
consumido ao longo da fermentagdo, sendo o seu consumo de 54% obtido no hidrolisado

suplementado com extrato de levedura e cerca de 62-66% para os restantes hidrolisados
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Figura 3.9 - Perfil de consumo de xilose (M), arabinose (A) e glucose () e acido acético (x), acumulagéo de
xilitol ((J), de crescimento da levedura D. hansenii (O) em hidrolisado suplementado com TEVM (A) hidrolisado
suplementado com EL (B) hidrolisado suplementado com CSL (C) e hidrolisado suplementado com ED (D).

A taxa de consumo de glucose foi idéntica em todos os mios testados, tendo sido
completamente consumida ao fim de 12 h de cultivo. Relativamente a taxa de consumo da
xilose esta foi idéntica para todos os hidrolisados (cerca de 0,30 g-L*-h™), sendo que a
suplementacdo com extrato de dreche foi a que resultou numa taxa de consumo
ligeiramente mais elevada (0,34 g-.L™-h™). O consumo de arabinose, por sua vez, variou
entre 4 a 18 % apds 139 h de cultivo sendo que o mais elevado obtido para o hidrolisado

suplementado com extrato de dreche.

Na Tabela 3.12 estdo apresentados o0s parametros cinéticos e estequiométricos do
crescimento e producdo de xilitol por D. hansenii CCMI 941 nos hidrolisados referidos

anteriormente.
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Tabela 3.12 - Influéncia suplementac&o nos parametros cinéticos e estequiométricos do crescimento e produgéo
de xilitol pela levedura D. hansenii

Hidrolisado Tempo® Qx Quyi (Xilitol)max Quilitol Y xilitol
(h) (@'L*h™) (g:L*h™) @L? (g:L*h™) (99?
Controlo 127 0,07 0,32 17,51 0,14 0,39
EL 139 0,04 0,31 23,51 0,17 0,55
CSL 139 0,06 0,33 26,29 0,19 0,57
ED 139 0,05 0,34 22,12 0,16 0,47

®*Todos os parametros foram calculados no méaximo de xilitol. Q- produtividade celular; Qxy - taxa volumétrica de consumo de
xilose; (Xilitol)msx- concentragdo maxima de xilitol; Qxiio- produtividade em xilitol; Yxiio- rendimento em xilitol.

No hidrolisado suplementado com TEVM a concentra¢ido méaxima de xilitol foi de 17,51 g-L™,
ao fim de 127 h de cultivo, o que corresponde a uma produtividade volumétrica de
0,14 g-L™-h™. O fato da produtividade em xilitol obtida neste ensaio ser 53% inferior ao valor
obtido no ensaio com hidrolisado destoxificado com resinas aniénicas a pH 5,5, ainda que a
concentracao inicial de xilose seja muito semelhante, sugere que a remoc¢éao de furanos e/ou
a remocao de acido acético poderdo, de algum modo, afetar negativamente a producéo de
xilitol. Refira-se que a estimulacéo do crescimento celular em P. stipitis, ha presenca baixas

concentracoes de furfural tem sido descrita por alguns autores (Roberto et al., 1991).

Dos nutrientes testados, verificou-se que todos favorecem a producdo de xilitol, sendo o
CSL aquele que demonstrou ser mais adequado, permitindo obter uma concentracdo de
xilitol mais elevada: 26,3 g-L™*. Também neste caso, se observou um efeito positivo quer na
produtividade quer no rendimento em xilitol (Tabela 3.12). Também o extrato de levedura
permitiu obter um rendimento bastante elevado em xilitol (28% relativamente ao controlo)

sendo a produtividade 18% superior.

No conjunto dos resultados, o CSL e o extrato de levedura demonstraram ser os melhores
suplementos. O CSL surge como um nutriente capaz de potenciar acentuadamente a
acumulacgéo de xilitol. Por outro lado, apresenta vantagens econdémicas quando comparado
com outro tipo de suplementagdo (extrato de levedura, TEVM, entre outros) (Diz et al.,
2002). Também o extrato de dreche obtido no laboratério a partir de um tratamento térmico
de residuos da industria cervejeira, possibilitou a obtencdo rendimentos e produtividade em
xilitol bastante satisfatérios, até superiores aos obtidos no hidrolisado suplementado com
TEVM.

Ao contrario de outros trabalhos publicados, nédo se verificou a formacao de outros produtos
tais como etanol e glicerol no decorrer do processo fermentativo, tal como descrito para
outros hidrolisados o que constitui uma vantagem (Carvalheiro et al., 2007; Torrado et al.,
2012).

Os resultados obtidos encontram-se de acordo com trabalhos publicados, os quais

demonstraram que a presenca de CLS na concentracdo usada no presente trabalho (5 g-L™)
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em hidrolisado de madeira de eucalipto, os valores de produtividade e rendimentos maximos
sdo muito similares, na mesma ordem de grandeza (Diz et al., 2002). Trabalhos realizados
com hidrolisados de dreche cervejeira demonstraram que a presenca de CSL resultou em
valores de produtividade em xilitol 53% superiores aos valores obtidos neste trabalho, sendo
o valor de rendimento em xilitol semelhante. Contudo, para aquele hidrolisado, o extrato
levedura foi o suplemento que permitiu melhores resultados nos parametros anteriormente
referidos (Carvalheiro et al., 2007).

3.6. Resultados globais dos diferentes métodos de destoxificacéo e
suplementacao do hidrolisado de BAE na producéo de xilitol por D.
hansenii

Em sintese do conjunto dos resultados obtidos pode afirmar-se que nos ensaios em que se
utilizaram hidrolisados produzidos com uma RLS 3 ndo houve crescimento. Para ocorrer
crescimento e producdo de xilitol o hidrolisado deverd ser produzido com uma RLS 5 e,
neste caso o simples ajuste de pH permitiu 0 crescimento e a producdo de xilitol mas com

baixo rendimento e produtividade.

A destoxificacdo com carvao ativado com NaOH permitiu melhorar o desempenho da
levedura conduzindo a um aumento do rendimento e produtividade em xilitol. O mesmo nao
se verificou para os hidrolisados destoxificados com carvao ativado com HCI. Mesmo com
uma concentracdo de indculo mais forte e em meios com diferentes valores de pH inicial, o
rendimento e produtividade em xilitol ficaram aquém dos valores anteriormente obtidos para
os hidrolisados destoxificados com carvao ativado com NaOH. Ainda assim, nestes

hidrolisados o consumo de xilose foi praticamente total.

Um aspeto importante é que a simples concentracao do hidrolisado (1,5 ou 2 vezes) permitiu
uma melhoria do desempenho da levedura. No caso dos hidrolisados concentrados 2 vezes
essa melhoria do desempenho esta no entanto condicionada pelos valores de pH sendo
neste caso os melhores resultados obtidos a pH 6,5, provavelmente pelo fato de nestas
condi¢bes ser atenuado o efeito toxico do &cido acético. A destoxificacdo com resinas
aniénicas permitiu uma melhoria significativa dos resultados. A produtividade mais elevada
foi obtida no hidrolisado destoxificado com resinas e a pH 5,5. Os ensaios nos hidrolisados
destoxificados por nanofiltragdo e suplementados com diferentes nutrientes, demonstram
gue este tipo de destoxificacdo e a adicdo de suplementos como o CSL, o extrato de
levedura e até o extrato de dreche permitem obter rendimentos em xilitol mais elevado. E de
referir que no hidrolisado suplementado com extrato de dreche a concentragdo de biomassa
inicial foi cerca 29% inferior & dos outros hidrolisados. Este fato pode explicar, os baicos

valores obtidos para a produtividade e rendimento xilitol, comparativamente aos outros
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hidrolisados. Ainda assim, e um pouco surpreendentemente as produtividades obtidas foram
mais baixas que as previamente alcangadas noutro hidrolisado com maior concentragao de
inibidores. Isto parece sugerir que uma determinada concentracdo de compostos toxicos
pode eventualmente estimular a producgéo de xilitol.
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Tabela 3.13 - Condi¢8es de producéo de xilitol em hidrolisado de BAE.

RLS
(9-9

w
*

o o0 o0 o1 o1 oo o1 o1 o101 oo 0101 W

5

.1)

Método de destoxificagédo

Carvéo ativado com NaOH
Carvéo ativado com NaOH
Carvéo ativado com NaOH
Ajuste de pH
Concentracao (1,5 vezes)
Concentracao (2 vezes)
Concentragéo (2 vezes)
Concentragéo (2 vezes)
Carvéo ativado com HCI

Carvao ativado com HCI
Carvao ativado com HCI

Carvao ativado com HCI

Resinas anidénicas
Resinas aniénicas
Membranas
Membranas
Membranas
Membranas

pH

55
55
55
55
55
55
6,5
7,5
55
6,5
6,5
7,5
55
6,5
55
55
55
55

Disponi_bil,id_ade de
oxigénio
Limitada®
Limitada®
Limitada®
Elevada”
Elevada®
Elevada®
Elevada®
Elevada®
Elevada®
Elevada®
Limitada”
Elevada®
Limitada®
Limitada®
Limitada®
Limitada®
Limitada®
Limitada®

Suplementacéo

TEVM
TEVM
TEVM
TEVM
TEVM
TEVM
TEVM
TEVM
TEVM
TEVM
TEVM
TEVM
TEVM
TEVM
TEVM
EL
CSL
ED

Xo
(@-LY
0,4
0,4
0,5
0,9
1,6
2,5
1,0
1,8
3,2
4,6
4,2
2,6
3,2
2,3
2,2
2,2
2,1
1,5

Xylo
(@-LY
36,5
23,8
20,5
21,5
31,0
54,8
54,5
54,3
39,1
38,6
36,8
36,8
45,8
28,7
48,8
46,4
49,9
50,7

% Xyl

77,7
78,0
98,4
86,3
98,0
69,6
92,2
99,9
83,2
83,9
83,6
90,8
92,9
92,5
92,7

YxoH

(99"

0,30
0,17
0,19
0,24
0,20
0,21
0,17
0,22
0,16
0,42
0,45
0,39
0,55
0,57
0,47

QxoH
(@.L™h™)

0,14
0,06
0,19
0,08
0,13
0,13
0,10
0,13
0,11
0,30
0,20
0,14
0,17
0,19
0,16

Qx
(g-Ln7)

0,23
0,15
0,39
0,15
0,15
0,18
0,28
0,25
0,27
0,09
0,12
0,07
0,04
0,06
0,05

*BAE com PEA. Xo, concentragdo de biomassa inicial; Xylo, concentracé@o de xilose inicial; % Xyl, percentagem de xilose consumida; Yxown, rendimento em xilitol; Qxon, produtividade em xilitol; Qy,
produtividade celular; *baldes sem anteparas; ®haldes com anteparas; EL, extrato de levedura; CSL , “Corn Steep liquor”; ED, extrato de dreche cervejeira
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4. Consideragdes finais e perspectivas

O bagaco de azeitona extratado possui uma composi¢do favoravel para a obtencdo de
hidrolisados ricos em pentoses, uma vez que é relativamente rico em xilano e constitui a
fracdo mais suscetivel de ser hidrolisada por um processo com &cido diluido. A pré-extracéo
aquosa (PEA) do BAE permitiu uma remocao significativa de extrativos dos quais 0s
compostos fendlicos representam uma parte significativa, sendo o hidroxitirosol o composto
maioritario.

As condicbes de hidrolise otimizadas utilizando como catalisador o H,SO, a 3,5% (p-p™)
(130°C, 130 min e RLS 3) permitem obter um hidrolisado com cerca de 60 g-L™* de pentoses,
dos quais cerca de 56 g-L™ sdo xilose. Simultaneamente sdo formados alguns compostos
potencialmente inibidores do metabolismo microbiano, nomeadamente acidos alifaticos, em
particular o acético, derivados de furano e compostos fendlicos, em concentracdes
significativamente elevadas quando comparados com outros hidrolisados de natureza
semelhante (Canilha et al., 2004; Carvalheiro et al., 2004a; Vazquez et al., 2007).

O hidrolisado obtido nas mesmas condi¢cdes operacionais mas para a RLS 5 apresentou um
teor de pentoses 43% inferior. Por outro lado, esta condi¢do resulta na producdo de um
hidrolisado com teor de compostos inibidores bastante inferior. A destoxificacdo dos
diferentes tipos de hidrolisados obtidos com carvdo ativado com NaOH promoveu uma
remocao eficiente da maioria destes compostos, mas apenas se verificou o crescimento da
levedura Debaryomyces hansenii nos hidrolisados obtidos para a RLS 5. Deste modo, o
hidrolisado obtido nesta condi¢do foi o escolhido para avaliar o efeito de diversos métodos
de destoxificacdo, tais como o acerto de pH, concentracdo por evaporacao, tratamento com
carvao ativado com HCI, resinas anidnicas e membranas. A nanofiltracdo revelou ser o
método mais eficaz permitindo a remocao de 54% do acido acético presente, 41% de HMF,
100% do furfural e 67% dos compostos fendlicos totais. A remocéo eficiente dos compostos
inibidores permitiu aumentar o desempenho da levedura D. hansenii ao nivel da fase de
laténcia, taxa especifica de crescimento, produtividade celular e rendimento em xilitol.
Contudo, contrariamente ao que seria de esperar os melhores resultados da produtividade
em xilitol foram obtidos nos hidrolisados destoxificados com resinas anidnicas. Outro aspeto
gue poderd ter influenciado a bioconversado do hidrolisado foi o arejamento e o valor de pH
do meio, verificando-se que um menor arejamento e um valor de pH préximo do valor de
cultivo (5,5) induzem uma maior producdo de xilitol em detrimento do crescimento

microbiano.

A suplementacéo dos hidrolisados destoxificados por nanofiltracdo com diferentes nutrientes

demonstrou que o tipo de suplemento afeta significativamente o rendimento em xilitol. A
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suplementacdo com “Corn Steep Liquor” — um dos suplementos mais baratos entre 0s
ensaiados - foi a que garantiu um melhor desempenho da levedura D. hansenii neste
hidrolisado, inclusivamente com rendimento e produtividade superiores aos obtidos no
hidrolisado suplementado com TEVM. Demonstrou-se assim, que uma adequada
destoxificacdo e suplementacdo do hidrolisado permitem obter valores de rendimento e
produtividade volumétrica em xilitol bastante satisfatorias.

Em termos globais, pode concluir-se que os resultados da producéo de xilitol pela levedura
D. hansenii CCMI 941 em hidrolisado de BAE comparam favoravelmente com os trabalhos
ja realizados com hidrolisados hemiceluldsicos desta matéria-prima bem como com outros
hidrolisados, mostrando assim as potencialidades deste material e da levedura para uma

melhoria do processo desenvolvido.

Para complementar os estudos realizados, dando continuidade ao processo biotecnolégico
de producédo de xilitol por D. hansenii em hidrolisado de BAE seria importante estudar em

maior profundidade os seguintes aspetos:

e Desenvolvimento/otimizacdo do processo combinado para a extracdo aquosa de
compostos fendlicos e hidrdlise seletiva da fragdo hemiceluldsica;

e Compreender o efeito dos compostos inibidores principalmente do acido acético e
compostos fendlicos na producéo de xilitol;

e Desenvolver uma metodologia simples e eficaz para remoc¢éo do acido acético;

e Desenvolver estudos de adaptacdo da levedura ao hidrolisado (“aclimatacao”),
nomeadamente através da producdo de inéculos nestes meios, por forma a obter um
crescimento mais eficiente e consequentemente uma maior taxa de producdo de
xilitol.

e Otimizar a concentragdo de suplementos para a producéo de xilitol;

e Avaliar o comportamento do inéculo para o processo de “scale-up”, através de

crescimentos sucessivos em descontinuo;
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Anexos

I. Procedimento da destoxificagéo

Para o sistema de nanofiltracdo, foi utilizada a membrana NF270 (Dow, USA) que apresenta
um “molecular weight cut-off” de 400Da, correspondendo o “molecular weight cut-off” da
membrana ao peso molecular acima do qual 90% das moléculas com peso molecular
superior ao cut-off da membrana, sé@o rejeitadas pela mesma. As principais caracteristicas

da membrana utilizada encontram-se na Tabela I.1.

Tabela I.1 - Caracteristicas da membrana NF270

Caracteristicas da membrana

Fornecedor Dow/Filmtec
Material da superficie Poliamida
Temperatura de operagcdo méaxima (°C) 45
Presséo de operagcdo maxima (bar) 41
“Cut-off” (Da) 400
Diédmetro do poro (Da) 0,68
Ponto Isoelétrico 2

Procedimento experimental

Na Figura 1.1 encontra-se representado o esquema da montagem experimental utilizada
neste trabalho. O sistema é constituido por um modulo GE-Sepa CF (GE Osmonics, USA) e
uma bomba centrifuga de alta pressao (Hydra-cell model G13, Wanner Engineering Inc.,

USA). A area da superficie da membrana é de 140 cm?.

.‘_I:Fl'l E AV Z'
NF A
| RETENTATE STREAM

FEED FEED STREAM
VESSEL

PERMEATE STEEAM

Figural.l - Procedimento experimental de nanofiltragdo (NF270). Pl e o Fl sdo os indicadores de presséo e
de fluxo, respetivamente.

Modos de operacao

Modo de diafiltracdo: Tendo como base ensaios previamente efetuados pela equipa do
Grupo de Engenharia de Processos do CEBAL, o modo de diafiltrac&o foi efetuado a uma
pressédo transmembranar de 20 bar e a um pH de 3,0. O modo de operacdo foi 0 modo

continuo, mantendo-se o volume de alimentacdo constante, sendo este mantido com o
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auxilio de um “buffer” contendo agua destilada. Periodicamente foram retiradas amostras de
permeado e analisadas por HPLC - RI. O tempo de diafiltrag&o foi de 17,6 h.

O balan¢o massico ao sistema permite obter:

JvA
V¢ 1-R

Csp = Csfoexp (Equacéo 1.1)

Onde,

- V; é 0 volume de alimentacdo (m®),

- Cs€ a concentracdo do soluto na alimentagéo (mol-m™),
- J, € o fluxo volumétrico do permeado (m*-m?-h™%),

- A a area da membrana (m?) e t o tempo de diafiltracéo.

II. Meios de cultura

Meio quimicamente definido

Adicionou-se aos suplementos agua ultra pura com recurso a agitacdo magnética, até se
verificar uma mistura homogénea. Acertou-se o valor de pH para 5,5 com recurso a
solucbes de NaOH e HCI e acertou-se o volume num baldo volumétrico. O meio foi

esterilizado pelo sistema de filtracéo.

Tabela Il.1 - Constituintes e quantidades aplicadas na preparacédo de 1000 mL de MQD

Constituintes Quantidade/volume
Xilose 209
Solucéo de vitaminas 100x 10 mL
Solucao de Sais 25 mL
Solucado de NP 50 mL
Solugado de Mg 25 mL

lll. SolugBes e Reagentes utilizados
[1l.1. Solucéo de nutrientes

De forma a respeitar a solubilidade de diferentes compostos e 0 seu comportamento a
elevadas temperaturas, como é o caso da temperatura de esterilizacdo, as solu¢des dos
varios nutrientes foram preparadas separadamente e esterilizadas e s6 depois adicionadas

ao meio de fermentacdo, nas devidas proporgdes.
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l1l.2. Solucao de sais

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

Tabela lll.1 - Composicdo da solucéo de sais 40 vezes concentrada

Nutriente Férmula Conz:;'rlw_t_it)agao Fornecedor Cz:(;??;r_iﬁ?o
EDTA C10H16N20s 7,500 Sigma 0,1875
Sulfato de ferro heptahidratado FeS0O4,7H,0 1,400 Merck 0,0110
Sulfato de zinco heptahidratado ZnS04,7H,O 0,440 Merck 0,0070
Sulfato de cobre pentahidratado CuS04,5H20 0,040 Merck 0,0010
Cloreto de cobalto hexahidratado CoCl3,6H.0 0,080 BDH 0,0013
Molibdato de sddio dihidratado NaMo0O4,2H,0 0,052 Merck 0,0350
Acido bérico HsBO3 0,080 Merck 0,0020
lodeto de s6dio Nal 0,013 Riedel-de-Haen 0,0003

Preparacdo da solucao

Dissolver o EDTA e adicionar o zinco em pelo menos 800 mL de agua. Acertar o pH a 5,5.
Adicionar os restantes compostos pela ordem indicada mantendo o pH a 5,5. Pode ser
necessario corrigir o pH mesmo antes da dissolucdo completa do reagente que esta a
adicionar. A maior descida de pH ocorre com o Fe. Colocar o volume a cerca de 1200 mL.
Separar em aliquotas de 250 mL em baldes de 500 mL. Ao longo da preparacéo a solucao
vai alterando a cor, inicialmente é incolor, cor-de-rosa ténue e apés a adicdo de cobalto,

azulada apos adicdo do cobre, amarelada, apés adicao do Fe.

A solucdo foi esterilizada em autoclave (121 °C, 15 min, 1 bar) e armazenada a 4 °C,

[11.3.Solucéo de NP

A fonte de azoto, potassio e fdosforo foi preparada numa solugédo 20 vezes concentrada e o
pH acertado a 5,5 com NaOH solido. Esta solugdo foi autoclavada separadamente da
solucdo de sais minerais de modo a evitar reagbes a altas temperaturas que poderiam
diminuir a quantidade dos diferentes elementos disponiveis para o crescimento da levedura,

nomeadamente por reagbes com o ido fosfato. Esta solugdo apresenta a seguinte

composigao:
Tabela lll.2 - Composi¢éo da solucdo de NP 20 vezes concentrada
Nutrient Formul Concentracao Fornecedor Concentragao
utriente 6rmula (g_L-l) ornecedo el (g_L-l)
Sulfato de aménio (NH4)2SO04 235,95 Pronalab 9,438
Dihidrogenofosfato de potassio KH,PO4 66,50 JT Baker 2,660
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[1l.4. Solucao de Mg

A fonte de magnésio foi preparada numa solucéo 40 vezes concentrada e o pH acertado a
5,5 com NaOH 5M. Esta solucéo foi esterilizada em autoclave a 120 °C durante 15 minutos.

Tabela Ill.3 - Composicdo da solucdo de Mg 40 vezes concentrada

. . Concentracao Concentracao
Nutriente Férmula 1 ¢ Fornecedor . Ci
(g-L™) final (g-L™)
Sultato de magnesio MgSO4-7H:0 12,50 Merck 0,5000

heptahidratado

l11.5. Solugéo de vitaminas e calcio

A fonte de vitaminas e calcio foi obtida através da preparacao de uma solucdo 100 vezes

concentrada, apresentando a seguinte composi¢ao:

Tabela lll.4 - Composigao da solugdo de vitaminas e calcio 100 vezes concentradas

Nutriente Férmula Concent_gagao Fornecedor ancentraf;lao
(gL final (g-L™)

Mio-inositol CsH1206 10,00 Merck 0,1000
Pantotenato de hemi-calcio CoH16NOs,1/2Ca 2,00 Sigma 0,0200
C'O”dkr]"i"ctfr’a‘::dtc')am'”a C12H16C12N:0S,XH0 5,00 Merck 0,0050
Cloridato de piridoxal CsH12CI(NO3)3 0,50 Merck 0,0050
Acido nicotinico CsHsNO2 0,50 Merck 0,0050
Acido p-amniobenzéico C7H;NO; 0,10 Merck 0,0010
d-Biotina (vit, H) C10H16N203S 0,01 Merck 0,0001
Cloreto de calcio CaClz,2H,0 5,00 Merck 0,0500

dihidratado

Preparacdo da solucao

Dissolver todos os componentes um a um, mantendo a ordem, e reajustando o pH apés
cada adicdo a 6,5. ApOs a adicao de todos os componentes, manter o pH a 6,5 e ajustar o
volume a 1000 mL em um baldo volumétrico. Esterilizar por filtragdo. Esta solugdo ndo pode
ser autoclavada nem mantida a luz, uma vez que algumas vitaminas sao termolabeis e

fotossensiveis. Conservar a 4 °C, preferencialmente no maximo de 3 meses.

[11.6. Solucéo de extrato de levedura

Foi preparada uma solucéo concentrada de extrato de levedura (2.6.4) a partir da qual foram
distribuidos os volumes adequados para as concentragbes pretendidas nos ensaios. A
solucéo foi esterilizada em autoclave (121 °C, 15 min, 1 bar) e armazenadas a 4 °C até

utilizacao.
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111.7.Agua de macerac&o de milho (CSL — Corn Steep Liquor)

Foi preparada uma solugdo concentrada de CSL (2.6.4). Atendendo que a autoclavagem
desta solucdo conduz a precipitacdes, esta foi esterilizada por filtracao, através de um filtro
estéril 0,22 um de diametro de poro (Millipore, USA).

Tabela Ill.5 - Composicdo da solugcédo de Corn Steep Liquor

Composicao Valor médio (%)

Azoto 3,6
Proteina 22,5
Cinza 8,5
Amido total 4,0
Gordura 0,15
Fibra 0,15
Calcio 0,5
Fosforo 1,8

[11.8. Solucéo de extrato de dreche cervejeira

A solucao de extrato de dreche cervejeira foi preparada em frascos Schott (Alemanha) de 50
mL com tampa Schott GL 45, em autoclave (20 min, 121 °C) (2.6.4). Para tal foi adicionada
ao extrato de dreche agua destilada de modo a obter uma raz&o liquido/sélido de 8 (p-p™). A
fracdo liquida foi transferida para tubos Falcon estéreis e armazenados a 4 °C.

IV. Formulério
IV.1.Caraterizacdo quimica da matéria-prima e residuos sélidos

As concentracdes de glucose, xilose, arabinose e acido acético nos licores resultantes da
hidrolise 4cida quantitativa da matéria-prima e residuo solido foram utilizados para o calculo
das percentagens de glucano, xilano, arabinano e grupos acetilo, respetivamente (Eq. IV.1 —
Eq. IV.4). O residuo insoluvel em &cido, apés correcdo da cinza, permitiu o calculo da
lenhina Klason (Eq, IV.5).

Na hidrélise &cida quantitativa uma pequena percentagem de aclcares € degradada, por
isso sdo introduzidos fatores de corr(SIADEB, 2011)ec&o para corrigir as perdas. De acordo
com Browing essas perdas sdo de 2,6% para a glucose, 8,8% para a xilose e 4,7% para a
arabinose. Com base nestas percentagens é possivel calcular os fatores de correcéo (F),

gue permitem corrigir as varias determinagoes.
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100 162 GlcxP,, )
X X X (Equacédo IV.1)
1005 180 A

100 9 132>< Xylx P,

Xn=F x
1005 150 A

(Equacéo 1V.2)

Arn =F><m><£><M (Equagao 1V.3)
1005 150 A

100 60 AcxP,, x
= X X ————3% (Equacéo 1V.4)

GAc =——x—
1005 61 A

_RIA-C

LK x100 (Equacao 1V.5)

- Gn, Xn, Arn, GAc, LK sdo as percentagens de glucano, xilano, arabinano, grupos acetilo e
lenhina Klason, respetivamente (g por 100 g so6lido),
- F é o fator de correcao, por exemplo, para o glucano, F=1/(1-0,026)=1,027,

- Pso € A sé@o as massas de solucdo e da amostra seca utilizada no ensaio, respetivamente
(),

- RIA e C sdo as massas do residuo insolivel em acido e da cinza da amostra,

respetivamente (g),

- Glc, Xyl, Ara e Ac sé@o as concentracdes de glucose, xilose, arabinose e acido acético nos

licores (g-L™).
V.2. Célculo de rendimentos
O rendimento de cada um dos polimeros®, expresso como a percentagem que permanece

no residuo sélido relativamente a respetiva percentagem na matéria-prima, apés hidrdlise

acida foi calculada de acordo com as Eqg. IV.6 — IV.10.

GnxY,

Gn, =—= (Equac&o IV.6)
Gnye

Xng = M (Equagdo IV.7)
XNyp

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

questado de simplicidade.
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A, = ArnxY,
Arn,,,
GAC, = GACxYs
GACp
LK, = LKn x Y,
LK MP

(Equacéo 1V.8)

(Equacéao 1V.9)

(Equacéo 1V.10)

- Gng, Xngr, Arng, GAcg, LKr sdo as percentagens de cada um dos “polimeros” que

permanecem no residuo apds o tratamento (g por 100 g de polimero na matéria-prima),

- Gnyp, Xnwpe, Arnye, GAcwe, LKyp sd0 as percentagens de glucano, xilano, arabinano,

grupos acetilo e lenhina Klason na matéria-prima, respetivamente (g por 100 g matéria-

prima),

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

A percentagem de cada um dos polimeros solubilizada a monémeros e de mondémeros

convertida em produtos de degradacao, foi calculada de acordo com as Eq.IV.11 — Eq.IV.16.
onde (162/180), (132/150), (60/61), (132/96) e (162/126,1) sao fatores estequiométricos para

a conversao da glucose, xilose e arabinose, acido acético, furfural e HMF para glucano,

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

162 Glex P,

Glc, =—x %100
180 Gn,,, x Ax0,01p,,
Xyl :132>< Xylx P, <100
150 Xn,, x Ax0,01p,,
a =132, ARy g9
150 Arn,,, x Ax0,01p,
e, =0 AP 09
61 GAc,, x Ax0,01p,,
Furf, = @x Furf xRy x100
96 Xn,, x Ax0,01p,
HME, 162 y HMF x P,
1261 Gn,,, x Ax0,01p,

x100

(Equacéo 1V.11)

(Equacéo 1V.12)

(Equacéo 1V.13)

(Equacéo 1V.14)

(Equacéo 1V.15)

(Equacéo 1V.16)

- Glcg, Xylg, Arag, Acg, Furfr, HMFg, sdo as percentagens de glucose, xilose, arabinose,

acido acético, furfural e HMF recuperados no hidrolisado (g por 100 g de polimero),

- Furf e HMF sé&o as concentragdes de furfural e HMF nos licores (g-L™%),
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- Py é a massa de hidrolisado obtido no ensaio (g),
- A é a massa de amostra utilizada no ensaio (g),
- py € a massa volimica do hidrolisado (g-g-L™).

A percentagem de cada um dos “polimeros” relativamente ao total de amostra inicial foi

calculada de acordo com as Eq.IV.17 — IV.21.

Gn; = % (Equagao 1V.17)
Xn; = % (Equagdo 1V.18)
Arn, = W (Equac&o 1V.19)
GAc; = % (Equagao 1V.20)
LK, = % (Equacao 1V.21)

- Gnt, Xng, Arng, GAcr, LKt sdo as percentagens de cada um dos “polimeros” (g por 100 g

de matéria-prima).

As percentagens de glucose, xilose, arabinose, acido acético, férmico e levulinico, furfural,
HMF e compostos fendlicos relativamente ao total de amostra inicial foram calculadas de
acordo com as Eq. IV.22 — IV.30.

Glc, = W (Equagéo 1V.22)
Xyl = W (Equacao 1V.23)
Ara; = w (Equacdo 1V.24)
Ac; = % (Equacdo 1V.25)
Furf, = Furf, x Furfy,e (Equag3o I1V.26)

100
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HMF, x HMF,

HMF, = 100

(Equacéo 1V.27)

_ CFng x Py,

Ckn;
P X A

x100  (Equacéo IV.28)

- Gler, Xyl, Arar, Acr, Furfr, HMF; e CFn; sdo as percentagens de glucose, xilose,
arabinose, acido acético, furfural, HMF e compostos fendlicos (g por 100 g de matéria-
prima),

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

IV.3. Parametros cinéticos e estequiomeétricos

- Taxa especifica de crescimento (h™)

In LbS —b
Abs,
M= f (Equacéo 1V.29)

Calculado a partir da regressao linear com os dados da fase exponencial da curva de
crescimento, onde Abs; e Abs sdo a absorvancia inicial e num determinado tempo (t),

respetivamente; b é a ordenada na origem.

- Produtividade celular (g-.L™-h™)

X, - X
Qu=—"—"— (Equagéo 1V.30)
t, -t

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

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

Qs = (Equacao 1V.31)

Si e S sdo as concentracgdes iniciais e finais de substrato, respetivamente (g-L'™"), Substrato:

xilose e/ou glucose e/ou arabinose.

- % Substrato consumido

% substrato consumido= S—f x100 (Equagso IV.32)
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- Taxa volumétrica de formacao de xilitol (g-L™-h™)

Xilitol, — Xilitol,

XOH — tf —ti

(Equacéo 1V.33)

Xilitol; e xilitol; s&o as concentracdes iniciais e finais de xilitol, respetivamente (g-L™).

- Rendimento celular (g-g™%)

Xi=X; x
Yy = W (Equacdo 1V.34)
- Rendimento em xilitol (g-g™)
XOH ; — XOH,
Yyonss = (Equac&o 1V.35)

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

xilitol, respetivamente.

- Razao XOH/Produtos

XOH /Produtos= - - Xilitol — (Equagao 1V.36)
Arabitol + Glicerol + E tan ol + Xilitol

Arabitol, glicerol e etanol sdo concentracfes destes produtos quando a concentracdo de

xilitol € maxima.

V.4, Determinacdo do diametro médio das particulas

-
Dp - > xidi

) xidi®

(Equacéo 1V.37))

Onde,
Xi - Fragdo de particulas retidas em cada peneiro,

di — Diametro médio das particulas retidas em cada peneiro.
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V. Determinacéo da proteina total

A proteina total foi determinada de acordo com o método de Kjedahl (1975). As amostras a
analisar foram pesadas diretamente nos tubos de digestdo. Foi tomada uma massa de 0,5 g
de amostra a qual se adicionou 10 g de mistura catalisadora e 20 mL de H,SO, concentrado
(96% p-pt), e colocaram-se os tubos com as amostras preparadas na unidade de
aquecimento do aparelho de digestao (Digestion System 6 Modelo 1007, Tecator, Suécia).
Seguidamente colocaram-se as capsulas do sistema de extracdo de fumos e abriu-se a
fonte de vacuo. Nos primeiros 30 min do processo, a temperatura foi moderada e apGs este
periodo foi elevada até 420 °C, durante 1,5 h. Uma vez terminada a digestao, e apoés
arrefecimento do contetddo dos tubos, adicionou-se 100 mL de agua destilada e 50 mL de
acido borico 4% (p/v). Em seguida colocaram-se os tubos na unidade de destilacédo (Kjeltec
System modelo 1026, Tecator, Suécia). Durante esta operacao de destilacdo foi libertado
amoniaco, por adicdo da solucdo de NaOH, que é arrastado por uma corrente de vapor de
agua sendo depois recolhido na solucdo de acido borico. Em seguida, o amoniaco foi
doseado por titulagdo com HCI 0,1 N, em presenca da solu¢éo indicadora de pH (indicador
de Tashiro) que se torna violeta a pH 4,8. Para o ensaio em branco procedeu-se da mesma

forma, substituindo a massa da amostra por agua destilada.

Tabela V.1 - Reagentes utilizados na determinacéo da proteina total

Reagentes

Sulfato de cobre 39

_ _ Oxido de titanio 3g
Mistura catalisadora . L.
Acido estearico 19

Sulfato de potassio 93 g

Solucao de acido bdrico 4% (plv)
Solucao de acido cloridrico 0,1N
Solucao de hidréxido de sodio 50% (p/v)
Indicador Indicador de Tashiro®

® Dissolveram-se 2 g de vermelho de metilo e 1 g de azul de metileno em
100 mL de alcool etilico 95% (v/v). A solucao foi conservada em frasco escuro.

Expressédo dos resultados

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

Azoto total (%) =0,14.

—(V - Vo) (Equacéo V.1)
u .
A ¢
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Onde,

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

A - massa de amostra (g) (em massa seca).

VI. Doseamento de extrativos

Comecou-se por colocar 2 bal6es de vidro numa estufa a 103 °C por um periodo minimo de
12h. ApoOs esse periodo, deixou-se os baldes voltarem a temperatura ambiente num
exsicador. Registou-se a sua massa e adicionou-se algumas esferas de vidro no seu

interior. Seguidamente, colocaram-se os baldes em mantas de aquecimento.

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

Comecou-se por proceder a extragdo com agua mili-Q, adicionando 190 mL de &gua
ultrapura em cada um dos baldes ja tarados. Encaixou-se um soxhlet em cada baléo, ligou-
se o sistema de arrefecimento (agua) e as mantas, de modo a fornecer um minimo de ciclos
de 5-4 por hora. Esta extracdo decorreu durante 17 horas. O tempo de refluxo necessario
depende da taxa de remocdo de componentes de interesse, da temperatura do
condensador, e da taxa de ciclos. Qualguer material restante solivel em agua que nédo

tenha sido extraido, sera captado durante a extracdo de etanol.

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

inicialmente descrito.

Antes de proceder a extragédo por etanol, tal como se procedeu no inicio, tararam-se mais 2
baldes. A cada um deles adicionou-se 190 mL de alcool etilico. Encaixaram-se estes nos
Soxhlet e ajustaram-se as mantas de aquecimento para fornecer um minimo de 6-10 ciclos
por hora. Conclui-se a extracdo ao fim de 17h. Deixou-se arrefecer tudo a temperatura

ambiente e pesou-se os balBes e a cartucha.

-mg

Extrativos % = mA x 100 (Equacéo VI.1)

- m refere-se a massa do baldo mais extrativos, ap0s cada uma das extragées (Q);

- morefere-se a massa do baldo (vazio) determinada inicialmente (g);
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- A representa a massa da amostra (g) pesada para dentro da cartucha.

VIl. Determinacao da concentracdo de compostos fendlicos

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

Preparacdo das Solucdes

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

Pesaram-se 0,0300 g de acido galico e dilui-se em agua ultra pura, perfazendo o volume a

50 mL, em baldao volumétrico. A solucgéo é estavel por alguns dias a 4 °C.
- Soluc&o stock de carbonato de sédio 7,5% (p-v')

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

semanas.

- Solug&o de Folin-Cicalteu 1/10 (v-v?)

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

volume a 250 mL num bal&o volumétrico. Preparar diariamente.

Procedimento

Num tubo de ensaio com tampa, adicionou-se 4 mL de solucdo de Folin-Ciocalteu 1/10 e 4
mL de carbonato de célcio 7,5% (p-v') a 100 uL de amostra, agitando no vértex a cada
adicdo. Incubou-se em banho-maria, a 45 °C durante 15 min. Agitou-se novamente e leu-se

a absorvancia a 765 nm.

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

Calculos

Os resultados sdo expressos em equivalente de acido galico (GAE) mg-mL™ de solucéo da

amostra por comparac¢ao com a curva de calibracdo de acido galico.
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