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RESUMO

SAMPAIO, Fabio Coelho, M. S., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2001.

Selecdo de microrganismos para a conversdo de xilos e em xilitol .
Orientador: Jorge Luiz Cavalcante Coelho. Conselheiros: Hévia Maria Lopes
Passos e Virginia Maria Chaves-Alves.

Foram avaliadas duzentos e cinquenta e duas leveduras isoladas do
ambiente da inddstria de laticinios, dezoito leveduras isoladas de frutos de café
e onze fungos filamentosos da micoteca do Departamento de Microbiologia da
Universidade Federal de Vigosa, para obtencdo de xilitol a partir de D-xilose.
Esses microrganismos foram cultivados em meio mineral acrescido de 1% de
D-xilose e 0,5% de extrato de levedura, a 30°C e 100 rpm. Dezenove
leveduras, que apresentaram produtividade volumétrica (Qp) entre 0,06 e
0,12 g L'* h! e rendimento (Yms) de 0,14 a 0,57 g g', foram selecionadas. Os
fungos filamentosos apresentaram baixa producdo de xilitol variando de 0,14 a
052 g L', e produtividade volumétrica (@) de 0,002 a 0,006 g L' h'. As
leveduras selecionadas foram avaliadas numa segunda triagem, com
padronizacdo do inéculo inicial. Para seis isolados, a producdo de xilitol variou
de 4,60 a 6,23 g LY a partir de 10,73 g L* de Dxilose com produtividade
especifica (gp) entre 0,17 e 0,26 mmol g' h, @=0,10 a 0,13 g L* h' e
Yrs=0,43 a 0,58 g g*. Destacou-se a levedura 1.70, produzindo 6,23 g L* de
xilitol (Qp=0,13 g L h', go=0,26 mmol g' h™ e Yps=0,58 g g?), a qual foi



selecionada para determinacdo das melhores condicbes de cultivo. A melhor
concentracdo de Dxilose foi 51,35 g LY, com producdo de 32,70 g L' de xilitol
(Qp=0,49 g L' h", =0,49 mmol g* h' e Yps=0,64 g g?). Utilizando 1,45 g L*
de massa celular, como in6eculo inicial, foram obtidos os  melhores
parametros  fermentativos (36,2 g L' de xilitol a partir de 56,80 g L de
D-xilose, @=0,60 g L' h*, =0,58 mmol g* h' e Yps=0,65 g g*). A melhor
taxa de aeracdo foi obtida com 200 rpm, produzindo 27,20 g L' de xiltol a
partir de 46,70 g L' de D-xilose (Q=0,90 g L' h™, ¢=0,74 mmol g* h*' e
Yps=0,57 g gV). Para 0,5% de extrato de levedura MERCK", obteve-se
33,00 g [* de xilitol a partir de 50,00 g L* de Dxilose (Q=0,64 g L' h?,
g=0,67 mmol g' h' e Yps=0,65 g g¥), e para 05% de extrato de
levedura DIFCO” obteve-se 33,65 g L' de xilitol a partir de 47,00 g L' de
D-xilose (Qr=0,67 g L' h*, gp=0,60 mmol g* h* e Yms=0,72 g g'). A levedura
1.70 foi caracterizada por provas fisiologicas, bioquimicas e morfologicas,
visando a identificacdo de género e espécie. Entretanto, o0s resultados néo

foram conclusivos, apesar da semelhanca morfolégica com o género Pichia.
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ABSTRACT

SAMPAIO, Fabio Coelho, M. S., Universidade Federal de Vigcosa, august 2001.
Selection of microorganisms for conversion of Xxylos e to xylitol .
Adiviser: Jorge Luiz Cavalcante Coelho. Committee Members: Havia Maria
Lopes Passos e Virginia Maria Chaves-Alves.

Two hundred fifty-two yeast isolated from a dairy industry environment,
eighteen yeast isolated from coffee fruits and eleven filamentous fungi from the
Universidade Federal de Vigosa, Microbiology Department fungal collection were
screened for xylitol production by growing them in  mineral medium
supplemented with 1% Dxylose and 0.5% yeast extract, at 30°C and 100 rpm.
Nineteen yeast that presented volumetric productivities (@) between 0.06 and
012 g L' h?* and yields (Yps) from 0.14 to 0.57 g g’ were selected. Xylitol
production by the filamentous fungi was low, varying from 0.14 to 0.52 g L'
presenting volumetric productivities (Qp) from 0.002 to 0.006 g L*ht In a
second screening of the nineteen vyeast selected, for six isolated, xylitol
production varied from 460 to 623 g L' when stating with
10.73 g Lt D-xylose. Specific productivities (¢) varied between 0.17 and
0.26 mmol g! h', Qs from 0.10 to 0.13 g L* h! and Yps from 0.43 to
058 g g’ Yeast 1.70 stood out, producing 6.23 g L[ xylitol (=0.13 g L' h™,
gr=0.26 mmol g* h* and Yps=0.58 g g'). Yeast 1.70 proved promising for

xylitol production and its optimal growth conditions were therefore determined.

Xii



The best D-xylose concentration was 51.35 g L*, resulting in production of
32.70 g L* xylitol (Qe=0.49 g L' h™, gp=0.49 mmol g* h™* and Yps=0.64 g g*).
The best fermentation parameters were obtained using 1.45 g L' of cellular
mass as initial inoculum (36.2 g L' xylitol from 56.80 g L' D-xylose,
Q=060 g L' h’ gs=0.58 mmol g! h! and Yps=0.65 g g¥). The best
aeration rate was obtained at 200 rpm, producing 27.20 g L' xylitol from
4670 g L' Dwxylose (Qe=0.90 g L* h*, g=0.74 mmol ¢g* h* and
Yps=057 g ¢'). The additon of 0.5% MERCK" yeast extract produced
33.00 g L' xylitol from 49.40 g L' Dxilose (Q=0.64 g [*h™, g=0.67 mmol ¢
'h'and Yps=0.65 g g©) while the addition of 0.5% DIFCO” yeast extract
produced 33.65 g L' xylitol from 47.00 g L' D-xylose (Qr=0.67 g L' h?
gr=0.60 mmol g* h™ and Yrs=0.72 g g). Yeast 1.70 was characterized
through physiological, biochemical and morphological tests, in an attempt to
identify it. However, in spite of a morphological similarity to the genus PRchia,

results were inconclusive.
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1. INTRODUCAO

A importancia econdémica e social do xilitol, que o coloca como produto
de elevado valor agregado, reside em seu alto poder adocante, sua propriedade
anticariogénica e metabolismo insulina-independente que garantem sua
aplicacdo nas industrias de alimento e farmacéutica.

O xilitol é obtido industrialmente por via quimica, a partir da reducdo de
D-xilose derivada de hidrolisados lignoceluldsicos. Esta producdo € assegurada
por patentes e envolve desde a hidrolise da matéria-prima, residuos
lignocelulésicos ricos em xilana, até a  hidrogenacdo catalitica de D-xilose a
xilitol. Entretanto, o rendimento da conversdo é baixo (50 a 60%), e sao
necessarias vérias operagbes como troca ibnica, descoloracdo e fracionamento
cromatografico para purificagcdo até o produto final, aumentando, assim, o
preco de comerdializagdo do xilitol.

A producdo microbiana € uma alternativa ao processo quimico, com a
vantagem de ser conduzida em condi¢bes de temperatura e pressdao brandas,
portanto, com menor gasto de energia e, devido a especificdade da
bioconversdo, sdo obtidos rendimentos mais elevados, com baixo custo de
separacao/ purificacdo, e efluentes mais limpos.

A selecdo de microrganismos que fermentam D-xilose a xilitol, é o

primeiro passo para o desenvolvimento de um processo de bioconversdo com



alta produtividade e rendimento. Os fungos filamentosos, a maioria das
leveduras e algumas bactérias s@o capazes de realizar essa bioconversao devido
a presenca da enzima xilose redutase NAD(P)H-dependente (XR) (EC 1.1.1.21),
responsavel pela reducdo de D-xilose a xilitol. A maioria das pesquisas sobre
producdo microbiana de xilitol utiliza leveduras, destacando-se 0 género
Candida.

A producdo de xilitol, assim como outros processos de bioconverséo, €
influenciada  pelas condicbes ambientais. Fatores como  temperatura,
concentracdo de xilose, pH do meio de cultivo, concentracdo do indculo, estado
fisiolégico do indculo e taxa de aeragao sdo criticos para a bioconversao.

Neste estudo, foram selecionadas espécies microbianas capazes de
fermentar D-xilose a xilitol com alta produtividade e rendimento, e foram
avaliadas algumas condigdes de cultivo reguladoras do processo de
bioconversédo, isto é, concentragdo de D-xilose, concentracdo de células do
in6culo inicial, taxa de aeracdo pelo controle da agitagdo e concentragdo de

extrato de levedura.



2. REVI SAO DE LI TERATURA

2.1. Residuos Lignocelulésicos

Os residuos agroindustriais, ou lignocelulésicos, sdo  constituidos
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina. As hemiceluloses podem
ser classificadas como xilanas, mananas, arabinoxilanas, arabinogalactanas
e arabinanas (du TOIT et al, 1984; BIELY, 1985; KERN et al., 1997;
AGUIAR et al., 1999b).

Em madeira dura e outros residuos agroindustriais, o componente
hemicelulosico apresenta alto teor de xilanas, que s&o constituidas basicamente
por unidades xilanopiranosidicas unidas por ligacbes [(+1,4 com ramificacdes
variaveis (BIELY, 1985; AGUIAR et al., 1999b). Devido a estrutura heterogénea
e ao baixo grau de polimerizacéo, xilana é faciimente hidrolisada.

Na hidrélise acida, a massa do material hemicelulésico é tratada com
solucdo de &cido diluido, sob pressdo e temperatura altas, para hidrolisar a
hemicelulose e precipitar a lignina. Os aclcares monomeéricos dissolvem-se no
meio de reagdo, juntamente com outros solutos. A ocorréncia de
inespecificidade e sitios deficientes de reacdo levam a formagdo de subprodutos
indesejaveis, como furfural, hidroximetilfurfural e acido acético que trazem
restricdo ao uso da hidrolise acida (HYVONEM et al., 1982), sendo necessaria a

purificacdo parcial do hidrolisado (ROBERTO et al., 1994; SILVA et al., 1994,



ROBERTO et al.,, 1996; PREZIOSI-BELLOY et al., 1997; ALVES et al.,, 1998;
GURGEL et al., 1998; SILVA et al, 1998; CONVERTI et al., 1999;
DOMINGUEZ et al., 1999; RAMOS, 1999; CRUZ et al., 2000).

Em razdo de sua maior especificidade e condi¢cBes reacionais brandas, a
hidrélise enzimatica preserva a integridade dos acglcares que compdem a
hemicelulose, evitando a formacdo de compostos de degradacdo, e pode
substituir a hidrélise quimica que requer alta pressdo e alta temperatura
(HYVONEM et al., 1982). Entretanto, devido a especificidade das reacbes, seria
necessaria a acdo conjunta de varias enzimas, que sdo encontradas na
natureza entre bactérias marinhas e terrestres, bactérias do rumen e
ruminantes, hipertermofilos Archaea, fungos, algas, protozoarios,
crustaceos, insetos e sementes de plantas terrestres, constituindo um
grupo complexo de enzimas, destacando-se [3-1,4-D-xilana  xilohidrolase
(EC 3.2.1.8), [3-D-xilosideo xilohidrolase (EC 3.2.1.37), a-D-glicuronidase
(EC 3.2.1.-), endo-1,50-L-arabinase (EC 3.2.1.99), a-L-arabinofuranosidase
(EC 3.2.1.55), acetilxilana esterase (EC 3.1.1.6) e acido ferrulico
esterase (EC 3.1.1.-) (BIELY, 1985; NITISINPRASERT e  TEMMES, 1991;
HALTRICH et al., 1993; FERREIRA-FILHO, 1994; SUNNA e ANTRANIKIAN,
1997; AGUIAR et al, 1999b; FERREIRA,  1999; PINHEIRO,  1999;
SILVEIRA et al., 1999; DUARTE, et al., 2000; LI et al., 2000).

Outras técnicas sdo utilizadas para obtencdo de hidrolisado de residuos
lignocelulésicos ricos em xilana, tais como: autohidrdlise “steam explosion”
(MARCHAL et al.,, 1986; PREZIOSI-BELLOY et al., 1997; PREZIOSI-BELLOY
et al., 2000) e extracgao, utilizando-se solucfes alcalinas (du TOIT et al., 1984).

D-xilose, o principal produto da hidrélise de xilanas, pode ser convertida
em proteina microbiana e em uma gama de substancias de interesse industrial,
tais como: combustiveis e solventes (etanol, butanol, 2,3-butanodiol, acetona e
2-propanol), alditéis (xilitol e glicerol) e acidos orgéanicos (&cido latico, acético e
butirico), podendo também ser utilizada como substrato para producdo de
glicose isomerase (MARCHAL et al, 1986; FRAZER e MCCASKEY, 1989;
FOGARTY e KELLY, 1990; AGUIAR et al., 1999b).



2.2. Xilitol

2.2.1. Propriedades Fisico -Quimicas

O xilitol apresenta a seguinte férmula quimica: CsHi20s, com peso
molecular igual a 152,15 g. Sua aparéncia é de pd cristalino e cor branca,
sendo inodoro e de sabor doce, apresentando poder adocante igual ao da
sacarose e maior do que o do sorbitol. Seu valor calérico é 4,0 Kcal g
Apresenta solubilidade a 30°C igual a da sacarose (68 g por 100 g de solucéo).
Ele € muito estdvel em solugdes aquosas, mesmo sob condicbes de
processamento usadas na indudstria de alimentos. O ponto de fusdo varia entre
92 - 96°C, e o ponto de ebulicio é 216°C. Em elevada umidade relativa, o xilitol
€ mais higroscopico que a sacarose e menos que o sorbitol. O calor de solucdo
é igual a -34,8 cal g', dando uma ®nsacdo refrescante semelhante ao mentol.
Sua densidade é igual a 1,50, sendo que, a densidade da solugdo de xilitol,
como uma funcdo da concentracdo, € menor em comparacdo com solucdo de
sorbitol e sacarose (RUSSO, 1977; EMODI, 1978; HYVONEM et al., 1982;

OLINGER, 2000).

2.2.2. Ocorréncia

Xilitol € um aclcar amplamente distribuido na natureza. Plantas e frutas
contém, relativamente, baixa concentracdo, sendo a extracdo a partir de fontes
naturais inviavel economicamente. E encontrado como intermediario normal do
metabolismo de carboidrato em mamiferos (ciclo do acido glicurénico-xilulose),
com producdo de 5 a 15 g por dia em metabolismo normal. A concentracdo de
xilitol no sangue encontra-se na faixa de 0,03 — 0,06 mg por 100 mL de sangue

(RUSSO, 1977; EMODI, 1978; YILIKARI, 1979; HYVONEM et al., 1982).



2.2.3. Metabolismo

Xilitol é absorvido no intestino por difusdo passiva ou facilitada, sendo
gue uso regular aumenta a taxa de absorcdo. O xilitol absorvido é transportado
até o figado, onde primeiramente é oxidado a D-xilulose pela poliol
desidrogenase inespecifica que usa NAD® como coenzima ou oxidado a
L-xilulose pela enzima especifica NADP-poliol desidrogenase. D-xilulose é
rapidamente fosforilada para D-xilulose-5-fosfato pela D-xilulose quinase.
D-xilulose-5-fosfato € o intermediario normal da via das pentoses, e pode ser
convertido para glicose-6-fosfato por reacdes dessa via. A glicose-6-fosfato
pode, entdo ser convertida em glicose e glicogénio, ou em piruvato e lactato.

Normalmente, no figado, a maior porcdo de xilitol é transformada em glicose e

armazenada na forma de glicogénio (YILIKARI, 1979).

2.2.4. Xilitol como Adocante

Dentre os adocantes alternativos, xilitol é cada vez mais empregado na
indastria de alimentos, principalmente em confeitaria, como substituto da
sacarose, sendo conhecido como a “Segunda Geragdo dos Adocantes
Polivis” (DOMINGUEZ et al., 1997; IKEUCHI et al., 1999). As caracteristicas
fisico-quimicas favorecem sua aplicacgdo na formulacdo de balas mastigaveis,
bala de horteld, gomas de mascar, cobertura de drageados, caramelos,
confeitos,  chocolates, sorvetes, (geléias, marmeladas, bebidas, etc.,
contribuindo ainda para a conservacdo, pois, dificulta o crescimento
microbiano e a absor¢cdo de &agua (EMODI, 1978; HYVONEM et al., 1982;
OLINGER et al.,2000).

Devido a auséncia dos grupos aldeido e cetona na molécula, o xilitol ndo
interage com proteinas nas reagdes de escurecimento do tipo Maillard,
0 que favorece sua utilizagdo como ingrediente de alimentos processados
a temperaturas elevadas quando essas reacdes ndo sao desejaveis

(HYVONEM et al., 1982).



2.2.5. As Caracteristicas na Prevencéo de Caries De ntarias

Como adocante em produtos de grande consumo por criangas, como
balas, confeitos, goma de mascar, etc., a substituicdo da sacarose pelo xilitol
torna o produto aceitavel em sabor, além de contribuir em programas de
prevencéo de céries.

Sacarose é um efetivo fator etioldgico em caries dentéarias, contribuindo
indiretamente para o desenvolvimento de doencgas periodontais, por apresentar
importancia para adesdo e crescimento bacteriano na cavidade bucal, com a
formacdo do acido que causa a desmineralizacdo dos dentes. A sacarose é
utilizada por vérias bactérias, como Streptococcus, Lactobacillus e Acthomyces,
encontradas em céaries dentarias (MAKINEN, 1979; OLINGER, 2000). No final de
1960, xilitol chamou a atencdo dos pesquisadores por ndo ser metabolizado por
microrganismos especificos da microbiota bucal, n&o produzindo acidos,
mantendo o pH numa faixa segura de aproximadamente 55 a 6,0
(YILIKARI, 1979; HYVONEM et al., 1982; AGUIAR et al., 1999a).

O uso de xilitol é recomendado por dentistas em virtude de sua acao
cariostatica, inibindo a fermentacdo nas placas lacterianas ja existentes,
nao-cariogénica, inibindo a formacgado de placas bacterianas e,
consequentemente, de carie dental e anticariogénica, alterando o fluxo e a
composicdo quimica da saliva com o aumento na concentracdo dos ions
cilcio e fosfato, importantes na remineralizacdo das lesbes ja existentes
(MAKINEN, 1979).

Os efeitos da substituicdo de sacarose da dieta por frutose e xilitol foram
testados em voluntarios na Finlandia (RUSSO, 1977). Apds dois anos notou-se
que, no grupo em que a dieta continha apenas frutose, houve reducdo de 30%
na incidéncia de céarie dentaria em relacdo ao grupo que consumiu sacarose.

Para o grupo que consumia xilitol, houve reducéo de 90%.



2.2.6. Uso clinico do xilitol

Outra aplicacdo do xilitol é na nutricho de individuos diabéticos, uma vez
gqgue o wuso de carboidratos rapidamente absorvidos, como glicose, sao
contra-indicados. O xilitol é lentamente absorvido, ndo causando mudancas
rapidas na concentracdo de glicose no sangue, além de possuir metabolismo
independente da insulina. A maior parte da glicose, formada a partir de xilitol, é
armazenada no figado em forma de glicogénio. A ingestdo deste adogante néo
leva a mudancas significativas nas concentracbes de lipidios, urato ou
outros componentes do sangue (YILIKARI, 1979; AGUIAR et al., 1999a;
OLINGER, 2000).

s

O wuso do xiltol em nutricho parenteral € recomendado no estado
pés-operatério e poéstraumético, em que ocorre resisténcia a insulina com
utilizacdo deficiente de glicose (YILIKARI, 1979).

A prevencdo de otite média aguda é outro uso clinico potencial de xilitol.
UHARI et al. (1996), trabalhando com 306 criancas que apresentaram, ha
maioria, 0 quadro de otite média aguda recorrente, avaliaram a ministracdo de
xilitol em gomas de mascar. Esses autores observaram menor recorréncia da
doenca, concluindo que xilitol tem efeito preventivo contra otite média aguda.
Em outro trabalho, UHARI et al. (2001) mostraram que o xilitol inibe o
crescimento in vitro de Streptococcus pneumoniae e inibe a ligagdo de
Pneumococos e Haemophilus influenza & células da nasofaringe. Uma dose
diaria de 8,4 — 10 g, dividida em 5 doses, foi clinicamente efetiva e permitiu

menor utilizagdo dos antimicrobianos.

2.2.7. Outros Usos Potenciais

Xlitol pode ser utilizado como agente osmolitico de proteinas
(ZABNER et al., 2000), bem como na fabricacdo de poliésteres ramificados
(poli-hidroxipropil) no campo da traumatologia (AGUIAR et al.,, 1999a) e
na formulacgdo de produtos da industria farmacéutica (EMODI, 1978;

UHARI et al., 1996).



2.2.8. Segurancga e Toxicidade

Xilitol, in vivo, ndo induz alteracdo na concentracdo de triglicerideos e de
colesterol, sendo a diarréia osmoética um dos poucos efeitos colaterais. Em
individuos ndo-adaptados, a dose maxima de xilitol que ndo causa diarréia é
20 - 40 g dia™’. Entretanto, apés algumas semanas de adaptacdo, doses de até
400 g dia™ sado toleradas (EMODI, 1978; YILIKARI, 1979).

A infusdo de grandes quantidades de xilitol, através de dietas
parenterais, pode levar a acidose latica e formacdo de cristais de oxalato de

célcio. Infusdo segura é de no maximo 0,25 mg Kg™*h™ (YILIKARI, 1979).

2.2.9. Mercado de Consumo e Producéo

Em nivel mundial, o mercado vem apresentando crescimento notavel
(preco FOB US$ 15 Kg™). No Brasil, o xilitol pode ser considerado produto em
fase de introducdo, e foi aprovado como produto dietético pelo DIMED, Divisdo
Nacional de Vigilancia Sanitaria de Medicamentos do Ministério da Salde,
conforme processo numero 4624/79 comunicado ndmero 730/80 de 7 de julho
de 1980. Na Alemanha, seu uso € permitido para alimentos, sendo aceito na
nova regulamentacdo de produtos para diabéticos. Na Argentina, seu uso €
permitido pela legislacdo alimenticia. No Canada, o xilitol € permitido em gomas
de mascar, desde agosto de 1976, nos niveis considerados adequados ao
processo. Nos Estados Unidos, pode ser usado em alimentos dietéticos em
guantidade suficiente para obter o efeito desejado. Na Franca, ha permissédo
para seu uso em alimentos que estdo sob estudo. Na Inglaterra, o xilitol consta
na lei alimenticia. No Japdo, é permitido somente para nutricdo parenteral. No
México, €& permitido como aglcar substituto para diabéticos. Na Suica, é
mencionado na legislagdo alimenticia desde 1936, sendo seu uso permitido
em produtos dietéticos, desde que declarado (AGUIAR et al., 1999a;
AGUIAR et al., 1999b).

Devido & etapas de fracionamento, separacdo e purificacdo por meio da

utilizacdo de técnicas cromatograficas no processo quimico, o valor comercial



do xilitol é elevado e, consequentemente, a producdo anual é restrita, o que

impede a ampliagdo do mercado consumidor.

2.3. Producéo de Xilitol

2.3.1. Producao por Via Quimica

Até 1975, a producdo de xilitol estava centralizada na Italia, Alemanha,
antiga Unido Soviética , Japdo e China. A producdo em larga escala foi iniciada
na Fnlandia, pela Fnnish Sugar Co. Ltd., Helsinque, produzindo acima de 3.000
toneladas ano?, utilizando “birchwoods’, madeira que contém alto teor de
xilana. Em 1976, os direitos de producdo foram transferidos para a Xyrofin
Ltda, uma sociedade comercial entre a Finnish Sugar Co. e a F. Hoffmann — La
Roche e Co. Ltd., Basiléia, Suica (HYVONEM et al., 1982).

O xilitol é obtido por hidrogenacdo catalitica de xlose pura. Este
processo € assegurado por patentes, e envolve desde a hidrélise da
matéria-prima lignocelulésica e purificacdo para obtencdo de xilose até a
hidrogenagcdo a «xilitol e purificacdo final. A hidrogenacdo catalitica utiliza
temperatura variando de 80 a 140°C e pressdo de 50 atm na presenca de metal
catalisador. Alguns processos foram desenvolvidos utilizando-se subprodutos da
agroindustria, tais como a casca de améndoa, na Italia, a casca de arroz e
caroco de algoddo, na China e ex-Unido Soviética, permitindo o
aproveitamento dessa biomassa que causa problemas de  poluicdo
ambiental (RUSSO, 1977; HYVONEM et al., 1982; GURGEL et al., 1993;
SILVA et al., 1994, SILVA et al., 1997; RODRIGUES et al.,, 1998a;
IKEUCHI et al., 1999; RAMOS, 1999; OLINGER, 2000).
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2.3.2. Producéo por Via Biotecnoldgica

2.3.2.1. Microrganismos Utilizados

A produgcdo microbiana é uma alternativa para obtencdo de xilitol, que
mostra-se competitiva pelo fato de ser conduzida em condigdes de temperatura
e pressdo brandas, além de maior especificidade das enzimas microbianas no
processo de bioconversdo, o que resulta em alto rendimento, baixo custo de
separacao/ purificacdo e efluentes mais limpos. Leveduras sdo consideradas
0os melhores produtores de xilitol, destacando-se o0 género Candida
(BARBOSA et al, 1988; CAO et al, 1994; WINKELHAUSEN et al., 1996;
FURLAN et al., 1997; KERN et al., 1997; SANCHEZ et al., 1997; OH et al., 1998:;
RODRIGUES et al, 1998a; WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998;
IKEUCHI et al., 1999; RAMOS, 1999; CHOI et al., 2000).

Leveduras sdo encontradas em varios ambientes, como solo e plantas,
destacando-se também na industria de laticinios. A expressdao dos genes das
enzimas do metabolismo de D-xilose é induzida pela presenca do substrato
D-xilose. Os genes codificadores dessas enzimas estdo presentes na maioria
das leveduras, e é possivel obter espécies produtoras de xilitol a partir de
isolados de ambientes com baixa concentracdo ou auséncia de D-xilose, assim
como, ambiente de laticinios.

Trabalhos realizados por RHOM et al. (1992), JAKOBSEN e NARVHUS
(1996), FLEET(1999) e GADAGA et al. (2000), referem-se & presenca dos
géneros Candida, PFchia e Debaryomyces em ambientes relacionados a
laticinios. Espécies destes géneros utilizam lactose como fonte de carbono, e
destacam-se em estudos de bioconverséo de D-xilose a xilitol.

Algumas espécies de bactérias sdo capazes de converter D-xilose a
xilitol, embora nado atraiam o interesse dos pesquisadores devido a baixa
producdo. Para a maioria das bactérias, xilose é isomerizada diretamente a
xilulose por acao da enzima xilose isomerase, nao havendo,
portanto, a producdo de xilitol (WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998;
AGUIAR et al., 1999b).
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A utilizacgdo de fungos filamentosos para producdo de xilitol foi
inicialmente descrita por CHIANG e KNIGHT (1960), que trabalharam com
Penicilium chrysogenum, enquanto no Ultimo relato consta que Petromyces
albertensis acumulou 39,8 g L de xilitol quando cultivado por 10 dias em
100 g L* de xilose (DAHIYA, 1990).

Os fungos filamentosos estdo amplamente distribuidos na natureza, onde
possuem papel na decomposicio de matéria orgéanica, estando também
relacionados a maioria das fitopatologias. Uma vez que a matéria organica
contém grande quantidade de pentoses, principalmente na forma de
pentosanas, e que xilose, apd6s a glicose, € 0 aglcar mais encontrado nha
natureza, € de interesse o estudo do metabolismo deste substrato por fungos
filamentosos (CHIANG e KNIGHT, 1960).

Um dos primeiros relatos de producdo microbiana de xilitol refere-se a
triagem de microrganismos adequados para 0 processo de bioconversao.
Dentre 44 leveduras pertencentes a 5 géneros e distribuidas em 12
espécies, Pichia stipidis 709-261, Candida tropicalis 1004 e Candida
guilliermondii FT1-20037 consumiram mais de 90% da xilose nas primeiras 24 h
(BARBOSA et al.,, 1988). As outras consumiram mais de 90%, ap6és 48 h de
cultivo. As duas melhores produtoras foram C. tropicalis 1004 e C. guiliermondii
FT1-20037, as quais acumularam 17 e 16 g L* de xilitol representando 0,57 e
0,53 g de xiltol por grama de D-xilose consumida, respectivamente. Estudos
semelhantes foram realizados por du PREEZ e PRIOR (1985), JEFFRIES e
KURTZMAN (1994), SI RISANSANEEYAKUL et al. (1995), LEMBO et al. (1997) e
IKEUCHI, et al. (1999).

2.3.2.2. Aspectos Bioquimicos

No metabolismo microbiano, D-xilose é primeiro reduzida a xilitol por
acdo da xilose redutase NADPH ou NADH dependente (EC 1.1.1.21), produto do
gene xyll. Xiltol é, entdo, oxidado para xilulose pela acdo da xilitol
desidrogenase NAD" ou NADP" dependente (EC 1.1.1.9), produto do gene xyl2.

Esta reacdo € seguida pela formacdo de xilulose-5-fosfato, por acdo de xilulose
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guinase ATP-dependente (EC 2.7.1.17), que entra na via das pentoses. A
formacédo de ATP e a oxidagdo de NADH sdo realizadas na cadeia de transporte
de elétrons, na mitocdndria, sendo fortemente dependentes de oxigénio, o qual
€ de vital importdncia para a regeneracdo dos cofatores essenciais para o0
metabolismo, formacdo de biomassa e excrecdo de xilitol (YILIKARI, 1979;
KERN et al.,, 1997; SILVA et al.,, 1997; SILVA et al., 1998; AZUMA et al., 2000;
OSTERGAARD et al., 2000).

Um modelo para compreensdo das duas etapas envolvidas no
metabolismo de xilose em xilitol foi proposto por BARBOSA et al. (1988), em
gue, pela via pentose fosfato, ocorre oxidagdo de um mol de glicose-6-fosfato a
CO; e HO gerando doze moles de NADPH e doze moles de NADP'. A
manutencdo do balanco de cofatores é assegurada pela utilizacgdo do NADPH
durante a reducdo de xilose. O xilitol serda somente catabolizado para produzir
glicose-6-fosfato, regenerando, assim, NADPH e mantendo o ciclo.

De acordo com a constante de Michaelis-Menten para NADPH
(Km=0,036 mM) e para NADH (Kw=0,085 mM), SIRISANSANEEYAKUL et al.
(1995) determinaram, para Candida mogi ATCC 18364, que D-xilose é
preferencialmente  reduzida para xilitol pela D-xilose redutase NADPH
dependente e, entdo, oxidado para xilulose via xilitol desidrogenase NAD'
dependente. NOLLEAU et al. (1995) determinaram a mesma especificidade de
cofatores para as enzimas de C. guiliermondii e Candida parapsilosis.

VERDUYN et al. (1985) determinaram que xilose redutase de P. stipitis
apresenta dupla especificidade para NADPH e NADH, sendo que maior atividade
ocorreu na utilizacdo de NADPH como cofator.

KERN et al. (1997) utilizando diferentes modelos de indugdo, concluiram
gue a sintese dessas duas enzimas ndo esta sob controle ordenado em
Candida tenuis, e que a formagdo de aldose redutase ativa, NADPH e
NADH-dependente, foi induzida durante crescimento de C. tenuis em varias
pentoses  estruturalmente  relacionadas. D-xilose e L-arabinose foram
identificadas como melhores indutores, enquanto D-arabinose e D-lixose, as
guais ndo ocorrem comumente na natureza, aumentaram a atividade

aldose redutase. Xilitol desidrogenase  foi significativamente  induzida  por
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D-xilose, L-arabinose e D-lixose, enquanto D-arabinose teve pequeno efeito
indutor. Segundo esses autores, o xilitol, substrato da xilitol desidrogenase, nao
induz especificamente a sintese da enzima responsavel por sua assimilacdo na

célula.

2.3.2.3. Fatores de Regulacéo da Biossintese de Xilitol

Todos os dados publicados sobre essa bioconversdo demonstram que o
acimulo de xilitol no meio é influenciado pelas condicbes ambientais. Estudar o
efeito destas condicdes é de particular interesse, como pré-requisito para se
obter maior rendimento e produtividade na producdo deste adocante.

A concentracdo de D-xilose é considerada fator critico para o crescimento
do microrganismo e bioconversdo. Na auséncia de D-xilose, ndo ocorre
formacdo de xilitol. D-xilose é requerida para a inducdo de xilose redutase
(XR) e xilitol desidrogenase (XD) (ROBERTO et al., 1994; SIRISANSANEEYAKUL
et al., 1995; OH et al, 1998; WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998;
AGUIAR et al., 1999a; SILVA e ROBERTO, 1999).

DAHIYA (1991) observou que, na presenca de 100 g L' de Dxilose,
P. albertensis alcancou a producdo méaxima de 36,8 g L' de xilitol. Quando a
concentracdo de D-xilose foi aumentada para 150 g L', a producdo de xilitol
diminuiu, o que pode ser explicado pelo efeito osmotico, ou repressdao pelo
substrato das enzimas do metabolismo de xilose.

Em razdo de uma elevada pressdo osmética, resultante da concentracdo
inicial de D-xilose de 300 g L, C. guiliermondii apresentou reduciio na taxa de
producdo de xilitol, que alcancou 160 g L' (MEYRIAL et al., 1991). Embora o
crescimento celular tenha sido prejudicado com o aumento na concentracdo
inicial de substrato, a capacidade excretora da levedura aumentou, j& que
menor concentracao celular foi responsavel por maior producao de xilitol.

DOMINGUEZ et al. (1996) observaram um aumento na producdo de
xilitol por Candida sp 11.2, atingindo o méaximo de 28,9 g L', apés 48 h de

cultivo na presenca de concentracdes de D-xilose variando de 30 a 50 g L7
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utiizando hidrolisado acido de bagagco de cana-de-aglcar. Acima da
concentracéo de 50 g L* de D-xilose, ocorreu queda na producéo.

Em concentracdes muito altas de D-xilose, entre 217 e 279,24 g L7,
Debaryomyces hansenii NRRL Y-7426 consumiu lentamente o0 agUcar
devido a alta pressdo osmoética (DOMINGUEZ et al., 1997). Da mesma
forma, C. tropicalis KFCC-10960 ndo suportou concentraces de xilose
acima de 150 g L', resultando em decréscimo na taxa de producdo volumétrica
de xilitol (OH e KIM, 1998).

O pH extracelular tem grande influéncia no processo metabdlico, embora
este fator varie para cada espécie. As leveduras, geralmente, crescem bem em
meio acido com pH variando entre 3,5 e 3,8. O limite de tolerancia esta entre
2,5 e 8,0 para vérias espécies (ROBERTO et al., 1996; SANCHEZ et al., 1997;
SILVA et al.,, 1998). A membrana celular ndo é completamente permeavel a
jons hidrogénio e, assim, o pH intracelular e do meio podem ser diferentes.
Afetando a permeabilidade celular, o pH pode influenciar a solubilidade ou
precipitar alguns componentes do meio, tornando impossivel sua assimilacdo
(SANCHEZ et al., 1997).

O melhor pH para a bioconversdo de xilitol por D. hansenii NRRL Y-7426,
foi entre 45 e 55. No pH inicial de 4,5 a concentracdo e produtividade de
xilitol foram 86,29 g L' e 1,80 g L' h™, respectivamente, enquanto para
o pH de 55 foram 9191 g L' e 191 g L' h' respectivamente
(DOMINGUEZ et al., 1997).

A temperatura é outra condicdo de cultivo que influencia o processo de
bioconversdo. A producdo de xilitol, por Candida sp B-22, foi relativamente
constante a temperatura de 35 - 40°C sendo reduzida acima de 45°C
(CAO et al.,, 1994). Para D. hansenii NRRL Y-7426, essa producdo foi constante
a temperatura entre 28 e 37°C. Neste intervalo de temperatura, a xilose foi
rapidamente consumida, e xilitol produzido numa concentracdo de 100 g L A
44°C a bioconversdo de xilose, e consequentemente a produgdo de xilitol

(41,88 g L'l), foi reduzida (DOMINGUEZ et al., 1997).
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BARBOSA et al. (1988) observaram que na bioconversdo, utilizando
C. guiliermondii, ocorre o méximo acumulo de xilitol (23 g L'l) e maior
velocidade especifica de crescimento (0,78 h™") atemperatura entre 30 - 35°C.

A aeracdo é condicdo experimental critica para producdo de xilitol. O
suprimento de oxigénio determina se D-xilose ser4 fermentada ou respirada,
regulando o equilibrio do consumo de carbono para bioconversdo e crescimento
(du PREEZ e PRIOR, 1985; BARBOSA et al., 1988; WINKELHAUSEN et al., 1996;
DOMINGUEZ et al., 1997; SILVA et al., 1997; WINKELHAUSEN e KUZMANOVA,
1998; AGUIARet al., 1999a).

Os aspectos bioquimicos e fisioldgicos do requerimento de oxigénio no
metabolismo n&o s&o inteiramente conhecidos. Parecem estar relacionados ao
transporte de acuUcares, a regeneracdo de coenzimas e producdo de ATP
durante a fosforilagdo oxidativa (SILVA et al., 1998). Alto potencial redox
favorece a formacdo de massa celular, enquanto baixo potencial redox estimula
a producdo de xilitol como um produto do metabolismo secundario. Para efetiva
producdo de xilitol, oxigénio deve ser regulado no menor nivel de
oxigénio dissolvido (DO) (MALESZKA e SCHNEIDER, 1981; OH et al., 1998;
SILVA et al., 1998).

A producdo de xilitol por C. parapsilosis foi médxima no potencial redox de
100 mv, sendo que acima deste valor houve queda no crescimento celular
(OH et 4d., 1998). Alto potencial redox, ou seja, alta concentracdo de oxigénio,
desvia o0 consumo de xilose para o crescimento celular.

Para C. moggii ATCC 18364 durante condicdo andxica (48 h), a
concentragdo de D-xilose e a biomassa permaneceram  constantes,
enquanto a taxa de formacdo de etanol e xilitol foi baixa
(SIRISANSANEEYAKUL et al., 1995). Xilitol é produzido em condicdes aerdbicas,
bem como em condicdes de oxigénio limitado, mas ndo em anaerobiose.
Rendimento maximo de xilitol foi obtido, quando a concentracdo inicial de
D-xilose foi 53 g L'* e a taxa de oxigénio especifica foi 0,5 mmol O,g h™.

NOLLEAU et al. (1995) determinaram que a melhor taxa de transferéncia

de oxigénio para C. guiliermondi e C. parapsilosis foi 2,2 mmol L' h*
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e 04 mmol L' hY, com rendimentos de 066 g g' e 0,75 g g~
respectivamente.

Trabalhando com C. guiliermondii ~ FTlI 20037 e hidrolisado de
cana-de-agucar como fonte de D-xilose, SILVA et al. (1997) conseguiram
produtividade volumétrica méxima de 0,87 g L' h' e méaximo rendimento de
0,67 g §', sob agitacdo fixada de 400 rpm e taxa de aeracdo de 0,45 v.v.m. Foi
detectado, ainda, que o aumento na taxa de oxigénio alterava o pH de 5,5 para
aproximadamente 7,0.

WALTHER et al. (2001) cultivaram C. tropicalis ATCC 96745 em
diferentes condi¢cdes de aeracgdo, controlando o volume de meio em frascos de
250 mL: 65 mL (aer6bio), 100 mL (semiaerébio) e 135 mL (microaerébio),
avaliando a interagdo com a concentracdo de D-xilose. A maior produtividade
(0,9 g L' h'") foi obtida em condicdo aerdbia. Eles observaram que, com alta
taxa de aeracdo e alta concentracdo de xilose, a producdo de xilitol era alta. As
células cresciam vigorosamente, aumentando a densidade celular e,
consequentemente, abaixando o nivel de oxigénio que permitia a maior
producdo de xilitol. O mesmo ndo acontecia com baixa concentracdo de xilose,
gue levava a baixa densidade celular e, consequentemente, maior nivel de
oxigénio dissolvido, com menor acumulo de xilitol. Em condicAo semiaerdbia,
foi obtido rendimento méximo de 0,7 g g'1 para concentragdo inicial de
156 g L'* de xilose.

E dificil comparar os dados de diferentes estudos, j4 que a oxigenagdo &
estimada por diferentes técnicas. Entretanto, é evidente que as leveduras
requerem pequena oxigenag¢do do meio de cultivo, para a reducdo de Dxilose,
e apresentam taxas especificas para cada espécie.

Normalmente é necessario suplementar o meio de cultivo com fatores
nutricionais, como o extrato de levedura, peptona e extrato de carne. Para
algumas leveduras, o extrato de levedura é um importante nutriente para
producdo de xilitol. Para outras, entretanto, ele ndo tem efeito significante,
sendo o crescimento dessas leveduras favorecido pela utilizagdo de amoénia ou
uréia e casaminoacidos como fonte de nitrogénio (WINKELHAUSEN e

KUZMANOVA,1998).
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Maior producdo de xilitol por C. guillermondii FTI-20037 foi verificada na
presenca de 1 g L' de extrato de levedura, e o aumento na concentracdo para
30 g L™ resultou em menor producdo de xilitol (BARBOSA et al., 1988).

PREZIOSI -BELLOY et al. (2000) trabalhando com auto-hidrolisado de
fragmentos de madeira de &lamo, observaram que extrato de levedura
adicionado a0 meio de cultivo até a concentracio de 3 g L' favorecia a
producdo de xilitol por C. guilliermondi.

O in6culo inicial desempenha papel importante no processo de
bioconversdo. Alta concentracdo de células (26 mg mL') de Candida sp B-22
levou & producdo de 210 g L de xilitol a partir de 260 g L de xilose, apds 96 h
de incubacdo, com rendimento de 81% do valor teérico (CAO et al., 1994).
Esses autores constataram que, utilizando alta densidade de células, o
decréscimo no tempo de bioconversdao é grande, quando comparado a baixa
densidade.

BARBOSA et al. (1988) obtiveram rendimento de aproximadamente 81%
do valor tedrico, na producdo de xilitol, como consequéncia do decréscimo de
oxigénio, o qual favorece a producdo de xilitol, utilizando alta concentracdo
celular de C. guilliermondii.

Outras condigdes e técnicas de cultivo podem regular e beneficiar a
bioconversdo de D-xilose a xilitol, tais como: a concentracdo de sais
(KERN et al., 1997; AZUMA et al.,, 2000); a utilizacdo simultdnea de D-xilose e
glicose (ROBERTO et al.,, 1994; PFEIFER et al., 1996; FURLAN et al., 1997;
KERN et al., 1997; PREZIOS -BELLOY et al., 1997; LEBEAU et al., 1998; OH e
KIM , 1998; SILVA et al., 1998; CHOIl et al., 2000; GIRIO et al., 2000;
TAVARES et al., 2000); a utilizacdo de metanol no cultivo (DAHIYA, 1990); a
idade do in6culo e a adaptacdo das células (CHEN e GONG, 1985;
FELIPE, 1994; PFEIFER et al, 1996; SENE, 1996; CHOlI et al.,, 2000;
CRUZ et al, 2000); o vcultivo em batelada, batelada alimentada
e cultura continua (FURLAN et al, 1997; RODRIGUES et al, 1998a;
RODRIGUES et al, 1998b; CRUZ et al., 2000; TAVARES et al, 2000); e a
utilizacdo de células imobilizadas (DOMINGUEZ et al., 1999).
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3. MATERI AL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Hsiologia de

Microrganismos/BIOAGRO da Universidade Federal de Vicosa.

3.1. Microrganismos

Foram utilizadas leveduras da colecdo do Laboratério de Fisiologia de
Microrganismos, isoladas do ambiente da inddstria de laticinios (GUIMARAES,
2001) e de frutos de café (SAKIYAMA, 2000, dados néo publicados) e os
seguintes fungos filamentosos da micoteca do Departamento de Microbiologia:
Penicilium roqueforti CCT 0062, Penicillium crustosum CCT 4034, Penicillium
brevicompactum CCT 4457, Penicillium chrysogenum CCT 1273, Penicillium
purpurogenum CCT 2008, Penicllium citrinum CCT 3281, Penicillium
janthinellum CCT 3162 catalogados na Fundacdo André Tosello e Penicillium
expansum VIC, Penicillium italicum DMB1, Penicilium griseoroseum CCT 6421 e

Aspergillus niger DMB2, isolados na Universidade Federal de Vigosa.
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3.2. Triagem de Leveduras para Producdo de Xi litol a partir de
D-xilose

3.2.1. Manutencéao das Culturas

As leveduras do estoque, mantidas a -80°C em 20% de glicerol em YPL e
YM, foram ativadas em meio YPL-agar (extrato de levedura 1%, peptona 2%,
lactose 2%, agar-agar 2%) ou YM-agar (extrato de levedura 0,3%, extrato de
malte 0,3%, peptona 0,5%, glicose 1%, agar-dgar 2%), incubadas a 30°C por
24 a 48 h. Apos incubacdo, uma alcada de cada levedura foi repicada em meio
mineral sélido, pH 6,0 (KH2POs 0,62 g LY KHPOs 2,0 g L™ (NH4)2S0s 1,0 g L*
e MgSO, 1,1 g L%), acrescido de 1% de Dxilose (MERCKD) e 0,5% de extrato
de levedura e, novamente, incubada nas mesmas condi¢cdes descritas. As placas

foram mantidas a 4°C. Esse estoque foi repicado, semanalmente, e utilizado

para padronizacéo do inéculo.

3.2.2. Producéo do I néculo

Na primeira triagem, ndo houve padronizacdo da concentracdo de células
no inéculo inicial. Uma algcada das colénias foi utilizada como indculo.
Posteriormente, na segunda triagem, a concentracdo de células no indculo
inicial foi padronizada para uma densidade Optica entre 0,08 e 0,1. Frascos
Erlenmeyer de 50 mL, contendo 10 mL do meio mineral, pH 6,0 (KHJPO,
062 g L', KHPOs 20 g L', (NH42S0s 1,0 g L' e MgSOs 1,1 g LY,
acrescido de D-xilose (1%) e extrato de levedura (0,5%) foram inoculados
com uma alcada das colbnias e incubados a 30°C, 100 rpm por 20 — 24 h. Apés
esse periodo, as células foram separadas por centrifugacdo a 4000 g por
5 minutos a 4°C, e ressuspendidas em 5 mL de &agua peptonada. Essa

suspensao foi utilizada para padronizacéo do indculo.
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3.2.3. Triagem

Na triagem, foi utilizado o mesmo meio mineral e condicbes de cultivo da
producdo do inéculo. Aliquotas de 1 mL foram retiradas nos tempos O e 48 h na
primeira triagem, e 0, 24 e 48 h na segunda triagem, sendo as concentractes
de acucares (D-xilose e «xiltol) do sobrenadante determinadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A massa seca das células
obtidas de aliguotas de 1 mL, retiradas do meio de cultivo, foi determinada por
incubacdo a 105°C por 48 h até peso constante (CALMAM, 1969). Foram
determinados os parametros da bioconversdo (produtividade especifica,
produtividade volumétrica e rendimento). A segunda triagem com padronizacdo
do in6culo foi realizada em duplicata, e os resultados representam as médias

dos valores experimentais.

3.3. Triagem de Fungos Filamentosos para Producdo d e Xilitol a partir
de D-xilose

3.3.1. Manutencédo da s Culturas e Producéo do I ndculo

Os fungos filamentosos obtidos na Micoteca do Departamento de
Microbiologia foram ativados em meio agar-aveia inclinado (40 g L' de farinha
de aveia e 15 g L' de &gar) e incubados a 25°C até a esporulacdo. Apds
incubacdo, eles foram mantidos em estoque a temperatura de 4°C. Para
producdo do inbculo, a cultura estocada foi repicada em tubos de -cultura

contendo o mesmo meio, e incubada & mesmas condiges.

3.3.2. Obtencao e Padronizacdo da Suspenséo de Espo  ros

A suspensdo de esporos foi obtida por meio de raspagem da superficie

da cultura em agar-aveia com alca de platina, e posterior ressuspensdo em
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solucdo de Tween 80 a 0,5% (v/v). A suspensdo foi homogeneizada em
agitador de tubos Vortex, sendo efetuada a contagem do numero de esporos
em camara de Neubauer. O in6culo foi padronizado em 10° esporos mL* de

meio de triagem .

3.3.3. Triagem

Os fungos foram cultivados em meio mineral de triagem ja descrito (item
3.2.3), utilizando-se as mesmas condi¢des de cultivo. Aliguotas do meio foram
retiradas nos tempos 0, 24, 48 , 72 e 96 h apds inoculacdo, centrifugadas e
analisadas em Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) para
determinagdo das concentracbes de D-xilose e xilitol. No tempo de 96 h, o
micélio foi separado do meio de cultura por filtracdo em tamis de 400 mesh
(poro de 37 pPm), sendo, em seguida, lavado com &gua destilada para
determinacdo da massa do micélio seco (g L) por incubacdo a 105°C, por
48 h, até peso constante. Foram determinados os parametros da bioconversao
(produtividade volumétrica e rendimento). A triagem de fungos filamentosos foi
realizada em duplicata, e os resultados representam as médias dos valores

experimentais.

3.4. Determinagao da Concentracdo de D -xilose e Xilitol

As aliquotas coletadas do meio de cultivo foram centrifugadas duas vezes
a 10.000 rpm em microcentrifuga (SORVAL MC 12V), congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -18°C. As analises foram feitas em
CLAE (CromatOgrafo Liquido de Alta FEficiéncia) — HP Hewlett Packard série
1050, detector HP 1047A, utilizando coluna BIO-RAD aminex HPX-874
(300 x 7,8 mm), eluente HSO4 0,01 N, fluxo de 0,7 mL min™ e temperatura da

coluna de 60°C. Foram utilizados padrées de 5, 10 e 25 mM de D-xilose e xilitol.
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As amostras foram diluidas, quando necessario, sendo utilizado o volume de

20 L para a analise cromatografica.

3.5. Determinagéo dos Parametros da Bioconversao

Com a concentracdo dos acUcares e massa celular, foram calculados os

parametros do processo, conforme se segue:

- Produtividade volumétrica (Qr) = quantidade de xilitol produzido (g) / L h

- Produtividade especfifica (op) = quantidade de xilitol produzido (mmol) /

massa celular (g) h

- Rendimento (Yps) = quantidade de xilitol produzido (g) / quantidade de

D-xilose consumida (g).

Os parametros foram calculados, quando a concentracdo de xilitol era

maxima.

3.6. Efeito das Condi¢Oes Reguladoras da Bioconvers  &o de D -xilose a
Xilitol

3.6.1. Microrganismo

Neste experimento, foi utilizada a levedura de cddigo 1.70 isolada de

ambiente de laticinios.
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3.6.2. In6culo

3.6.2.1. Manutencéo e Produgéo

A manutencdo do isolado 1.70 e a produgdo do indculo ocorreram,
conforme descrito nos itens 3.2.1 e 3.2.2. O meio e as condigdes de cultivo
utilizados para ativacdo, alteravam-se com a definicdo dos fatores reguladores

da bioconversao.

3.6.2.2. Determinagdo da Relagio Massa Celular Seca versus Densidade Optica

A levedura (1.70) selecionada foi pré-ativada em 10 mL do meio de
triagem (item 3.2.3), nas mesmas condicbes de cultivo utilizadas.
Apés 12 - 18 h, foi feita a inoculacdo de 50 mL do mesmo meio em frascos
Erlenmeyer de 125 mL com as células pré-ativadas até uma densidade o6ptica
entre 0,08 - 0,1. Esse frasco foi incubado por 12 - 18 h, nas mesmas condi¢cbes
de cultivo utilizadas anteriormente. Apds esse periodo, as células foram
separadas por centrifugagdo a 4000 g, por 5 minutos a 15°C, e usadas para o
preparo de suspensdo em 5 mL de agua peptonada. Dessa suspensdo foram
retiradas quatro aliquotas de 1 mL para as quais foi determinada a massa seca
a 105°C por 48 h. Uma amostra de 1 mL da suspensdo foi utilizada para
realizacdo das seguintes diluicdes: 1 x 107 2 x 10% 3 x 10?, 4 x 10?%, 5 x 107
e 6 x 102 em triplicata. Para estas diluicbes, foi determinada a absorvancia a
600 nm em espectrofotdbmetro BECKMAN DU série 600. Esse experimento foi
realizado com duas repeticbes. A regressdo linear entre absorvancia e massa
celular seca (g L*') permitu a determinacdo da massa celular seca
correspondente a uma unidade de densidade Ooptica (WHITE e HEGEMAN,
1998). Uma unidade de densidade optica a 600 nm equivale a 0,598 g L' de

massa celular seca.
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3.6.3. Medida de Crescimento

O crescimento foi estimado por medida da absorvancia em
espectrofotometro (BECKMAN DU série 600) no comprimento de onda de
600 nm, e convertido a massa celular seca (1DO=0,598 g L' de massa celular
seca). As amostras foram diluidas, quando a densidade Optica ultrapassava o

valor 0,6.

3.6.4. Determinacéo da Con centracdo de D -xilose e Xilitol

Foi realizada, utilizando-se CLAE, conforme descrito no item 3.4. As
amostras foram retiradas nos tempos especificos, centrifugadas, sendo o

sobrenadante analisado conforme ja mencionado.

3.6.5 Parametros da Bioconversao

Os pardmetros foram calculados, segundo descricdo no item 3.5.

3.6.6. Delineamento Experimental

Este experimento foi realizado com duas repeticdes, sendo cada
repeticdo analisada em duplicata. Os resultados apresentados correspondem a

média dos valores experimentais.

3.6.7. Efeito da Concentracdo de D -xilose

Foram avaliadas as concentragdes: 2,4; 5,00; 9,50; 23,00; 27,60; 51,35
e 98,40 g L' de Dxilose. Para o cultivo, foram utilizados o meio e as condicbes
de incubacdo da triagem (item 3.2.3). O in6ailo foi padronizado para uma
densidade Optica (DOegyp) de 0,08 - 0,1. Aliquotas de 1 mL foram retiradas nos

tempos 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 h, com excecdo do cultivo com 98,40 g Lt de
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D-xilose para o qual foram retiradas amostras ainda no tempo de 72, 96 e

120 h.

3.6.8. Efeito da Concentragdo de Célulasdo Inéculo  Inicial

Foi utilizado o meio de cultura descrito no item 3.2.3, acrescido da
concentracdo de 5% de xilose. Os indculos iniciais testados foram: 0,05; 0,22;
0,45; 1,00; 1,45; 2,20 e 6,5 ¢ L' de massa celular seca. A producédo do in6culo
ocorreu, conforme descrito no item 3.2.2, utlizando-se 5% de D-xilose. O
cultivo foi realizado a 30°C e 100 rpm. Aliquotas de 1 mL foram retiradas nos
tempos 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 h, com excecdo do inéculo de 6,0 g L*
para o qual foram retiradas aliquotas nos tempos 0, 10, 20, 30, 40 e 50 h de

cultivo.

3.6.9. Efeito da Aeracéo por Controle da Agitacado

Diferentes condicbes de aeracdo do meio de cultivo foram obtidas,
utilizando-se as seguintes condicbes de agitacdo: 100, 200 e 300 rpm. Foram
utiizados o meio e todas as condicdes de cultivo definidas anteriormente.
Aliquotas de 1 mL foram retiradas, quando necessario, nos tempos 0, 10, 20,

30, 40, 50, 60 e 70 h.

3.6.10. Efeito da Concentracdo de E xtrato de Levedura

As concentragdes de 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0% de extrato de levedura
MERCK" foram avaliadas, acompanhadas do controle sem extrato de levedura.
Para a concentracdo de 0,5%, foi utilizado também extrato de levedura
DIFCO". Foram utilizados o meio e as condigcbes descritas anteriormente. A
levedura foi cultivada por 60 h, sendo retiradas aliquotas de 10 em 10 h,

incluindo o tempo zero.
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3.7. Caracterizacao Fisiolégica e Bioquimicada Lev  edura 1.70

A levedura selecionada (1.70) foi  caracterizada por meio de provas
fisiolégicas, bioquimicas e analise morfolégica, conforme descrito  por
KURTZMAN e FELL (1997). Foram realizados testes de fermentacdo de
sacarose, glicose, galactose, lactose, maltose e xilose, além dos testes de
assimilacdo de glicose, galactose, D-xilose, L-arabinose, D-arabinose, D-ribose,
L-raminose, maltose, sacarose, celobiose, trealose, lactose, melibiose, rafinose,
melizitose, inulina, amido soldvel, metanol, etanol, glicerol, eritritol, ribitol
(adonitol), D-manitol, D-gucitol (D-sorbitol), inositol, isopropanol, etilacetato,
acetona, citrato, gliconato, salicina, a-metil-D-glicosideo, glicosamina, nitrato,
nitrito e L-lisina. Foram avaliadas a resisténcia a 1% de acetato, a alta
concentracgdo de NaC e a cicloheximida, crescimento em diferentes
temperaturas (15, 25, 30, 37 e 42°C), producdo de acetato e de urease e testes
indicativos da atividade de [-galactosidase e xilanases. O tamanho e morfologia
das células, a presenca e tipo de divisdo celular e a presenca e tipo de esporo

formado foram observados com auxilio de microscopia 6ptica.
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4. RESULTADOS E DI SCUSSAO

4.1. Triagem de Microrganismos para Producédo de Xi litol a partir de
D-xilose

Para a triagem de leveduras, foram utilizados duzentos e cinquenta e
dois isolados do ambiente de laticinios e dezoito isolados de frutos de café
(quatro epifiticas e quatorze, provavelmente, endofiticas). Sessenta e uma
leveduras ndo produziram xilitol, sendo que cinco ndo consumiram D-xilose
(2.97, 2.98, 3.50, IV END 29, IV EPI 125) . Para as demais, a producio
variou de 0,01 a 5,30 g L' a partir de 10,50 g L'* de D-xilose, com consumo
variando de 1,23 a 100% .

Dezenove leveduras apresentaram maior produtividade volumétrica
(variando de 0,06 a 0,12 g Lt h'l) e maior rendimento (variando de 0,14 a
0,57 g g na bioconversdo com consumo de Dxilose entre 52 e 100%. S&o
elas: 1.09, 1.16, 1.26, 1.33, 1.54, 1.55, 1.67, 1.68, 1.70, 1.71, 1.76, 1.81, 1.88,
1.90, 1.91, 1.99, 2.64, 2.80 e 3.47.

Devido a ndo padronizagdo da concentracdo de células do indculo inicial
na primeira triagem, essas dezenove leveduras foram novamente testadas, com
0 inéculo inicial padronizado para uma densidade Optica entre 0,08 e 0,1. O
resultado dessa segunda triagem ¢é apresentado nos Quadros 1 e 2, com 0s

parametros calculados apés 24 e 48 h de cultivo. Pode-se observar uma
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variagdo em relagdo a primeira triagem devido, provavelmente, a padronizacdo

do in6culo.

Quado 1 - Poducdo de xilitol, percentagem de D-xilose consumida,
produtividade volumétrica (Qp), produtividade especifica (gp) €
rendimento (Yrs) para o cultivo em batelada de leveduras em
meio minimo mineral acrescido de 1% de D-xilose e 0,5% de
extrato de levedura a 100 rpm e 30°C apés 24 h

LEVEDURA Xilitol % Xilose Qp (o3 Ypis

(gL")  consumida (gL*h?) (mmolg™*h®) (gg?h)
1.09 3,46 100 0,14 0,29 0,32
1.16 1,96 100 0,08 0,14 0,18
1.26 2,63 70 0,11 0,17 0,35
1.33 2,20 74 0,09 0,24 0,28
1.54 4,56 98 0,19 0,45 0,43
1.55 4,26 99 0,18 0,39 0,40
1.67 2,07 77 0,09 0,15 0,25
1.68 1,73 64 0,07 0,17 0,25
1.70 5,84 100 0,24 0,54 0,54
1.71 4,94 99 0,21 0,42 0,47
1.76 2,46 48 0,10 0,31 0,47
1.81 2,13 35 0,08 0,38 0,56
1.88 3,66 74 0,15 0,31 0,46
1.90 4,35 87 0,18 0,29 0,46
1.91 4,03 72 0,17 0,36 0,52
1.99 3,75 76 0,16 0,26 0,46
2.64 4,70 99 0,20 0,44 0,44
2.80 5,01 99 0,21 0,37 0,47
3.47 1,39 54 0,06 0,16 0,24

Nesta segunda triagem, destacaram-se as leveduras 1.54, 1.55, 1.70,
1.71, 2.64 e 2.80, que produziram, respectivamente, 4,60; 4,92; 6,23; 5,15;
458 e 530 g L' de xilitol com consumo total de 10,73 g L' de Dxilose, apés
48 h de cultivo. A produtividade volumétrica variou de 0,10 a 0,13 g L* h'%, a
produtividade especifica de 0,17 a 0,26 mmol g* h™ e o rendimento de 0,43 a
0,58 gg™t

Constatou-se que, para os isolados 1.26, 1.33, 1.67, 1.88, 1.90, 1.91,
1.99 e 2.64, houve uma diminuicdo na producdo de xilitol apés 48 h de cultivo,

guando comparada a producdo em 24 h. Esta reducdo provavelmente deve-se
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ao consumo do xilitol utilizado para o crescimento microbiano, o que acarretou

gueda nos valores dos parametros calculados.

Quado 2 - Poducdo de xilitol, percentagem de D-xilose consumida,
produtividade volumétrica (Qp), produtividade especifica (gp) €
rendimento (Yrs) para o cultivo em batelada de leveduras em
meio minimo mineral acrescido de 1% de D-xilose e 0,5% de
extrato de levedura a 100 rpm e 30°C ap6s 48 h

LEVEDURA Xilitol % Xilose Qp (o] Yris
(gL consumida  (gL*hY) (mmolgthy) (gg?h
1.09 3,49 100 0,07 0,10 0,33
1.16 1,96 100 0,04 0,04 0,18
1.26 1,06 100 0,20 0,20 0,10
1.33 1,39 100 0,03 0,03 0,13
1.54 4,60 100 0,10 0,22 0,43
1.55 4,92 100 0,10 0,20 0,46
1.67 2,20 100 0,04 0,04 0,19
1.68 2,22 100 0,05 0,05 0,21
1.70 6,23 100 0,13 0,26 0,58
1.71 5,15 100 0,11 0,23 0,48
1.76 2,75 100 0,06 0,06 0,26
1.81 2,78 100 0,06 0,06 0,26
1.88 2,68 100 0,06 0,06 0,25
1.90 2,56 100 0,05 0,05 0,24
1.91 3,18 100 0,07 0,07 0,30
1.99 2,39 100 0,05 0,05 0,22
2.64 4,58 100 0,10 0,17 0,43
2.80 5,30 100 0,11 0,20 0,49
3.47 1,96 95 0,04 0,05 0,19

A levedura 1.70 apresentou maior producdo de xilitol em 24 e 48 horas,
alcancando valores de 6,23 g L' com maior produtividade volumétrica
(0,13 g L' h'') e também maior produtividade especifica (0,26 mmol g™* h'),
assim como o mehor rendimento (0,58 g g'l), destacando-se, na triagem
realizada, como uma levedura promissora para a producdo de xilitol a partir de
D-xilose.

A triagem de leveduras de ambientes ricos em xilana é, teoricamente,
mais promissora para obtencdo de leveduras produtoras de xilitol. Sendo assim,
foram testadas as leveduras epifiticas e, provavelmente, endofiticas, isoladas de

frutos de café. Entretanto, a producéo de xilitol foi baixa, variando entre 0,22 e
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1,50 g L* a partir de 10,70 g L' de Dxilose com baixos valores para os
parametros avaliados.

A alta produtividade e rendimento por leveduras isoladas do ambiente de
laticinios pode ser questionavel, ja que este ambiente ndo é rico em Dxilose.
Entretanto, a avaliagdo desta caracteristica em isolados de laticinios €
conveniente, quando considera-se que essas leveduras tém origens diversas,
por se tratar de um ambiente aberto e que, no isolamento, foram utilizadas
amostras como silagem, estrume e leite cru, levando a maior diversidade dos
isolados. Além disso, vérias espécies estudadas para a bioconversdo de Dxilose
a xilitol sdo encontradas em ambiente de laticinios.

A maioria dos estudos de bioconversdo de D-xilose a xilitol utiliza
leveduras. Poucos sd3o os relatos de utilizacgdo de fungos filamentosos.
Entretanto, eles possuem as enzimas xilose redutase (XR) e xilitol
desidrogenase (XDH), responsaveis pelo metabolismo de D-xilose (CHIANG e
KNIGHT, 1960; WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998).

Neste estudo, foi realizada a triagem de onze fungos filamentosos, e o
resultado do consumo de Dxilose e da produgdo de xilitol acompanhados
por 96 h, sdo apresentados na Fgura 1. Os fungos P. roqueforti
CCT 0062 e P. brevicompactum CCT 4457, ap6s 96 h de cultivo, foram os que
menos consumram D-xilose, enquanto os fungos P. purpurogenum CCT 2008,
P. chrysogenum CCT 1273, P. citrinum CCT 3281, P. janthinellum CCT 3162,
P. expansum VIC, P. italicum DMB1 e P. griseoroseum CCT 6421 consumiram a
totalidade do aclcar presente no meio, merecendo destaque P. griseoroseum
CCT 6421 e P. janthinellum CCT 3162, que consumiram mais da metade da
D-xilose apés 48 h de cultivo.

A producdo de xilitol e a produtividade volumétrica variaram de 0,14 a
0,52 g L* (a partir de 11,50 g L' de Dxilose com consumo entre 15 e 79%) e
de 0,002 a 0,006 g L h', respectivamente, conforme apresentado no Quadro
3. P. crustosum produziu a maior concentracdo de xilitol, ap6s o consumo de
76% de Dxilose (0,52 g L"), com produtividade volumétrica de 0,005 g L' h*
e pequeno rendimento de 0,06 g g' (dado ndo apresentado), alcancando a

maior massa celular (8,16 g L'Y). Uma possivel explicacgdo para a menor
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Consumo de D-xilose (Jull) e concentracéo de xilitol (Jv1) por

A.  niger (A), P. brevicompactum (B), P. chrysogenum (C),
P. citrinum (D), P. crustosum (E), P. expansum (F) P. griseoroseum
(G), P. italicum (H), P. janthinellum (1), P. purpurogenum (J)
e P. roqueforti (K) cultivados em batelada por 96 horas em meb
minimo mineral acrescido de 1% de Dxilose e 0,5% de extrato de
levedura, pH 6,0, a 100 rpm e 30°C.
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Quadro 3 - Producdo de xilitol, percentagem de D-xilose consumida,
produtividade volumétrica (Qp) e massa celular (g L) de fungos
filamentosos de culturas em batelada, em meio minimo mineral
acrescido de 1% de D-xilose e 0,5% de extrato de levedura a
100 rpm e 30°C

Fungo Xilitol % Xilose Qp Massa Celular
Filamentoso (gL consumida (gLt h?) (gLY)y*
A. niger 0,36 79 0,004 7,20
P. brevicompactum 0,23 20 0,002 0,74
P. chrysogenum 0,22 25 0,005 6,92
P. citrinum 0,27 52 0,004 5,19
P. crustosum 0,52 76 0,005 8,16
P. expansum 0,15 52 0,003 5,12
P. griseoroseum 0,16 7,5 0,006 4,38
P. italicum 0,16 15 0,003 5,42
P. janthinellum 0,29 72 0,006 7,15
P. purpurogenum 0,14 18 0,003 5,44
P. roqueforti 0,27 16 0,003 0,66

* Massa micelial no tempo de 96 h de cultivo.

producdo de xilitol por fungos filamentosos é o metabolismo eminentemente
aerobio, que mesmo em condicdes de baixa oxigenacdo € mais eficiente. Além
disso, a xilose é utilizada eficientemente como fonte de carbono, o que significa
atividade considerdvel da xilitol desidrogenase devido a eficiente recuperacdo
do NAD(P) " e, portanto, consumo do xilitol produzido.

O interesse na utilizacdo de fungos filamentosos é devido a producdo de
outras enzimas, como 0 complexo enzimético xilanolitico, que possibilitaria a
obtencdo do substrato D-xilose, a partir de residuos lignoceluldsicos ricos em
xilana, por hidrélise enzimética, com posterior producdo de xilitol por acdo do
proprio fungo filamentoso. LATIF e RAJOKA (2001), utilizando enzimas
microbianas produzidas por Chaetomium thermophile, observaram atividade
xilanolitica significante, que proporcionou aproximadamente 90% de conversdo

da xilana de 100 g L* de sabugo de milho tratado com hidréxido de sédio. No
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entanto, a levedura C. tropicalis, foi utilizada para o processo de bioconverséao
de D-xilose a xilitol.

Considerando os resultados da triagem para leveduras e fungos
filamentosos, foi selecionada a levedura 1.70, isolada do ambiente de laticinios,
em coleta realizada na saida da empacotadeira, que apresentou rendimento de
0,58 g g, produtividade volumétrica de 0,13 g L' h™ e produtividade especifica
de 0,26 mmol g* h*, produzindo 6,23 g L™ de xilitol a partir de 10,73 g L* de
D-xilose, apds 48 h de cultivo.

Bons resultados foram obtidos em triagem realizada por IKEUCHI et al.
(1999). Candida sp 559-9 destacou-se com producdo de 204 + 10 g L! de xilitol
a partir de 250 g L' de xilose apés 5 dias de incubacdo, com uma eficiéncia de
conversao igual a 92,7% (considerando o valor teérico de producdo de xilitol a
partir de D-xilose, pelo balanco das equagfes do metabolismo, igual a 0,912).

Um rendimento de 0,62 g g* na producdo de xilitol foi registrado para
C. mogii ATCC 18364 e, segundo SIRISANSANEEYAKUL et al. (1995), esta
levedura foi considerada como boa produtora de xilitol.

Apesar de varias triagens ja realizadas, ndo podemos comparar 0S
resultados obtidos ao considerar que o meio e as condicdes do cultivo sao
diferentes para cada trabalho. Nesta primeira etapa do trabalho, o rendimento
de xilitol obtido na triagem foi baixo para justificar a utilizacdo da levedura 1.70
na producdo de «xilitol em larga escala. Entretanto, € possivel melhorar este

processo, definindo e otimizando as condigdes reguladoras da bioconverséo.

4.2. Definicdo das Condigdes Reguladoras da Bioconv  erséo de D -xilose
a Xilitol

4.2.1. Concentracéo de D -xilose

Foram avaliadas as seguintes concentracdes de Dxilose: 2,40; 5,00;
9,50; 23,00; 27,60; 51,35 e 98,40 g L. Os resultados de consumo de Dxilose,
da producdo de xilitol e do crescimento microbiano sdo apresentados ha
Fgura 2. Nas concentracbes de 2,40 e 5,00 g L', D-xilose foi consumida

rapidamente, sendo esgotada apds 20 h de crescimento. O tempo necessario
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para o consumo de 9,50; 23,00; 27,60; 51,35 e 9840 g L' de D-xilose
aumentou, visto que a concentracdo de D-xilose era maior, além da utilizacdo
da mesma concentracéo de células no indculo inicial.

Tanto a producdo de xiltol quanto o0 crescimento microbiano
aumentaram com a maior concentracdo de D-xilose no meio de cultura. O
crescimento maximo obtido em cada concentracdo de D-xilose foi 2,40; 2,93;
2,98; 4,00; 5,10; 5,70 e 9,00 g Lt respectivamente. Houve aumento da massa
celular com o aumento da concentracdo de D-xilose. Apés a deplecdo de
D-xilose, o crescimento da levedura torna-se lento, com tendéncia a fase
estacionaria de crescimento, enquanto a concentracdo de xilitol no meio decai
devido, provavelmente, ao consumo deste para producdo de energia nas
reacbes de manutencdo. Resultado semelhante foi relatado por BARBOSA et al.
(1988), que observaram consumo de xilitol por C. guiliermondi, apds
incubacéo prolongada.

O tempo necessario para o consumo total de Dxilose, utilizando
98,40 ¢ [! de D-xilose foi maior, ou seja, cerca de 120 h, quando comparado
& demais concentracbes (Figura 2). IKEUCHI et al. (1999) observaram que
periodo maior foi requerido para a producdo maxima de xilitol em 300 g L* de
D-xilose, devido amenor taxa de crescimento de Candida sp 559-9.

A producdo de xilitol aumentou com o incremento de D-xilose de 2,40 a
98,40 g L' (Quadro 4). A maior producdo de xilitol (60,00 g L) foi encontrada

na concentragdo de 98,40 g L®. Geralmente o aumento na concentragado de
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Massa celular (dol), consumo de D-xilose (Jull) e producdo de
xilitol (Ovl]) para o cultivo da levedura 1.70 em batelada, em meio

minimo mineral acrescido de 0,5% de extrato de levedura, pH 6,0,
a 100 rpm e 30°C, em diferentes concentracbes de D-xilose:

2,40 g L' (A), 5,00 g ' (B), 9,50 gL' (C), 23,00 g L' (D),
27,60 g L*(E), 51,35 g L (F) € 98,40 g L™ (G).
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Quadro 4 — Producdo de xilitol, percentagem de D-xilose consumida,
produtividade volumétrica (Qp), produtividade especifica (gp) e
rendimento (Yps) para o cultivo em batelada da levedura 1.70
em meio minimo mineral acrescido de concentracdes crescentes
de D-xilose e 0,5% de extrato de levedura a 100 rpm e 30°C

Xilose Xilitol % Xilose Qp (o3 Ypis
(gL (gL')  consumida (gL*h?) (mmolg?th?) (gg™)
2,40 1,07 100 0,05 0,14 0,36
5,00 2,54 100 0,08 0,30 0,50
9,50 5,04 100 0,17 0,40 0,53
23,00 10,04 99 0,30 0,50 0,54
27,60 17,50 100 0,33 0,40 0,61
51,35 32,70 96 0,49 0,49 0,64
98,40 60,00 100 0,50 0,36 0,60

aclcar conduz a aumento na produgdo de xilitol em batelada, caso o
microrganismo seja capaz de tolerar altas concentracbes de aclcar e alta
pressdo osmatica (OH et al. 1998).

A produtividade volumétrica (Qp) variou entre 0,05 e 0,50 g L' h', a
produtividade especifica (gp) de 0,14 a 0,50 mmol g'1 h' e o rendimento
(Yrs) de 0,36 a 0,64 g g’ A produtividade volumétrica e o rendimento
aumentaram, acompanhando a concentracdo de  D-xilose, atingindo
valores maximos nas concentracdes de 51,35 (0,49 g L' h' e 0,64 g g,
respectivamente) e 98,40 g L' (0,50 g L* h™ e 0,60 g g*, respectivamente). A
maior produtividade especifica (gp) foi obtida nas concentracfes de D-xilose de
23,00 g L* (0,50 mmol gth?) e de 51,35 g ! (0,49 mmol g* h'}). Para todas
as concentraces utilizadas, a producdo maxima de xilitol ocorreu quando o
consumo de D-xilose foi quase total (96 a 100%).

A concentracdo Otima de D-xilose para producdo de xilitol varia de
levedura para levedura, mas ha consenso de que acima de um valor 6étimo,
devido a alteracdo da pressdo osmoética do meio, a fisiologia microbiana e a

producdo de xilitol séo alteradas.
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OH et al. (1998), detectaram que a produtividade especifica, a
produtividade volumétrica e o rendimento de xilitol de C. parapsilosis
aumentaram até & concentracdo de 170 g L', acima da qual a producdo de
xilitol decrescia. Foi observado, para C. moggii ATCC 18364, que maior
concentracdo de D-xilose levou ao aumento nas taxas de consumo de xilose e
de formacdo de xilitol, enquanto a taxa de crescimento especifico permaneceu
constante (SIRISANSANEEYAKUL et al., 1995). C. tropicalis KFCCG10960 néo
suportou concentracdes de D-xilose acima de 150 g L' devido & pressdo
osmotica, resultando em decréscimo na taxa de producdo volumétrica de xilitol
(OH e KIM, 1998).

Considerando que o xilitol desempenha a funcdo de soluto compativel,
contribuindo para a viabilidade da célula em resposta a um ambiente hostil
(AGUIAR et al., 1999b), é necessario o estudo da bhioconversdao de D-xilose a
xilitol utilizando altas concentracbes de D-xilose, ou seja, em situagdo de
estresse osmoético onde, provavelmente, a producéo de xilitol seria maior.

Com base nos valores dos trés pardmetros e nas concentracbes de
D-xilose utilizadas, destacou-se o0 cultivo na concentracio de 51,35 g L*
(Q=0,49 g L' h', o=0,49 mmol g' h™* e Yms=0,64 g ¢'), sendo, a partir de
entdo, essa concentragdo de D-xilose definida para avaliagdo dos demais
parametros. A concentracdo de 98,4 g'1 h?, apesar de produzir uma
concentracdo de xilitol maior (60,0 g h''), ndo foi utilizada por apresentar um

menor rendimento (0,60 g g%).

4.2.2. Concentracdo de Células do In6c ulo I nicial

Foram avaliadas as seguintes concentracbes de massa celular seca no
inéculo inicial: 0,05; 0,22; 0,45; 1,00; 1,45, 2,20 e 6,50 g L O resultado do
consumo de D-xilose, da produgcdo de xilitol e do crescimento microbiano
sdo apresentados na HFgura 3. Constatou-se que quanto maior o0 inéculo
utilizado, mais rapido foi o consumo de D-xilose. Para 0,05 g L' de inéculo
inicial, o consumo total de Dxilose ocorreu no tempo de 70 h, e para 6,5 g L*

no tempo de 50 h. A maior massa celular (12,79 g L*) foi obtida para o in6culo
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1,00 g L' (D), 1,45 g L*(E), 2,20 g L' (F) e 6,50 g L* (G).
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Quadro 5 — Producdo de xilitol, percentagem de D-xilose consumida,
produtividade volumétrica (Qp), produtividade especifica (gr) e
rendimento (Yps) para o cultivo em batelada da levedura 1.70,
em meio minimo mineral acrescido de 5,0% de Dxilose e 0,5%
de extrato de levedura a 100 rpm e 30°C em diferentes
concentracdes de célula no inéculo inicial

I n6culo Xilitol % Xilose Qp (o3 Yers
(gL (gL?*)  consumida (gL*h?) (mmolg?th') (gg?)
0,05 33,12 100 0,47 0,39 0,58
0,22 33,10 100 0,47 0,39 0,58
0,45 32,05 100 0,46 0,38 0,57
1,00 31,17 97 0,52 0,60 0,56
1,45 36,20 100 0,60 0,58 0,65
2,20 31,96 97 0,53 0,55 0,57
6,50 30,70 100 0,61 0,32 0,54

inicial de 6,50 g LY. Para os demais in6culos, a massa celular variou de 7,0 a
11,0 g L'. A concentragdo méaxima de xilitol foi obtida, quando o consumo de
D-xilose foi total (100%), a ndo ser para o inéculo de 1,00 e 2,20 g L' em que
o consumo foi de 97%.

Resultados semelhantes foram apresentados por CAO et al. (1994),
estudando Candida sp B-22. Esses autores mostraram que com alta
concentragdo de células, no indculo inicial, ocorreu completa conversdo de
D- xilose a xilitol ap6és 100 h de incubacdo, e com baixa concentracdo celular o
tempo de bioconversdo aumentou, significativamente, o que resultou em
diferenca de 80% na producéo de xilitol entre os néculos de 3,8 e 26 mg mL?,
apos 100 h de cultivo.

Nos indculos de 1,00; 1,45 e 2,20 g L', pode-se observar, no tempo de
70 h, um aumento de massa celular seca quando a concentracdo de Dxilose é
praticamente nula, comprovando o consumo de xilitol pela levedura 1.70,
observado por uma queda na concentragao de xilitol.

Neste estudo, a produtividade volumétrica (Q,) variou de 0,46 a

0,61 g L*h?, a produtividade especffica (ge) de 0,32 a 0,60 mmol g h™, e o
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rendimento (Yps) de 0,54 a 0,65 g ¢g* (Quadro 5). A producdo de xilitol foi
maior no inéculo de 1,45 g L' (36,20 g L* a partir de 56,80 g L' de D-xilose).
O melhor rendimento (Yps=0,65 g ¢g') também foi obtido com o inéculo de
1,45 g L™,

OH et al. (1998) observaram que a produtividade volumétrica foi maior
com 0 aumento na concentracdo inicial de células de C. parapsilosis. A
produtividade especifica de «xilitol, entretanto, foi quase constante em relacdo
ao aumento da concentracéo celular.

Para D. hansenii NRRL Y-7426, a maior produtividade de xilitol
(1,4 g Lt h') foi obtida a partir da concentracdo celular inicial de 3 g L%
apés 72 h de cultivo, quando 1058 g L' de «xilitol foram produzidos
(DOMINGUEZ et al.,, 1997). Concentracbes celulares acima deste valor néo
levaram ao aumento na producéo de xilitol.

Os maiores valores de produtividade volumétrica (Q) foram obtidos para
os inéculos de 1,45 (0,60 g L' h™) e 6,5 g ! (0,61 g L' h'Y). Para os inéculos
iniciais de 1,00 (0,60 mmol g* h) e 1,45 g L' (0,58 mmad g* h'), foram
obtidos os maiores valores de produtividade especifica (gp). Fica demonstrado
gque a condicdo que proporciona maior rendimento ndo € a mesma que
proporciona maior produtividade especifica. Portanto, considerando o conjunto
dos trés parametros avaliados, o inéculo de 1,45 g L' (Qe=0,60 g L' h™;
q=0,58 mmol g! h' e Yps=065 g g') foi definido como a melhor

concentracdo de células para o inéculo inicial.

4.2.3. Nivel de Aeracao da Cultura

O efeito do nivel de aeracdo sobre a producdo de xilitol foi determinado
pelo controle da agitagdo. A Fgura 4 apresenta os dados de consumo de
D-xilose, da producdo de xilitol e do crescimento microbiano para cultivos da
levedura 1.70, nas agitagdes de 100, 200 e 300 rpm. Nas duas maiores
rotagdbes (200 e 300 rpm), o consumo total de Dxilose ocorreu no tempo
de 30 h, enquanto para 100 rpm este consumo ocorreu até o tempo de 70 h. A

massa celular final obtida nos trés niveis de aeracdo foi, aproximadamente, a
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mesma (9,55 + 0,45 g L'), mas em tempos diferentes, ja que maior aeracao
contribui para a formacdo de biomassa.

O aumento do oxigénio favorece o aumento da biomassa, enquanto o
rendimento de xilitol tém relacdo inversa. O excesso de oxigénio ativa o ciclo do
&cido citrico regenerando o NAD', que funciona como cofator para
a enzima xilitol desidrogenase que transforma xilitol em xilulose. Xilulose
€, posteriormente, degradada por meio da via das pentoses e
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) para piruvato, intermediario comum que
entra no ciclo do acido citrico (TCA) (WINKELHAUSEN et al, 1996;
LAPLACE et al., 1991).

De acordo com o Quadro 6, a maior producdo de xilitol (27,20 g L' a
partir de 46,70 ¢ L' de D-xilose), a maior produtividade volumétrica
(0,90 g L' h') e a maior produtividade especifica (0,74 mmol g* h™) foram
obtidas & agitacdo de 200 rpm, que proporcionou a melhor aeracdo para
producdo de xilitol, apesar do menor rendimento (0,57 g g'l), guando

comparado ao obtido com agitacdo de 100 rpm (0,58 g g*).
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Figura 4 — Massa celular (Jo), consumo de D-xilose ([Jull) e producdo de

xilitol (Ovl]) para o cultivo da levedura 1.70 em batelada, em meio

minimo mineral acrescido de 0,5% de extrato de levedura e 5% de
D-xilose, pH 6,0, a 30°C e concentragdo celular de 1,45 g Lt

no inéculo inicial e diferentes rotagbes. 100 (A), 200 (B) e
300 rpm (C).
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Quadro 6 - Producdo de xilitol, percentagem de D-xilose consumida,
produtividade volumétrica (Qp), produtividade especifica (gp) €
rendimento (Yps) para o cultivo em batelada da levedura 1.70,
em meio minimo mineral acrescido de 5% de D-xilose e 0,5%
de extrato de levedura a 30°C e diferentes rotacfes

rpm Xilitol % Xilose Qp gp Yers
(gL™h consumida (gL' h?)  (mmolg?*h?) (gg?)

100 26,60 96 0,46 0,45 0,58
200 27,20 100 0,90 0,74 0,57
300 25,55 100 0,80 0,56 0,53

Resultados semelhantes foram obtidos por DOMINGUEZ et al. (1997),
gue avaliaram a producdo de xilitol por D. hanseni. A 300 rpm a xilose foi
consumida rapidamente, resultando em 99,67 g L* xilitol, enquanto a 200 rpm a
xilose foi consumida lentamente, mas produziu 113,4 g L'* de xilitol.

BARBOSA et al. (1988), trabalhando com C. guillermondi, também
detectaram que, com decréscimo nha aeragdo, ocorreu aumento no rendimento
de xilitol, enquanto a concentracdo de etanol e D-xilose diminuiram. Em 1985,
du PREEZ e PRIOR, interessados na producdo de etanol por Candida
shehatae CSIRY492, verificaram que 0 aumento na aeracdo minimizou a
producdo de xilitol.

O oxigénio parece regular a producdo de xilitol por influenciar o potencial
redox no interior da célula. Em condicbes de microaerobiose (200 rpm), ha
pouco oxigénio e excesso de NADH levando ao desequilibrio na taxa
NADH/NAD®, o que ndo ocorre com 0 aumento na taxa de aera¢io do meio de
cultivo (300 rpm).

Entretanto, a presenca do oxigénio & necesséria para maior crescimento
microbiano e para assimilagdo de D-xilose. O cultivo em anaerobiose
ndo é condicdo ideal para producdo de xilitol (FURLAN, et al., 1991;  NOLLEAU
et al., 1995).

Comparando-se a produtividade volumétrica, a produtividade especifica e
o rendimento, obtidos sob as mesmas condigdes em experimento anterior,

Q=0,60 g L* h*, ¢=0,58 mmol g h' e Yps=0,65 g g' (Quadro 5), com os
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obtidos na agitacdo de 100 rpm, Qr=0,46 g L' h', ¢=0,45 mmol g* h' e
Yrs=0,58 g g1 observa-se uma reducdo no valor dos pardmetros. Esta reducéo
pode ser explicada pela troca da marca do extrato de levedura, jA que era
utilizado extrato de levedura DIFCO® e passou-se a utilizar extrato de levedura
MERCK® . Considerando a importancia do extrato de levedura na producdo de
xilitol, avaliou-se o0 efeito destas duas marcas na producdo de xilitol pela

levedura 1.70.

4.2.4. Concentracdo do Extrato de Levedura

A Fgura 5 apresenta os resultados para o cultivo da levedura 1.70 na
auséncia de extrato de levedura, & concentracbes 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0% de
extrato de levedura MERCI@, comparados a extrato de levedura DIFCO® 0,5%.
Em todos os casos o padrdo dos graficos € o mesmo. Observa-se um aumento
na massa celular com a crescente concentracdo de extrato de levedura, ja que,
ele funciona como um fator de crescimento, suplementando o meio de cultivo
com nutrientes como vitaminas e aminoacidos.

Para varias leveduras utilizadas no processo de bioconversdo, ha
diferencas quanto a suplementacdo do meio de cultivo. Algumas leveduras néo
necessitam da presenca de extrato de levedura, enquanto para outras ele se
faz necessario em diferentes concentracBes, especificas, para cada espécie
(BARBOSA et al., 1988; WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998).

KERN et al. (1997) observaram que, para C. tenuis, o aumento na
concentragdo de extrato de levedura resultou em significativo aumento na
biomassa e formacdo da enzima (aldose redutase). JA para C. moggii ATCC
18364, foi detectado que a adicdo de extrato de levedura e peptona n&o tem
efeito sobre a producéo de xilitol (SIRISANSANEEYAKUL et al., 1995).

A maior producdo de xilitol (33,0 g L' a partir de 50,0 g L* de Dwxilose)
ocorreu quando se utilizou extrato de levedura MERCK® & concentracdo de
0,5%, obtendo-se produtividade volumétrica de 0,64 g L*h', produtividade

especifica de 0,67 mmol g*h* e rendimento de 0,65 g g* (Quadro 7). Para as
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XILOSE, XILITOL (g L
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Hgura 5 —

MASSA CELULAR (g L %)
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TEMPO (h)

Massa celular (ol), consumo de D-xilose {Jull) e producdo de
xilitol (Ovld) para cultivo da levedura 1.70 em batelada, em meio

minimo mineral acrescido de 5% de Dxilose, pH 6,0, a 200 rpm e
30°C, sem acréscmo (A) e em diferentes concentragdes de extrato

de levedura MERCK™: 0,1 (B); 0,5 (C); 1,0 (E) e 2,0% (F) e 0,5%
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de extrato de levedura DIFCO (D), utilizando inéculo inicial de
1,459 L*.

Quadro 7 - Producdo de xilitol, percentagem de D-xilose consumida,
produtividade volumétrica (Qp), produtividade especifica @p) e
rendimento (Yrs) para o cultivo em batelada da levedura 1.70,
em meio minimo mineral acrescido de 5% de D-xilose,
diferentes concentracdes de extrato de levedura MERCK® e
0,5% de extrato de levedura DIFCO® a 200 rpm e 30°C

Extrato de Xilitol % Xilose Qp ge Yeris

levedura (gL*)  consumida  (gL*h?) (mmolg*h?) (gg?)
(%)

0 29,15 100 0,58 0,47 0,61

0,1 32,27 100 0,60 0,48 0,62

0,5 33,00 100 0,64 0,67 0,65

0,5* 33,65 100 0,67 0,60 0,72

1,0 30,48 100 0,51 0,40 0,64

2,0 30,69 100 0,61 0,51 0,67

* Foi utilizado extrato de levedura DIFCO® .

concentracbes maiores que 0,5%, a produtividade volumétrica e a
produtividade especifica foram menores com maior producdo de massa celular,
conforme apresentado na Fgura 5, o que ndo beneficia a bioconversdo de
D-xilose a xilitol. Tais resultados foram semelhante &jueles apresentados por
PREZIOSI -BELLOY et al. (2000). Segundo esses autores, o extrato de levedura
estimulou a producdo de xilitol e massa celular, quando C. guiliermondii foi
cultivada em hidrolisado de madeira de &lamo. Entretanto, concentracdes
maiores que 2 g L' de extrato levedura ndo levaram a maior producdo de
xilitol, ocorrendo maior transporte de glicose e maior producéo de etanol.

A presenca de nutrientes organicos, como peptona e extrato de
levedura, é essencial a producdo de xilitol para Candida sp 559-9, conforme
descrito por IKEUCHI et al. (1999). Entretanto, o excesso de extrato de

levedura diminuiu a producéo de xilitol.
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A levedura 1.70 cultivada na presenca de 0,5% do extrato de levedura
DIFCO® apresentou producdo de 33,65 g L' de xilitol, a partir de 47,00 g L* de
D-xilose, produtividade volumétrica de 0,67 g L* h™, produtividade especifica
de 0,60 mmol g h' e rendimento de 0,72 g g*, que podem justificar a ndo
repeticdo dos parametros obtidos no experimento de padronizacdo do inéculo.
Entretanto, vale ressaltar que outros fatores como temperatura, pH do meio e
idade do in6culo também podem influenciar os resultados.

Os parametros obtidos apés a definicho da melhor concentracdo
de D-xilose e de células no inéculo inicial, da melhor condicdo de
aeracdo e concentracdo de extrato de levedura MERCK® (Qp= 0,64 g L'h?,
gp = 0,67 mmol g* h' e Yps = 0,65 g g') ainda ndo permitem a utilizacdo
dessa levedura para processo de bioconversdo em escala industrial. Entretanto,
ha necessidade de determinar outras condicdes que influenciam a producdo de
xilitol, tais como o pH do meio de cultivo, a temperatura de incubacdo, a idade
do in6culo e a composicdo do meio. De acordo com os resultados obtidos e
considerando o0s outros estudos necessarios a otimizacdo do processo de

bioconverséo, a levedura 1.70 mostra-se promissora para producédo de xilitol.

4.3. Caracterizacao fisiologica e bioquimicadalev  edural.70

O resultado da caracterizagdo fisioldégica e bioquimica da levedura 1.70 é
apresentado no Quadro 8. Esta levedura foi capaz de fermentar glicose e
galactose. Entretanto, a fermentacdo de galactose foi fraca, ja que o gas
ocupou menos de um terco do tubo de Duhram. Ha foi incapaz de fermentar
lactose, D-xilose, maltose e sacarose, com producdo de diéxido de carbono.
Este experimento foi realizado em duplicata e acompanhado durante trés
semanas.

A levedura 1.70 foi capaz de assimilar as seguintes fontes de carbono:
hexoses, D-glicose e D-galactose; dissacarideos, celobiose, lactose, maltose,
sacarose e melibiose; trissacarideos, melizitose e rafinose; pentoses, D-xilose,
D-arabinose; alcoois, glicerol, ribitol, D-manitol e D-glucitol; acido orgéanico,

gliconato e  glicosideos, salicina e a-metil-D-glicosideo. Ha nado assimilou as
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seguintes fontes: L-arabinose, D-ribose, L-raminose, trealose, inulina, amido
solivel, metanol, etanol, eritritol, inositol, isopropanol, etilacetato, acetona e

citrato.
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Figura 6 — Col6nias da levedura 1.70 em 5% de extrato de malte — agar apos
hcubacéo a 30°C por 3 dias

QOutras caracteristicas foram avaliadas. A levedura 1.70 n&o foi capaz
de assimilar nitrato e nitrito como fonte de nitrogénio, utilizando apenas
L-lisina. Assimilou glicosamina e foi capaz de crescer em meio contendo 10%
de cloreto de sddio, suportando alta pressdo osmoética. Nao apresentou
resisténcia a acetato no meio contendo este Acido. Foi sensivel &
concentragbes de cicloheximida utilizadas (0,1 e 0,01%), e nao apresentou
atividade de urease. Nao cresceu a 42°C, mas foi capaz de crescer a 15, 25, 30
e 37°C, formando anel e ndo formando pelicula. Foi observada a formacdo de
sedimento de células, nos meios de crescimento.

A levedura ndo cresceu, quando cultivada em meio contendo xilana
(SIGMAD) como Unica fonte de carbono, devido a auséncia de producéo
de enzimas xilanoliticas. Foi observada atividade de [3-galactosidase,
demonstrada pela coloracdo azul das colénias em meio contendo
X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indoil-3-D-galactosideo).

O experimento para assimilagdo, assim como para as outras
caracteristicas avaliadas, foi acompanhado durante trés semanas de incubacéo

atemperatura de 30 °C.

51



As caracteristicas morfolégicas da colbnia e das células foram
observadas. Em 5% de extrato de malte-agar, apds 2 dias de incubacdo a 25°C,
as colénias sdo cremosas, opacas, de formato oval, cdbncavo e de tamanho

médio pequeno (Fgura 6), enquanto as células sdo cilindricas e ovais com

4 — 6,7 pm, apresentando brotamento monopolar (Figura 7).

Figura 7 - Observacdo a fresco de células da levedura 1.70, microscopia Optica.
Cultivo em 5% de extrato de malte-agar por 3 dias a 30°C
presenca de brotamento monopolar. Barra = 5 pm.

A formacdo de ascOsporos foi observada por inoculacdo da levedura em
5% de extrato de malte-agar, incubado por 10-30 dias a 30°C. Os ascésporos
formados sdo semelhantes aos ascOsporos apresentados pelo género Pichia
(Fgura 8).

Estudos semelhantes foram realizados por RHOM et al. (1992), que
isolaram 1013 leveduras de produtos de laticinios, e baseados nas
caracteristicas  fisiologicas e bioquimicas dos isolados fizeram a identificacdo
das espécies. As leveduras foram distribuidas em 17 géneros e 37 espécies.
Destacaram-se 0s géneros Candida, Debaryomyces, Hchia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Kluyveromyces e Yarromia.

GADAGA et al. (2000), isolaram e identificaram leveduras de leite
fermentado do Zimbabue. A partir dos isolados de 30 amostras, foram
identificadas 20 diferentes leveduras, com base na caracterizacéo fisiologica e

bioguimica. Dentre estas, S. cerevisiae, Candida lusitaniae, Candida colliculosa,
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Saccharomyces dairenenses, Candida lipolitica, C. tropicalis, C. guilliermondii,

Zygosaccharomyces spp e Rhodotorula rubra.
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fresco, microscopia optica: A — Ascésporos formados apds cultivo da levedura
1.70 em 5% de extrato de malte-agar por 5 dias, 30°C,
B, C, D - Ascosporos formados por espécie do género
Fichia ( KURTZMAN e FELL, 1997). Barra = 5 pum.
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Com os resultados obtidos na caracterizacdo fisiolégica, bioquimica e
morfoldgica da levedura 1.70, ndo foi possivel a identificacdo. A taxonomia de
leveduras € complexa e novos sistemas, incluindo técnicas moleculares, tém
sido utilizados para compreensdo da ecologia de varios ambientes. Técnicas
como PCR (Polymerase Chain Reaction) e RAPD (Randomic Amplified Polimorfic
DNA), suplementam os sistemas convencionais de identificacdo (DEAK e
BEUCHAT, 1987) e poderdo, no futuro, auxiliar na identificacdo da levedura
1.70. KURTZMAN e FELL (1997) ja descrevem a comparacdo da sequéncia do

RNA/DNA ribossdmico, para obtencdo de relacBes filogenéticas entre leveduras.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Das duzentos e setenta leveduras testadas, sessenta e uma néo
produziram xilitol a partir de D-xilose, demonstrando que nem todas as
leveduras sdo capazes de realizar esta bioconversdo, ou que as condicbes de
cultivo ndo foram favoraveis aproducao de xilitol por essas espécies.

Da triagem realizada com leveduras isoladas do ambiente de laticinios e
de frutos de café, selecionou-se a levedura 1.70 que produziu 6,23 g L' de
xilitol a partir de 10,73 g L' de D-xilose, com produtividade volumétrica (Qp) de
0,13 g L* h?, produtividade especifica (gs) de 0,26 mmol g* h™ e rendimento
(Yps) de 0,58 g g, mostrando-se promissora para uso na producéo de xilitol.

A producdo de xilitol por fungos filamentosos foi baixa. A producdo
maxima foi de 0,52 g L', a partir ¢ 11,50 g L' de Dxilose, obtida por
P. crustosum. Os fungos filamentosos consumiram D-xilose principalmente para
0 crescimento, e nas condigdes utilizadas ndo demonstraram ser bons
produtores de xilitol.

A concentracdo inicial de D-xilose influendou a producdo de xilitol pela
levedura 1.70. A melhor concentracdo de substrato foi 51,35 g L' de D-xilose
com producdo de 32,70 g L* de xilitol, produtividade volumétrica e especffica

de 0,49 g L*h'?, e rendimento de 0,64 g "
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A bioconversdo de D-xilose a xilitol foi favorecida, utilizando-se como
inéculo inicial uma massa celular de 1,45 ¢ LY o gue gerou produtividade
volumétrica de 0,60 g L' h™, produtividade especffica de 0,58 mmol g* h™ e
rendimento de 0,65 g g™,

Sob influéncia da aeragdo, mediante controle da agitacdo, melhores
resultados foram obtidos para 200 rpm, produzindo 27,20 g L' de xilitol a partir
de 46,70 g L' de D-xilose, com produtividade volumétrica de 0,90 g L* h™,
produtividade especifica de 0,74 mmol g*h* e rendimento de 0,57 g g*.

A producdo de xilitol foi 33,00 g L* a partir de 50,0 g L'* de D-xilose,
utilizando 0,5% de extrato de levedura MERCK®, com produtividade volumétrica
de 0,64 g L' h', produtividade especifica de 0,67 mmol g* h'* e rendimento de
0,65 g g'l. Utiizando  extrato de levedura DIFCO”, foi obtida producdo de
3365 g L* de xilitol a partir de 47,00 g L' de D-xilose, com produtividade
volumétrica de 0,67 g L h™, produtividade especifica de 0,60 mmol g* h™ e
rendimento de 0,72 ¢ g'l, sendo a utilizacdo desta marca melhor indicada para
a producdo de xilitol a partir de D-xilose, utilizando a levedura 1.70 e as
condicOes de cultivo definidas neste trabalho.

Considerando os resultados apresentados e o0s demais estudos
necessarios para otimizagdo do processo de bioconversdo, a levedura 1.70
mostra-se promissora para producéo de xilitol.

A caracterizagdo fisiologica, bioquimica e morfolégica da levedura 1.70
nao permitiu a determinacdo da espécie, apesar da semelhanca morfoldgica

dos ascasporos da levedura 1.70 com os do género Pchia.
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FIGURA 1 A - Curva de calibracdo utilizada na definicho da massa celular

correspondente a uma unidade de densidade optica (DO).
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APENDI CE B

Quadro 1 A — Concentracdo de xilitol,

produtividade volumétrica (Qp),

rendimento (Yps) para o cultivo em batelada de
isoladas do ambiente de

percentagem de D-xilose consumida,

produtividade especifica (gp) e

leveduras

laticinios, em meio minimo mineral

acrescido de 1% de Dxilose e 0,5% de extrato de levedura a
100 rpm e 30°C, ap6s 48 h

Xilitol % Xilose Qp (o3 Ypis
LEVEDURA 1 _ P 1 I
(gL”) consumida (gL™h") (mmolg™~h~) (gg")
1.01 1,49 100 0,03 0,2. 0,13
1.02 2,62 100 0,05 0,04 0,23
1.03 0 100 0 0 0
1.04 1,75 50 0,04 0,04 0,32
1.05 0 91 0 0 0
1.06 0 100 0 0 0
1.07 1,00 100 0,20 0,20 0,09
1.08 1,40 94 0,03 0,014 0,13
1.09 3,53 100 0,07 0,15 0,32
1.10 1,08 100 0,20 0,20 0,10
1.11 0 44 0 0 0
1.12 0,41 89 0,008 0,01 0,04
1.13 1,86 100 0,04 0,03 0,17
1.14 0,45 100 0,09 0,01 0,04
1.15 1,36 81 0,03 0,04 0,15
1.16 3,58 100 0,07 0,08 0,32
1.17 0,39 100 0,20 0,20 0,08
1.18 0 100 0 0 0
1.19 1,34 100 0,03 0,03 0,12
1.20 1,60 100 0,03 0,03 0,14
1.21 0 91 0 0 0
1.22 0,57 100 0,01 0,01 0,06
1.23 0 100 0 0 0
1.24 2,34 100 0,05 0,06 0,21
1.25 0,31 100 0,006 0,006 0,03
1.26 2,73 100 0,06 0,05 0,24
1.27 2,16 100 0,04 0,03 0,19
1.28 1,13 100 0,20 0,20 0,10
1.29 0,72 52 0,20 0,20 0,12
1.30 1,36 100 0,04 0,04 0,17
1.31 0 18 0 0 0
1.32 0 19 0 0 0
1.33 2,72 100 0,06 0,05 0,24
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Xilitol % Xilose Qr (o[ Yrrs

LEVEDURA (gL consumida (gL h?) (mmolg™h?) (gg™)
1.34 0 33 0 0 0
1.35 0 100 0 0 0
1.36 0 21 0 0 0
1.37 0 100 0 0 0
1.38 1,54 87 0,03 0,10 0,016
1.39 0 6 0 0 0
1.40 1,71 100 0,04 0,04 0,15
1.41 1,37 100 0,04 0,02 0,17
1.42 0,57 100 0,01 0,05 0,01
1.43 0 88 0 0 0
1.44 0 100 0 0 0
1.45 1,44 100 0,03 0,20 0,12
1.46 1,53 100 0,03 0,20 0,14
1.47 0 100 0 0 0
1.48 0 100 0 0 0
1.49 0,17 51 0,003 0,004 0,03
1.50 0 100 0 0 0
1.51 0,14 100 0,003 0,004 0,01
1.52 0 100 0 0 0
1.53 1,21 100 0,03 0,20 0,11
1.54 3,42 100 0,07 0,13 0,30
1.55 387 100 0.08 0.31 0.35
1.56 0 21 0 0 0
1.57 0,59 92 0,01 0,01 0,06
1.58 0,37 56 0,007 0,004 0,06
1.59 0,98 100 0,20 0,01 0,09
1.60 0 100 0 0 0
1.61 2,95 100 0,06 0,03 0,26
1.62 1,95 100 0,04 0,04 0,17
163 0,23 6.4 0,04 0,009 0,32
1.64 2,14 100 0,04 0,04 0,19
1.65 0,30 81 0,01 0,20 0,09
1.66 0,49 55 0,01 0,008 0,08
1.67 5,25 100 0,11 0,004 0,47
1.68 2.84 100 0.06 0,06 0.25
1.69 0 14 0 0 0
1.70 5.30 100 0,12 0,12 0,52
1.71 4.91 100 0.10 0.06 0.44
1.72 2,23 100 0,05 0,03 0,20
1.73 0,99 100 0,20 0,20 0,09
1.74 1,48 100 0,03 0,20 0,13
1.75 0,04 100 0,0008 0,0005 0,003
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Xilitol % Xilose Qr (o[ Yrrs

LEVEDURA
(gL  consumida (gL' h?') (mmolg?th?') (gg?)
1.76 2,81 61 0,06 0,07 0,41
1.77 0 100 0 0 0
1.78 2,22 62 0,05 0,15 0,32
1.79 1,76 100 0,04 0,04 0,16
1.80 2,32 100 0,05 0,06 0,21
1.81 2,92 52 0,06 0,14 0,50
1.82 0,02 96 0,0004 0,0004 0,02
1.83 2,83 100 0,06 0,07 0,25
1.84 2,64 100 0,05 0,05 0,24
1.85 1,56 100 0,03 0,14 0,03
1.86 2,99 100 0,06 0,03 0,27
1.87 0 100 0 0 0
1.88 2,97 100 0,06 0,06 0,26
1.89 1,35 100 0,20 0,03 0,12
1.90 2,80 100 0,06 0,05 0,25
1.91 3,95 93 0,08 0,08 0,38
1.92 0,20 100 0,0005 0,0004 0,02
1.93 0,20 100 0,0004 0,0004 0,02
1.94 0,19 100 0,004 0,04 0,20
1.95 3,15 100 0,06 0,0004 0,28
1.96 0,20 99 0,0005 0,0004 0,003
1.97 2,03 98 0,0042 0,04 0,18
1.98 0 100 0 0 0
1.99 3,17 100 0,07 0,20 0,28
1.100 1,97 100 0,041 0,05 0,17
2.01 0,21 100 0,004 0,03 0,20
2.02 1,58 25 0,03 0,04 0,16
2.03 0,35 20 0,007 0,20 0,14
2.04 0,30 84 0,006 0,01 0,15
2.05 0,80 4 0,20 0,01 0,10
2.06 0 100 0 0 0
2.07 0,89 34 0,20 0,20 0,09
2.08 0,32 100 0,007 0,20 0,10
2.09 1,00 14 0,20 0,03 0,10
2.10 0,57 100 0,01 0,03 0,42
2.11 0,43 100 0,009 0,005 0,04
2.12 1,89 100 0,04 0,07 0,20
2.13 0 100 0 0 0
2.14 2,10 100 0,04 0,12 0,22
2.15 0 100 0 0 0
2.16 0,09 100 0,02 0,02 0,01
2.17 1,22 99 0,03 0,20 0,12
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Xilitol % Xilose Qr g Ypis
LEVEDURA

(gL  consumida (gL' h?') (mmolg?th?') (gg?)
2.18 0,49 15 0,01 0,20 0,33
2.19 0 100 0 0 0
2.20 0,24 100 0,005 0,003 0,20
2.21 0,03 100 0,0007 0,02 0,003
2.22 0 100 0 0 0
2.23 0 100 0 0 0
2.24 0 100 0 0 0
2.25 0,86 5 0,20 0,03 0,16
2.26 0,21 96 0,004 0,005 0,20
2.27 1,32 97 0,03 0,20 0,14
2.28 1,20 96 0,20 0,05 0,12
2.29 2,76 100 0,06 0,29 0,09
2.30 0,54 100 0,01 0,009 0,05
2.31 0,20 20 0,004 0,01 0,10
2.32 1,04 100 0,20 0,01 0,10
2.33 0,40 13 0,008 0,04 0,32
2.34 0 5 0 0 0
2.35 0 100 0 0 0
2.36 0,60 100 0,01 0,20 0,06
2.37 0 100 0 0 0
2.38 0 0,6 0 0 0
2.39 2,36 100 0,05 0,46 0,24
2.40 0 100 0 0 0
2.41 0 100 0 0 0
2.42 0 4 0 0 0
2.43 0 100 0 0 0
2.44 0,80 100 0,20 0,009 0,08
2.45 0,75 100 0,20 0,20 0,08
2.46 0 100 0 0 0
2.47 0,45 9 0,01 0,03 0,52
2.48 1,63 100 0,03 0,03 0,17
2.49 1,22 100 0,20 0,20 0,12
2.50 0 100 0 0 0
2.51 0,09 100 0,02 0,02 0,009
2.52 0,96 100 0,20 0,20 0,09
2.53 2,55 100 0,05 0,04 0,26
2.54 0,46 100 0,01 0,01 0,04
2.55 0,59 100 0,01 0,08 0,06
2.56 0,77 100 0,20 0,20 0,07
2.57 2,33 100 0,05 0,06 0,24
2.58 1,00 100 0,20 0,01 0,10
2.59 1,49 100 0,03 0,03 0,15
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Xilitol % Xilose Qr (o[ Yrrs

LEVEDURA
(gL  consumida (gL' h?') (mmolg?th?') (gg?)
2.60 2,59 100 0,05 0,03 0,26
2.61 0,81 100 0,20 0,01 0,08
2.62 0,08 100 0,20 0,20 0,08
2.63 0,51 100 0,01 0,006 0,05
2.64 3,13 95 0,06 0,04 0,34
2.65 1,26 100 0,03 0,20 0,13
2.66 0,33 100 0,007 0,01 0,03
2.67 0,42 97 0,009 0,06 0,05
2.68 0,81 100 0,20 0,20 0,08
2.69 1,85 100 0,04 0,05 0,19
2.70 1,55 100 0,03 0,03 0,16
2.71 1,60 97 0,03 0,07 0,17
2.72 0 100 0 0 0
2.73 0,12 100 0,002 0,01 0,003
2.74 0,06 100 0,001 0,003 0,006
2.75 0 100 0 0 0
2.76 0 4.5 0 0 0
2.77 0,44 15 0,01 0,01 0,30
2.78 1,35 100 0,03 0,01 0,13
2.79 0 100 0 0 0
2.80 3,07 95 0,06 0,08 0,33
2.81 0,35 20 0,007 0,01 0,18
2.82 2,88 100 0,06 0,03 0,30
2.83 1,73 100 0,04 0,03 0,18
2.84 1,11 100 0,20 0,20 0,11
2.85 0,71 13 0,01 0,12 0,57
2.86 0,57 12 0,01 0,07 0,49
2.87 0,38 1,3 0,007 0,03 0,032
2.88 0 7,5 0 0 0
2.89 1,88 94 0,04 0,04 0,20
2.90 2,18 93 0,04 0,20 0,24
2.91 0,95 100 0,20 0,04 0,10
2.92 0 100 0 0 0
2.93 0 100 0 0 0
2.94 0,37 4,6 0,008 0,10 0,83
2.95 0,88 100 0,20 0,20 0,09
2.96 0,60 10 0,01 0,05 0,61
2.97 0 0 0 0 0
2.98 0 0 0 0 0
3.01 0,48 4 0,01 0,03 0,12
3.02 0 4 0 0 0
3.03 1,28 100 0,03 0,03 0,12
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Xilitol % Xilose Qr (o[ Yrrs

LEVEDURA
(gL  consumida (gL' h?') (mmolg?th?') (gg?)
3.04 0,21 100 0,004 0,007 0,20
3.05 0,20 100 0,0005 0,0006 0,02
3.06 0,03 100 0,0007 0,001 0,003
3.07 0,78 100 0,20 0,20 0,08
3.08 0,97 100 0,20 0,03 0,09
3.09 0,94 100 0,20 0,03 0,09
3.10 1,39 100 0,20 0,04 0,13
3.11 0,99 100 0,20 0,03 0,09
3.12 0,72 100 0,01 0,20 0,07
3.13 1,03 100 0,20 0,03 0,10
3.14 1,65 100 0,03 0,05 0,16
3.15 0,94 100 0,20 0,03 0,09
3.16 0,92 6 0,20 0,009 1,62
3.17 1,24 100 0,20 0,04 0,12
3.18 1,00 100 0,20 0,03 0,09
3.19 0 100 0 0 0
3.20 0,97 100 0,20 0,10 0,03
3.21 0,01 100 0,0004 0,02 0,0006
3.22 1,09 100 0,20 0,11 0,03
3.23 2,20 100 0,04 0,22 0,07
3.24 2,07 100 0,04 0,20 0,07
3.25 0,86 100 0,20 0,08 0,03
3.26 0,54 100 0,01 0,05 0,20
3.27 0,57 14 0,01 0,40 0,06
3.28 0,17 100 0,003 0,20 0,004
3.29 2,27 100 0,05 0,22 0,07
3.30 1,19 100 0,20 0,11 0,03
3.31 0 5 0 0 0
3.32 0,9 100 0,20 0,08 0,20
3.33 0,96 100 0,20 0,09 0,03
3.34 0,06 100 0,001 0,006 0,02
3.35 0 100 0 0 0
3.36 2,14 100 0,04 0,21 0,10
3.37 0,47 3 0,01 1,63 0,01
3.38 1,23 100 0,20 0,12 0,56
3.39 1,81 100 0,04 0,17 0,06
3.40 1,51 100 0,03 0,15 0,06
3.41 1,76 100 0,04 0,17 0,06
3.42 0 39 0 0 0
3.43 0,03 100 0,0006 0,003 0,0008
3.44 0,92 100 0,20 0,09 0,20
3.45 1,12 27 0,20 0,4 0,14
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Xilitol % Xilose Qp (o3 Yers

LEVEDURA
(L)  consumida (gL' h') (mmolgth?') (ggt)
3.46 1,18 100 0,20 0,11 0,03
3.47 3,80 100 0,08 0,37 0,14
3.48 0,37 20 0,008 0,17 0,10
3.49 0,30 100 0,006 0,03 0,20
3.50 0 0 0 0 0
3.51 0,03 100 0,0007 0,003 0,0008
3.52 0,91 10 0,20 0,86 0,21
3.53 1,19 100 0,20 0,11 0,03
3.54 0 100 0 0 0
Quadro 2 B —  Concentragdo de xilitol, percentagem de D-xilose consumida,
produtividade volumétrica (Qr), produtividade especifica Qr) €
rendimento (Yps) para o cultivo em batelada de leveduras
isoladas do ambiente de Ilaticinios, em meio minimo mineral
acrescido de 1% de Dxilose e 0,5% de extrato de levedura a
100 rpm e 30°C, ap6s 48 h
Xilitol % Xilose Qp dp Yprs
LEVEDURA (gL consumida (gL*h?) mol gtht?) (gg™)
VIl END 51 0,55 56 0,01 0,20 0,11
11 END 13 0,47 56 0,01 0,20 0,09
VII END 54 0,46 57 0,01 0,01 0,09
11 END 19 0,46 61 0,01 0,01 0,08
11 END 2 0,44 68 0,01 0,01 0,07
11 END 18 0,22 32 0,004 0,20 0,07
VIII END 38 0,42 62 0,009 0,01 0,07
11 END 11 0,46 66 0,01 0,01 0,08
VI END 45 0,53 50 0,01 0,20 0,12
SS END 66 1,10 100 0,20 0,03 0,12
SS END 69 1,42 97 0,03 0,04 0,16
IV END 13 0,48 58 0,01 0,20 0,09
IV END 29 0 0 0 0 0
| END 14 0 36 0 0 0
NS EPI 77 1,04 75 0,20 0,03 0,15
NS EPl 91 0,86 79 0,20 0,03 0,12
IV EPI 125 0 0 0 0 0
IV EPI 125 1,50 88 0,03 0,05 0,19

* END= ENDFITICA, EPI=EPIFiTICA.
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