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RESUMO

O xilitol € um polialcool de cinco carbonos presente em diversas frutas e vegetais, bem
como em leveduras, liquens e cogumelos. Trata-se de um adocante na forma de po
cristalino branco e inodoro. Quando comparado & sacarose, apresenta poder adocante
semelhante e valor calorico reduzido, alem de independer de insulina para sua
metabolizacdo, sendo, portanto, tolerado por diabéticos. O xilitol pode ser obtido através
de extracdo solido-liquido, reducdo quimica da xilose e conversdo biotecnoldgica da
xilose. A baixa concentracdo do xilitol encontrado naturalmente (inferior a 0,99/100q) faz
com que o processo de extracao solido-liquido seja economicamente inviavel. J& a reducao
catalitica da xilose oferece altos rendimentos, mas sofre desvantagens em razdo de
extensas etapas de purificacdo intermediarias e enormes requisitos de energia,
principalmente, o que torna o processo global muito caro. As desvantagens no método
convencional de producéo de xilitol e o crescimento do mercado ao longo dos Ultimos anos
tém motivado a busca por vias alternativas de obtencdo desse produto. Um dos processos
mais atrativos é a via microbiologica, que utiliza microrganismos (leveduras, bactérias e
fungos filamentosos) com capacidade de assimilar e fermentar xilose. A xilose é obtida por
meio de métodos de tratamento de materiais lignocelulésicos, como a hidrélise. O bagaco
de cana de acgucar configura-se como um residuo lignocelulésico altamente produzido no
Brasil em decorréncia da intensa atividade sucroalcooleira, podendo ser aproveitado na
producdo de xilitol. Tendo isso em vista, este trabalho objetivou simular e avaliar a
producdo de xilitol (em batelada) por via fermentativa utilizando o Scilab, um software
livre para computacdo numérica. Isso foi possivel através da defini¢do de uma cinética para
consumo de substrato (xilose), crescimento de células (levedura) e acumulacédo de produto
(xilitol) e da resolugdo do sistema de equacdes diferenciais ordinarias resultante. O modelo
cinético utilizado foi proposto por Mohamad et al. (2016) no estudo da producéo de xilitol
por fermentacao de solucdo de xilose por Candida tropicalis e mostrou-se adequado a esse
processo. A simulacédo dos dados obtidos por Arruda (2011) na fermentacdo do hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-acUcar destoxificado por Candida guilliermondii
resultou em uma série de divergéncias entre os valores experimentais e 0s previstos pelo
modelo matemético. O modelo cinético ajustou-se somente ao inicio do processo
fermentativo, mas se mostrou promissor na predicdo da formacdo de xilitol a partir de
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-aglUcar. Estudos apontam que esse
processo representa uma alternativa satisfatoria para obtencdo de xilitol, ainda
necessitando, porém, de um melhor entendimento.



ABSTRACT

Xylitol is a five-carbon polyalcohol presented in many fruits and vegetables, as well as
yeasts, lichens and mushrooms. It is a white crystalline powder and odorless sweetener.
Compared to sucrose, it has similar sweetness and reduced caloric value, besides being
independent of insulin for its metabolizing, so it is tolerated by diabetics. Xylitol can be
obtained by solid-liquid extraction, chemical reduction of xylose and biotechnological
conversion of xylose. The low concentration of naturally occurring xylitol (less than 0.9
9/100 g) makes solid-liquid extraction process economically impracticable. The catalytic
reduction of xylose offers high yields, but suffers disadvantages mainly due to extensive
intermediate purification steps and huge energy requirements, which makes the overall
process very expensive. The disadvantages in the conventional method of xylitol
production and the market growth over the last years have motivated researches looking
for alternative ways of obtaining this product. One of the most attractive processes is
microbiological route, which uses microorganisms (yeasts, bacteria and filamentous fungi)
with capacity to assimilate and ferment xylose. Xylose is obtained by treating methods of
lignocellulosic materials, such as hydrolysis. Sugarcane bagasse is a highly lignocellulosic
residue produced in Brazil as a result of the intense sugar-alcoholic activity and it can be
used in xylitol production. Thus, this study aimed to simulate and evaluate batch
production of xylitol by fermentation using Scilab, a free software for numerical
computation. This was possible by defining kinetics for substrate consumption (xylose),
cell growth (yeast) and product accumulation (xylitol) and by resolution of the ordinary
differential equations resulting system. The kinetic model used was proposed by Mohamad
et al. (2016) in the study of xylitol production by fermentation of pure xylose by Candida
tropicalis and was suitable to this process. The simulation of data obtained by Arruda
(2011) in the fermentation of detoxified hemicellulosic hydrolysate of sugarcane bagasse
by Candida guilliermondii resulted in many divergences between experimental values and
those predicted by the mathematical model. The kinetic model was suitable only at the
beginning of the fermentation process, but it is promising in the prediction of xylitol
formation from hemicellulosic hydrolysate of sugarcane bagasse. Studies indicate that this
process is a satisfactory alternative for xylitol obtaining, but still needs a better
understanding.



SUMARIO

(O [N ST0] 51007 X @ JE T 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......cootiiriiieiieiseie st sssssnns 3
2.1. Materiais ligNOCEIUIGSICOS ..........cceiiiiiiieieiee et 3
2.1.1. Bagago de CaNa-0e-aCUCAN .........ceecueiueiurerieeiesteesteeeesteesteeseessaestesseesraesreeneesreenseens 7
2.2, KIIEOL. .. oottt n e 8
2.2.1. Propriedades € apliCaCOES. .........cueiuiiieieeie ettt 8
p A V1= 0% To [o USSP 11
2.3. OBteNGAO0 dO XIIITOI ......ocveeeecece e 11
2.3.1. EXtrag8o SOlidO-Iiquido .........cooeiiiiiiiiiiiiee e 12
2.3.2. Reducao quimica da XilOSE........ceiveiiiieii e 12
2.3.3. Conversdo biotecnoldgica de solugdes contendo XiloSe.........ccovrereevrcreenncnn 14
3. METODOLOGIA . ...t e e e et e e e na e e e nse e e e nteeeanneas 21
3.1. Simulacdo da producdo de xilitol a partir da xilose pura utilizando Candida
EPOPICAIIS ...ttt bbbttt 21
311, MOOEIO CINBLICO ...t bbb 21
3.1.1.1. Modelo da taxa de crescimento Celular ............ccoooveviiieieie e 21
3.1.1.2. Modelo de degradacéo de substrato e de producéo de xilitol.......................... 22
3.1.1.3. Balango de massa d0 OXIGENIO ........cuuveeerierienieniesie e 23
T O O O o T 1 1= o SRS PO PRPRPRRTIN 25
312, SIMUIAGAD ...t 27
3.2. Simulacéo da producao de xilitol a partir de hidrolisado hemicelulésico de bagaco
de cana-de-agUcar destoxificado utilizando Candida Guilliermondii............c.ccccvevvevveiennn. 28
3.2.1. SIMUIACAD ...ttt nes 29
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....coooveveeieeeee e esessesieses s s sesse s, 31
5. CONCLUSOES E SUGESTOES ...t 38
REFERENCIAS ..ottt 39
APENDICE A ..ottt 42

APENDICE B oot e et e e e et e et e e e e e e et e e es et e s et e e er et e es et eseraeararenes 45



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1. Alteragdes estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina determinadas

PEIO PrE-TrAtAMENTO ...c.viiiiceieceecie et et e st et e sse e sreesaesre e teeneesneenras 5
Figura 2.2. Molécula de XilItOl ........c.coeiiiiiee e 8
Figura 2.3. Producao de Xilitol € de XilOSE .........ccoviieiieii e 13

Figura 2.4. Principais caracteristicas e desafios da producéo de xilitol pelas rotas quimica e
DIOtECNOIOGICA ...ttt b et 15

Figura 2.5. Etapas iniciais da utilizacdo de xilose pelas vias de reducdo/oxidagéo (A) e de
S0 (=T g Vo T = ) SO STOP 17

Figura 4.1. Variacdo das concentracdes de células, substrato e produto na simulacdo da
producdo de xilitol a partir de xilose pura utilizando Candida tropicalis ............cc.ccceveee.. 31

Figura 4.2. Variacdo das massas de oxigénio e oxigénio dissolvido na simulacdo da
producdo de xilitol a partir de xilose pura utilizando Candida tropicalis ...................c....... 32

Figura 4.3. Variacdo das concentracGes de células, substrato e produto e da massa de
oxigénio dissolvido no experimento e na simulacéo da producdo de xilitol a partir de xilose
pura utilizando Candida tropiCalis ............ccovieiiiiiiie e 33

Figura 4.4. Variacdo das concentracdes de células, substrato e produto na simulacdo da
producdo de xilitol a partir de hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar
destoxificado utilizando Candida guilliermondii em frasco Erlenmeyer de 125 mL ........ 34

Figura 4.5. Variacdo das concentracdes de células, substrato e produto na simulacdo da
producdo de xilitol a partir de hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar
destoxificado utilizando Candida guilliermondii em fermentador de bancadade 2,4 L ... 35

Figura 4.6. Variacdo das concentracdes de células, substrato e produto na simulacdo da
producdo de xilitol a partir de hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar
destoxificado utilizando Candida guilliermondii em fermentador de bancadade 16 L .... 35



LISTA DE QUADROS

Quadro 2.1. Composicao de materiais hemicelulGSICOS ...........cccvvviiveiiiieiiieiece s 4
Quadro 2.2. Efeito de diferentes pré-tratamentos nos materiais lignoceluldsicos ............... 6
Quadro 2.3. Caracteristicas e propriedades fisico-quimicas do Xilitol ...........c.cc.coevrinene 9
Quadro 2.4. Produgdo microbiana de Xilitol ..........ccccooviieiiniiiieie e 16
Quadro 3.1. ParGmEtroS CINELICOS ......coviiiiiiieiie ettt et sre e ene e 25
Quadro 3.2. Condig0es iniciais para resolugao do PV ... 27
Quadro 3.3. Par@metroS CINELICOS ......ccueiviirieieiiectee ettt sre et sreereenee s 28
Quadro 3.4. Velocidades de consumo de substratdo Maximas ..........c.ccccceveeveeieeiieieeireenens 29
Quadro 3.5. Condicdes iniciais para a resolugdo do PV ........ccccveieiniieneiiece e 29

Quadro 3.6. Concentracdo de xilose, de células e de xilitol ao longo do tempo na
fermentacao do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar destoxificado por
Candida guilliermondii em frasco Erlenmeyer de 125 ML ... 30

Quadro 3.7. Concentracdo de xilose, de células e de xilitol ao longo do tempo na
fermentacao do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar destoxificado por
Candida guilliermondii em fermentador de bancada de 2,4 L .......cccccevvevvvieiieieeiecn 30

Quadro 3.8. Concentracdo de xilose, de células e de xilitol ao longo do tempo na
fermentacao do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar destoxificado por
Candida guilliermondii em fermentador de bancadade 16 L ........cccccevvevvviniinineniecnenn 30

Quadro 4.1. Concentrac¢des finais de células, substrato e produto experimentais e simuladas
............................................................................................................................................. 36



NOMENCLATURA

Constante numérica

Concentracdo de oxigénio no equilibrio
Concentracdo de oxigénio gasoso na saida do biorreator
Concentragdo de oxigénio gasoso na entrada do biorreator
Concentracédo de oxigénio dissolvido no meio de fermentacao
Concentracédo de substrato no meio de fermentacéo
Concentracéo de células no meio de fermentacédo
Concentracédo de produto no meio de fermentagéo
Constante de equilibrio

Constante de inibicdo por oxigénio dissolvido
Constante de inibig&o por produto

Constante de inibicdo por substrato

Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
Constante de limitacdo do oxigénio dissolvido
Constante de limitacdo do produto

Constante de limitac&o do substrato

Constante do oxigénio dissolvido

Massa de oxigénio gasoso

Massa de oxigénio dissolvido

Numero de moles do gas

Taxa de transferéncia de oxigénio

Producéo de xilitol

Pressdo do gas

Constante universal dos gases

Taxa de producéo de xilitol

Taxa de consumo de substrato

Taxa de crescimento celular

Temperatura do gas

Volume liquido

Volume ocupado pelo gas

Volume de gas por volume de liquido por minuto
Conversdo de oxigénio por célula

Conversdo de produto por unidade de substrato
Conversao de células por unidade de substrato

gLt
gLt
gLt
gLt
gLt
g.L?
g.L*t
g.L?
gLt
g.L?
g.L?
h-l
g.L?
g.L?
g.L?
g.L?
g

g

mol
g.Lth?
g.Lth?

atm

atm.L.mol™*.K™*

g.Lth?t
g.Lth?
g.Lth?



Letras gregas

U Velocidade especifica de crescimento

Umare Velocidade especifica de crescimento maxima

Us Velocidade especifica de consumo de substrato

Usmax Velocidade especifica de consumo de substrato méaxima

o Taxa de decaimento do produto

€ Raz&o entre volume de gés e volume de liquido dentro do
biorreator

Vg Vazdo de oxigénio gasoso na fase liquida



1. INTRODUCAO

O crescimento da conscientizacdo mundial com relacdo a satude tem impulsionado o
mercado de edulcorantes alternativos ao longo dos ultimos anos. Nesse cenario, destacam-
se o0s polidis (ou agucares de alcoois) eritritol, isomalte, lactitol, maltitol, manitol, sorbitol
e xilitol. Dentre esses compostos, o xilitol configura-se como um potencial substituto do
acucar, uma vez que possui poder adocante semelhante e valor calorico reduzido.
Metabolicamente, é absorvido independentemente de insulina e sem elevacdo da taxa de
glicose sanguinea, podendo ser consumido por diabéticos, assim como os demais polidis.
Também apresenta resultados na prevencdo de céries, otites, infec¢des pulmonares e
osteoporose e no tratamento de lesGes renais e de desordens no metabolismo de lipideos.
Além disso, encontra aplicacdo nas industrias alimenticia, farmacéutica e odontoldgica.

O xilitol € um poliélcool de cinco carbonos encontrado naturalmente em frutas,
vegetais, leveduras, liquens e algas. No entanto, a recuperacdo por extracdo solido-liquido
é economicamente inviavel devido a baixa concentracdo. O xilitol disponivel no mercado é
obtido por meio da hidrogenacdo catalitica de xilose com alto grau de pureza. Contudo, as
condicBes necessarias para a execucdo desse processo quimico, como extensas etapas de
purificacdo (a presenca de impurezas diminui a produtividade) e altas pressbes e
temperaturas, exigem grandes requerimentos de energia, 0 que torna o processo global
dispendioso. Dessa forma, alternativas tém sido procuradas. Nesse contexto, surgem 0s
métodos biotecnoldgicos de conversdo, que consistem na fermentagdo de xilose em xilitol
por microrganismos capazes (leveduras, bactérias ou fungos filamentosos). Essa opcéo
apresenta boas perspectivas por operar em condi¢6es brandas de temperatura e de pressdo e
por necessitar de uma Unica etapa de purificacdo (na recuperacdo do produto).

Apesar de apresentarem inGmeras vantagens, algumas limitacbes podem ser
encontradas quando se lida com processos biotecnol6gicos, como baixa produtividade e
conversdo. Entretanto, € possivel melhora-los entendendo as variaveis que afetam o
metabolismo dos microrganismos assimiladores de xilose, em especial, as leveduras. A
acumulacdo extracelular de xilitol é regulada pela atividade de duas enzimas: xilose
redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH). Resumidamente, a xilose é reduzida a xilitol
na presenga de XR ligada a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatada ou ndo em sua
forma reduzida (NADPH ou NADH) e, em seguida, o xilitol é oxidado a xilulose na

presenca de XDH ligada a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatada ou ndo em sua



forma oxidada (NADP+ ou NAD+). A xilulose é entdo fosforilada e incorporada a via das
pentoses-fosfato. Fatores como presenca de glicose, concentracdo de xilose, pH e
temperatura e suprimento de oxigénio podem influenciar esse processo. Também é
necessario o entendimento do mecanismo de reacdo, possibilitado pela modelagem
cinética.

A xilose, que atua como reagente na reducdo quimica e como substrato na conversao
biotecnologica, é encontrada na fracdo hemiceluldsica de materiais lignocelulésicos e
obtida através do tratamento desses materiais via hidrolise, principalmente. Um exemplo
de material lignocelul6sico é o bagaco de cana-de-agUcar, residuo produzido em grande
quantidade no Brasil em razdo da intensa atividade sucroalcooleira. Estima-se que, na safra
2017/2018, serdo gerados em torno de 181,0 milhdes de toneladas de bagaco. Devido a
elevada concentracdo de xilose na fracdo hemiceluldsica, o bagaco de cana-de-agucar que
ndo é utilizado para a geracdo de vapor na prépria usina pode ser aproveitado na producao
de xilitol.

O desenvolvimento do processo biotecnologico de obtencdo de xilitol tem gerado
interesse global, uma vez que representa uma possibilidade de reutilizacdo de residuos
agricolas, possui custos inferiores aos da rota quimica e resulta em um produto de alto
valor agregado. E valido ressaltar que, de acordo com o levantamento feito pela Industry
Experts, o mercado global de xilitol foi estimado em 190,9 mil toneladas avaliadas em US$
725,9 milhdes em 2016 e devera chegar a 266,5 mil toneladas avaliadas acima de US$ 1
bilhdo em 2022. Tendo isso em vista, este trabalho objetiva simular e avaliar a producéo de
xilitol por via fermentativa utilizando o Scilab, um software livre para computacéo
numérica. Isso serd possivel através da definicdo de uma cinética para consumo de
substrato (xilose), crescimento de células (levedura) e acumulacdo de produto (xilitol) e de
seus respectivos parametros e da resolucdo do sistema de equacgdes diferenciais ordinarias

resultante.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Materiais lignocelulosicos

Materiais lignocelulésicos compreendem residuos agricolas (palhas, cascas, caules e
talos), madeiras provenientes de arvores de folhas deciduas (dicotileddneas) e de coniferas,
residuos solidos urbanos e residuos da industria de papel (SAHA, 2003).

Os materiais lignocelulésicos séo constituidos por trés fracdes principais: celulose,
hemicelulose e lignina. A celulose € um homopolissacarideo linear composto por unidades
de glicose unidas por ligagdes glicosidicas f(1-4) (GALDEANO, 2001 apud TAMANINI;
HAULY, 2004). A hemicelulose ¢ um heteropolissacarideo ramificado, formado por
pentoses (xilose, raminose e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose), acidos
urbnicos, podendo apresentar também radicais acetila (RAMOS, 2003 apud CASTRO;
PEREIRA JUNIOR, 2010a). Ja a lignina ¢ um polimero vegetal derivado dos alcoois
hidroxicinamilicos p-coumarilico, coniferilico e sinapilico, também chamados de
monolignois (ENDT et al., 2000 apud TAMANINI; HAULY, 2004).

Estruturalmente, a fracdo celuldsica dispBe-se como fibrilas espirais, de forma a
conferir forga e flexibilidade ao material. Esta fragcdo encontra-se envolvida pela lignina,
cuja funcdo é aumentar a resisténcia da estrutura a ataques quimicos e enzimaticos. Por sua
vez, a hemicelulose atua como um elo quimico entre a celulose e a lignina (SZENGYEL,
2000; RAMOS, 2003 apud CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010b). Na Figura 2.1 é
possivel ver um esquema dessa estrutura.

A concentracdo dos principais componentes dos materiais lignoceluldsicos é variavel
de acordo com o tipo de material. O componente predominante é a celulose (35-50%),
seguida pela hemicelulose (20-35%) e pela lignina (10-25%) (SAHA, 2003). O Quadro 2.1
apresenta a composicao de alguns materiais lignoceluldsicos.



Quadro 2.1. Composicdo de materiais hemiceluldsicos.

Composicao (%)

Material Celulose Hemicelulose Lignina Referéncia
Bagaco de cana .
(Saccharum 36 8 20 Olsson; Hahn-hagerdal
ACC (1996)
officinarum)
Palha de cana 36 21 16
Palha de milho (Zea Olsson; Hahn-hagerdal
mays) 36 28 29 (1996)
. Olsson; Hahn-hagerdal
Sabugo de milho 36 28 NR (1996)
Palh_a de trigo (Triticum 39 36 10 Awafo (1997)
aestivum)
Palha de cevada
(Hordeum vulgare) 44 27 7 Awafo (1997)
Couto; Sanroman
Farelo de cevada 23 33 21 (2005)
Pal_ha de arroz (Oryza 33 26 7 Awafo (1997)
sativa)
Casca de arroz 36 20 19 Cen; Xia (1999)
Pal_ha de aveia (Avena M 16 1 Awafo (1997)
sativa)
Palha de algodéo o
(Gossypium hirsuturm) 42 12 15 Ghosh; Singh (1993)
Casca de amendoim .
(Arachis hypogaea) 38 36 16 Ghosh; Singh (1993)
Douglas Fir v
(Pseudotsuga menziesii) 50 18 28 Cen; Xia (1999)
. . Olsson; Hahn-hagerdal
Pinheiro (Pinus sp.) 44 26 29 (1996)
. . Olsson; Hahn-hagerdal
Salgueiro (Salix alba) 37 23 21 (1996)
Capim elefante
(Pennisetum 32 20 9
purpureum)
Residuos sélidos
municipais 3 9 1
Papel Olsson; Hahn-hagerdal
43 13 6 (1996)
. Olsson; Hahn-hagerdal
Papeldo 47 25 12 (1996)
Jornal 62 16 21

NR: n&o reportado.

Fonte: Castro; Pereira Junior (2010).

Os materiais lignoceluldsicos podem ser convertidos em energia, produtos quimicos
e alimentos (GARCIA; PRATA, 1998 apud TAMANINI; HAULY, 2004). No entanto,
segundo Santos et al. (2012), a complexa estrutura da parede celular da biomassa

lignocelul6sica, no geral, é resistente a bioconversdao. Sendo assim, para que a utilizacao

dos diferentes componentes dessa matéria seja possivel, € necessaria uma separacao

seletiva através da ruptura do complexo celulose-hemicelulose-lignina e da remocéo de

cada fracdo por técnicas de pré-tratamento (SANTOS et al., 2012). A Figura 2.1 mostra a

alteracdo estrutural provocada pelo pré-tratamento.




Figura 2.1. Alteragdes estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina
determinadas pelo pré-tratamento.

A Lignina
AN |
{( P 4 l(. \\ -

Preé- / . P )o
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— Celulose

elulose

Fonte: Santos et al. (2012).

O processo de pré-tratamento pode ser fisico, quimico, biolégico ou uma combinagéo
destes. Um pré-tratamento efetivo deve obedecer a uma série de requisitos, dentre eles,
resultar em uma elevada recuperacdo de todos os carboidratos, evitar a formacdo de
subprodutos e requerer uma baixa demanda energética, além de baixo investimento e custo
operacional (ZHENG et al., 2009; GALBE; ZACCHI, 2007; TAHERZADEH; KARIMI,
2008 apud SANTOS et al., 2012). O Quadro 2.2 apresenta de forma simplificada o efeito

de diferentes pré-tratamentos nos materiais lignocelulésicos.



Quadro 2.2. Efeito de diferentes pré-tratamentos nos materiais lignocelulosicos.

Caracteristicas composicionais

Pré-tratamento Celulose Hemicelulose Lignina Vantagens Desvantagens
. Moinho de Intensiva diminui¢ao x ~ Reducéo de Alto consumo de
Fisico do grau de Né&o remove Né&o remove A :
bolas LS cristalinidade energia
cristalinidade
Pouca - Dificil
remocéo, mas Condicges recuperacéo do
Ay Pouca 80-100% de 640, médias, alta recuperagao C
Acido diluido S s x ocorre X acido, corrosivo
despolimerizagéo remogao produgéo de .
mudanca da . e relativamente
xilose
estrutura Ccustoso
Hidréxido de TP Consideravel Cons[dg rav~el Re“?"@""o Reagente caro,
P Inchagdo significativa - solubilizagéo, efetiva de recuperacéo
sodio solubilidade . -
>50% ésteres alcalina
Recuperagéo
Menor que 5% de ~50% de ~70% de Efetiva alcalina,
ARP A L L L -
despolimerizacgéo solubilidade solubilizagéo deslignificacdo | relativamente
caro
Hidroxido de | Pouca Significativa Solubilizacdo remogao de devido 3
P - S - P . evido & pouca
célcio despolimerizagéo solubilizagio parcial (~40%) | lignina e acetil, o
. solubilidade da
baixo custo
cal
Efetiva Caro
- Néo foi observada Pequena Solubilizacéo deslignificacéo -
Ozondlise P T - g necessidade de
despolimerizagéo solubilizagéo acima de 70% em condigBes AR
mais 0z6nio
suaves
P Significativo, Alta_produgao x
PR Significativo, de xilose, Recuperagao de
Organosolv Consideravel inchaco pode ser quase -
quase completa completa efetiva solvente cara
P deslignificacdo
Baixo
- . 20-3-% de Acimade 80% | ~40% de requerimento | Perdade
Biolégico Biolégico S S x Sl de energia, celulose, baixa
despolimerizagéo de solubilizacdo | deslignificacéo . g
efetiva taxa de hidrélise
deslignificacdo
Feomugaéo mas Energia Degradacéo da
Exploséo a Pouca 80-100% de ocorr(é ' eficiente, xilana como
vapor despolimerizacéo remogao nenhum custo produto
mudanga da - PP
de reciclagem inibitorio
. estrutura
Combinado =
Recuperagdo de
Menor perda amonia, nao é
AFEX Diminuigéo do grau Acima de 60% 10-20% de de xilanas, ndo efetivo ' ara alta
de cristalinidade de solubilidade solubilizagdo formacéo de P

inibidores

concentragao de
lignina

Fonte: Santos et al. (2012).

De acordo com a literatura, dentre os métodos disponiveis, a hidrolise acido diluido

tem sido fortemente empregada, uma vez que alcanca rendimentos elevados de agucares a
partir da hemicelulose (ARRUDA, 2011). Ha dois tipos de hidrélise acido diluido: alta

temperatura (maior que 160°C), processo continuo para baixa carga de solidos (5 a 10%
massa de substrato/massa da mistura reacional) (BRENNNAN et al., 1986; CONVERSE et
al., 1989 apud SUN; CHENG, 2002), e baixa temperatura (menor que 160°C), processo

em batelada para alta carga de solidos (10 a 40%) (CAHELA et al.

1983;

ESTEGHLALIAN et al., 1997 apud SUN; CHENG, 2002). Temperaturas elevadas
favorecem a hidrélise da celulose (MCMILLAN, 1994 apud SUN; CHENG, 2002),

enquanto condi¢cdes mais brandas alcancam altas conversdes de xilana (constituinte da




hemicelulose que, quando hidrolisado, d& origem a xilose) em xilose (SUN; CHENG,
2002).

2.1.1. Bagaco de cana-de-agucar

O Brasil configura-se como o maior produtor mundial de cana-de-agUcar, seguido
pela India e pela China (FAO, 2014 apud KIST et al., 2016). A cana-de-agUcar é cultivada
em diferentes condicOes edaficas no Brasil, estendendo-se por todas as regides do pais, em
maior ou menor escala. A maior area produtora é a regido sudeste, em razdo de suas
condigdes edafoclimaticas. Na safra 2016/2017, &rea de cana colhida nesta regido
representou 63% do total da &rea de cana colhida do pais (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2017a).

A producdo de cana-de-agucar estimada para a safra 2017/2018 é de 646,4 milhdes
de toneladas, conforme o segundo levantamento de Acompanhamento da Safra Brasileira
da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2017b). Segundo Alcarde (2017), a
guantidade de bagaco produzida depende do teor de fibra da cana processada, que
apresenta, em média, 46% de fibra e 50% de umidade, resultando em, aproximadamente,
280 quilogramas de bagaco por tonelada de cana processada. Assim, estima-se que, na
safra 2017/2018, serdo gerados em torno de 181,0 milhdes de toneladas de bagaco.

Grande parte do bagaco produzido é utilizada pela prépria inddstria sucroalcooleira
como combustivel nas caldeiras, gerando vapor para aguecimento e para geracdo de
energia elétrica, que é consumida na propria usina e, quando ha excedente, vendida. No
entanto, ainda resta uma quantidade significativa desse material. Estudos apontam que, em
razdo de suas caracteristicas, 0 bagaco remanescente pode ser empregado na alimentacéao
animal, na construcdo civil, na fabricacdo de papel e na industria quimica.

Além disso, de acordo com a literatura, o bagaco de cana-de-agucar também pode ser
aproveitado em processos de bioconversdo, como a producdo de xilitol, devido a elevada
concentracdo de xilose na fracdo hemicelulésica (até 80% do total de acUcar)
(RODRIGUES et al., 2001 apud ARRUDA, 2011) e a capacidade de assimilacdo dessa
pentose por varios microrganismos (ARRUDA, 2011).



2.2. Xilitol

2.2.1. Propriedades e aplicacoes

O xilitol é um poliélcool de cinco carbonos presente em diversas frutas e vegetais,
bem como em leveduras, liquens e cogumelos (PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ,
1998a apud TAMANINI; HAULY, 2004). De estrutura aberta, a molécula de xilitol possui
cinco grupos hidroxila (OH), cada um deles ligado a um &tomo de carbono (Figura 2.2),
razdo pela qual esse composto é conhecido como poliidroxialcool aciclico ou pentitol
(MAKINEN, 2000 apud MUSSATO; ROBERTO, 2002).

Figura 2.2. Molécula de xilitol.

Fonte: Governo do Estado do Parana, 2017.

Trata-se de um adocante na forma de pd cristalino branco e inodoro, cujas
propriedades fisico-quimicas sdo encontradas no Quadro 2.3. Quando comparado a
sacarose, apresenta poder adogante semelhante e valor calorico reduzido, além de

independer de insulina para sua metabolizacao, sendo, portanto, tolerado por diabéticos.



Quadro 2.3. Caracteristicas e propriedades fisico-quimicas do xilitol.

Propriedades

Caracteristicas ou valores

Férmula empirica CsH 1,05
Massa molar 152,15 g.mol™*
Aparéncia Pé cristalino
Cor Branca

Sabor Doce

Odor Nenhum
Ponto de fusdo 92-96°C
Ponto de ebulicdo 216°C (1 atm)
pH (solucdo aquosa a 10%) 5-7

Densidade (solugdo aquosa a 10%) 1,03 g.mL*

Solubilidade em agua a 20°C

63 g/100 g solucédo

Viscosidade (solucdo aquosa a 10%)

1,23 cP (a 20°C)

Calor de solucdo (endotérmico)

34,8 cal.g”

Valor calérico

2,4 kcal.g™

Indice de refracio (25°C)

1,3471 (solucdo aquosa a 10%)

Higroscopicidade

Em elevada umidade relativa, é mais higroscopico

gue a sacarose e menos que o sorbitol

Similar ao da sacarose, superior ao do sorbitol e

Poder adocante .
manitol

Estabilidade Estavel a 120°C (ndo carameliza)

Fonte: Hyvonen et al. (1982); Bar (1991) apud Mussato; Roberto (2002).

Apesar de a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) nédo estabelecer um limite para
sua ingestdo diaria, de acordo com Emodi e Culbert et al., o xilitol € bem tolerado pelo
corpo humano quando ingerido em doses de no maximo 20g e desde que a quantidade
consumida por dia ndo ultrapasse 60 g, j& que 0 uso de maiores quantidades provoca efeito
laxativo (ARRUDA, 2011). A Food and Drug Administration (FDA), que classifica o
xilitol como um aditivo do tipo GRAS (Generally Regarded as Safe), indica que seu
consumo € permitido na quantidade necessaria para atingir o adocamento necessario. No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) classifica-o como um
aditivo alimentar com limite quantum satis, ou seja, pode ser empregado na quantidade
necessaria para obter o efeito tecnoldgico desejado desde que ndo altere a identidade e a
genuinidade do produto (ANVISA, 2013).

O xilitol encontra vasta aplicagdo na indUstria de alimentos e de bebidas, assim como
no ramo farmacéutico e odontolégico. Em razdo de sua elevada estabilidade quimica e
microbioldgica, ele atua, mesmo em baixas concentracdes, como conservante de produtos
alimenticios, oferecendo resisténcia ao crescimento de microrganismos e prolongando a
durabilidade desses produtos (BAR, 1991 apud MUSSATO; ROBERTO, 2002). Além
disso, devido a auséncia de grupos aldeidicos e cetdnicos em sua molécula, o xilitol ndo
participa de reagdes com aminoacidos (reacBes de Maillard), responséaveis por

escurecimento e diminuigdo do valor nutricional das proteinas. Dessa maneira, pode ser
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utilizado em produtos nos quais essas reacdes sdo indesejaveis, como alimentos infantis
obtidos por secagem (MANZ et al., 1973 apud MUSSATO; ROBERTO, 2002). Outra
propriedade de interesse industrial é seu elevado calor de solucdo endotérmico (Quadro
2.3), que faz com que o xilitol produza um agradavel efeito refrescante na boca quando
entra em contato com a saliva, realgando o efeito refrescante de produtos com sabor de
menta, como balas e gomas de mascar (PEPPER; OLINGER, 1988 apud MUSSATO;
ROBERTO, 2002). Na industria farmacéutica, o xilitol pode ser empregado como adocante
ou excipiente na formulacdo de xaropes, tonicos e vitaminas (BAR, 1991 apud
MUSSATO; ROBERTO, 2002). Ja na area de dentefricios, € usado em cremes dentais e
solugdes para lavagem bucal (MUSSATO; ROBERTO, 2002).

No que diz respeito ao tratamento de patologias, o xilitol também possui diversas
aplicacdes. Nesse ambito, uma propriedade do xilitol que merece destaque é a
anticariogenicidade. Essa propriedade é determinada principalmente pelo fato de o xilitol
ndo ser fermentado por bactérias do género Streptococcus — bactérias encontradas na flora
bucal que, em condi¢bes acidas, produzem grande quantidade de &cido latico e sintetizam
polissacarideos extracelulares, que aumentam a adesdo da placa bacteriana na superficie
dos dentes (KANDEMAN, 1997 apud MUSSATO; ROBERTO, 2002). Sendo assim, a
proliferacdo dessas bactérias torna-se limitada e, com a reducdo da concentracdo de
Streptococcus mutans, diminui a quantidade de polissacarideos insollveis e aumenta a de
polissacarideos sollveis, 0 que resulta em uma placa menos aderente e de facil remocéo
pela escovacgdo habitual dos dentes (KONIG, 2000; GALES; NGUYEN, 2000 apud
MUSSATO; ROBERTO, 2002). De maneira geral, o xilitol contribui para a satde bucal
das seguintes maneiras: reduzindo a incidéncia de céries; estabilizando ions calcio e fosfato
na saliva e, consequentemente, remineralizando os dentes; estabilizando as céries ja
formadas; reduzindo o crescimento de Streptococcus mutans e Lactobacillus na saliva;
estimulando a formacdo da saliva (sem aumentar a producdo de &cidos na placa dentéria);
controlando o pH da placa e a capacidade tamponante da saliva, ap6s o consumo de
sacarose (KANDELMAN, 1997; MAKINEN, 2000 apud MUSSATO; ROBERTO, 2002).

Outra propriedade relevante é o fato de, ao contrario dos aglcares convencionais, 0
xilitol independer de insulina para ser metabolizado pelo organismo, sendo, por isso, bem
tolerado por portadores de Diabetes mellitus Tipo | ou Tipo Il (MANZ et al., 1973;
PEPPER; OLINGER, 1988; BAR, 1991 apud MUSSATO; ROBERTO, 2002). De fato,
nenhuma das duas principais vias de absor¢do do xilitol (figado e flora intestinal) é
mediada pela insulina (MUSSATO; ROBERTO, 2002).
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Pesquisas com animais e seres humanos apontam que o xilitol também apresenta
resultados no tratamento de desordens no metabolismo de lipideos e de lesdes renais e
parenterais, bem como na prevencdo de otites, infeccdes pulmonares e osteoporose
(MUSSATO; ROBERTO, 2002).

2.2.2. Mercado

Ao longo dos altimos anos, o uso comercial do xilitol, visto como um substituto do
acucar aumentou significativamente, principalmente no mercado de alimentos, devido as
suas vantajosas propriedades (poder adocante, valor caldrico, anticariogenicidade,
metabolizacdo independente de insulina, entre outros) e a preocupagdo crescente com a
salde, que impulsionou o crescimento do mercado de edulcorantes alternativos.

De acordo com a analise feita em “Xylitol — A Global Market Overview” pela
Industry Experts, o mercado global de xilitol foi estimado em 190,9 mil toneladas
avaliadas em US$ 725,9 milhGes em 2016 e devera chegar a 266,5 mil toneladas avaliadas
acima de US$ 1 bilhdo em 2022.

No Brasil, as industrias estdo comecando a incluir o xilitol na formulacdo de gomas
de mascar, balas, confeitos, compotas, caramelos, chocolates, geléias, sobremesas e pudins,
na area de comestiveis, e de cremes dentais e solu¢des para lavagem bucal, na area de
dentefricios (MUSSATO; ROBERTO, 2002).

Segundo a Global Market Insights, quatro das principais industrias do mercado
global de xilitol atendem mais de 40% da demanda mundial. S&o elas: Danisco (DuPont),
Futase Pharmaceutical, Yucheng Lujian e Hangzhou Shouxing. Outros fabricantes
relevantes incluem Roquette Freres, ZuChem, Inc, CSPC Shengxue Glucose, Thomson
Biotech e DFI Corporation. A maior parte da capacidade de producéo global de xilitol esta
concentrada na China (GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2016).

2.3. Obtencéo do xilitol

O xilitol pode ser obtido atraves das seguintes maneiras: extracdo sélido-liquido,

reducdo quimica da xilose e conversdo biotecnologica de solugdes contendo xilose
(DOMINGUEZ et al., 1999 apud TAMANINI; HAULY, 2004).
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2.3.1. Extracao sélido-liquido

O xilitol presente em diversas frutas e vegetais, bem como em leveduras, liquens e
cogumelos pode ser recuperado por extracdo soélido-liquido. No entanto, a baixa
concentracdo (inferior a 0,99/100g) faz com que esse processo Seja economicamente
inviavel (PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998a apud TAMANINI; HAULY,
2004).

2.3.2. Reducédo quimica da xilose

A producdo de xilitol iniciou-se na Finlandia na década de 70 apds o
desenvolvimento da producdo em escala de xilose atraves da separacdo cromatografica da
fracdo hemiceluldsica de madeiras. Em seguida, a reducdo catalitica de xilose em xilitol
sob pressdo e temperatura elevadas foi alcancada e, posteriormente, refinada como o
método industrial de producdo de xilitol (DASGUPTA et al., 2017). Esse processo quimico
foi patenteado em 1977 por Asko J. Melaja e Lauri H&maél&inen.

O processo pode ser dividido em quatro etapas basicas: hidrélise acida de materiais
lignocelulésicos ricos em xilana; purificacdo do hidrolisado até se obter uma solucao de
xilose de elevada pureza; hidrogenacdo catalitica da xilose pura a xilitol; purificacdo e
cristalizacdo do xilitol (MELAJA; HAMALAINEN, 1977 apud MUSSATO; ROBERTO,
2002). Isso pode ser visto na Figura 2.3.
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Figura 2.3. Producéo de xilitol e de xilose.
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Fonte: Melaja; Hamaldinen (1977).

Na etapa de purificacdo do hidrolisado, uma combinacdo de cromatografia de troca
ibnica (ZAMANI, 2015; HEIKKILAE et al., 1997 apud DASGUPTA et al., 2017) e
carbono ativado é empregada para remover sais dissolvidos, produtos de degradagdo com
carga e coloracdo (WElI et al, 2010; GURGEL et al., 1995 apud DASGUPTA et al., 2017).
A hidrogenacdo catalitica € convencionalmente conduzida em um reator de suspensdo
trifasico com catalisador de niquel Raney (SU et al., 2013 apud MUSSATO; ROBERTO,
2002) sob elevadas pressoes (31-40 atm) e temperaturas (100-130°C) e tem um tempo de
duracdo de 3 a 5 horas, dependendo das condi¢des de temperatura e pressdo empregadas,
atingindo um rendimento de 50 a 60% de xilitol (JAFFE et al.,, 1974, MELAJA;
HAMALAINEN, 1977 apud MUSSATO; ROBERTO, 2002). Apds a remocio do
catalisador por filtracdo e troca ionica, a solucdo de xilitol é concentrada, fracionada por
cromatografia e cristalizada para obtencdo do produto puro (LIMA; BERLINCK, 2003
apud TAMANINI; HAULY, 2004).

A rota quimica para a producdo de xilitol oferece alto rendimento e eficiéncia de

conversdo, mas sofre grandes desvantagens em termos de equipamentos especiais e
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dispendiosos, extensas etapas de purificacdo intermedidria (devido a necessidade de
alimentacdo de xilose pura), recuperacdo de produtos, desativacdo catalitica e reciclagem
de catalisadores (complicada devido a homogeneidade da solucdo), com enormes

requisitos de energia, o que torna o processo global muito caro (DASGUPTA et al., 2017).

2.3.3. Conversdo biotecnoldgica de solugdes contendo xilose

As desvantagens no método convencional de producéo de xilitol, como a necessidade
de utilizacdo de xilose com alto grau de pureza e de elevadas pressfes e temperaturas no
processo, tém motivado a busca por vias alternativas de obtencdo desse produto. Outra
motivacdo é o alto nivel de poluicdo e a consequente necessidade de tratamento dos
residuos inerentes a rota quimica (CUNHA et al., 2005). Um dos processos mais atrativos
é a via microbiologica (WINKELHAUSEN; KUSMANOVA, 1998 apud CUNHA et al.,
2005), que apresenta vantagens como 0 uso de condi¢cdes amenas de pressao e temperatura
(SILVA et al., 1997 apud CUNHA et al., 2005), a possibilidade de utilizacdo de xilose
impura, uma vez que 0s microrganismos sdo capazes de converter Xilose em xilitol
diretamente a partir do hidrolisado hemicelulésico (ROSEIRO et al., 1991 apud CUNHA
et al., 2005) e a ndo formacdo de residuos toxicos, que precisariam ser removidos nas
etapas de purificacdo (OJAMO; YLINEN; LINKO, 1988 apud CUNHA et al., 2005). A

Figura 2.4 apresenta as principais caracteristicas desses processos de producéo.
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Figura 2.4. Principais caracteristicas e desafios da producéo de xilitol pelas rotas
quimica e biotecnolc’)gica
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Fonte: Dasgupta et al. (2017).

A maioria dos microrganismos com capacidade para fermentar Xilose para producéo

de xilitol pertence as leveduras, com poucas excecBes de bactérias (RAFIQUL;
SAKINAH, 2013; PENG et al., 2011 apud DASGUPTA et al., 2017). Fungos filamentosos
também sdo relatados para produzir xilitol, mas seu rendimento € significativamente baixo
(DASGUPTA et al., 2017). O Quadro 2.4 apresenta a producdo de xilitol por diferentes

microrganismos.



Quadro 2.4. Produc¢do microbiana de xilitol.
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Titulo

Microrganismo | Temperatura pH . (?o_ncentrggéo de Converséo Produtiyid@de Referéncia
inicial de xilose silitol volumétrica
Género °C - gL! g.L? 0.9° g.Lth? -
Bacteria
Enterobacter .
liquefaciens 30 7.0 100 333 - 0,35 yoshitake et
553 al. (1973)
. Rangaswamy
nfzry”Befszcj‘;”“ 30 7,2 100 40 0,48 0.8 e Agblevor
P- (2002)
Fungo
Penicillium Sampaio et al
crustosom CCT 30 6,0 11,50 0,52 - 0,005 P '
4034 (2003)
Aspergillus ) Kang et al.
niger PY11 30 5,0 30 1,39 0,101 (2016)
Levedura
Candida Horitsu et al
tropicalis 30 5,0 172 - 0,64 2,67 (1992) '
IF00618
Candida .
tropicalis 30 6,5 150 110 0,81 54 (Kz'&“)f)t al.
KCTC 7221
Candida sp. N Ikeuchi et al.
559-9 30 5,0 200 173 0,90 1,44 (1999)

_ Rao et al.
Pichia sp. 28 - 40 25 0,58 0,5 (2007)
Pichia stipitis Neeru et al.
CBS 5773 32 57 52 - 0,52 0,44 (2013)
Debaryomyces Sampaio et al
hansenii UFV- 30 6,0 10 5,84 0,54 0,24 poos '
170 (2004)
Debaryomyces Kumdam et
nepalensis 30 77,0 100 36 0,44 - |
NCYC 3413 al. (2012)
Hansunela
anémala Mareczky et
NCAIM 30 4,5 50 21,7 0,47 0,23 al. (2015)
Y.01499
Kluyveromyces
marxianus 45 45 50 7,78 0,42 0,24 Mueller et al.
IMB2 (2011)
Kluyveromyces De
marxianus 30 6,0 36,44 12,27 0,50 0,170 Albuquerque
CCA510 et al. (2015)

Fonte: Dasgupta et al. (2017).

O metabolismo da xilose inicia-se com o seu transporte através da membrana celular
por diferentes mecanismos (WINKELHAUSEN; KUSMANOVA, 1998 apud ARRUDA,

2011). Ja no interior das células, a xilose é reduzida a xilitol em uma reacdo catalisada pela

enzima xilose redutase (XR; E.C. 1.1.1.21) ligada a nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfatada ou ndo em sua forma reduzida (NADPH/NADH) (HAHN-HAGERDAL et al.,
1994; WINKELHAUSEN; KUSMANOVA, 1998 apud ARRUDA, 2011). O xilitol
resultante € secretado ou oxidado a Xilulose pela enzima xilitol desidrogenase (XDH; EC
1.1.1.9) (GRANSTROM et al., 2007 apud DASGUPTA et al., 2017) ligada a nicotinamida
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adenina dinucleotideo fosfatada ou ndo em sua forma oxidada (NADP+/NAD+)
(ARRUDA, 2011). Entdo, a xilulose entra na via das pentoses-fosfato pela conversdao em
xilulose-5-fosfato catalisada pela enzima xiluloquinase (XK; EC 2.7.1.17) (PARACHIN et
al., 2011). Por sua vez, a xilulose-5-fosfato pode ser convertida, através de reacdes nédo
oxidativas da via das pentoses-fosfato, em gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-fosfato. Estes
compostos intermediarios podem ser metabolizados pela via Embden-Meyerhof-Parmas
(EMP), que esta conectada a outras vias, como o ciclo de Krebs e as reacGes de
fermentacdo alcéolica (HAHN-HAGERDAL et al., 1994; WINKELHAUSEN;
KUSMANOVA, 1998 apud ARRUDA, 2011).

Por outro lado, o metabolismo bacteriano da xilose inicia-se com a conversdo de
xilose em xilulose mediada pela enzima xilose isomerase (XI; EC 5.3.1.5) e prossegue
através da via das pentoses-fosfato para manutencéo e crescimento celular, ignorando a via
de producdo de xilitol devido a auséncia de XR e XDH (DASGUPTA et al., 2017). Poucas
bactérias, como Enterobacter liquefaciens (GHINDAE et al., 2010; YOSHITAKE et al.,
1973 apud DASGUPTA et al., 2017) e Corynebacterium sp. (RANGASWAMY;,
AGBLEVOR, 2002 apud DASGUPTA et al.,, 2017) fermentam xilose em xilitol
(DASGUPTA et al., 2017). A Figura 2.5 esquematiza esses dois mecanismos.

Figura 2.5. Etapas iniciais da utilizacao de xilose pelas vias de reducéo/oxidacao (A) e
de isomerizacéo (B).
A D-xylose, B

D-xylos></l
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I
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Fonte: Parachin et al. (2011)

Em geral, as leveduras sdo consideradas as melhores produtoras de xilitol,
principalmente as do género Candida (WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998 apud
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CASSALES, 2010). As leveduras sdo preferidas para a fermentacéo de xilitol devido a alta
taxa de assimilacéo de pentose e produtividade de xilitol e aos niveis de expressdo de XR e
XDH estaveis (RAFIQUL; SAKINAH, 2013 apud DASGUPTA, 2017).

Além do microrganismo, diversos fatores influenciam o processo fermentativo de
obtengdo de xilitol, como presenca de glicose (FELIPE, 1994), concentracdo de xilose
(FELIPE, 1994), pH e temperatura (FELIPE, 1994) e suprimento de oxigénio (FELIPE,
1994).

A utilizacéo preferencial de glicose é um efeito evidente na fermentacdo de misturas
de xilose e glicose (du PREEZ et al., 1986a apud FELIPE, 1994). A repressao a utilizacdo
da xilose pela glicose depende da concentracdo de glicose no meio de fermentagéo,
conforme observado em estudos conduzidos com leveduras por Panchal et al. (1998)
(FELIPE, 1994). Galactose, celobiose e arabinose ndo sdo inibitorios na assimilacdo de
xilose (du PREEZ et al., 1986a; BICHO et al., 1998 apud FELIPE, 1994).

A obtencdo de xilitol é favorecida com a elevacdo da concentracdo inicial de xilose
até certo nivel, uma vez que concentracdes elevadas deste acucar resultam em queda no
rendimento (DELGENES et al., 1998; VONGSUVANLERT; TANI, 1989; MEYRIAL et
al., 1991; VANDESKA et al., 1993; NOLLEAU et al, 1993 apud FELIPE, 1994). O
aumento excessivo da concentracdo de xilose provoca um decréscimo na velocidade de
crescimento do microrganismo e uma consequente queda na producdo de xilitol (SILVA,
AFSCHAR, 1994 apud MORAES, 2008).

O suprimento de oxigénio também exerce influéncia na fermentacéo de xilose, sendo
a eficiéncia de fermentacdo alcancada pela disponibilidade de oxigénio no meio, onde o
acumulo de xilitol ocorre em funcdo da velocidade de transferéncia de oxigénio
(DELGENES et al., 1989 apud FELIPE, 1994). Dentre os varios parametros avaliados na
bioconversdo de xilose em xilitol por Candida guilliermondii, observou-se que a variacao
acima ou abaixo de um valor 6timo para o coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio leva a uma diminuigdo significativa do fator de conversdo e/ou produtividade em
xilitol (SILVA; FELIPE; MANCILHA, 1998; ROBERTO; MANCILHA; SATO, 1999;
MARTINEZ; SILVA; FELIPE, 2000; BRACO et al., 2009 apud ARRUDA, 2011).
Entretanto, o valor Otimo para o coeficiente de transferéncia de oxigénio ainda é
controverso. Em estudos sobre a producao de xilitol por leveduras do género Candida, ja
se obtiveram valores 6timos de 100 h™ (AGUIAR JUNIOR et al., 2002 apud ARRUDA,
2011), de 47-50 h™ (WINKELHAUSEN; AMARTEY; KUZMANOVA, 2004; BRANCO
et al., 2009 apud ARRUDA, 2011) e de 15-20 h'l(ROBERTO; MANCILHA; SATO, 1999;
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MARTINEZ; SILVA; FELIPE, 2000; RODRIGUES, 2005; CANILHA, 2006; SILVA et
al., 2007; MORAES, 2008; CHENG et al., 2011 apud ARRUDA, 2011).

No processo de obtencdo de xilitol a partir de Candida guilliermondii cultivada em
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-acucar, j& foram estabelecidos
parametros que favorecem a bioconversdo, como concentracdo (0,1 a 1,0 g.L™) e idade
(24h) do inéculo (FELIPE et al., 1997a apud ARRUDA, 2011), pH (5,5 a 6,5) (FELIPE et
al., 1997b apud ARRUDA, 2011), temperatura (30°C) (FELIPE et al., 1997a; SENE et al.,
2000 apud ARRUDA, 2011), concentracéo de xilose (50 a 60 g.L ™) (FELIPE et al., 1997a
apud ARRUDA, 2011) e relagdo glicose:xilose (1:5) (SILVA; FELIPE, 2006 apud
ARRUDA, 2011).

Também ¢é importante considerar a influéncia exercida por compostos toxicos aos
microrganismos. No processo de hidrolise, sdo liberados produtos indesejaveis para o
processo fermentativo. Alguns deles séo: furfural, proveniente da degradacéo de pentoses;
5-hidroximetilfurfural (5-HMF), da desidratacdo de hexoses; acido formico, da degradacao
de compostos derivados do furano (furfural ou 5- HMF); acido levulinico, da degradacgéo
de 5-HMF (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000 apud TAMANINI; HAULY,
2004). Sdo gerados ainda acido acético, proveniente dos grupos acetil; compostos ndo
estruturais correspondentes a fracdo extrativa; produtos de degradacéo da lignina (CRUZ et
al., 2000 apud TAMANINI; HAULY, 2004) (fendis e outros compostos aromaticos); e
metais pesados, como cromo, cobre, ferro e niquel, provenientes da corrosdo dos
equipamentos de hidrolise (RODRIGUES et al., 2001 apud TAMANINI; HAULY, 2004).
Uma vez presentes no hidrolisado, esses compostos sdo inibidores potenciais do
metabolismo microbiano (ALVES et al., 1998 apud TAMANINI; HAULY, 2004), por
meio da inibicdo das enzimas XR e XDH (ALVES et al.,, 2002 apud TAMANINI,
HAULY, 2004), limitando o consumo da fonte de carbono e interferindo na cinética de
crescimento (MORITA,; SILVA; MAUGERI, 2003 apud TAMANINI; HAULY, 2004).

Além da compreensdo da influéncia das condi¢cBes de processo, para melhorar a
producdo de xilitol, é necessario o entendimento do mecanismo de reacdo, possibilitado
pela modelagem cinética. No entanto, a literatura sobre a modelagem cinética da producao
de xilitol é escassa (MOHAMAD et al., 2016). Mohamad et al. (2016) conduziram um
estudo com o objetivo de desenvolver um modelo de cinética de reacdo para representar a
producdo de xilitol por fermentagdo usando Candida tropicalis. Nesse estudo, 0s
pardmetros cinéticos dos modelos foram expressos como fungdo da concentracdo inicial de

xilose e da concentracdo de oxigénio, relacionada a velocidade de agitacdo. A
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concentracdo de substrato e de oxigénio sdo essenciais para descrever o crescimento
celular e o processo de producdo em sistemas de fermentacdo para producgédo de xilitol
(MOHAMAD et al., 2016). Experimentos com Candida tropicalis mostraram que, para
uma alta concentragdo de xilose em uma taxa de aeracdo Otima, ocorreu um crescimento
celular significativo e a taxa de producdo de xilitol foi consideravelmente melhorada
(GHINDEA et al., 2010 apud MOHAMAD et al., 2016).

A recuperacdo do xilitol é a etapa mais complexa de todo o processo fermentativo
devido a baixa concentracdo do produto e a complexa composi¢do do caldo fermentado
(DE FAVERI et al., 2004). Santos (2004) testou diferentes zeo6litas na recuperacdo de
xilitol obtido da fermentagdo por Candida guilliermondii em hidrolisado hemiceluldsico de
bagaco de cana-de-acUcar. A técnica se mostrou eficaz, sendo que a utilizacdo de um
sistema composto por coluna de leito fixo empacotada com a zeolita BaWE conduziu a
maior eficiéncia de recuperacao do xilitol (94,5%). Martinez (2005) recuperou xilitol por
cristalizacdo do caldo fermentado obtido a partir de solugdo sintética e a partir da
fermentacdo de hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar, obtendo cristais
com 98-99% e 92-94% de pureza, respectivamente (ARRUDA, 2011).
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3. METODOLOGIA

3.1. Simulacgdo da producao de xilitol a partir de solucéo de xilose utilizando Candida

tropicalis

Inicialmente, realizou-se a simulacdo da producédo de xilitol no software livre Scilab
seguindo o modelo cinético proposto por Mohamad et al. (2016) atraves do estudo do
processo fermentativo em batelada de solucdo de xilose utilizando Candida tropicalis. O
modelo cinético e os respectivos parametros, bem como as condigdes iniciais usadas, sao

apresentados a seguir.

3.1.1. Modelo cinético

O desenvolvimento do modelo dindmico ndo-estruturado de cinética de reacdo para
producdo de xilitol foi baseado nas seguintes premissas:

1. Crescimento da levedura representado sob condicdes de substrato limitado e
controlado por condicdes limitantes de oxigénio;

2. Mistura no reator considerada homogénea;

3. Balanc¢o de massa realizado dentro do reator.

3.1.1.1. Modelo da taxa de crescimento celular
A Equacdo 1 descreve a taxa de crescimento celular (ry) de Candida tropicalis no

processo em questao.

LD S
X TR )
Em que:

u: velocidade especifica de crescimento, h;

Cy: concentracdo de células no meio de fermentagdo, g.L™.

Pode-se assumir que a relacdo entre a velocidade especifica de crescimento (u) e a
concentracdo de substrato no meio de fermentacdo (Cs) forma a cinética limitante ou de

saturacdo, representada aqui pela equagdo de Monod (Equacéo 2).
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U= Hmax m 2

Em que:
max: Velocidade especifica de crescimento maxima, h;

Kj; s: constante de limitagéo do substrato, gL

Segundo Mohamad et al. (2016), os resultados experimentais indicaram que o
crescimento dindmico de Candida tropicalis foi limitado por oxigénio e inibido por altas
concentracdes de xilose. Essa limitacdo multipla de substrato é sempre considerada néo-
competitiva e influenciou a taxa de crescimento de maneira multiplicativa, ndo aditiva
(Koutinas et al., 2003). Dessa forma, modificou-se 0 modelo de Monod (Equagdo 2),
resultando na Equagéo 3.

p= (s Kins Co,
M Cs+ Kys Kins +Cs Co, + Kiio, ®)

Em que:
Kin s: constante de inibic¢éo por substrato, gL
Co,- concentracdo de oxigénio dissolvido no meio de fermentagao, gL

K 0,- constante de limitacdo do oxigénio dissolvido, gL

3.1.1.2. Modelo de degradacéo de substrato e de producéo de xilitol

A Equacgdo 4 contém a expressdo para o célculo da taxa de consumo de substrato
(r5), relacionando a taxa de crescimento celular (ry) e a producédo de xilitol (P). A taxa de
consumo de substrato determina a concentracdo de xilose no meio liquido em qualquer

instante da fermentacao.

o dés 1 N 1 p 4
s = At Yy Tx Yos 4
Em que:

Yys: conversdo de células por unidade de substrato;

Yps: converséo de produto por unidade de substrato.
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A produgdo de xilitol foi calculada considerando-se a limitacdo e a inibicdo
substrato-para-produto, através da Equacéo 5.

Cs K2 p ( Co )
P=A-Cy- . d 1= == (5)
X Co+Kyp KZp+CE Kino,

Em que:

A: constante numerica;

Kj; p: constante de limitagéo do produto, gL
K, p: constante de inibigdo por produto, gL

Kin,0,- constante de inibigdo por oxigeénio dissolvido, gL

Por sua vez, a Equacédo 6 expressa a taxa de producéo de xilitol (rp) levando-se em
consideracao a taxa de decaimento do produto (8), uma vez que ha consumo de xilitol pelo

microrganismo quando o substrato comeca a ser esgotado.

dCp
= — = —_ 6
= P-4 (6)
Em que:

Cp: concentracio de produto no meio de fermentagdo, g.L™.

3.1.1.3. Balanc¢o de massa do oxigénio

O crescimento da levedura e a acumulacdo de xilitol s&o dependentes da
disponibilidade de oxigénio no meio de fermentacdo, conforme introduzido nas equagdes 3
e 5. Portanto, considerar o balanco de oxigénio é importante para o estudo cinético. O
balanco de massa para 0 oxigénio gasoso é apresentado na Equacdo 7 e para 0 oxigénio

dissolvido na fase liquida, na Equacéo 8.

dmg,

di = Ug- (Cgoz,in - Cgoz) =V NOz @
dmg, Co
—=2=V.N,, = V.Y, .Cy.——2—

dt 02 02 X K02 + C02 (8)

Em que:
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Mg, Massa de oxigénio gasoso, g;

v, vaz&o de oxigénio gasoso na fase liquida, L™.h™;

Cgo,,in- CONCENtracdo de oxigénio gasoso na entrada do biorreator, gL
Cg0,- CONcentracdo de oxigénio gasoso na saida do biorreator, gL

V7> volume liquido, L;

N,,: taxa de transferéncia de oxigénio, g.L™".h™;

mg, . massa de oxigénio dissolvido, g;

Yy, : conversdo de oxigénio por celula;

K,,: constante do oxigénio dissolvido, g.L ™,

A relagéo entre v, e vvm (volume de gas por volume de liquido por minuto) é dada

pela Equacdo 9.

vy =60 XV X vvm )

As equacdes 10 e 11 mostram as relacbes para o célculo da massa de oxigénio

dissolvido e de oxigénio gasoso, respectivamente.

mg, = Co, XV (10)
My, = Cgo, X XV (11)
Em que:

€: razdo entre volume de gas e volume de liquido dentro do biorreator.

A taxa de transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a fase liquida é descrita pela

Equacéo 12.

No, = kya x (Coq0, — Co,) (12)

Em que:
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k,a: coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio, h™.

Ceq,0,- CONCENtracao de oxigénio no equilibrio, gL

A concentracdo de oxigénio dissolvido no equilibrio € encontrada através da Equacao
13.
Ceq,Oz = Keq X Cgoz (13)

Em que:

K,,: constante de equilibrio, g.L ™.

3.1.1.4. Parametros

O Quadro 3.1 contém os valores dos parametros apresentados nas equac@es de 1 a

13.
Quadro 3.1. Parametros cinéticos.
Parametro Valor Unidade
A 0,266 -
Cy0,.in 1,2864 g.L?
K., 1,29 gL"
Kino, 25,15 g.L?
Kinp 376,86 g.L?
Kins 393,07 gL?
k,a 32,6 h?
Kiio, 0,0009 gLT
Kip 25 gL?
Kys 50 gL?
Ko, 0,002 gL?
v 35 L
vvm 0,0003 min’’
Yo, 0,51 99"
Yos 0,36 99"
Yys 0,12 99"
Hmax 0,12 h*
5 0,01 g.Lth?
0,4286 -

&
Fonte: Adaptado de Mohamad et al. (2016).

Excetuando-se a concentracdo de oxigénio gasoso na entrada do biorreator (Cyo, in),
0 volume de géas por volume de liquido por minuto (vvm) e a razéo entre o volume de gas
e 0 volume de liquido dentro do biorreator (¢), todos os parametros apresentados no
Quadro 3.1 foram obtidos por Mohamad et al. (2016) através da simulacdo e do ajuste dos

dados experimentais de crescimento celular, consumo de xilose, produgéo de xilitol e




26

concentracdo de oxigénio dissolvido no caldo de fermentacdo de acordo com o modelo
proposto. E importante ressaltar que Mohamad et al. (2016) utilizaram uma correlagio
matematica proposta por Kapic e Heindal para predizer o valor de k;a. No entanto, neste
trabalho, utilizou-se o valor de k;a que correspondeu & méxima producdo de xilitol no
conjunto de experimentos em que se variou a velocidade de agitacao.

Sabe-se que o biorreator possuia um volume total de 5 L e um volume de trabalho
(volume liquido) de 3,5 L. Dessa maneira, pode-se encontrar o volume de gas (1,5L) e a
razdo entre o volume de gas e o volume de liquido dentro do biorreator (&), como

demonstrado na Equacéo 14.

1,5
=" =042 14
e =3¢ = 04286 (19)

Também se sabe que a taxa de aeracdo foi mantida em 1 mL.min™, que corresponde
a 0,06 L.h™. Sendo assim, calculou-se o volume de gés por volume de liquido por minuto
(vvm) (Equacéo 15).

0,06 .
vvm =335 = 0,0171 h (15)

A concentragdo de oxigénio gasoso na entrada do biorreator (Cy, i) foi determinada
considerando-se a taxa de aeragdo de 1 mL.min® a 30°C e 1 atm. Primeiramente,
encontrou-se 0 numero de moles pela equacdo dos gases ideais (Equacdo 16) e, em

seguida, a referida concentracdo, como mostra 0 conjunto de equacdes abaixo.

P,-V,=n-R-T, (16)

Em que:

P, pressdo do gas;

V- volume ocupado pelo gas;

n: nimero de moles do gas;

R: constante universal dos gases;

T,: temperatura do gas.
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1-1,5=n-0,08206 - 303,15 (17)
n = 0,0603 mol (18)
0,0603 mol g g
o= .32-2_=1,2864% 19
902/in 1,5 L mol L (19)

3.1.2. Simulagao

O sistema de equagdes diferenciais ordinarias (EDOs) composto pelas equacdes 1, 4,
6, 7 e 8 foi implementado em ambiente Scilab. A resolugédo utilizou a fungdo padrdo “ode”
(interface entre varios solucionadores de EDOs pertencentes a biblioteca numérica
ODEPACK) através do solucionador “lsoda”, que seleciona automaticamente entre o
método preditor-corretor de Adams para problemas ndo-rigidos e a Formula de
Diferenciacdo Retroativa (FDR) para problemas rigidos. Os pardmetros cinéticos e as
condicdes iniciais utilizadas na resolucdo do problema de valor inicial (PVI) composto
pelas equacbes 1, 4, 6, 7 e 8 estdo dispostos no Quadros 3.1 e 3.2, respectivamente. A

rotina € mostrada no Apéndice A.

Quadro 3.2. Condic0es iniciais para resolucédo do PVI.

Parémetro Valor Unidade
Cx(t = 0) 1,42 gL*t
Cs(t = 0) 105,49 gL*
Cp(t = 0) 0,0001 gL*
Myo, (t=0) 0,075 g
Mo, (t = 0) 0,035 g

As concentracOes iniciais de células e de substrato foram obtidas da condi¢do que
levou a um valor 6timo de conversdo de substrato em células (Yys) no conjunto de
experimentos em que se variou a concentragéo inicial de substrato. As massas iniciais de
oxigénio gasoso e de oxigénio dissolvido foram determinadas através da média dos valores
de concentracdo inicial do conjunto de experimentos em que se variou a velocidade de
agitacdo e a concentracdo inicial de substrato e da multiplicacdo pelo volume gasoso (1,5
L) e liquido (3,5 L), respectivamente. Assumiu-se que ndo ha produto no inicio da

fermentacéo.
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3.2. Simulacéo da producdo de xilitol a partir de hidrolisado hemicelulésico de bagago

de cana-de-acucar destoxificado utilizando Candida Guilliermondii

Também se executou a simulacdo da producdo de xilitol a partir de hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar destoxificado utilizando Candida
guilliermondii em frasco Erlenmeyer de 125 mL e em fermentador de bancada de 2,4 L e
de 16 L, com base no estudo conduzido por Arruda (2011). Para isso, utilizou-se 0 modelo

cinético apresentado anteriormente (equagdes 1-13) e mantiveram-se 0s parametros Cyo, in,

Keq,

Kino,» Kinp: Kins: Kiio,» Kiip, Kiis, Ko,» vvm, Yy, € 8. Isso foi feito porque, de
acordo com Mohamad et al. (2016), observacdes similares as do estudo foram reportadas
para a producdo de xilitol por Candida guilliermondii. Os demais parametros cinéticos
foram modificados de acordo com o estudo feito por Arruda (2011) e sdo mostrados no

Quadro 3.3.

Quadro 3.3. Parametros cinéticos.

A Erlenmeyer 125 Fermentador Fermentador .
Parametro mIB_/ 24L 16 L Unidade

k,a 15 15 15 h?

v 0,050 1,5 11 L

Yps 0,783 0,686 0,665 99"

Yys 0,125 0,648 0,704 99"

Limax 0,078 0,130 0,176 h'
1,5 0,6 0,455 -

&
Fonte: Adaptado de Arruda (2011).

A conversédo de células por unidade de substrato (Yys) pode ser calculada através da

Equacdo 20.

Yys =

Em que:

Us: velocidade especifica de consumo de substrato.

(20)

Nos trés casos, consideraram-se as velocidades especificas de crescimento maximas

(Umax) € de consumo de substrato maximas (ismqx), CUjOS valores se encontram no

Quadros 3.3 e 3.4, respectivamente.




Quadro 3.4. Velocidades de consumo de substrato maximas.
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A Erlenmeyer 125 Fermentador Fermentador .
Parametro mL. 24L 16 L Unidade
Lsmax 0,623 0,201 0,250 h'

Fonte: Adaptado de Arruda (2011).

Como demonstrado na Equacdo 14, a razdo entre o volume de gas e o volume de
liguido dentro de cada biorreator (&), apresentada no Quadro 3.3, foi determinada
encontrando-se o0 volume de gés a partir do volume total e do volume liquido de cada
recipiente, também dispostos no Quadro 3.3. Admitiu-se que, para a producdo de xilitol

nos fermentadores de bancada de 2,4 e 16 L, a constante numérica (A) vale 0,1064.

3.2.1. Simulacéo

Anélogo ao que foi feito anteriormente, para cada uma das trés situagdes, 0 modelo
cinético foi introduzido em ambiente Scilab, empregando-se a fun¢do padrdo “ode” para a
resolucdo do PVI. Os parametros cinéticos e as condic¢des iniciais utilizadas encontram-se

nos Quadros 3.3 e 3.5, respectivamente, e as rotinas, no Apéndice B.

Quadro 3.5. Condic0es iniciais para a resolucdo do PVI.

Parametro Erlenrrr:]ely_/er 125 Ferr;zntl_ador Fermenli_:ador 16 Unidade
Cx(t = 0) 1,0 1,0 1,0 gL”
Cs(t = 0) 64,0 58,0 61,0 gL?
Co(t = 0) 0,0 0,0 0,0 gL?
My, (t = 0) 0,075 0,075 0,075 g
my, (t = 0) 0,035 0,035 0,035 g

Também foram inseridos na rotina do Scilab dados experimentais de concentracdo de

xilose, de células e de xilitol ao longo do tempo obtidos por Arruda (2011) na fermentacao
do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-aglcar destoxificado por Candida
guilliermondii em frasco Erlenmeyer de 125 mL, fermentador de bancada de 2,4 L e
fermentador de bancada de 16 L. Esses valores estdo nos Quadros 3.6, 3.7 e 3.8,

respectivamente.



30

Quadro 3.6. Concentracao de xilose, de células e de xilitol ao longo do tempo na
fermentacdo do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-acUcar destoxificado
por Candida guilliermondii em frasco Erlenmeyer de 125 mL.

Tempo (h)

Concentracdo de xilose

Concentracéo de

Concentracéo de xilitol

(g.LY células (g.L?) (g.Lh
0 63,965 0,880 0,000
24 47,862 2,141 7,857
48 29,077 2,666 21,282
72 14,718 3,150 32,648
96 2,323 4,256 46,184
120 0,310 5,534 49,868

Fonte: Adaptado de Arruda (2011).

Quadro 3.7. Concentragéo de xilose, de células e de xilitol ao longo do tempo na
fermentacao do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-acucar destoxificado
por Candida guilliermondii em fermentador de bancada de 2,4 L.

Tempo (h)

Concentracéo de xilose

Concentracéo de

Concentracéo de xilitol

(g.L™h células (g.L™) (g.L™h
0 57,580 0,824 0,000
6 56,639 2,044 0,000
12 54,842 3,163 0,000
24 50,226 3,566 3,244
36 45,385 4517 6,194
48 42,335 4,766 9,040
60 36,294 5,447 11,878
72 31,256 5,911 15,454
84 26,712 6,330 19,698
96 19,960 7,140 23,763
108 12,736 7,692 27,819
120 7,500 8,954 31,752
132 4,173 9,544 36,620
144 0,816 9,169 35,668

Fonte: Adaptado de Arruda (2011).

Quadro 3.8. Concentracao de xilose, de células e de xilitol ao longo do tempo na
fermentacédo do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-acUcar destoxificado
por Candida guilliermondii em fermentador de bancada de 16 L.

Concentracao de xilose

Concentracéo de

Concentracéo de xilitol

Tempo (h) (LY células (g.L ") (LY
0 60,971 0,931 0,000
6 55,089 2.364 0,000
12 54,001 3.049 0,000
24 51,970 4,041 0,000
36 48,610 4.815 3.972
48 23,710 5.469 6.846
60 35,970 6.585 9.425
72 33,200 7.543 13,012
84 29,300 8.062 18,106
% 22,800 9,065 23,949
108 16,100 10,032 27,539
120 9,100 10,731 32,620
132 3.430 12,365 38,285
144 0,590 13,208 38,980

Fonte: Adaptado de Arruda (2011).
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A simulacdo do modelo cinético de producédo de xilitol a partir de solucéo de xilose

utilizando Candida tropicalis proposto por Mohamad et al. (2016) resultou nas Figuras 4.1

e4d.2.

Figura 4.1. Variacdo das concentragdes de células, substrato e produto na simulacéo

da producao de xilitol a partir de solugdo de xilose utilizando Candida tropicalis.

120

Simulagdo da variagdo das concentragfes de células, substrato e produto com o tempo

110-_
100
90
a0 -
m-
B0 -

a0

Concentragdo [g/L]

40
a0
20

10

o]

Células [g/L]
Substrato [g/L]
Fraduto [giL]

5 0 115 20 25 30 35 40 45 &S0 55 60 B85 Y0 75

Tempao [h]




32

Figura 4.2. Variagdo das massas de oxigénio e oxigénio dissolvido na simulacéo da
producéo de xilitol a partir de solucéo de xilose utilizando Candida tropicalis.

Simulagdo da variagdo da massa de oxigénio dissolvido com o tempo
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Quando células de microrganismos sdo inoculadas em um reator batelada contendo
meio de cultura fresco e 0 aumento de sua concentragcdo € monitorado, distintas fases de
crescimento podem ser observadas. Inicialmente, hd uma fase lag de duragdo variével.
Apdbs esse periodo de tempo, comeca uma fase de crescimento exponencial, em que o
namero de células aumenta exponencialmente em razdo da divisdo celular. A fase de
crescimento exponencial termina quando algum nutriente essencial, por exemplo, a fonte
de carbono ou de nitrogénio, é esgotado ou quando algum metabdlito toxico se acumula
em nivel suficiente, dando inicio, entdo, a uma curta fase de crescimento decrescente, que é
seguida por uma fase estacionaria. Finalmente, o nimero de células diminui durante a fase
de morte (Blanch; Clark, 1997). Analisando-se somente a Figura 4.1, nota-se que a fase de
crescimento exponencial se estabelece rapidamente (ap6s aproximadamente 2h de fase lag)
e que o substrato é esgotado apds um tempo de fermentacdo proximo a 45h, iniciando-se,
entdo, a fase estacionaria. Uma concentracdo de 21,7 g.L™ de xilitol é atingida. Além disso,
através dos perfis de crescimento de células e de acumulacdo de produto, pode-se observar
que a producdo de xilitol é associada ao crescimento, fato j4 confirmado por Aranda-
Barradas et al. (2000) em estudo cinético e modelagem da produgdo de xilitol com
Candida parapsilosis.

Comparando-se os perfis simulados da Figura 4.1 e o perfil simulado do oxigénio

dissolvido da Figura 4.2 com a Figura 4.3, que representa os resultados experimentais e o
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resultado da simulagdo do modelo cinético obtidos por Mohamad et al. (2016), percebe-se
que o formato dos perfis de crescimento celular, consumo de substrato e acumulacéo de
produto é semelhante, assim como a concentracdo final de células, substrato e produto
(aproximadamente 7,0, 0,0 e 22,0 g.L™, respectivamente). No entanto, h4 uma diferenca no
tempo de esgotamento do substrato e nas concentragdes de oxigénio dissolvido. Essa
divergéncia pode ter ocorrido devido a diferenca nos pardmetros relacionados ao balango
de massa do oxigénio utilizados, uma vez que o autor ndo forneceu o valor da concentragédo
de oxigénio gasoso na entrada do biorreator (Cy0,,), do volume de gas por volume de
liquido por minuto (vvm) e da razdo entre o volume de gas e o volume de liquido dentro

do biorreator (¢).

Figura 4.3. Variacao das concentracgdes de células, substrato e produto e da massa de
oxigénio dissolvido no experimento e na simulacéo da producéo de xilitol a partir de
solucéo de xilose utilizando Candida tropicalis.

100 - 20
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=< 80 cell (O) 16 =
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260 - dissolved oxygen (X) | 12 =
= o
3 —_
- B o} -
;:- 20 - : . | E

0 20 Time (AP 60
Fonte: Adaptado de Mohamad et al. (2016).

Também se verifica, na Figura 4.2, que a concentracdo do oxigénio aumenta durante
0 inicio da fermentacdo até atingir um valor limite e cai a medida que a fermentacao
ocorre. Uma possivel explicacdo para esse fato estd relacionada as condicdes iniciais
consideradas na resolucdo das equacgdes diferenciais ordinarias referentes ao balanco de
massa do oxigénio. Mohamad et al. (2016) informaram que o oxigénio dissolvido estava
saturado, mas que néo foi controlado durante a fermentacdo. Sendo assim, pode-se dizer
que, na Figura 4.2, o perfil do oxigénio segue uma tendéncia crescente até atingir a
saturacdo. Depois, decresce em virtude do metabolismo da levedura, assim como na Figura
4.3.

De acordo com Aguiar Junior et al. (2002), em leveduras produtoras de xilitol, a

enzima XR deve estar especificamente ligada a NADPH e a enzima XDH deve estar
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especificamente ligada a NAD" para atividade. A regeneracdo de NADPH ocorre apenas
na cadeia respiratoria, com o oxigénio como aceitador final de elétrons. Assim, um baixo
suprimento de oxigénio ndo reoxida completamente o cofator reduzido, levando a um
desequilibrio redox. Uma baixa concentracio de NAD" diminui a taxa de oxidacio de
xilitol, mas ndo afeta a sua taxa de produgéo, induzindo sua excre¢cdo no meio de cultura.
Portanto, um alto grau de aeragdo promove o crescimento celular, sendo prejudicial para a
acumulacao de xilitol. O xilitol s6 é produzido com disponibilidade reduzida de oxigénio.
No entanto, um fornecimento de oxigénio severamente restrito leva a uma baixa taxa de
producdo, mesmo que os rendimentos possam ser elevados.

As Figuras 4.4, 4.5 e 4.6 apresentam o resultado da simulagdo realizada com o0s
dados obtidos por Arruda (2011) na fermentacdo do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco
de cana-de-acUcar destoxificado por Candida guilliermondii em frasco Erlenmeyer de 125
mL, em fermentador de bancada de 2,4 L e em fermentador de bancada de 16 L,

respectivamente.

Figura 4.4. Variacdo das concentracdes de células, substrato e produto na simulacéo
da producéo de xilitol a partir de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
acucar destoxificado utilizando Candida guilliermondii em frasco Erlenmeyer de 125
mL.
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Figura 4.5. Variacao das concentracgdes de células, substrato e produto na simulagao

da producéo de xilitol a partir de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-

acucar destoxificado utilizando Candida guilliermondii em fermentador de bancada
de2,4L.
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Figura 4.6. Variacdo das concentracdes de células, substrato e produto na simulacéo

da producéo de xilitol a partir de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-

acucar destoxificado utilizando Candida guilliermondii em fermentador de bancada
de 16 L.
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Examinando-se separadamente a Figura 4.4 vé-se que, para esta situacdo, o modelo
matematico considerado adequa-se & geracdo de biomassa durante todo o processo de
fermentacdo. Entretanto, a degradacdo de substrato € mais lenta do que a prevista pelo
modelo e a formacéo de produto é superior a simulada. J& nas Figuras 4.5 e 4.6 verifica-se
que o crescimento celular é mais lento que o simulado, assim como consumo de substrato.
Nestes casos, a formagdo de produto também é superior a prevista pelo modelo. O Quadro
4.1 contém as concentracfes finais de células, substrato e produto experimentais e
simuladas. Comparando-se as Figuras 4.4, 4.5 e 4.6 constata-se que os perfis simulados
vao se distanciando dos dados experimentais a medida que a escala aumenta. Esse fato €
esperado, uma vez que o modelo matematico ndo considera todos os fendmenos de
transferéncia envolvidos e outros acucares (glicose e arabinose) e subprodutos (etanol e

glicerol) presentes.

Quadro 4.1. Concentracdes finais de células, substrato e produto experimentais e
simuladas.

Erlenmeyer 125 Fermentador 2,4 | Fermentador 16
. mL L L
caus g1 Somma = O —T
R - — ——
R e i a—

De maneira geral, pode-se dizer que o modelo cinético proposto por Mohamad et al.
(2016) ajusta-se aos dados das fermentacdes conduzidas por Arruda (2011) apenas no
inicio dos processos. Varios fatores podem ter causado as divergéncias observadas, em
razdo das diferentes condi¢cGes empregadas em cada experimento. Mohamad et al. (2016)
utilizaram solucdo de xilose como substrato, enquanto Arruda (2011) realizou o0s
experimentos a partir do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar
destoxificado. Nas simulacfes, os parametros cinéticos nao foram ajustados exatamente
para as condicBes experimentais empregadas por Arruda (2011), ndo considerando,
portanto, o efeito dos demais acucares (glicose e arabinose) presentes no material
destoxificado. Parametros como a constante de limitagdo do substrato (Kj;s) variam de
acordo com a natureza do substrato. Além disso, 0 modelo ndo prevé a utilizacdo de mais
de um tipo de agucar como fonte de carbono. Outro ponto a se observar é que 0S
microrganismos utilizados pertenciam ao mesmo género (Candida), mas diferiam na

espécie (Candida tropicalis e Candida guilliermondii). Esse fato influencia diretamente a
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velocidade especifica de crescimento maxima (u,,qx), que foi alterada, mas também pode
ter interferido nas constantes de inibicéo e de limitag&o.

Com relagdo ao oxigénio, Arruda (2011) comenta sobre a influéncia exercida no
processo fermentativo, mas ndo disponibiliza valores de concentracdo. Assim, ndo é
possivel saber se a autora considerou uma limitacdo multipla de substrato, como assumido
por Mohamad et al. (2016) na Equacdo 3, ou se admitiu que apenas a fonte de carbono é
determinante na proliferagdo de células, como no modelo de Monod (Equacéo 2).

Houve diversas tentativas de estimacdo dos parametros pertencentes ao modelo
cinético com base nas informacgdes obtidas por Arruda (2011) atraves do software
Statistica, porém os dados disponiveis ndo foram suficientes para um ajuste adequado.

E valido ressaltar que o modelo cinético explorado neste trabalho se trata de um
modelo ndo-estruturado. Esse tipo de modelo ndo considera reag¢fes individuais ou grupos
de reacdes ocorrendo dentro das células; vé a célula como uma Unica espécie em solucao
que interage com o meio, como resultado de simplificagOes, cuja extensdo depende do
proposito do modelo.

Apesar de ter se ajustado apenas a uma determinada faixa dos dados da producéo de
xilitol obtidos por Arruda (2011), o modelo cinético proposto por Mohamad et al. (2016) é
promissor na predicdo da formacdo de xilitol a partir de hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana-de-acucar, desde que se faca o levantamento adequado dos parametros
cinéticos. Além disso, testes de producdo de xilitol por Candida guilliermondii em
condicdes semi-aerobicas utilizando fracdes hemicelulésicas hidrolisadas de bagago de
cana-de-acucar e de palha de arroz realizados por Silva et al. (1996) mostraram que ambos
os hidrolisados podem ser convertidos em xilitol com rendimentos e produtividades
satisfatorios quando comparados aos resultados obtidos em meio sintético. Entretanto, para
se atingir a conversao biotecnoldgica de xilose em xilitol em larga escala, é necessario um

melhor entendimento do processo e dos fatores e parametros que o afetam.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

A realizagéo deste trabalho teve como ponto de partida a definicdo de um modelo
cinético que possibilitasse a simulacdo da producao de xilitol via fermentacdo. Assim, com
base no modelo cinético proposto por Mohamad et al. (2016) no estudo do processo
fermentativo em batelada de solucdo de xilose utilizando Candida tropicalis, foi possivel
simular (em ambiente Scilab) e analisar esse processo. O formato dos perfis simulados de
células, substrato e produto coincidiu com o obtido por Mohamad et al. (2016), mas houve
divergéncia no tempo de esgotamento do substrato e na concentragdo de oxigénio
dissolvido, possivelmente devido a diferenca nos parametros e nas condi¢cfes iniciais
empregadas na resolucdo do sistema de equacOes ordinarias diferenciais constituintes do
modelo. No entanto, pdde-se confirmar a conclusdo obtida por Mohamad et al. (2016): o
modelo cinético proposto adequa-se a esse caso.

Com o objetivo de simular e avaliar a obtencdo de xilitol a partir do hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar, incorporaram-se os dados obtidos por Arruda
(2011) na fermentacdo do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar
destoxificado por Candida guilliermondii em frasco Erlenmeyer de 125 mL e em
fermentador de bancada de 2,4 L e de 16L ao modelo apresentado por Mohamad et al.
(2016). De maneira geral, o modelo ajustou-se somente as horas iniciais dos processos.
Para as trés situacdes, o consumo de substrato foi mais lento e a producdo de xilitol
superior a simulacdo. O crescimento celular adequou-se ao modelo matematico somente
para a fermentacdo realizada em frasco Erlenmeyer, sendo mais lento que o previsto para
os fermentadores de bancada. Pdde-se concluir que essas diferencas foram causadas pela
ndo adaptacdo de alguns parametros cinéticos a situacdo em questdo. O substrato continha,
além de xilose, glicose e arabinose, o que pode ter influenciado a constante de limitacdo do
substrato (Kj; 5). O modelo também néo previa a assimilagéo de mais de uma fonte de
carbono. Outro motivo é a diferenca de espécie dos microrganismos utilizados, que pode
interferir nas constantes de limitagdo e de inibicdo. Foram realizadas tentativas de obtencéo
dos pardmetros mencionados acima através do ajuste dos dados experimentais
disponibilizados por Arruda (2011) no software Statistica, mas n&o se obtiveram resultados
satisfatorios.

Apesar de ter se adequado parcialmente a previsdo de condi¢des relacionadas a

fermentacdo do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar, o modelo
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cinético considerado é promissor desde que se levantem adequadamente os parametros
cinéticos. Além disso, estudos apontam que sua utilizacdo como substrato em processos
biotecnologicos € uma alternativa para a producdo de xilitol. No entanto, ainda é
necessario um melhor entendimento dos parametros relacionados ao processo para se
atingir a produgéo em larga escala.

Para dar continuidade ao trabalho, sugerem-se o levantamento completo da cinética
(equacbes e parametros) para o processo com hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de
cana-de-agucar como substrato; a melhoria na modelagem dos fenémenos de transporte; e

a realizacdo de experimentos em laboratorio.
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APENDICE A

Simulacdo da producdo de xilitol a partir de solucdo de xilose utilizando Candida
tropicalis.

clear;
cle;

1l NOMENCLATURA
/IA = constante numérica

//CeqO2 = concentracdo de oxigénio no equilibrio [g/L]

//ICg0O2 = concentragéo de oxigénio gasoso na saida do biorreator [g/L]
//ICg02in = concentragdo de oxigénio gasoso na entrada do biorreator [g/L]
/ICO2 = concentragéo de oxigénio dissolvido no meio de fermentagéo [g/L]
//IKeq = constante de equiibrio [g/L]

/IKinO2 = constante de inibicao por oxigénio dissolvido [g/L]

/IKinP = constante de inibi¢&o por produto [g/L]

//KinS = constande de inibi¢do por substrato [g/L]

/IKLa = coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio [h-1]
/IK1iO2 = constante de limitac&o do oxigénio dissolvido [g/L]

/IKIiP = constante de limitacdo do produto [g/L]

/IKIiS = constante de limitacdo do substrato [g/L]

//IKO2 = constante do oxigénio dissolvido [g/L]

/INO2 = taxa de transferéncia de oxigénio [g/L.h]

//P = producéo de xilitol [g/L]

IV = volume de liquido [L]

/lvwm = volume de gés por volume de liquido por minuto [min-1]

/IYO2 = conversédo de oxigénio por célula [g/g]

/IYps = conversédo de produto por unidade de substrato [g/g]

/IYxs = conversdo de células por unidade de substrato [g/g]

/Imi = velocidade especifica de crescimento [h-1]

/Imimax = velocidade especifica de crescimento maxima [h-1]

/ldel = taxa de decaimento do produto [g/L.h]

/leps = raz&o entre volume gasoso e volume liquido no biorreator

IIvg = fluxo de oxigénio na fase liquida [L/h]

/ly(1) = concentracdo de células [g/L]

/ly(2) = concentragdo de substrato [g/L]

/ly(3) = concentrac&o de produto [g/L]

/ly(4) = massa de oxigénio gasoso [g]

/ly(5) = massa de oxigénio dissolvido [g]

/If(1) = concentracao de células com o tempo

/[f(2) = concentracdo de substrato com o tempo

/f(3) = concentracdo de produto com o tempo

/[f(4) = massa de oxigénio gasoso com o tempo

//f(5) = massa de oxigénio dissolvido com o tempo

I DEFINICAO DAS FUNCOES

function [f]=fun(t, y, V, mimax, KIiS, KinS, KliO2, A, KIiP, KinP, KinO2, Yxs, Yps, del, vwm, eps, Keq, KLa,
CgO2in, YO2, KO2)

//IMODELO DA TAXA DE CRESCIMENTO

//Relagdo do balango de massa do oxigénio

CO2=y(5,)/V;

//[Equacéo de Monod modificada
mi=mimax*(y(2,:)/(y(2,:)+KIiS))*(KinS/(KinS+y(2,:)))*(CO2/(CO2+KIliO2));
/[Taxa de crescimento celular

f(1)=mi*y(1,:);

//IMODELO DE DEGRADACAO DO SUBSTRATO E DE PRODU(;AO DE XILITOL
/[Producao de xilitol
P=A*y(1,))*(y(2,:)/(y(2,:)+KIiP))*(KinP"2/(KinP"2+(y(2,:))"2))*(1-(CO2/Kin02)"2);
/[Taxa de consumo de xilose

f(2)=-((1/Yxs)*f(1)+(1/Yps)*P);

/[Taxa de produgdo de xilitol



f(3)=P-del;

//BALANCO DE MASSA DO OXIGENIO
/IRelagoes

vg=60*V*vvm;

Cg02=y(4,)/(eps*V);

CeqO2=Keq*CgO2;
NO2=kLa*(CeqO2-CO2);

//Balango de massa para o oxigénio gasoso
f(4)=vg*(CgO2in-Cg02)-V*NO2;

//Balanco de massa para o oxigénio dissolvido
f(5)=V*NO2-V*YO2*y(1,:)*(CO2/(KO2+C02));

endfunction

I PROGRAMA PRINCIPAL

//IPARAMETROS
V=3.5;
mimax=0.12;
KIliS=50;
KinS=393.07;
K1i02=0.0009;
A=0.266;
KliP=25;
KinP=376.86;
Kin02=25.15;
Yxs=0.12;
Yps=0.36;
del=0.01;
vwm=0.0171;
eps=0.42857;
Keq=1.29;
kLa=32.6;
Cg02in=1.2864;
Y02=0.51;
K02=0.002;
t0=[0.0];
y0=[1.42;105.49;1d-4;0.075;0.035];
t=[0:0.5:80];

flist=list(fun,V,mimax,KIliS,KinS,Kl1iO2,A,KIiP,KinP,Kin02,Yxs,Y ps,del,vwvm,eps,Keq,kLa,CgO2in,YO2,KO2);
y=0de(y0,t0,t,flist)

I GRAFICOS

function graf(ind, esp, tam)
xset("window",ind)
xset("thickness",esp)
xset(""font size",tam)

clf();

endfunction

//Dados do modelo - Células, substrato e produto

graf(0,2,12)

pI_Ot(t!y(ll:)1I'Irtry(21:)ll"ltly(sr:)ll")

xlabel("Tempo [h]")

ylabel("Concentracéo [g/L]")

xtitle("Simulacéo da variagdo das concentracOes de células, substrato e produto com o tempo™)
hl=legend(["Células [g/L]";"Substrato [g/L]"; "Produto [g/L]"]);

//Dados do modelo - Oxigénio

graf(1,2,12)

M(t!y(sl:)il'l)

xlabel("Tempo [h]")

ylabel(*"Massa [g]")

xtitle("Simulagdo da variagdo da massa de oxigénio dissolvido com o tempo™)
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APENDICE B

Simulacdo da producéo de xilitol a partir de hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-
de-agUcar destoxificado utilizando Candida guilliermondii em frasco Erlenmeyer de 125
mL.

clear;
cle;

I NOMENCLATURA
/IA = constante numérica

//CeqO2 = concentracdo de oxigénio no equilibrio [g/L]

/ICg0O2 = concentragéo de oxigénio gasoso na saida do biorreator [g/L]
//ICgO2in = concentragdo de oxigénio gasoso na entrada do biorreator [g/L]
/ICO2 = concentragdo de oxigénio dissolvido no meio de fermentacéo [g/L]
//IKeq = constante de equiibrio [g/L]

/IKinO2 = constante de inibicao por oxigénio dissolvido [g/L]

/IKinP = constante de inibi¢ao por produto [g/L]

/IKinS = constande de inibi¢ao por substrato [g/L]

/IKLa = coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio [h-1]
/IK1iO2 = constante de limitac&o do oxigénio dissolvido [g/L]

/IKIiP = constante de limita¢do do produto [g/L]

/IKIiS = constante de limitacdo do substrato [g/L]

/IKO2 = constante do oxigénio dissolvido [g/L]

/INO2 = taxa de transferéncia de oxigénio [g/L.h]

/IP = producéo de xilitol [g/L]

IV = volume de liquido [L]

/lvvm = volume de gés por volume de liquido por minuto [min-1]

/IYO2 = conversédo de oxigénio por célula [g/g]

/[Yps = conversdo de produto por unidade de substrato [g/g]

/IYxs = conversdo de células por unidade de substrato [g/g]

/Imi = velocidade especifica de crescimento [h-1]

/Imimax = velocidade especifica de crescimento maxima [h-1]

//del = taxa de decaimento do produto [g/L.h]

/leps = razdo entre volume gasoso e volume liquido no biorreator

IIvg = fluxo de oxigénio na fase liquida [L/h]

/ly(1) = concentracdo de células [g/L]

/ly(2) = concentragdo de substrato [g/L]

/ly(3) = concentracéo de produto [g/L]

/ly(4) = massa de oxigénio gasoso [g]

/ly(5) = massa de oxigénio dissolvido [g]

/If(1) = concentracao de células com o tempo

/lf(2) = concentraco de substrato com o tempo

/f(3) = concentracdo de produto com o tempo

/[f(4) = massa de oxigénio gasoso com o tempo

1If(5) = massa de oxigénio dissolvido com o tempo

I DEFINICAO DAS FUNCOES

function [f]=fun(t, y, V, mimax, KIiS, KinS, KliO2, A, KIiP, KinP, KinO2, Yxs, Yps, del, vwvm, eps, Keq, kLa,
Cg0O2in, YO2, KO2)

/IMODELO DA TAXA DE CRESCIMENTO

//Relagdo do balango de massa do oxigénio

CO2=y(5,))/V;

//[Equacéo de Monod modificada
mi=mimax*(y(2,:)/(y(2,:)+KIiS))*(KinS/(KinS+y(2,:)))*(CO2/(CO2+KIliO2));
/[Taxa de crescimento celular

f(1)=mi*y(1);

//IMODELO DE DEGRADAC}AO DO SUBSTRATO E DE PRODUCAO DE XILITOL
/[Producao de xilitol
P=A*y(1,))*(y(2,:)/(y(2,:)+KIiP))*(KinP"2/(KinP"2+(y(2,:))"2))*(1-(CO2/Kin02)"2);
/ITaxa de consumo de xilose

f(2)=-((1/Yxs)*f(1)+(1/Yps)*P);



/[Taxa de produgéo de xilitol

f(3)=P-del;

//BALANCO DE MASSA DO OXIGENIO
/IRelacbes

vg=60*V*vvm;

Cg02=y(4,)/(eps*V);

CeqO2=Keq*CgO2;
NO2=kLa*(CeqO2-CO2);

//Balanco de massa para o oxigénio gasoso
f(4)=vg*(CgO2in-Cg02)-V*NO2;

//Balanco de massa para o oxigénio dissolvido
f(5)=V*NO2-V*YO2*y(1,:)*(CO2/(KO2+C02));

endfunction

I PROGRAMA PINCIPAL

//IPARAMETROS
V=0.050;
mimax=0.078;
KliS=50;
KinS=393.07;
K1i02=0.0009;
A=0.266;
KliP=25;
KinP=376.86;
Kin02=25.15;
Yxs=0.125;
Yps=0.783;
del=0.01;
vwm=0.0171;
eps=1.5;
Keq=1.29;
kLa=15;
Cg02in=1.2864;
Y02=0.51;
K02=0.002;
t0=[0.0];
y0=[1;64,0;0.075;0.035];
t=[0:0.5:145];

flist=list(fun,V,mimax,KIliS,KinS,Kl1iO2,A,KIiP,KinP,Kin02,Yxs, Y ps,del,vwm,eps,Keq,kLa,CgO2in,Y02,KO2);

y=0de(y0,t0,t,flist)

I GRAFICOS

clf,

//Dados do modelo x Dados experimentais (Arruda_2011)

//Dados experimentais

t_cel=[0 24 48 72 96 120];

c_cel=[0.880 2.141 2.666 3.150 4.256 5.534];
t_sub=[0 24 48 72 96 120];

c_sub=[63.965 47.862 29.077 14.718 2.323 0.310];
t_xil=[0 24 48 72 96 120];

c_xil=[0.000 7.857 21.282 32.648 46.184 49.868];

plot(t,y(1,:),-",t_cel,c_cel,'o',t,y(2,:),-',t_sub,c_sub,x't,y(3,:),"-',t_xil,c_xil,'+"

xlabel("*Tempo [h]™)
ylabel(*Concentracdo [g/L]")

xtitle("Variacdo das concentragdes de células, substrato e produto com o tempo - Erlenmeyer 125 mL")
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hl=legend(["Células";"Células experimental";"Substrato";"Substrato experimental";"Produto";"Produto experimental]);



47

Simulacdo da producéo de xilitol a partir de hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-
de-agUcar destoxificado utilizando Candida guilliermondii em fermentador de bancada de
2,4 L.

clear;
clc;

I NOMENCLATURA
/A = constante numérica

/ICeqO2 = concentracao de oxigénio no equilibrio [g/L]

/ICg0O2 = concentrag&o de oxigénio gasoso na saida do biorreator [g/L]
//CgO2in = concentragdo de oxigénio gasoso na entrada do biorreator [g/L]
/ICO2 = concentragdo de oxigénio dissolvido no meio de fermentag&o [g/L]
/IKeq = constante de equiibrio [g/L]

/IKinO2 = constante de inibic&o por oxigénio dissolvido [g/L]

/IKinP = constante de inibi¢&o por produto [g/L]

/IKinS = constande de inibi¢ao por substrato [g/L]

/lkLa = coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio [h-1]
/IK1iO2 = constante de limitacao do oxigénio dissolvido [g/L]

/IKIiP = constante de limita¢do do produto [g/L]

/IKIiS = constante de limitagdo do substrato [g/L]

//IKO2 = constante do oxigénio dissolvido [g/L]

/INO2 = taxa de transferéncia de oxigénio [g/L.h]

/IP = producéo de xilitol [g/L]

/IV = volume de liquido [L]

/lvwvm = volume de gés por volume de liquido por minuto [min-1]

/IYO2 = conversdo de oxigénio por célula [g/g]

/[Yps = conversdo de produto por unidade de substrato [g/g]

/IYxs = conversdo de células por unidade de substrato [g/g]

/Imi = velocidade especifica de crescimento [h-1]

/Imimax = velocidade especifica de crescimento méaxima [h-1]

//del = taxa de decaimento do produto [g/L.h]

/leps = razéo entre volume gasoso e volume liquido no biorreator

/Ivg = fluxo de oxigénio na fase liquida [L/h]

Ily(1) = concentragdo de células [g/L]

/ly(2) = concentragdo de substrato [g/L]

/ly(3) = concentracéo de produto [g/L]

I/ly(4) = massa de oxigénio gasoso [g]

/ly(5) = massa de oxigénio dissolvido [g]

/If(1) = concentracao de células com o tempo

/lf(2) = concentracdo de substrato com o tempo

/f(3) = concentracdo de produto com o tempo

/If(4) = massa de oxigénio gasoso com o tempo

1If(5) = massa de oxigénio dissolvido com o tempo

I DEFINICAO DAS FUNCOES

function [f]=fun(t, y, V, mimax, KIiS, KinS, KliO2, A, KIiP, KinP, KinO2, Yxs, Yps, del, vwm, eps, Keq, kLa,
Cg0O2in, YO2, KO2)

//IMODELO DA TAXA DE CRESCIMENTO

/IRelagdo do balango de massa do oxigénio

CO2=y(5,))/V;

/IEquacédo de Monod modificada
mi=mimax*(y(2,:)/(y(2,:)+KIiS))*(KinS/(KinS+y(2,:)))*(CO2/(C0O2+KIliO2));
/[Taxa de crescimento celular

f(1)=mi*y(1);

//MODELO DE DEGRADAGCAO DO SUBSTRATO E DE PRODUGAO DE XILITOL
//Producéo de xilitol
P=A*y(1,:)*(y(2,:)/(y(2,:)+KIiP))*(KinP2/(KinP"2+(y(2,:))"2))*(1-(CO2/Kin02)"2);
/[Taxa de consumo de xilose

f(2)=-((1/Yxs)*f(1)+(1/Y ps)*P);

/[Taxa de produgéo de xilitol

f(3)=P-del;

//BALANCO DE MASSA DO OXIGENIO

/IRelagdes



48

vg=60*V*vvm;

Cg02=y(4,))/(eps*V);

CeqO2=Keq*CgO2;

NO2=kLa*(CeqO2-CO2);

//Balango de massa para o oxigénio gasoso
f(4)=vg*(CgO2in-Cg02)-V*NO2;

//Balango de massa para o oxigénio dissolvido
f(5)=V*NO2-V*YO2*y(1,:)*(CO2/(KO2+C02));

endfunction

I PROGRAMA PINCIPAL

[/IPARAMETROS
V=1.5;
mimax=0.130;
KIliS=50;
KinS=393.07;
K1i02=0.0009;
A=0.1064;
KliP=25;
KinP=376.86;
Kin02=25.15;
Yxs=0.648;
Yps=0.686;
del=0.01;
vwm=0.0171;
eps=0.6;
Keg=1.29;
kLa=15;
Cg02in=1.2864;
Y02=0.51;
K02=0.002;
t0=[0.0];
y0=[1,58;0;0.075;0.035];
t=[0:0.5:145];

flist=list(fun,V,mimax,KIliS,KinS,KliO02,A,KIiP,KinP,Kin02,Yxs, Y ps,del,vwm,eps,Keq,kLa,CgO2in,YO2,K02);
y=0de(y0,t0,t,flist)

I GRAFICOS

clf,

//Dados do modelo x Dados experimentais (Arruda_2011)

//Dados experimentais

t_cel=[06 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144];

c_cel=[0.824 2.044 3.163 3.566 4.517 4.766 5.447 5.911 6.330 7.140 7.692 8.954 9.544 9.169];

t_sub=[0 6 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144];

c_sub=[57.580 56.639 54.842 50.226 45.385 42.335 36.294 31.256 26.712 19.960 12.736 7.500 4.173 0.816];
t xil=[0 6 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144];

c_xil=[0.000 0.000 0.000 3.244 6.194 9.040 11.878 15.454 19.698 23.763 27.819 31.752 36.620 35.668];
plot(t,y(1,:),-",t_cel,c_cel,'o',t,y(2,:),-',t_sub,c_sub,x',t,y(3,:),"-',t_xil,c_xil,'+)

xlabel("Tempo [h]")

ylabel("Concentracéo [g/L]")

xtitle("Variagdo das concentragBes de células, substrato e produto com o tempo - Fermentador 2,4 L")
hl=legend(["Células";"Células experimental”;"Substrato";"Substrato experimental";"Produto”;"Produto experimental"]);
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Simulacdo da producéo de xilitol a partir de hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-
de-agUcar destoxificado utilizando Candida guilliermondii em fermentador de bancada de
16 L.

clear;
cle;

I NOMENCLATURA
/IA = constante numérica

//CeqO2 = concentracdo de oxigénio no equilibrio [g/L]

//Cg02 = concentragdo de oxigénio gasoso na saida do biorreator [g/L]
//ICgO2in = concentragéo de oxigénio gasoso na entrada do biorreator [g/L]
/ICO2 = concentragéo de oxigénio dissolvido no meio de fermentagéo [g/L]
/IKeq = constante de equiibrio [g/L]

/IKinO2 = constante de inibic&o por oxigénio dissolvido [g/L]

/IKinP = constante de inibi¢&o por produto [g/L]

/IKinS = constande de inibi¢&o por substrato [g/L]

/IkLa = coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio [h-1]
/IK1iO2 = constante de limitacao do oxigénio dissolvido [g/L]

/IKIiP = constante de limitacdo do produto [g/L]

/IKIiS = constante de limitacdo do substrato [g/L]

/IKO2 = constante do oxigénio dissolvido [g/L]

/INO2 = taxa de transferéncia de oxigénio [g/L.h]

//P = producéo de xilitol [g/L]

IV = volume de liquido [L]

/lvwm = volume de gés por volume de liquido por minuto [min-1]

/IYO2 = conversdo de oxigénio por célula [g/g]

/IYps = conversédo de produto por unidade de substrato [g/g]

/IYxs = conversdo de células por unidade de substrato [g/g]

/Imi = velocidade especifica de crescimento [h-1]

/Imimax = velocidade especifica de crescimento méaxima [h-1]

/ldel = taxa de decaimento do produto [g/L.h]

/leps = razdo entre volume gasoso e volume liquido no biorreator

IIvg = fluxo de oxigénio na fase liquida [L/h]

/ly(1) = concentracdo de células [g/L]

Ily(2) = concentragdo de substrato [g/L]

Ily(3) = concentragdo de produto [g/L]

/ly(4) = massa de oxigénio gasoso [g]

/ly(5) = massa de oxigénio dissolvido [g]

/f(1) = concentracao de células com o tempo

/[f(2) = concentracdo de substrato com o tempo

/f(3) = concentracdo de produto com o tempo

/[f(4) = massa de oxigénio gasoso com o tempo

/If(5) = massa de oxigénio dissolvido com o tempo

I DEFINICAO DAS FUNCOES

function [f]=fun(t, y, V, mimax, KIiS, KinS, KliO2, A, KIiP, KinP, KinO2, Yxs, Yps, del, vwvm, eps, Keq, kLa,
CgO2in, YO2, KO2)

//IMODELO DA TAXA DE CRESCIMENTO

/IRelagdo do balango de massa do oxigénio

CO2=y(5,))/V;

/[Equacéo de Monod modificada
mi=mimax*(y(2,:)/(y(2,:)+KIiS))*(KinS/(KinS+y(2,:)))*(CO2/(CO2+KIliO2));
/[Taxa de crescimento celular

f(1)=mi*y(1);

//IMODELO DE DEGRADACAO DO SUBSTRATO E DE PRODU(;AO DE XILITOL
/[Producao de xilitol
P=A*y(1,:)*(y(2,:)/(y(2,:)+KIiP))*(KinP"2/(KinP"2+(y(2,:))"2))*(1-(CO2/KinO2)"2);
/[Taxa de consumo de xilose

f(2)=-((1/Yxs)*f(1)+(1/Yps)*P);

/[Taxa de produgdo de xilitol

f(3)=P-del;

//IBALANCO DE MASSA DO OXIGENIO

/IRelagdes
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vg=60*V*vvm;

Cg02=y(4,))/(eps*V);

CeqO2=Keq*CgO2;

NO2=kLa*(CeqO2-CO2);

//Balango de massa para o oxigénio gasoso
f(4)=vg*(CgO2in-Cg02)-V*NO2;

//Balango de massa para o oxigénio dissolvido
f(5)=V*NO2-V*YO2*y(1,:)*(CO2/(KO2+C02));

endfunction

I PROGRAMA PINCIPAL

//IPARAMETROS
V=11;
mimax=0.176;
KIliS=50;
KinS=393.07;
K1i02=0.0009;
A=0.1064;
KliP=25;
KinP=376.86;
Kin02=25.15;
Yxs=0.704;
Yps=0.665;
del=0.01;
vwm=0.0171;
eps=0.455;
Keg=1.29;
kLa=15;
Cg02in=1.2864;
Y02=0.51;
K02=0.002;
t0=[0.0];
y0=[1,61;0;0.075;0.035];
t=[0:0.5:145];

flist=list(fun,V,mimax,KIliS,KinS,KliO02,A,KIiP,KinP,Kin02,Yxs, Y ps,del,vwm,eps,Keq,kLa,CgO2in,YO2,K02);
y=0de(y0,t0,t,flist)

I GRAFICOS

clf,

//Dados do modelo x Dados experimentais (Arruda_2011)

//Dados experimentais

t_cel=[06 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144];

c_cel=[0.931 2.364 3.249 4.041 4.815 5.469 6.585 7.543 8.262 9.065 10.032 10.731 12.365 13.298];
t_sub=[0 6 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144];

c_sub=[60.971 55.089 54.001 51.970 48.610 42.710 35.970 33.200 29.300 22.800 16.100 9.100 3.430 0.590];
t xil=[0 6 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144];

c_xil=[0.000 0.000 0.000 0.000 3.972 6.846 9.425 13.012 18.106 23.949 27.539 32.620 38.285 38.980];
plot(t,y(1,:),-',t_cel,c_cel,'o',t,y(2,:),"-',t_sub,c_sub,x',t,y(3,:),"-',t_xil,c_xil,'+"

xlabel("Tempo [h]")

ylabel("Concentracéo [g/L]")

xtitle("Variacdo das concentracBes de células, substrato e produto com o tempo - Fermentador 16 L")
hl=legend(["Células";"Células experimental";"Substrato";"Substrato experimental";"Produto";"Produto experimental"]);



