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Resumo- Pesquisas realizadas com hidrolisados hemicelulósicos obtidos de diferentes resíduos 
agroindustriais para a produção de xilitol, um açúcar-álcool com características peculiares como baixo valor 
calórico, anticariogenicidade e metabolismo independente de insulina, tem demonstrado que durante este 
bioprocesso o glicerol tem sido formado como subproduto do metabolismo de xilose. Leveduras capazes de 
converter xilose em xilitol requerem como passos iniciais a participação da enzima xilose redutase 
dependente de NADPH e em seguida o xilitol é convertido em xilulose pela xilitol desidrogenase dependente 
de NAD+. A influência do glicerol será avaliada a partir de fermentações com Candida guilliermondii em meio 
formulado com hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana contendo diferentes concentrações de 
glicerol. As concentrações de açúcares, xilitol, glicerol e subprodutos serão determinadas por cromatografia líquida 
e o crescimento celular será acompanhado por turbidimetria. Serão também determinadas as concentrações dos 
compostos tóxicos à levedura presentes no hidrolisado (ácido acético, furfural, hidroximetilfurfural e fenóis).  
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guilliermondii  
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Introdução 
 

O bagaço de cana-de-açúcar é o mais 
abundante subproduto da agroindústria brasileira, 
merecendo destaque em função do 
aproveitamento alternativo de seu excedente, uma 
vez que este já é utilizado na co-geração de 
energia das usinas de açúcar-álcool, bem como 
matéria-prima para as indústrias de papel e 
papelão [1].      

O elevado teor de D-xilose na fração 
hemicelulósica do bagaço (82% do total de açúcar 
nesta fração), é um dos principais fatores que 
impulsionam o seu aproveitamento em diferentes 
processos de bioconversão, como a obtenção 
biotecnológica de xilitol [2]. 

O xilitol, comercialmente obtido por via química 
a partir de hidrolisados hemicelulósicos, é um 
adoçante substituto de açúcar na dieta de 
diabéticos [3] e obesos [4], com várias outras 
aplicações terapêuticas [5, 6, 7, 8]. 

É importante destacar que o elevado custo de 
sua produção química [9], impulsiona pesquisas 
para a produção biotecnológica e que fatores 
como pH [10, 11, 12], repressão catabólica 
exercida pela D-glicose [13], idade e concentração 
do inóculo [14, 15], concentração inicial de xilose 
[16, 17] e temperatura [12] influenciam este 
bioprocesso. Porém, quando da utilização de 
hidrolisados hemicelulósicos é importante 

considerar ainda a presença nestes de compostos 
tóxicos aos microrganismos, os quais inibem o 
metabolismo microbiano em função da 
concentração que se encontram no meio [15, 18, 
19, 20]. Estes fatores podem direcionar o 
metabolismo para obtenção de xilitol bem como do 
subproduto glicerol ou formação de biomassa [21].  

A formação de glicerol por microrganismos tem 
sido constatada por vários pesquisadores 
conforme observado em experimentos com a 
levedura C. guilliermondii FTI 20037 durante 
fermentações de hidrolisados de bagaço de cana 
[19, 22, 23] e casca de aveia [24], bem como em 
meio sintético no caso das leveduras Candida 
boidini, Candida shehatea, Pichia sitptis [25] e 
Candida tropicalis [26].  

É conhecido que o glicerol tem um papel 
fundamental em vários processos fisiológicos vitais 
em procarióticos e eucarióticos, sendo um 
importante intermediário do metabolismo 
energético. O glicerol é um soluto compatível, 
formado em condições de estresse celular e 
também como uma estratégia para a regeneração 
de NAD+ [27]. No caso da bioconversão de xilose 
em xilitol a regeneração do NAD+ a partir da 
formação de glicerol, além de desviar a utilização 
da fonte de carbono (xilose) para a formação 
deste subproduto proporcionaria também uma 
menor disponibilidade do NADH, coenzima 
essencial para a enzima xilose redutase (E.C. 
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1.1.1.21), a qual participa do passo inicial deste 
bioprocesso [21].  

Desta forma, este trabalho tem como objetivo 
avaliar a bioconversão de xilose em xilitol por C. 
guilliermondii durante fermentações de hidrolisado 
hemicelulósico de bagaço de cana contendo 
diferentes concentrações de glicerol.   
 
Materiais e Métodos 
 
Microrganismo e Preparo do Inóculo 

Os experimentos serão realizados com a 
levedura Candida guilliermondii FTI 20037 obtida 
de uma cultura estoque mantida a 4°C em ágar 
extrato de malte. O inóculo (1g/L) será obtido a 
partir do cultivo das células em meio contendo 
xilose (50g/L), sulfato de amônio (2g/L), cloreto de 
cálcio dihidratado (0,1g/L) e extrato de farelo de 
arroz (20g/L) e pH 5,5. Serão empregados frascos 
Erlenmeyer (125mL) contendo 50mL do meio a 
30ºC, sob agitação de 200rpm em incubadora tipo 
“Shaker” rotatório (New Brunswick, Scientific Co.) 
por 24 horas.  
 
Tratamento do Hidrolisado Hemicelulósico 

O bagaço de cana de açúcar será hidrolisado 
em reator de 350L a 121ºC, por 20 minutos, 
empregando 100mg de H2SO4 por grama de 
matéria seca (relação sólido-líquido de 1:10). O 
hidrolisado será filtrado e concentrado a vácuo a 
70°C (até obter a concentração inicial de xilose de 
60 g/L). Posteriormente o hidrolisado será 
submetido ao processo de tratamento para a 
remoção de compostos tóxicos, que consistirá em 
adicionar ao hidrolisado óxido de cálcio (CaO) até 
pH 7,0, seguido da redução do pH para 2,5 com 
ácido fosfórico (H3PO4). Após esta etapa, 1,0% de 
carvão ativo será adicionado ao hidrolisado sob 
agitação (200rpm, 60°C, 30min.). A cada etapa de 
alteração de pH e adição de carvão o hidrolisado 
será filtrado em papel de filtro Whatmann para 
remoção do precipitado que se formará. O 
hidrolisado será autoclavado a 111ºC por 15min e 
caracterizado quanto ao pH, à concentração dos 
açúcares xilose, glicose e arabinose e à 
concentração dos compostos tóxicos furfural, 
hidroximetilfurfural, ácido acético e fenóis. 
 
Condições de fermentação 

Ao hidrolisado tratado será adicionado sulfato 
de amônio (2g/L), cloreto de cálcio dihidratado 
(0,1g/L), extrato de farelo de arroz  (20g/L) e glicerol 
nas concentrações finais (g/L) de: 0,1; 0,5; 1,0; 3,0 
e 6,0. Experimentos controle serão realizados, 
sem a adição de glicerol. 

As fermentações serão realizadas em frascos 
Erlenmeyer (125mL), em triplicata, por 60 horas 
nas mesmas condições empregadas no preparo 
do inóculo.  
Métodos Analíticos 

Amostras serão retiradas nos tempos: 0, 12, 24, 
48 e 60 horas para avaliação das concentrações de 
açúcares, xilitol, glicerol por cromatografia líquida e 
para determinação do crescimento celular por 
turbidimetria. Nos tempos inicial e final serão também 
determinadas as concentrações dos compostos 
tóxicos à levedura (ácido acético, furfural, 
hidroximetilfurfural e fenóis), presentes no hidrolisado.  
 
Perspectivas  
 

Uma vez que não há relatos na literatura 
quanto ao efeito do glicerol sobre a bioconversão 
de xilose em xilitol e ainda considerando a 
importância do glicerol em múltiplos processos 
fisiológicos vitais, espera-se a elucidação do 
mecanismo envolvendo a formação de glicerol 
durante este bioprocesso, uma vez que 
microrganismos são capazes de acumulá-lo no 
meio de fermentação e ao mesmo tempo utilizá-lo 
como fonte de carbono. Considerando também 
que este é um soluto compatível, espera-se que 
com a sua adição ao meio formulado à base de 
hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana 
propicie a melhoria deste bioprocesso e junto com 
os resultados já obtidos até o momento, o 
presente trabalho possa contribuir para o 
desenvolvimento desta tecnologia alternativa de 
forma a que este processo possa ser competitivo 
ao químico. 
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