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RESUMO

Neste trabalho, foi avaliada a influéncia da reutilizag@o dos carvfes ativos Synth, Carvorite, C117, C118L,
C147, CDA e CDG, resultantes da etapa de tratamento do hidrolisado, a partir da reativacdo quimica com
acido sulfarico, na remogdo dos compostos toxicos, consumo de D-xilose e crescimento celular de Candida
guilliermondii. Verificou-se que a capacidade de adsorcao dos carvdes diminui com a reativacdo, porém esta
diminuicéo é relativamente pequena quanto a remocédo dos fendis do hidrolisado, 0 que sugere ser esta

técnica viavel.

INTRODUCAO

Ha anos, o Grupo de Processos Fermentativos
(GPF) do Departamento de Biotecnologia da
Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena —
DEBIQ/FAENQUIL vem desenvolvendo
pesquisas que visam 0 aproveitamento
biotecnolégico de residuos lignoceluldsicos, como
0 bagaco de cana-de-acUcar, para a obtencéo
microbiolégica de xilitol. Este € um adogante com
propriedades como anticariogenicidade,
apropriado para diabéticos (MAKINEN et al.,
1976), obesos (YLIKAHRI, 1979) e no tratamento
de otites (UHARI et al., 1998), osteoporose
(MATILLA et al.,, 1998) e de fibrose cistica
(ZABNER et al., 2000). No Brasil, a utilizagéo
deste poliol se limita a composicdo de produtos
como creme dental, gomas de mascar e
pastilhas.

Sua obtencdo convencional ocorre a partir da
catalise quimica da D-xilose contida em
hidrolisados obtidos de materiais lignocelulésicos
ricos em xilana. Este processo quimico requerer
varias etapas de purificagdo inicial de D-xilose,
uma vez que a presenca de impurezas como
residuos de lignina interfere na etapa de reducgéo

catalitica, além da necessidade de purificacdo
final do produto para remocao de residuos téxicos
do catalisador e subprodutos gerados durante a
hidrogenacéo, o que encarece do produto.

Como alternativa ao processo quimico, pesquisas
desde 1966 tém sido conduzidas para o0
desenvolvimento de processos biotecnoldgicos
utilizando microrganismos para a converséo de D-
xilose em xilitol sem a necessidade de uso de
solucdo inicial de D-xilose pura (ONISHI e
SUZUKI, 1971; SILVA et al., 1996; FELIPE et al.,
1997b; SENE et al, 2000). Dentre estes
microrganismos, destacam-se as leveduras,
principalmente as do género Candida e em
especial a Candida guilliermondii pela maior
eficiéncia de bioconverséo xilose-xilitol.

Varias pesquisas vem sendo conduzidas visando
conhecer os fatores reguladores da bioconversao
D-xilose em xilitol principalmente a partir de
hidrolisados hemicelulésicos de bagaco de cana-
de-aclcar. Dentre estes fatores destaca-se a
presenca de compostos téxicos nos hidrolisados
como acido acético, fenois, furfural e
hidroximetilfurfural (FELIPE et al., 1997a, ALVES
et al., 1998; RODRIGUES et al., 2001) os quais
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inbbem essa bioconversdo, em funcdo da
concentracdo em que estes se encontram no
meio.

Assim, para a utilizagcdo  hidrolisados
hemicelulésicos neste bioprocesso, varios tipos
de tratamentos vém sendo empregados com o
objetivo de reduzir as concentracbes dos
compostos téxicos nos hidrolisados e melhorar
suas fermentabilidades. Estes tratamentos podem
ser classificados em fungdo da forma (individual
ou combinado) e natureza dos agentes
empregados (biolégico, fisico e quimico). Entre
estes, a alteracdo de pH combinada com
adsor¢cdo em carvdo ativo vem sendo um dos
procedimentos utilizados para detoxificacdo dos
hidrolisados hemicelulésicos para bioconversdo
de D-xilose em xilitol (ALVES et al.,, 1998;
MARTON, 2001). Durante este tratamento o
carvao é descartado o que pode vir a causar um
impacto ambiental negativo ao se considerar
processos em escala industrial o que impulsiona
as pesquisas quanto a avaliacdo da reutilizacéo
deste ap0s o tratamento.

OBJETIVO

Avaliar a influéncia da reativacdo quimica de
carvdes ativos no tratamento de hidrolisado de
bagaco de cana e crescimento de Candida
guilliermondii.

METODOLOGIA
Hidrolise Acida do Bagaco de Cana

A hidrélise foi realizada conforme metodologia
estabelecida por RODRIGUES et al., (2001).

Concentracdo e Tratamento do Hidrolisado
Hemiceluldsico de Bagago de Cana

A concentracdo foi realizada em um evaporador
rotativo, com aquecimento por fluido térmico em
banho termostatico controlado em
aproximadamente 70°C, com a finalidade de
aumentar o teor inicial de D-xilose e reduzir o teor
de compostos téxicos volateis.

O tratamento foi realizado empregando-se
alteracdo de pH combinada com adsorcdo em
carvdo ativo. A alteracdo de pH foi definida pela
elevacao do pH inicial para 7,0 com adicdo de
Ca0, seguida da reducéo para pH 5,5 com adi¢cédo
de H3PO,, sob agitagdo magnética. Em seguida
foi adicionado H,SO, ao hidrolisado até pH 1,0 e
posteriormente, carvdo ativo (das marcas Synth,
Carvorite, C117, C118L, C147, CDA e CDG), na
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proporcao 10% (p/v). A adsorcdo em carvao ativo
ocorreu na temperatura de 30°C, com o tempo de
contato igual a 60 minutos e agitacdo de 100 rpm.
ApOs a retirada do carvao, o pH foi elevado para
5,5, com NaOH (lentilhas). Por dltimo, o
hidrolisado foi autoclavado a 121°C por 20
minutos e centrifugado, em frasco previamente
estéril, a 3000 rpm por 20 minutos. A cada
alteracédo de pH o hidrolisado foi filtrado a vacuo
(MARTON, 2001).

Reativacdo Quimica dos Carvdes

Primeiramente os diferentes residuos de carvdes
foram secos em estufa a 80°C. Em seguida, estes
carvdes foram submetidos a reativacdo com
H,SO,; concentrado. Uma parte do carvdo foi
misturada com 1,8 partes de acido (em massa),
seguido do aquecimento a 80°C = 5°C por 12
horas. Logo apés, o material foi lavado com agua
destilada para a remocao do acido livre, e entédo
embebido com solugéo de bicarbonato de sédio
1% por 24 horas a temperatura ambiente, para
remover o acido residual. Novamente foi lavado
com 4agua destlada e seco a 80°C
(NAMASIVAYAM & KADIRVELU, 1997).

Microrganismo e Preparo do In6culo

O in6culo foi obtido a partir de uma alcada da
cultura estoque de Candida guilliermondii recém
repicada, para frascos Erlenmeyer de 125 mL,
contendo 50 mL de meio semi-definido composto
de D-xilose (30 g/L), sulfato de amobnio (2 g/L),
cloreto de calcio dihidratado (0,1 g/L) e extrato de
farelo de arroz (20 g/L), em incubadora de
movimento rotatorio sob agitacdo de 200 rpm, a
30°C por 24 horas.

A concentracdo inicial de células no processo
fermentativo foi de 1,0 g/L (de 1,2 - 4,0 x 10’
células/mL).

Meios e Condi¢cdes de Fermentacéao

O hidrolisado concentrado e tratado (D-xilose:
50,51 g¢/L, L-arabinose: 7,00 g/L, D-glicose: 3,17
g/L, acido acético: 3,23 g/L, fendis: 22,15 g/L,
furfural: 0,030 g/L e hidroximetilfurfural 0,022 g/L)
foi esterilizado a 121°C por 20 minutos e
suplementado com 0Ss mesmos nutrientes
empregados no preparo do in6culo.

Os experimentos foram conduzidos em frascos
Erlenmeyer de 125 mL com 50 mL de meio, sob
agitacdo de 200 rpm em incubadora de
movimento rotatério a 30°C, por 48 horas.
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Métodos Analiticos

Os acucares (D-xilose, L-arabinose, D-glicose),
acido acético, furfural e hidroximetilfurfural foram

determinados por HPLC e os fendis pelo método A concentragéo celular foi realizada por contage%m
do FeCl;.6H,0 e Ks;Fe[CN]s (RODRIGUES et al., de células em camara de Neubauer (1/400 mm* x
2001). 1/10 mm).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Influéncia do Tratamento do Hidrolisado com Diferentes Carvdes Ativos na Remoc¢do de Compostos
Téxicos

Pela Tabela 1, pode-se verificar que depois de reativado a maioria dos carvdes perdeu parte de sua
eficiéncia quanto a remocdo de &cido acético e fendis, presentes no hidrolisado. Os demais compostos
toxicos ndo foram detectados depois do tratamento.

Com relacao a remocao do 4cido, ndo se obteve bons resultados com as reativagbes dos carvdes, pois em
média reduziram a metade seu poder de retencdo, porém segundo FELIPE et al., (1995), a toxidade deste
acido a levedura ocorre em concentracdo superiores a 3,0 g/L. Estes autores encontraram que baixas
concentracfes deste acido favorecem a bioconverséo de D-xilose em xilitol durante o cultivo desta levedura
em meio sintético.

Ja para os fendis, pode-se dizer que os resultados obtidos foram muitos satisfatérios, pois quando o
hidrolisado foi tratado com carvfes sem reativar obteve-se remoc¢des que variaram de 93,10% até 80,25%,
enquanto obteve-se valores que variaram de 90,83% até 70,29% e de 72,15% até 54,80%, quando os
carvOes foram reativados uma e duas vezes, respectivamente.

Tabela 1 - Remocao (%) de compostos toxicos em funcédo dos diferentes carvfes ativos ndo reativados
(A), reativados uma (B) e duas vezes (C) com H,SO, empregados no tratamento do hidrolisado.

% REMOCAO

CARVOES Acido Acético Fendis

A B C A B C

Synth 62,04 17,31 28,78 80,25 70,29 54,80

Carvorite 78,78 42,78 18,05 81,81 76,71 66,46

Cl17 75,10 21,82 38,86 91,06 90,83 69,49

C118L 68,72 22,10 27,82 83,81 76,87 72,15

Ci47 58,21 28,19 40,56 82,50 77,95 63,99
CDA 68,78 35,80 32,40 93,10 77,29 67,06
CDG 69,92 36,91 30,05 89,01 76,52 68,64

Para melhor visualizacdo e comparacdo dos resultados obtidos referentes a remoc¢éo dos inibidores acido
acético e fendis, foram feitos graficos que se encontram na Figura 1.
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Figural - Valores minimos e maximos de remocéao (%) de compostos toxicos em funcao do tratamento do
hidrolisado de bagaco de cana-de-aclcar com diferentes carvdes ativos, ndo reativados (A),
reativados uma (B) e duas vezes (C) com H,SO,.

Fermentac¢é&o dos Hidrolisados

Em vista dos resultados obtidos com relacdo a porcentagem de consumo de D-xilose (Figura 2), observa-se
que os maximos e os minimos valores obtidos foram 95,01% para o C117 e 84,83% para o CDA nao
reativados, 83,16% (C118L) e 75,65% (C117) para os carvdes reativados uma vez com H,SO, e 68,37%
(C118L) e 53,90% (Synth), para os carvdes reativados duas vezes com H,SO,.

60,49
CDA J81,96
| J84.83
—60,93
CDG 182,65
| J87.79
68,25
c147 80,86
| 93,28
68,37
c1i18L 83,16
| 89,19
67,43
C117 75,65
| Jo5,01
) 63,41
rVome— ye2.95
| 94,87
53,90
Synth 79,19
| }85,93
Consumo de D-xilose (%)

Figura 2 - Consumo de D-xilose (%) apds 48 horas de cultivo de Candida guilliermondii em hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar tratado com diferentes tipos de carvdes nao
reativados , reativados uma e duas vezes com H,S0O,.
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Para o crescimento celular (Figura 3), também ha
evidéncias de que a reativacdo dos carvdes
influenciou na formacgdo de células, pois houve
um decréscimo do crescimento quando o
hidrolisado foi tratado com carvdes reativados, o
que ocorreu possivelmente pelo menor consumo
de D-xilose. Embora a reativacdo dos carvdes
tenha possibilitado a reducdo da concentracédo
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dos fendis durante o tratamento do hidrolisado,
provavelmente a baixa concentracdo deste,
interferiu no metabolismo da levedura em funcéo
do efeito sinergistico exercido entre os fendis e
outros compostos téxicos presentes no meio
mesmo que em baixas concentracdes
consideradas nao inibitérias ao metabolismo.

[T] Carvdes ndo reativados com H,SO4

= Carvées reativados uma vez com HzSO4
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pos de Carvdes
ndo reativados, reativados uma e duas vezes.
CONCLUSOES of  Sugar Cane Bagasse Hemicellulose

Os resultados experimentais obtidos neste
trabalho permitem concluir que o emprego de
diferentes marcas de carvdes ativos reativados ou
ndo, tem influéncia sobre a remocdo dos
compostos  toxicos, crescimento celular e
consumo de D-xilose. Verificou-se que é possivel
a reativacdo quimica dos carvdes sem grandes
perdas da capacidade de adsorcao,
principalmente quanto a remocéo de fendis.
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