INFLUENCIA DA RELAGAO GLICOSE:XILOSE NO CRESCIMENTO CELULAR DE
Candida guilliermondii CULTIVADA EM HIDROLISADO DE BAGACO DE CANA
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Resumo - A obtencéo biotecnoldgica de xilitol consiste na fermentacédo de hidrolisados hemiceluldsicos
empregando-se microrganismos capazes de metabolisar xilose, destacando-se a levedura Candida
guilliermondii . Neste trabalho avaliou-se o efeito de diferentes relagdes glicose:xilose (1:25, 1:12, 1.5 e
1:2,5) no hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar sobre o crescimento celular de C.
guilliermondii durante a bioconversdao de xilose em xilitol. As fermentagdes foram realizadas em
fermentador de bancada com 1,6L de meio com pH inicial de 5,5, 500rpm, k._a=17h'1 a 30°C, durante
96h. Verificou-se que o aumento da relagéo glicose:xilose favoreceu o crescimento celular, o consumo
de xilose e a formagao de xilitol. A maxima formacéo de biomassa (22,03g/L) e a maxima formagao de
xilitol (25,77g/L) foram verificadas com o emprego da relagdo glicose:xilose de 1:2,5.
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Introdugao

A levedura Candida guilliermondii , forma
anamorfica da Pichia guilliermondii, tem sido
considerada como um dos melhores
microrganismos utilizados no processo de
obtengdo biotecnolégica de xilitol [1]. Sua
utilizagao neste bioprocesso € possivel devido a
sua capacidade de sintetizar as enzimas xilose
redutase e xilitol desidrogenase, principais
envolvidas no metabolismo de xilose em xilitol
[2].

O xilitol € um poliol com propriedades que
Ihe garantem aplicagdo nas industrias
alimenticia, farmacéutica e odontoldgica. Dentre
estas propriedades destacam-se seu poder
adogcante semelhante ao da sacarose, sua
anticariogenicidade [3] e seu potencial na
prevencédo de doengas como otite, osteoporose e
infecgdes respiratorias [4, 5, 6].

O processo biotecnolégico de obtengédo de
xilitol utiliza como substrato a xilose encontrada
em  grande quantidade em materiais
lignoceluldsicos, como o bagago de cana-de-
agucar. Apés um processo de hidrdlise acida do
bagaco de cana obtém-se um hidrolisado
hemicelulésico que contém além da xilose
(agucar predominante), glicose, hexose apontada
como um dos fatores que interferem no

metabolismo de xilose, dependendo da sua
concentracado no meio de fermentagao [7].

Assim, neste trabalho foi avaliado o efeito de
diferentes relagdes glicose:xilose no hidrolisado
hemicelulésico de bagago de cana sobre o
crescimento celular de C. guilliermondii durante a
bioconversao de xilose em xilitol.

Metodologia

Microrganismo e Preparo do In6culo

Os experimentos foram realizados com a
levedura Candida guilliermondii FTI 20037 obtida
de uma cultura estoque mantida a 4°C em agar
extrato de malte. As células cultivadas em agar
extrato de malte inclinado foram transferidas
para o meio de cultivo do indculo contendo xilose
(30g/L), glicose (2g/L), (NH4),SO, (2g/L),
CaCl,.2H,0 (0,1g/L) e extrato de farelo de arroz
(20g/L). O cultivo foi realizado em frascos
Erlenmeyer (125mL) contendo 50mL do meio,
incubados a 200rpm, 30°C por 24h. A
concentragéo inicial de indculo nas fermentagdes
foi de 1,0g/L de células.

Preparo do Hidrolisado Hemicelulésico

O bagago de cana de agucar foi hidrolisado
em reator de 350L a 121°C, por 20 minutos,
empregando 100mg de H,SO, por grama de
matéria seca (relagédo sélido-liquido de 1:10). O
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hidrolisado foi filtrado e concentrado a vacuo a
70°C (para aumentar em 3 vezes a concentragéo
inicial de xilose). Posteriormente o hidrolisado foi
submetido ao processo de tratamento para a
remogao de compostos toxicos, que consistiu em
adicionar ao hidrolisado (pH=0,43), 6xido de
calcio (CaO) até pH 7,0, seguido da redugado do
pH para 2,5 com acido fosférico (H3PO,4). Apds o
ajuste de pH, carvao ativo (1%) foi adicionado ao
hidrolisado sob agitagdo (200rpm, 60°C, 30min.).
A cada etapa de alteragdo de pH e adigdo de
carvao o hidrolisado foi filtrado em papel de filtro
Whatmann para remogdo do precipitado
formado. O hidrolisado foi autoclavado a 111°C
por 15min.

Condig¢ées de Fermentacao

As fermentagbes foram realizadas em
fermentador de bancada KLF 2000
Bioengineering (500rpm, k,a de 17h™, 30°C)
contendo 1600mL de hidrolisado de bagago de
cana (xilose: 46g/L, glicose: 1,8g/L, arabinose:
2,77g/L), suplementado com (NH4).SO4 (2g/L),
CaCl,.2H,0 (0,1g/L) e extrato de farelo de arroz
(20g/L), com pH inicial de 5,5. Para avaliar o
efeito da glicose no crescimento de celular de C.

guilliermondii, uma solugdo de (licose foi
adicionada ao  hidrolisado para se obter
concentragdes iniciais em torno de 4,0g/L
(glicose:xilose=1:12), 9,0g/L (glicose:xilose=1:5)
e 18,0g/L (glicose:xilose=1:2,5). Experimento
controle foi realizado empregandose o
hidrolisado sem a adicdo de glicose, cuja
concentragdo de xilose e glicose foram 46 e
1,8g/L respectivamente, correspondendo a uma

proporgao entre estes dois aglcares de 1:25.

Métodos Analiticos

As concentragbes de (glicose, xilose,
arabinose e xilitol foram determinadas por
cromatografia liquida. O crescimento celular foi
acompanhado por medida de absorbancia a
600nm e a concentragao celular foi calculada por
uma  curva-padrao que correlaciona a
absorbéancia a 600nm e o peso seco das células.

Resultados

A Figura 1 apresenta o crescimento celular
de C. guilliermondii durante as fermentagdes do
hidrolisado de bagaco de cana-de-agUcar com
diferentes relagbes glicose:xilose.
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Figura 1

Crescimento celular

de C. guilliermondii

durante as fermentacdes do hidrolisado hemicelulésico
de bagago de cana com as relagdes glicose:xilose de
1:25(), 1112 M), 1.5 () e 1: 2,5 ())-

A Figura 2 apresenta o consumo de xilose e
a formacéo de xilitol durante as fermentagdes do

hidrolisado de bagaco de cana com diferentes
relagdes glicose:xilose, por C. guilliermondii.
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Figura 2 Consumo de xilose (|) e formacéo de xilitol (*) durante as fermentagbes do hidrolisado
hemicelulésico de bagago de cana com diferentes relagdes glicose:xilose.

Discussao

Conforme pode ser verificado na Figura 1, o
crescimento celular de C. guilliermondii  foi
influenciado pela relagdao glicose:xilose no
hidrolisado de bagago de cana utilizado como
meio de fermentagdo. A partir da analise dos
coeficientes angulares das equagbes obtidas
fazendo-se a regressdo linear dos graficos da
Figura 1 utilizando o intervalo [0,96] pode-se
inferir que houve aumento da velocidade de
formagao de células com o aumento da relagao
glicose:xilose, exceto para a relagéo
glicose:xilose 1:5, onde se verificou velocidade
de formagdo de células menor do que a
observada para a condigdo controle (relagao
glicose:xilose 1:25). O maior efeito do aumento
da concentragédo de glicose sobre o crescimento
celular foi observado nas fermentagcées em meio
com relacédo (glicose:xilose de 1:2,5. Nesta
condicdo, verificou-se crescimento  celular
14,49% maior do que o obtido na fermentacéo
com relagao glicose:xilose de 1:25.

Densidade celular diretamente proporcional
a concentragdo de glicose no meio também foi
observada durante o cultivo de Debaryomyces
hansenii [8] e de Zymomonas mobilis [9] em
meio sintético.

O crescimento celular de C. guilliermondii
durante as fermentacbes do hidrolisado de
bagaco de cana foi acompanhado pelo consumo
dos agucares e pela formagéo do xilitol (Figura
2). Toda a glicose presente no meio de
fermentagao foi assimilada nas primeiras 12h em
todas as condigbes avaliadas (dados néo
apresentados). No tempo de incubagéo de 48h,
100% da xilose havia sido consumida nas
fermentagdes onde a glicose foi adicionada ao
hidrolisado (relagbes glicose: xilose de 1:12, 1:5
e 1:2,5), o que representa um consumo desta
pentose 4,28% maior do que o observado para a
condicao controle (relagdo glicose:xilose = 1:25).

Analisando as equagbes obtidas através da
regressdo linear dos graficos da Figura 2,
utilizando o intervalo de maior linearidade para a
xilose [0,48], nota-se que os valores dos
coeficientes lineares se  aproximam da
concentracédo inicial de xilose, enquanto os
coeficientes angulares, que representam a taxa
de consumo deste agucar, aumentam com o
aumento da relacao glicose:xilose,
demonstrando que a taxa de consumo desta
pentose foi favorecida com a maior concentragao
inicial de glicose no hidrolisado. Este resultado
difere do relatado por outros autores. KASTNER
et al. [10] observaram que a velocidade de
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consumo de xilose por C. tropicalis foi 72%
menor quando a ralagao glicose:xilose variou de
1:12,5 para 1:2 em meio sintético. Da mesma
forma, TAVARES et al. [8] observaram redugao
de 65% no consumo desta pentose porD.
hanseni quando a relagdo glicose:xilose passou
de 1:10 para 1:2.

Na Figura 2 também se observa a formagéao
de «xilitol por C. guilliermondii  durante as
fermentag¢des do hidrolisado de bagago de cana
com diferentes relagbes glicose:xilose. Foi
verificado favorecimento da formacdo deste
poliol  utilizando-se meio  com relagéo
glicose:xilose de 1:5 e 1:2,5, confirmado pelo
aumento dos coeficientes angulares das
equacbes obtidas fazendo-se a regressao linear
dos graficos da Figura 2, utilizando o intervalo
[6,48]. O maximo rendimento (Yp/s=0,56g/g) de
xilitol foi observado apdés 72h e a maxima
produtividade (Qp=0,52g/L.h) apdés 48h de
fermentacgao, utilizando-se a relagao
glicose:xilose de 1:2,5, o que corresponde a uma
eficiéncia de conversao de xilose em xilitol de
61,24%.

Favorecimento da formagdo de xilitol pela
presenga de glicose no meio de fermentagéo
também foi observado durante o cultivo de D.
hansenii em meio sintético [8]. Neste caso, os
autores observaram aumento de 30% no
rendimento de xilitol (Yp;s = 0,56g/g) empregando
uma relagao glicose:xilose de 1:10 em relagéo ao
meio sem glicose. Também durante o cultivo de
C. tropicalis em meio sintético com relagao
glicose:xilose variando de 1:6 a 1:0,75, baixas
relagbes glicose:xilose (1:6 e 1:3) n&o tiveram
efeito sobre o rendimento de xilitol sob condigcbes
microaerdébias [11].

Conclusoes

O crescimento celular de C. guilliermondii foi
favorecido pelo aumento concentracdo inicial de
glicose no hidrolisado hemicelulésico de bagago
de cana utilizado como meio de fermentagao,
observando-se a maxima formagao de biomassa
(22,03g/L) com o emprego da relagao
glicose:xilose de 1:2,5. Esta condigao também
proporcionou a maxima formagdo de xilitol
(25,77g/L).
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