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Resumo

A obtencdo de um melaco rico em xilitol, a partir da xilose obtida da fracdo
hemicelulose da biomassa da planta do milho foi o principal objetivo deste trabalho. O

xilitol é uma substancia com interesse em diferentes areas industriais.

Diferentes partes da planta do milho (caule, folha, carolo e mistura) de duas
variedades diferentes foram utilizadas. O processo envolve a extracdo/hidrolise com
acido diluido com e sem pré-tratamentos, seguida de purificacdo de diferentes
contaminantes, especialmente sais minerais e hexoses e a redugédo final da aldose a
alcool. A reducdo do licor rico em xilose a xilitol, foi efetuada com borohidreto de

sodio.

Os métodos de extracdo/hidrolise utilizados foram a extracdo no digestor de
fibras, a autoclave e a manta de aquecimento ligado ao sistema de ebuli¢do sobe refluxo,

quantificando a xilose extraida pelo HPLC e com a medi¢édo do Brix.

Os melhores resultados foram obtidos na extracao de xilose no sistema de refluxo
na amostra de carolo, pela juncdo de dois pré-tratamentos em que a amostra € deixada
24 horas de molho na solucéo de acido sulfarico a 5% com tratamento prévio em banho

de ultrassons durante 40 minutos.

A presenca dos inibidores de crescimento da levedura, o furfural e 2-HMF, foram
analisados pela técnica de SMPE e GC-MS. A eliminacgdo das hexoses, resultantes do
processo de extracdo/hidrélise, foi efetuada por fermentagdo dos extratos com a

levedura Saccharomyces cereviciae.

Palavras-chaves: Xilitol, Carolo, Xilose e HPLC.
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Abstract

Obtaining a rich molasses to xylitol from xylose obtained from hemicellulose
fraction of the corn plant biomass was the main objective of this work. Xylitol is a
substance of interest in different industrial areas.

Different parts of the maize plant (stem, leaf, cobs and mixing) of two different
varieties were used. The process involves extraction / hydrolysis with dilute acid and
without pre-treatments, followed by purification of different contaminants, minerals and
especially hexoses and final reduction aldose alcohol. The reduction of xylose rich

liquor xylitol, was performed with sodium borohydride.

Methods of extraction / extraction hydrolysis were used in the fiber digester in the
autoclave and heating mantle attached to reflux system, quantifying xylose extracted by
HPLC and measuring the Brix.

The best results were obtained in the extraction of xylose in the sample reflux
system cobs, the joining of two pre-treatment in which the sample is allowed 24 hour

soak in 5% sulfuric acid solution prior to treatment in the ultrasonic bath for 40 minutes.

The presence of yeast growth inhibitors, furfural and 2-HMF, analyzed by SMPE
technique and GC-MS. The elimination of hexoses was made by fermentation of

Saccharomyces cereviciae extracts with yeast.

Keywords: Xylitol, Corn cob, Xylose, HPLC.
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Enquadramento

Este trabalho foi realizado no laboratério de quimica da Escola Superior Agraria
de Coimbra do Instituto Politécnico, no ambito do projeto de tese final do Mestrado em
Biotecnologia Vegetal da Universidade de Coimbra, com o tema: Obtencéao de licor rico
em xilitol extraido de residuos da biomassa do milho. A obtencdo de xilitol tem sido
pouco estudado em Portugal por motivos de estratégias de investigacdo. No entanto
Portugal possui elevados residuos de biomassa vegetal a partir das quais se podera
extrair xilose e produzir xilitol que é um subproduto valioso e com diferentes utilidades.
De entre estes os residuos de producdo de milho em grande quantidade poderdo ser

especialmente interessante.
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1. Valorizacao da Biomassa de Milho como Matéria-Prima

1.1 Origem e Classificacéo Botanica do Milho

A origem do milho (Zea mays L.) ainda hoje persiste numa enorme controvérsia
no que respeita & sua verdadeira origem geogréafica. Prova disso reside no facto de
alguns investigadores a terem localizado no Velho Mundo (Europa e Asia) e outros no
Novo Mundo (America) (Ripado, 1994). Mas consta-se que o milho tera sido cultivado
a cerca de 7 mil anos a.C. na América Central, onde a sua domesticacédo foi oriunda dos
antigos povos civilizados da América (Asteca, Maias, Incas, etc.) que ja o conheciam. A
dispersdo para outros locais foi resultante dos povos némadas e dos povos que
encontravam em fuga, transformaram o milho na base da sua alimentacdo por deter

caracteristicas resistentes a diversidade climatica e adaptabilidade (Berger, 1962).

A domesticacdo do milho Expandiu para outras partes do mundo a partir do
século XVI com as grandes navegacGes e o inicio do processo de colonizagdo da
América. Deve-se a Cristovdo Colombo a introducdo do milho na Europa, mais
propriamente em Espanha na regido de Cadiz, sendo cultivada a principio como planta
ornamental e s6 depois de conhecido e divulgado o seu valor alimentar passou a ser
cultivado em larga escala. Introduzido em Portugal no seculo XVI e cultivado pela
primeira vez nos campos de Coimbra, gracas a essa introducdo foi possivel a expansao
por toda a Europa, assim como por outros continentes como Africa e Asia (Ripado,
1994).

A planta do milho foi inicialmente cultivada com o objetivo de producdo de
semente comestivel, sendo visto como um cereal primario, nobre ou principal. Hoje
para além de ser utilizada para o consumo humano, e devido a intensificacdo da
producdo pecudria, ¢ vulgar o seu uso para a alimentacdo animal, como cultura
forrageira, forragem conservada (silagem) ou administrada em verde sendo uma das

principais utilizagdes a nivel mundial (Oliveira, 1984).
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O milho é uma planta herbacea de grande desenvolvimento vegetativo (Ripado,
1994), pertencente a divisdo Magnoliophyta, subdivisdo das Angiospermicas, classe das
Liliopsidas, familia das Gramineas, tribo Maydeae, género Zea e espécie Zea mays L. A
sua primeira descri¢do botanica foi realizada em Franca em 1536, devendo-se a J. Ruel,
mas a primeira obra inteiramente consagrada ao milho pertence a PARMENTIER
(Franca), em 1574.

O milho é uma planta anual, monocotiledonea e monoica (Oliveira, 1984),
desenvolve grandes folhas alternadas e pode atingir, dependendo da espécie, de 1 a 4
metros de altura (Barros, 2014). O grdo do milho € uma cariopse, ou fruto seco, que
contém uma unica semente dentro do involucro do fruto. Outra caracteristica do milho é
ser uma planta que segue o caminho fotossintético C4 vegetando com temperaturas
elevadas, continuando a fixacdo fotossintética no periodo de méxima insolacao, obtendo
desse modo, uma alta produtividade. Essa caracteristica € comum nas plantas que se
desenvolveram na regido tropical semiarida, como a cana-de-agucar, e permite, por
meio de um caminho fisiologico especifico, maior aproveitamento fotossintético em
condicBes de clima quente com limitacdo de agua. Essa propriedade proporciona ao
milho em rendimento médio muito superior ao do trigo e ao do arroz, para além da
produtividade, tem a capacidade de combater as ervas daninhas de forma simples

poucos dias apds a germinacgdo (Magalhdes et al, 2002).

Outra caracteristica que apresenta é a capacidade de resisténcia que determina, de
um lado, a formacdo de um elevado nimero de variedades espontaneas, e de outro
permitiram uma alta capacidade de manipulacdo por parte do homem, o que levou a
geracdo de um grande numero de variedades selecionadas intencionalmente pelas
exigéncias agronémicas e pelas caracteristicas de sabor, consisténcia e propriedades
nutricionais, ndo é por acaso que o milho foi uma das plantas mais estudadas pelos

bidlogos evolucionistas (Magalhdes et al, 2002).
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1.3 Producéo Mundial do Milho

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) o
milho é o cereal mais produzido no mundo e é a base para producdo de uma centena de
produtos, porém na cadeia produtiva aproximadamente 70% do milho mundial é
aplicado na alimentacdo animal, desta forma sua procura € cada vez mais maior ja que s
é usado na alimentacdo humana, em industrias e diferentes processos biotecnoldgicos
(Lerayer, 2006).

Segundo o USDA a producdo mundial de milho em sua totalidade atinge cerca de
38,898 milhdes de toneladas no ano de 2014/2015, subdividido nos trés principais
Paises produtores mundiais, os EUA, a China e o Brasil e os restantes Paises. No
gréafico da figura 1 esta representada a distribuicdo da producdo mundial do milho nos
anos 2014/2015.

Produg¢do Mundial de Milho 2014/2015

B Milhdes de toneladas

Russia

Africa do Sul
Argentina
India

México
Ucrania

EU

Brasil
Outros
China

EVUA 14.215

Figura 1: Grafico da distribuicdo da producdo mundial do milho para o ano de
2014/2015. Fonte (NCGA-world of corn 2015).

A China embora seja considerado o segundo maior produtor mundial de milho
procedendo os EUA, a sua producdo é menor do que o seu proprio consumo de milho,

por isso, 0 pais importa grandes quantidades de outros paises produtores. Assim, a
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China é grande importadora de milho, contrastando com o seu papel de exportadora no

passado recente (Yagushi, 2012).

Segundo o estudo apresentado pela NCGA (National Corn Growers Association)
em 2015, os maiores exportadores mundiais de milho séo os Estados Unidos (38,8%), 0
Brasil (19,2%), a Ucrania (14,4%) e a Argentina (10,2%). Enquanto os principais
importadores mundiais sdo o Japéo (13,4%), o México (8,5%), a Coreia do Sul (8,4%),
o Egito (6,5%) e a UE (6,1%). O mercado mundial € basicamente abastecido por trés
paises, onde a principal vantagem destes paises ¢ uma logistica favoravel, que pode ser
decorrente da excelente estrutura de transporte (caso dos EUA) e proximidade dos
portos (caso da Argentina). O Brasil, nas Gltimas safras, tém-se destacado como
segundo maior exportador mundial de milho, porém a deficiéncia da estrutura de
transporte até os portos tem prejudicado o pais na busca de uma presenca maior € mais
constante no comércio internacional de milho. Deve-se ressaltar que, dado ao seu baixo
custo de mercado, os custos de transporte afetam muito a remuneracdo da producéo
obtida em regides distantes dos pontos de consumo, reduzindo o interesse no
deslocamento da producdo a maiores distancias, ou em condi¢des em que a logistica de

transporte € desfavoravel (Duarte et al, 2011).
1.4 Importancia da sua Cultura em Portugal

Ja em 1960, o engenheiro agronomo A. Lopes Ribeiro escrevia: “atendendo a
superficie cultivavel do Pais, pode bem avaliar-se a enorme importancia da cultura do
milho, podendo afirmar-se que Portugal é o pais da Europa onde essa cultura ocupa
maior area em relacdo ao conjunto das terras araveis. No entanto em 1960, a producéo
média por hectare ainda nao atingia os 900 kg.” Uma afirmagdo pertinente que mostra
que desde a origem do milho este foi implementado em Portugal devido ao
reconhecimento do seu incalculavel valor, traduzido nas altas produ¢fes unitarias e nos
seus diferentes usos. A semelhanca do que sucede em muitos outros paises, em Portugal
o milho ainda constitui em diversas regides um produto basico na alimentacdo humana.
Todavia, no decurso das ultimas décadas parece assistir-se a um progresso na sua
cultura, utilizado muito na alimentacdo animal, na inddstria de producdo de etanol,

industrias alimentares, aplicagdes biotecnoldgicas (Souza, 2015).
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E curioso notar que a area dedicada ao cultivo de milho em Portugal tem vindo a
diminuir nos ultimos 10 anos, mas a producdo aumentou 17,3% (de 700 mil para 932
mil toneladas), resultante da melhoria da produtividade média nacional que, no mesmo
periodo, passou de 5.790kg/ha para 8.321kg/ha (+44%) (ANPRONIS, 2014). Em
comparagdo a outros cereais em Portugal o milho é o que detém por hectare a maior
percentagem. Na figura 2 mostra os diferentes cereais produzidos em Portugal e a

percentagem da sua area de producdo por hectare.

Areas de cereais em Portugal (ha) 2014

H Milho

H Trigo
Cevada

B Arroz

M Outros Cereais

Fonte: IFAP/ANPROMIS

Figura2: Areas de cereais produzidos em Portugal (ha). (ANPROMIS, 2014)

De entre os cereais o milho continua a ser o mais produzido em Portugal,
atendendo as condicBes que o Pais oferece para esta cultura, como estabelecimento de
novos regadios, o aproveitamento racional de muitos ja existentes, a utilizacdo de
hibridos, 0 aumento da producgdo unitérias, as melhorias do ciclo de vida a cada ano, a
resisténcia & acama e a determinadas pragas, doencas, a implementagdo do milho
transgénico, constituem fatores que sdo devidamente aproveitados para a melhoria da
producéo (Souza, 2015).

O milho tem uma grande importancia a nivel econémico e de subsisténcia para

varias familias, mesmo ainda ndo sendo capacitado para satisfazer a larga escala as suas
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necessidades, por isso dependem de certa forma das importaces. A dependéncia
externa de milho em Portugal é conhecida e transversal a maioria dos setores da
agricultura. Segundo a ANPRONIS (Associagdo nacional dos produtores de milho e
sorgo), entre 2005 e 2012, a producdo nacional apenas conseguiu, em média, satisfazer
aproximadamente 29% da procura de milho o que significava que as importacdes
rondaram em média 1,7 milhdes de toneladas, enquanto a producdo nacional média foi

de apenas 635 mil toneladas.

Portugal nos ultimos quatro anos, na zona do baixo rio Tejo aumentou a sua
producdo de milho de 50 mil para 200 mil toneladas, com contributo em Santarém com
17% da area dedicada ao milho, enquanto Beja, Evora e Portalegre contabilizam, ao
todo, 14% de area. No restante do Pais a area dedicado ao milho compreende por, Braga
com 13%, Porto 11%, Aveiro 8%, Acores 7%, Coimbra 6%, Beja 6%, Evora, Viana do
Castelo e Portalegre de 4%, Setubal, Castelo Branco, Viseu, Vila Real de 3%, Guarda e
Lisboa de 2%, Leiria e Braganca 1% (ANPRONIS, 2014).

1.5 Residuos da Planta do Milho

A producéo de residuos esta desde sempre associado as atividades humanas. Estas
atividades devido ao desenvolvimento industrial e a intensificacdo da agricultura e da
pecuaria comecaram a criar problemas de producgdo e acumulacdo excessiva de residuos.
Por outro lado as crescentes exigéncias quanto & defesa da qualidade do ambiente
impuseram o tratamento e a eliminacdo desses residuos, nomeadamente aqueles que
transportam uma elevada carga organica. Uma gestdo racional e integrada dos recursos
naturais exige a implementacao de estratégias ndo apenas de tratamento adequado dos
residuos produzidos, mas, especialmente, de reutilizacdo, reciclagem e valorizacdo dos
mesmos como por exemplo, aplicado para a producdo de etanol, biogas, combustivel
renovavel. Os residuos do milho surgem do produto secundario do processamento e
recolha de grdo. As outras fontes: o carolo, o caule, as folhas e palha, gerando uma
grande quantidade de biomassa, por cada tonelada de milho colhido é produzido cerca

de 2,3 toneladas de residuos da planta (Koopmans, 1997).
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2. Os Materiais Lenhino

-Celulésicos

2.1 Estrutura e Constituicao

A parede celular vegetal, funciona como elemento estrutural e de protecdo

mecanica nas plantas, sdo estruturas de natureza compdsita, comum a todos os materiais

lenhino-celuldsicos. Os componentes chaves da parede celular que constituem a maioria

da biomassa séo a celulose e a hemicelulose e a lenhina. As fibras vegetais podem ser

consideradas como compdsitos de fibrilas de celulose mantidas coesas, por uma matriz

do tipo resina, a lenhina e a hemicelulose. As microfibrilas de celulose e a hemicelulose

formam uma matriz semicristalina, e por vezes encontra-se também a presenca de

substancias pécticas. A hemicelulose é um polimero derivado de agucares em C5, que

formam uma rede ramificada. A pectina é um importante componente da lamela média,

mas também encontrado na parede priméria da planta (Aguiar, 2011).

Estrutura da
Parede Celular
vegetal.

Pecuna

Mehcelulose e
plicanas

Microfibnlas
de celulose

Lamela
édia

arede
celular
primaria

Membrana

lasmatica

Membrana e
Parede celular

Figura 3: Estrutura da parede celular vegetal.

Fonte: (Davidson, 2005)
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A hemiceluloses e a pectina sdo sintetizadas no Complexo de Golgi, em reacdes
catalisadas por enzimas provenientes do reticulo endoplasmatico, e transportadas em
vesiculas que se fundem com a membrana celular, liberando o contetido na parede em
crescimento. A orientagdo das microfibrilas de celulose, dentro da matriz semicristalina,
é feita pelos microttbulos, e nas células que se alongam (como em caules e raizes) elas

tendem a ser orientadas perpendicularmente ao crescimento (Silva et al, 2009).

Figura 4: Esquema representativo da composicao e disposi¢cdo dos componentes
macromoleculares da parede celular da planta do milho. Fonte (Potters, 2010).

Os diferentes tipos de biomassa de origem vegetal tém como caracteristica em
comum serem principalmente constituidos por teores aproximados de celulose entre 40-
50%, hemiceluloses entre 20-35%, e lenhina entre 20-28%. Para além destes
componentes sdo encontrados outros em pequenas quantidades como, compostos
inorganicos, pectinas, hidratos de carbono simples, terpenos, alcaloides, saponinas,
polifenois, resinas, gorduras e ceras, entre outros (Aguiar, 2011).
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A composicdo dos materiais lenhino-celulosicos varia de acordo com diferentes

fatores como, a origem do material vegetal, a idade, o periodo do ano em que foi feita a

colheita, o tipo de material vegetal, a espécie e o estdgio de desenvolvimento (Aguiar,

2011). Na tabela 1 apresenta-se a composi¢do quimica de diferentes tipos de biomassa,

e na tabela 2, faz-se a comparacao da composicao quimica de diferentes partes da planta

do milho, objeto de estudo neste trabalho.

Tabela 1: Composicdo quimica dos componentes maioritarios de alguns materiais

lenhino-celulésicos.

Material !_e_nhino- Celulose (%0) Hemicelulose (%) Lenhina (%) Referéncias
celuldsico
Farelo de cevada 23,00 32,70 24,40 Cruz et al. 2000
Carolo de milho 31,70 34,70 20,30 Cruz et al. 2000
Folha de milho 37,60 34,50 12,60 Cruz et al. 2000
Eucalyptus globulus 46,30 17,10 22,15 Cruz et al. 2000
Bagaco de cana 40,10 26,42 25,15 Neureiter et al. 2002
Palha de arroz 43,50 22,00 17,20 Mussato; Roberto. 2002
Palha de trigo 3381 31,83 20,12 Candido; Canilha, Silva .2002
Casca de aveia 30,51 28,63 23,09 Filipe et el. 2003
Eucalyptus grandis 40,20 15,67 26,90 Canettieri; Silva; Carvalho Jr. 2003
Palha de sorgo 34,00 44,00 20,00 Herrera et al. 2004

Fonte: (Moutta, 2009)

Tabela 2: Composigéo da fibra, carolo e palha de milho (%)

Componentes Fibra de milho | Carolo de milho | Palha de milho

Amido 16,0 1,8 0,6
Celulose 14,0 33,0 30,0
Total 39,0 34,0 26,0

Arabinose 12,0 2,4 2,7

] Xilose 18,0 28,0 19,0
Hemicelulose  "Gajactose 33 0,8 1,0
Manose + Ramnose 2,0 0,8 1,0

Acido Glucurénico 3,7 1,8 22

Acido Acético (esteres) 3,2 43 2,4
Acido Cumarico 0,3 1,7 0,4
Acido Ferulico 31 1,1 0,4
Proteina 10,0 1,0 4,2
Lenhina 5,7 17,0 29,0

Fonte: (Eylen et al, 2011)
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2.1.1 Estrutura da Celulose

A celulose representa, em geral, a maior fracdo de massa seca total dos materiais
lenhino-celulésicos, podendo também ser encontrada em bactérias, fungos e algas. E o
polimero organico mais abundante na natureza e o principal constituinte da parede
celular vegetal, sendo a sua producdo na natureza estimada em 1,5 x 10* toneladas por
ano (Moutta, 2009).

A celulose é um polimero linear formado pela condensacdo de glicose por
ligacbes glicosidicas do tipo B-(1,4). A formacdo da ligacdo B-(1,4) requer que 0S
residuos glicosidicos adjacentes estejam posicionados a 180° em relagdo um ao outro,

formando a unidade de celobiose.

celobiose
I OH I OH
OH P OH 6 o OH
HO — 7~ 0 HO =7~ , 1 5 -~ HO =7~
HO / ‘\/- ’/ S~ o . — -\,‘y/ \ Vd e 7.8 o I 2 \A_ o. \J_/,, w~OH
S o O e / e - e
/TS HO-Y~" \ /T~ HO-" M. y ~
L © OH S, 3 OH" 1, 4 Nt
oM OH OH

Figura 5: Estrutura da celulose. Fonte (Silva, 2013)

Esta unidade repetitiva, conhecida como celobiose, contém seis grupos hidroxila
que estabelecem interacdes do tipo ligacdes de hidrogénio intra e intermolecular.
Devido a essas ligacbes de hidrogénio ha uma forte tendéncia de a celulose formar
cristais que a tornam insolUvel em agua e na maioria dos solventes organicos. Estas
ligacbes de hidrogénio dificultam a livre rotacdo dos anéis em torno das ligaches
glicosidicas, resultando no endurecimento da cadeia (Silva, 2013). O carater linear
observado nas cadeias de celulose permite que cadeias adjacentes se posicionem
préximas umas das outras formando estrutura amorfa. As regibes amorfas sdo mais
acessiveis ao ataque de reagentes, enzimas ou até mesmo a absor¢do da &gua
(Lengowski, 2013). O grau de polimerizacdo da celulose de plantas varia entre 500-
15.000 residuos de D-glicose, dependendo da sua localizacdo na parede celular primaria

ou secundaria (Silva, 2013).
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2.1.2 Estrutura da Lenhina

A Lenhina é um dos trés principais constituintes dos tecidos lenhosos das plantas,
nos quais entra na proporcdo de 20 a 28%, representando a terceira maior fracdo da
biomassa lenhino-celulésica um dos mais abundantes compostos organicos da terra. A
lenhina encontra-se na lamina média e nas paredes celulares primarias e secundaria dos
tecidos lenhosos, co-responsavel pela rigidez da parede celular devido ao seu carater de
resina amorfa que atua como um cimento entre as fibrilas de celulose. Confere também
bloqueamento au acesso a celulose proporcionado pelas ligacbes éeteres fendlicos entre
os feixes de fibras que dominam a unido das unidades da lenhina. Esta propriedade é
apontada como um dos principais fatores limitantes ao ataque enzimatico a celulose (Meyer
etal, 1973).

A sua composicdo varia de acordo com a origem, a sua estrutura resulta da
polimerizacdo desidrogenativa de trés alcoois aromaticos (ver figura 6), com
propriedades hidrofébicas e uma estrutura tridimensional, altamente ramificada,
podendo ser classificada como um polifenol, o qual é constituido por um arranjo
irregular de vérias unidades de fenilpropano. Contém em diferentes posi¢cdes grupos

hidroxilo e metoxilo como substituintes no grupo fenilo (Silva, 2009).

Em madeira de coniferas (softwood), a lenhina é composta quase que
exclusivamente por unidade de alcool coniferilico, apresentando pequenas quantidades
de alcool p-coumarilico, em madeira de arvores folhosas (hardwoods), estdo presentes
polimeros derivados dos alcodis coniferilico e sinapilico, enquanto em
monocotileddneas, como a cana-de-aglcar e o milho, os trés alcodis estdo presentes

como precursores da lenhina (Ferreira, 2009).

CH,OH
CH,0H CH,0H | Ez
CH H
] I ]
H CH H
H,CO” i H,CO OCH,
OH OH OH

Alcool sinapilico Alcool coniferilico Alcool p-cumarilico

Figura 6: Percursores das unidades fenilpropano da lenhina (Ferreira, 2009).
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2.1.3 Estrutura da Hemicelulose

A hemicelulose é constituida por polimeros de aglcares com cinco carbonos de
baixa massa molecular, bastante hidrofilica, contém consideravel grau de ramificacao
entre suas cadeias, com natureza altamente amorfa. Em geral representa 20-35% da
biomassa da planta, a sua estrutura apresentam cadeias laterais que interagem facilmente
com a celulose, dando estabilidade e flexibilidade ao conjunto. Enquanto a celulose é
considerado um homopolissacarideo composto exclusivamente por unidades de D-
glicose, a hemicelulose € considerado um heteropolissacarideo, constituida por varios
monossacarideos polimerizados, principalmente hidratos carbono de cinco carbonos
(pentoses como a xilose e a arabinose), de seis carbonos em baixas concentragdes
(hexoses como galactose, glucose e manose). A presenca de &cido glucurénico e de
acido galactorénico tém sido referenciados (Passarinho, 2014). Outros agucares como
ramnose e a fucose também podem estar presentes em pequenas quantidades
(Vasconcellos, 1957).

A caracteristica estrutural comum entre os diferentes tipos de hemicelulose esta na
configuracdo da estrutura piranosidica, com a presenca de hexoses ou pentoses com
ligacdo B-1,4 entre os monossacarideos. Por essa razdo, sua estrutura é linear, similar a
da celulose. No entanto, diferentes desta, as hemiceluloses apresentam grande variedade
de acucares nas ramificacdes, o que impede a formacdo de grandes regides cristalinas
como no caso da celulose. Apesar de serem mais acessiveis ao ataque quimico, as
ramificacGes do esqueleto do polissacarideo blogueiam a clivagem em determinados
locais, tornando a hemicelulose muito mais complexa de ser degradada
enzimaticamente (Pereira Jr. et al, 2008).

Y o AcO OH o HO OAc 2
0 S g in =
Hm o Hmo o
OH 0. HO

hemicelulose k
OH
v OMe
C

4

Figura 7: Pormenor da estrutura da hemicelulose
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O monossacarideo mais abundante na hemicelulose ¢é a xilose, unidade de cinco
carbonos de férmula quimica CsH10Os (Passarinho, 2014). A hemicelulose rica em
xilose em madeiras tanto moles como duras é denominado de xilanas. Em alguns
tecidos de gramineas e cereais a xilose pode representar até 50% (Kuhad et al, 2011). A
hemicelulose de madeiras rijas e residuos de cereais sdo tipicamente rica em Xxilano, ao
passo que, de madeira macia contém hemiceluloses rica em glucomanano, outro tipo de

hemiceluloses comum no grupo das plantas resinosas (Meyeret et al, 1973).

A auséncia de cristalinidade e a baixa massa molar torna as hemiceluloses
solGveis em meio acido e alcalino o que possibilita a sua facil extracdo e hidrolise
(Vasconcellos, 1957). Um dos subprodutos derivados da hemicelulose tem sido a
producdo de furfural, sendo utilizados em larga escala na industria, de entre eles
sobressai a producdo de xilitol (Perreira Jr., 2008). No esquema a seguir (figura 8) estéo

apresentados alguns produtos que podem ser obtidos a partir da hemicelulose.

Etanol
Xilitol, Sorbitol,
Manitol,Galactol,

Arabitol

Monossacarideos Xilose,Arabinose, Eurfural

(acucares) Manose, Galactose

Hemicelulose Acido acetico Butanol

Acido Uronico Acidos Organicos

Figura 8: Produtos que poderéo ser obtidos a partir da hemicelulose (Pereira Jr., 2008)
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2.2 Fracionamento da Hemicelulose do Material Lenhino-

Celulésico

O principal método utilizado para a remocao e hidrélise da hemicelulose tem sido
a hidrolise com acido diluido, embora nos Gltimos anos estudos foram realizados como

0 uso de enzimas.

A hidrolise enzimatica € um processo de hidrdlise alternativo que oferece
condigdes operacionais suaves como temperatura e de pH. Este tem a vantagem de néo
produzir os inibidores resultantes da hidrolise acida designadamente o furfural e o 2-
HMF, que sdo substancias conhecidas por inibir o crescimento de microrganismos. A
hidrélise enzimatica é geralmente realizada pela enzima xilana (enzima que hidrolisa a
xilose) (Mohamad, 2015). No entanto, muitas vezes ndo € um processo eficiente para
degradar a biomassa ndo tratada. Portanto, pré-tratamentos sdo necessarios para permitir
a penetracdo da enzima a estrutura da hemicelulose. Exemplo de pré-tratamentos é a
utilizacdo de &gua a altas temperaturas, processos hidrotermais de entre elas a explosao
a vapor de agua ou de amonia, tratamentos alcalinos que destroem parcialmente a
estrutura da parede celular e levam ao aumento da eficiéncia da extracao/hidrolise
(Mohamad, 2015).

2.2.1 Hidrolise Acida

A hidrélise € um termo aplicado a reacBes organicas e inorganicas em que a dgua
efetua dupla troca com outro composto envolvendo a quebra de uma molécula com
ajuda de um agente acelerador, qualquer que seja 0 mecanismo da reacdo. Os mais

importantes sdo as bases, os acidos e as enzimas (BARCZA, 2012).

O écido cloridrico e sulfurico sdo os mais utilizados, embora existam outros
acidos que tém sido explorados. Entretanto, como a hemicelulose é amorfa, condicoes
menos severas podem ser usadas para liberar os acucares da hemicelulose. A utilizagdo
de &cido sulfarico diluido é especialmente eficaz num processo endotérmico onde sdo

extraidos 0s monossacarideos constituintes da hemicelulose (Dominguez et al, 1997).

Para aumentar a superficie de contato com o acido € conveniente usar a biomassa

moido, e implementar pré-tratamentos que aumentem a acessibilidade do &cido. O

29



Revisdo Bibliografica

rendimento da degradacao da hemicelulose pode recuperar cerca de 80-90% do méaximo
possivel de acucares, por outro lado, operacdes sem a adicdo de &cido limitam a
recuperacdo dos mesmos para 65% ou menos. A utilizagcdo de baixas concentracfes
requer o uso de temperaturas mais elevadas (170-190°C) para a remocdao/hidrdlise da
hemicelulose, quando maior a concentracdo do &cido maior a libertacdo de produtos
contaminantes do hidrolisado como a glucose e seus produtos de degradacdo (como o
furfural), os residuos de lenhina, o acido acético e os compostos fenolicos (Ogeda,
2010).

A tabela 2 apresenta a comparacdo da eficiéncia de diferentes acidos na hidrdlise
de carolo do milho em diferentes condi¢des, na proporcao solido/liquido (1:4). Em um
dos hidrolisados foi realizado um pré-tratamento com amonia a 10%, onde se verificou
um aumento consideravel na concentracdo de xilose obtida (Adaptado de Dominguez et
al, 1997).

Tabela 3: Comparagdo da eficiéncia da extracdo/hidrolise do carolo de milho com
diferentes acidos diluidos.

Acido % Xyl Glc Ara | Gal | Man AA(;’:Sigo Furfural | 2-HMF
HC1 1.0 70,0 74 53 - - 8,9 - -
HC1 10 | 719 6,7 53 - - 0,0 - -
HC1 2.0 75,5 8,4 51 - - 8,6 - -
HC1 3.0 71,6 10,2 5,2 - - 8,6 - -
HC1 4.0 68,9 11,8 54 - - 8,7 - -
HC1 5.0 61,2 12,6 54 - - 8,7 - -
H,SO4 1.0 64,8 51 4,8 - - 8,1 - -
H,SO4 15 67,6 5,0 47 - - 8,0 - -
H,SO4 2.0 70,4 5,6 47 - - 8,4 - -
H,SO4 1.0t 28,7 54 3,7 0,7 04 2,0 0,8 0,2

Xyl=Xilose; Glc=Glucose; Ara=Arabinose; Gal=Galactose; Man=Manose; 2-HMF=2-
Hidroxidometilfurfural. Compostos fenolicos em quantidades vestigiais.
! (Cheng et al, 2009); * Tratamento com aménia a 10%.
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3. O Xilitol

3.1 Histdria e Evolucao

O nome xilitol é derivado da palavra grega xylon [Inglés = madeira], relaciona-se
com a palavra de xilose (acucar de madeira) a partir do qual inicialmente o xilitol foi
obtido, e que esta, por sua vez derivada da estrutura particular (xileno) da madeira
referindo-se aos vasos condutores de agua nas plantas, como arvores de vidoeiro ou

milho, a partir da qual, da xilose pode ser obtido o xilitol (Carrera, 2014).

A histéria de xilitol comecou no final do século 19, quando em 1891 o quimico
alemdo, Emil Fische e seu aluno Rudolf Stahel extrairam uma substancia até entéo
desconhecida de aparas de arvores de faia, que foi chamado de "xilitol". Em 1891
Fischer publicou esta descoberta, e em 1902, Dr. Fischer recebeu o Prémio Nobel de
Quimica por seus varios resultados de investigacdo. (Mékinen, 2000)

Paralelamente a esta descoberta, o quimico francés, Bertrand ao pesquisar a fibras
de trigo e de aveia, conseguiu isolar uma espécie de xarope de xilitol. Assim o xilitol foi
descoberto quase simultaneamente em dois paises ao longo dos 50 anos. Durante alguns
anos o xilitol permaneceu praticamente despercebido pelos pesquisadores, que
acreditavam que este ndo tinha nenhum interesse cientifico. Até que os pesquisadores
americanos descobriram que o xilitol funcionava como um produto intermediario no
metabolismo humano. Esta descoberta foi feita pelo Dr. Touster na década de 1950 em
Nashville Tennessee, onde suscitou uma série de projetos de pesquisa visando a recolha
de informac6es sobre as suas propriedades bioguimicas o que ajudou a gerar interesse

mundial ao redor do xilitol (Gongalves, 2012).

Durante a Segunda Guerra mundial na década de 1930, na Finlandia ouve
escassez de agucar com isso foi necessario a procura de substitutos para outro adogante

natural, tendo sido utilizando o xilitol (Mé&kinen, 2000).

Na década de 1960 os engenheiros finlandeses foram capazes de reduzir a xilose
ao xilitol, descobrindo assim um processo de fabricagdo do mesmo comercialmente
viavel. Desde entdo, o xilitol tem sido usando em varios subprodutos vegetais por meio
de um processo quimico ou biotecnolédgico relativamente simples. Durante 0s anos
1960, o xilitol foi comercializado na Alemanha, Suica, a Unido Soviética, Japdo, Itdlia e
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China (Carrera, 2014). Aprovado pela FDA (United States Food and Drug
Administration) em 1963 como um aditivo alimentar, estd atualmente aprovado para
uso em alimentos, produtos farmacéuticos, produtos de saude oral (pasta de dentes,
elixir) e nutracéuticos em mais de 35 paises (Mussantto, 2004).

A Finlandia implementou uma campanha nacional e foi o primeiro pais a
promover Xilitol para reduzir a cérie dentaria em criancas. Outros paises europeus e
asiaticos, incluindo Japdo e Coreia, implementaram programas semelhantes, em que a o
xilitol é adicionado a pastas de dentes. Por outo lado a goma de mascar contendo xilitol
representam quase 50% do mercado. O "Estudo de Turku Sugar”, em 1975, representa
um marco para o estudo desta "maravilha branca”, o xilitol, porque os estudos a longo
prazo mostraram seus beneficios a nivel da sadde. O xilitol ¢ caracterizado como um
aditivo alimentar do tipo edulcorante e umectante, podendo ser empregado na
quantidade necessaria para obter o efeito, uma vez que este nao afeta a genuidade e

identidade dos alimentos (Goncalves, 2012).

Nos anos de 2000 e 2001 o mercado de polidis atingiu um valor de vendas
significativo em torno de 1,4 milhdes de toneladas, alcangando um valor de 1,3 bilhdes
de dolares. Em 2013 o mercado do xilitol atingiu um valor de US $ 670 milhdes, e em
2020 deve chegar a 242 mil toneladas com um valor econémico acima 1 bilhdo de
dolares (Business Communications, 2002). O xilitol responsabilizou-se pela segunda
maior parte deste mercado de pélios (cerca de 12%), perdendo apenas para o sorbitol
(48%). Devido ao fato de o sorbitol j& se encontrar em crescimento constante e
estabelecido no mercado, estima-se que ao longo dos anos subsequentes o xilitol venha
beneficiar mais ainda o mercado econdmico. No mercado das pastilhas, gomas de
mascar e confeitos, apresenta um consumo estimado de quase 80% em 2010, o mercado
mundial de xilitol é estimado em 161.500 toneladas (Business Communications, 2002).

32



Revisdo Bibliografica

3.2 Estrutura e Propriedades Fisico-Quimicas

O xilitol € um poliol de cinco carbonos, pentahidroxilado (pentiol), € um produto
intermediario do metabolismo de hidratos de carbono, encontrado em humanos e
animais no sangue a concentracbes de 0,03-0,06mg/100mL, também pode ser
encontrado na natureza em muitas frutas e vegetais tais como alface, couve, flor,
ameixas, framboesas, morangos, uvas, bananas, assim como em leveduras, e cogumelos

porém, em quantidades inferiores a 0,9 g/100g (Gongcalves, 2012).

O xilitol possui a férmula quimica CsH1,05 (1,2,3,4,5 pentahidroxiélcool), a sua
molécula possui estrutura aberta e é conhecido como polihidroxialcool aciclico, ou
pentiol, devido a presenca de cinco grupos OH na molécula, e cada grupo hidroxila estar

ligado a um atomo de carbono como observadas na figura 9 (Tamanini et al, 2004).

CH20H
H— C— OH
BHO—C —H
H C OH

CH2OH

Figura 9: Formula da estrutura quimica do xilitol.

O xilitol possui propriedades fisico-quimicas importantes o que o coloca como um
produto de elevado potencial comercial. O seu poder adogante é similar ao da sacarose,
sendo 2,4 vezes mais doce que o manitol e 2 vezes mais que o sorbitol, podendo esta
propriedade variar com o pH, a concentracdes de sais e temperaturas (Mussatto, 2004).
Gracas a sua entalpia positiva de dissolucdo (+34,8 cal/g), o xilitol promove um efeito

refrescante, levando a sua aplicagéo a diversas areas industriais (Tamanini et al, 2004).
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Na tabela seguinte resumir-se-a as principais propriedades fisico-quimicas do xilitol.

Tabela 4: Propriedades fisico-quimicas do xilitol

Formula quimica CsH120s
Massa molar 152,15 g/mol
Aparéncia P6 branco, cristalino
Sabor Doce

Odor Inodoro

Poder adocante

Igual a sacarose, superior ao sorbitol e manitol

Ponte de fusdo 92296 °C
Ponte de ebuligdo 216 °C
Solubilidade 64,2 ¢g/100g de H,O
Densidade 1,50

pH (solugédo aquosa a 5%) 5a7

Calor de dissolucéo (endotérmico) +34,8 Kcal/g
Valor calorico 4,0 Kcallg

Estabilidade

Estavel a 120°C e sob condi¢Ges normais de
processamento de alimentos. A caramelizagéo
ocorre somente se aquecido por varios minutos a
temperatura proximos do ponto de ebulicéo

Fonte: (Mussantto, 2004).

Depois da autorizagdo do consumo de xilitol em 1963 pela FDA outras

instituicbes mundiais como a FAO, EEC (Scientific Committee for food for the

European Economic Community), confirmaram e apoiaram a sua utilizagdo no consumo

humano em proporcdes adequadas para obter o sabor desejado embora 0 consumo diério

nédo deva ultrapassar os 60g porque em grandes quantidades apresenta um efeito laxante

(Mussanto, 2004).
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3.3 Métodos de Obtencao de Xilitol

Para a producdo de xilitol sdo necessarias varias etapas, a hidrdlise acida ou
alcalina de materiais com altos teores de hemicelulose € a primeira etapa. A hidrolise
promove a clivagem das ligacOes das cadeias de xilana, libertando a xilose (de Sousa,
2014). E uma etapa de grande importancia, pois os rendimentos no final do processo
dependem diretamente do teor da solucdo inicial em xilose. Ap0s essa etapa, segue-se a
purificacdo dos aclcares a fim de se obter a xilose 0 mais pura possivel, de entre as
impurezas remanescentes da hidrélise (como produtos de degradagdo) podem interferir
na reducdo posteriores. Para essa purificacdo, sdo necessarias sucessivas etapas que
poderdo ter uma natureza cromatograficas ou outra, contribuem para o aumento do
custo do processo (Pereira, 2007). A terceira etapa consiste na reducdo da xilose em
xilitol, podem ser efetuadas por duas vias: a quimica ou a bioquimica, representadas no

esquema seguinte (figural0).

Material lenhino-celulosico contendo
xilana

Hidrolise acida

Solucdo contendo xilose

Purificacéo

Solucgéo concentrada de xilose
Via Quimica I I 1 Via Biotecnoldgica
Purificacdo da xilose Destoxificagéo da solucéo
(Furfural e 2-HMF)

Hidrogenac&o catalitica

H,/catalisador de Ni Convercao biotecnologica -

enzimas/ microrganismos

Purificacdo e Clarificacdo Purificacdo e Clarificacéo

Xilitol

—

Figura 10: Fluxograma de vias de obtencéo do xilitol (Mussatto, 2002)
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A quarta etapa consiste em mais um processo de purificacdo e clarificacdo da
solucdo de xilitol recorrendo a utilizacdo de resinas de troca idnica ou carvao ativado,
metodologias capazes de remover sais inorganicos e adsorve pequenos pigmentos do
hidrolisado. A ultrafiltracdo remove proteinas, e melhora o desempenho do
funcionamento de resinas de permuta ionica. Muitas vezes a combinagdo destes
métodos, tem sido relatado na literatura como a melhoria da purificacdo e clarificacdo

do xilitol.

A Ultima etapa de obtencdo do xilitol podera ser a cristalizacdo mas também é
vendido na forma de concentrado por evaporacdo a vacuo resultando num xarope.
Existem varios métodos descritos por alguns autores capazes de cristalizar o hidrolisado
concentrado em xilitol, quase todos utilizam cristalizadores a baixas temperaturas onde

somente 50% a 60% do xilitol é recuperado (Pereira, 2007).

3.3.1 Reducéo de Xilose por Via Quimica

A producéo de xilitol por via quimica em escala industrial teve inicio em 1975
onde utilizavam a madeira como biomassa, um processo alternativo a extracao de xilose

diretamente de suas fontes naturais (Gongalves, 2012).

Este processo consiste na obtencdo da xilose pura e posterior hidrogenacdo a
xilitol na presenca de um catalisador em reatores sob alta pressdo. O catalisador mais
utilizado é o Niquel de Raney, embora varios outros catalisadores de hidrogenacéao
podem ser utilizados, tais como metais nobres (Pt, Pd, Ru). A Gltima etapa da producéo
consiste na purificacao e cristalizacao do xilitol obtido (Pereira, 2007). O rendimento do
processo quimico, bem como a qualidade do xilitol, sdo dependentes da pureza da
solucéo inicial de xilose uma vez que a presenca de impurezas interfere no processo de
reducdo (Parajo, 1998).

Atualmente, a Danisco (industria da DuPont Company) é um importante
fornecedor global de xilitol, principalmente para a China, que produz por via quimica
utilizando a xilose obtida a partir dos licores sulfiticos subproduto da industria da
celulose. (Albuquerque et al, 2014).
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3.3.2 Reducdo da Xilose por Via Biotecnoldgica

O processo biotecnoldgico tornou-se possivel com a descoberta de leveduras
capazes de metabolizar pentoses principalmente a D-xilose, aglcar maioritario nos
hidrolisados hemiceluldsicos (Yuan Ping, 2013). A via biotecnoldgica apresenta-se
como alternativa a via quimica de obtencdo de xilitol em fungdo do rendimento do
processo quimico e da capacidade de microrganismos fermentarem a xilose presente nos
hidrolisados, através da metabolizacdo da xilose com o transporte deste agucar através
da membrana celular (Branco, 2010). Uma das vantagens é a remocdo de eventual
contaminacdo de glucose que surge como subprodutos de hidrolise da celulose logo no

processo inicial.

A reducdo da xilose pode ser realizada por leveduras, bactérias, fungos ou
utilizando enzimas purificados provenientes destes microrganismos, embora a maioria
dos microrganismos de interesse industrial ndo seja capaz de assimilar naturalmente as
pentoses sendo que, de entre 0s varios capazes de o fazer, ndo apresentam
potencialidade de aplicacdo ao nivel industrial. Contudo, tanto as bactérias como os
fungos apresentam baixos rendimentos e produtividades em xilitol (Yuan Ping, 2013).
Alguns estudos tém sido dedicados ao desenvolvimento de estirpes manipuladas

capazes de reduzir a xilose.

Dentre os microrganismos, as leveduras tém-se destacado para a producdo de
xilitol principalmente a Candida guilliermondii, Candida subtropicalis, Candida
tropicalis e Debaryomyces hansenii as que mais se destacam. O metabolismo de xilose
em leveduras inicia-se com o0 seu transporte através da membrana celular por diferentes
mecanismos uma vez dentro da célula, a xilose é reduzida a xilitol pela enzima xilose
redutase com a participacdo das coenzimas NADPH ou NADH (Le Wang, 2012;
Branco, 2010).

A obtencdo do xilitol pela via biotecnoldgica apresenta uma etapa adicional,
denominada destoxificacdo. O processo de hidrolise cida dos materiais lenhino-celuldsicos
usados como fontes de agUcares, ocorre a formacdo de alguns compostos de decomposicéo
como o furfurol, o acido acético, que podem ser toxicos para as células (R.S. Rao et al.,
2006).
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Como os proprios microrganismos catalisam o processo, torna-se dispensavel a
utilizacdo de catalisadores, por isso, este tipo de producdo podera ser menos
dispendioso. Porem acaba sendo mais moroso devido ao tempo de espera para a
fermentacdo da levedura ou de outro microrganismo utilizado que ira fazer a
bioconversdo da D-xilose a xilitol. Durante este procedimento existem muitos fatores
controlaveis mas que podem influenciar o crescimento da levedura limitando os

resultados da fermentagéo tais como:

- Fatores bidticos: A escolha da estirpe uma vez que, nem todos o0s
microrganismos sdo capazes de converter a xilose, a idade e concentracao inicial do

microrganismo para a quantidade xilose extraida no hidrolisado (Mussatto, 2003);

- Fatores abioticos: Condicdes de operagdo, sendo as mais relevantes os valores de
pH e temperatura e principalmente a disponibilidade em oxigénio, mas também a
composicdo do meio de cultura, tais como a concentracdo de Xxilose e de outros

monossacaridos, e a presenca de inibidores (Mussatto, 2003).

3.4 Fatores que Influenciam a Producéo do Xilitol
3.4.1 O Furfural, 0 2-HMF e 0 Acido Acético

Os métodos hoje utilizados para a extracao da xilose apresentam todos fatores que
afetam a sua producdo, principalmente no que relaciona ao rendimento e a quantidade
de contaminantes existentes na amostra final. A hidrdlise pode originar contaminantes
como o furfural (aldeido heterociclico) resultante da degradacdo de pentoses, o 2-
hidroximetilfurfural (2-HMF) devido a desidratacdo de hexoses, e 0 acido acético
proveniente da hidrdlise dos grupos acetil, e produtos de degradacdo da lenhina
(Mussatto, 2003).

No caso da reducdo biotecnoldgica a presenca do furfural e do 2-HMF tem um
grande efeito adverso sobre a taxa de crescimento especifico do microrganismo e a
formacgéo de biomassa, de uma forma geral acaba influenciando todo o processo de
fermentacdo. Contudo, necessita assim de muitas tecnicas de purificacdo/desintoxicacao

0 que diminui a produtividade. No entanto muitos estudos vém sendo realizados no
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intuito de encontrar microrganismos resistentes a estes inibidores como € o caso da
Saccharomyces cereviciae, e leveduras fermentadoras de xilose, Candida shehatae e
Pichia stipitis, sdo quase completamente inibidas por concentragfes de furfural
superiores a 2-4 g dm™ (Cuevas et al, 2014).

3.5 Aplicacdes do Xilitol

O aumento de estudos relacionados com o xilitol e suas propriedades permitiu que
hoje, esse seja aplicado em diversas areas com relativa importancia, a sua utilizacdo é
aprovado em varios paises na industria, em produtos farmacéuticos e cosméticos, na
Europa o xilitol tem sido amplamente utilizado nestes trés setores ha mais de 20 anos
(Mussato,2004).

A nivel industrial estdo a incluir o xilitol na formulacao de produtos, atraidas pelo
seu efeito refrescante, seu poder adogante semelhante a sacarose e sobretudo, pela sua
acao anticariogénica, umectante, estabilizante, crioprotetor e redutor de ponto de
congelamento. Na industria a utilizacdo de edulcorantes na producdo de alimentos e
bebidas, as inddstrias levam em conta a quantidade de calorias dos adocantes, a
possibilidade de usa-los em dietas para controle e reducdo de peso e o grau de
semelhanca entre o seu sabor e 0 do agtcar. Com isso, o xilitol vem atraindo a aten¢éo
dos fabricantes de bebidas e alimentos. A formulacdo de produtos a base de xilitol é
sobretudo pela sua acdo anticariogénica. Inimeros produtos ja se encontram disponiveis
no mercado, formulados a base de xilitol, como por exemplo: caramelos, chocolates,
gomas de mascar, balas, confeitos, compotas, geleias, sobremesas, pudins, formulagédo

de sorvetes e geleias dietéticas (Asano, 2014).

Na industria farmacéutica, o xilitol pode ser empregado como adocante ou
excipiente na formulacdo de xaropes, tonicos e vitaminas. Entretanto, como seu preco €
relativamente alto (custo de producdo cerca de 10 vezes superior ao da sacarose ou do
sorbitol) ele & normalmente utilizado em combina¢do com outros polidis que servem

como agentes de mistura (Bonfada, 2010).

A nivel da satde o xilitol tem um grande potencial de aplicacdo nas areas
odontoldgica e médica, tendo-se mostrado um aditivo de grande eficacia por combater e

auxiliar no tratamento de algumas doencas, tratamento de algumas patologias como,
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diabetes, lesdes parenterais e renais, otite media aguda, infecdes pulmonares,

osteoporose e prevencdo da carie (Mékinen, 2000).

Prevencao da cérie: A propriedade anticariogénica é a mais significativa desse
edulcorante, determinada principalmente pela acdo ndo fermentativa de bactérias do
género Streptococcus, devido a que este ndo € digerido por estes microrganismos,
tornando invidvel a sua proliferacdo e consequentemente impedindo a producdo de
acidos que prejudicam o esmalte dos dentes. Com a diminuigcdo da concentracdo de
Streptococcus mutans, had uma reducdo dos polissacarideos insoliveis favorecendo
assim, o aumento dos polissacarideos solUveis, de modo a tornar a placa menos aderente

e com facil remocéo pela escovacdo habitual dos dentes (CARRERA, 2014).

Pode-se destacar resumidamente que o xilitol contribui para a satde bucal de
diferentes maneiras: Diminuindo a incidéncia de caries; Estabilizando ions célcio e
fosfato na saliva levando a remineralizacdo dentéria; Estabilizacdo das caries ja
formadas; Reduz a proliferacdo de S. mutans e Lactobacillus na saliva; Incentivando a
formacéo da saliva (sem elevar a producdo de acidos na placa dentaria); Contencéo do
pH da placa e a capacidade de tamponamento da saliva, apds a ingestdo de sacarose
(CARRERA, 2014).

Otite média aguda: A atuacdo do xilitol nessa patologia, € de inibir o
crescimento bacteriano da Streptococcus pneumoniae, causador da doenca e de outras
enfermidades como a sinusite (Canilha, 2006).

InfecBes respiratdérias: A eficiéncia do xilitol no tratamento de doencas
respiratorias é atribuida a pequena permeabilidade transepitelial desse edulcorante, o
que leva a reducdo da concentracdo de sais, fazendo com que as bactérias ndo
metabolizem e dessa forma ndo se propaguem. Experimentos realizados utilizando
xilitol, demonstraram que as bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa (causadoras de doengas pulmonares) ndo usam xilitol para crescimento, o
que faz reduzir a concentragdo de sais no liquido e elevar a atividade antibidtica natural
dos pulmdes. Com isso, pode-se dizer, que o xilitol fortalece o sistema de defesa natural
dos pulmd@es, inibindo o estabelecimento de infegdes bacterianas, como por exemplo a

pneumonia (Bonfada, 2010).
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Diabetes: O xilitol em contrariedade aos aglcares convencionais independe de
insulina para ser digerido pelo organismo, o que leva a boa tolerancia do mesmo, por
pessoas portadoras de Diabetes. Dessa forma, sua concentragcdo no sangue ndo sofre
mudangas bruscas causadas pela sacarose e pela glicose, o que faz do xilitol um

adocante indicado para diabéticos (Canilha, 2006).

Osteoporose: A eficiéncia do xilitol no tratamento ou na prevencdo da
osteoporose foi relatada em pesquisas feitas com animais, comprovou-se que o xilitol
favorece 0 aumento da massa 0ssea, preservacdo dos minerais nele contido e evita o

enfraguecimento das propriedades biomecanicas (Mussatto, 2002).

Anemia hemolitica: O xilitol € um agente terapéutico que pode ser utilizado
(dose méxima de 1 mM/L de sangue) por pessoas com deficiéncia de G6PDH (glicose
6-fosfato desidrogenase) € uma enzima citoplasmética de grande importancia para a
sobrevivéncia das células, uma vez que é responsavel pela manutencdo de um nivel
adequado da coenzima reduzida NADPH.), uma vez que essa enzima ndo € requerida
para o seu metabolismo. Assim sendo, o xilitol supre a célula de NADPH2 por meio da
oxidacdo da L-xilulose, mantendo a integridade da membrana dos glébulos vermelhos
(Bonfada, 2010).

Processos inflamatorios: O uso do xilitol como suplemento alimentar (6 a 15%
da alimentacdo) tem demonstrado bons resultados em relacdo a processos inflamatorios
agudos induzidos. Embora pouco numerosas, as pesquisas referentes a aplicacdo do
xilitol na cura ou controle de processos inflamatorios sdo muito promissoras, pois todas
indicam que, com um baixo contetdo de xilitol na dieta € possivel obter-se resultados
positivos num curto periodo de tratamento, sem prejudicar o funcionamento geral do

organismo (Mussatto, 2002).
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4. Objetivo

O presente trabalho tem como objetivo geral a tentativa de obtencdo de um
melaco rico em xilitol a partir da extracdo/hidrolise da hemicelulose. A extracdo ¢ feita
em biomassa da planta do milho recorrendo a metodologias sustentaveis Quimicas e ou

Biotecnoldgicas.
Como obijetivo especificos:

— Obtengéo de hidrolisado rico em xilose a partir de diferentes partes da
planta de milho e sua posterior quantificacdo por HPLC;

— Comparacdo da eficiéncia de extracdo/hidrolise em diferentes
concentracdes de acido e com tempos de extracdo diferentes;

— ldentificagdo de pré-tratamentos que tem efeito positivo no aumento da
concentracdo de xilose durante o processo de extracdo/hidrolise;

— Verificagdo do teor de contaminantes como o furfural e o 2-HMF
recorrendo a utilizacdo da técnica de SPME e sua posterior analise no GS-
MS;

— Ensaio de purificacdo do hidrolisado por via biotecnolégica com a
fermentacdo da levedura Saccharomyces cereviciae para a remogdo dos
acucares em C6;

— Ensaio de reducgdo dos licores de xilose a xilitol com borohidreto de sodio;

— Otimizagdo do processo geral e preparacao do melago rico em xilitol.
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1. Materiais e Métodos
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1. Preparacao das Amostras

A biomassa da planta do milho utilizada na primeira fase de estudos foi colhida no
dia 5 de Setembro de 2014 do terreno da Escola Superior Agraria de Coimbra, da
variedade Miami 600. A amostra foi dividida em quatro tabuleiros com diferentes partes
da planta: o Caule (C), a Folha (F) o Carolo (CR) e uma Mistura (M) de todos.

De seguida foram colocados na estufa a 60°C durante 8h para secagem. Ao serem
retirados da estufa, foram moidos no Moinho Restsch (SM 100) para obtencdo de
amostras com uma granulometria < a 2mm e mantidos em refrigeracdo ate a sua

utilizacdo.

Numa segunda fase de estudo foi utilizada nova variedade de milho designado de
Amiudo onde os estudos foram feitos somente sobre o Carolo (CRa), parte da planta
que teoricamente apresenta maiores quantidades de hemicelulose. Foram seguidos 0s

mesmos processos de preparacao da amostra conforme a variedade anteriores.

2. Extracdo Acida da Hemicelulose

2.1 Pré-tratamento

Alguns pré-tratamentos foram testados nas amostras antes da extracdo. O primeiro
pré-tratamento (T1) foi deixar a amostra de molho na propria solucéo acida diluida por
24 horas antes da extracdo/hidrolise. O segundo pré-tratamento foi deixar as amostras
também 24 horas “de molho” na propria solugdo acida utilizada para a extra¢do e depois
colocar mais 40 minutos em banho de ultrassons (Restsch - UR1). Houve algumas
amostras em que ndo foi aplicado nenhum pré-tratamento, somente foi feita a extracéo

com o &cido sulfirico diluido.
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2.2 Extragdo em “Fibertec”

S&o pesados 5g de amostra e colocados em copos 600ml préprios para a extracdo
no digestor de fibras, junta-se 100ml de H,SO, diluido (razdo solido/liquido igual a

1/20) com diferentes concentracdes a 1%, 2%, 3,5 e 5% de acido

A extracdo foi feita no aparelho digestor para analise de fibras (FIBERTEC -
LABCONCO) sob refluxo (figura 12) a uma temperatura de 100°C durante diferentes
tempos (20, 40, 60, 90 minutos), no final ¢ feita a filtragem (figura 11) e descartado os

residuos sélidos, obtendo o hidrolisado final.

o
Figura 12: Digestdo da

: Figura 11: Filtragem do
amostra em “Fibertec”

hidrolisado

2.3 Extracdo em Autoclave

A extracdo em autoclave foi utilizada como método para a comparagdo dos
resultados da extragdo/hidrdlise feita no “Fibertec”. Foi utilizado uma amostra de cada
variedade de milho, aplicando as condic¢Oes de tratamentos das amostras em que foram
obtidos os melhores resultados na extragdo com o “Fibertec”. De igual forma foram
colocados 5g de amostra para 100 mL de acido sulfarico diluido a 1%, 2% e 5% durante
40 minutos a temperatura de 121°C na autoclave (Autester 437-G). Ao total foram feitas
a extracdo em 12 amostras, sendo trés exemplares para cada amostras da Mistura, do
Carolo (Miami 600) e do Carolo (Amiudo), a concentracfes de 1%, 2% e 5%. Para o

restante foram feitas s6 duas amostras do Caule (C) para as concentracdes de 2% e 1% e
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para a Folha (F) uma Unica amostra a concentragdo de 2% porque ndo havia quantidade

suficiente de amostras para ambas.

3. Quantificacdo do Teor de Acgucares Totais

Depois da obtencdo do hidrolisado é feita a medi¢do do indice de refracdo no
refratdbmetro (Abbe, Kyowa Optical co.LTD). Um instrumento simples que pode ser
usado para medir concentracdes de solidos dissolvidos em solugbes aquosas,
consumindo apenas umas poucas gotas da solucdo. E feita a medicdo e retirado o
nimero do indice de refracdo (IR) em todos os hidrolisados obtidos da
extracdo/hidrolise antes de serem neutralizados. Também ¢é feita a medicdo do IR da
solucdo de &cido sulfarico diluido utilizado para a extragdo que posteriormente sera

necessario para os calculos finais.

Depois de feito a medicdo do IR, este é convertido o valor em % Brix (ja
tabelado) que representa a quantidade de solidos dissolvidos totais (agUcares totais +

percentagem de &cido) no hidrolisado.

4. Neutralizagdo e Remocdo do Sulfato de Sodio Deca
Hidratado

A neutralizacdo é um procedimento importante uma vez que a extracdo é feia com

4cido sulfarico diluido. E utilizado o carbonato de sodio para neutralizar as amostras,

por adicdo de pequenas quantidades na solucédo ate que esta pare de borbulhar CO,.

]

Figura 13: Neutralizagdo
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As amostras depois de serem neutralizadas sédo congeladas a -20°C como um
processo de conservacao e também como uma etapa importante para a remocao de parte
do sulfato de sodio deca hidratado formado na reacéo de neutralizagdo com o carbonato
de sodio. Ao retirar do congelador este é colocado no frigorifico para descongelar e no
fundo do frasco aparece os cristais do sulfato de sddio (figura 14) resultantes da reacao.

E removido a parte liquida do nosso hidrolisado e descartado os cristais.

Figura 14: Cristais de sulfato de sodio deca hidratado

Para verificar a presenca do sulfato resultante da neutralizac&o, é realizado o teste

com Cloreto de Bario.

Retira-se uma pequena guantidade do hidrolisado e nele sdo juntados 1 a 2 gotas
da solucdo de Cloreto de Bario (preparado com 1g de Bacl, em 10 ml H,0), se houver a
formacdo de um precipitado branco é indicador da presenca do sulfato devido a baixa
solubilidade de BaSQO,.
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5. Purificacdo do Hidrolisado com a Remocao de Hexoses com

a Levedura Saccharomyces cereviciae

Como amostras testes foram preparados duplicados dos hidrolisados, de
exemplares dos tratamentos para diferentes partes da biomassa de milho, diluido na
proporcdo de % para um total de 100 ml com posterior inoculacdo com a levedura.
Antes da inoculagdo a levedura Saccharomyces cereviciae é ativado em 30ml de agua a
30°C durante 30 minutos. Para cada amostra ¢é feito um controlo (negativo), onde nédo é

feita a inoculacdo com a levedura como ilustra a figura (16) seguinte.

Figura 15: Purificagéo do hidrolisado

O pH é ajustado a aproximadamente 2,8, de modo de inibir o crescimento
bacteriano ja que ndo sdo usadas condigdes sépticas, e as amostras sdo colocadas na
estufa (Heraeus UT 5050 EK) durante 7 dias a uma temperatura de 30°C. No decorrer
dos dias é avaliada a turvagdo em Turvidimetro (Orbeco-Hellige, modelo 965-10) de
forma a evidenciar a sua adaptacdo e eventual crescimento. O processo € também

acompanhado por HPLC.

Sdo também preparados ensaios com o 2-hidroximetilfurfural e a levedura para

comprovar que impede 0 seu crescimento.

O meio de cultura é o proprio hidrolisado porque contem outros aguicares como a
glucose, manose, que funcionam como fonte de carbono para o crescimento da levedura

acabando por retira-los do estrato resultando como uma forma de purificacéo.
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6. Reducéo da Xilose com Borohidreto de Sadio

O procedimento para a reducdo da xilose a xilitol foi testado segundo o trabalho
realizado por Abdel-akher (1951), onde verifica a capacidade de reducdo do borohidreto
de sodio nos hidratos de carbono. No estudo realizado, para 1g de glucose em 20 ml de
agua, € colocado de 0,1 a 0,15¢g de borohidreto dissolvido em 10 ml de H,0.

No caso das nossas amostras a quantidade de borohidreto foi calculada
proporcionalmente com base na concentracdo molar aproximada de xilose existente no
hidrolisado. A reducdo é feita durante uma noite (=12h), colocada sobe agitagdo
magnética e isolado do contacto com o ar, uma vez que a xilose € de facil conversdo em

contanto com o oxigénio a &cido xilénico.
6.1 Teste de Benedict - Acucares Redutores

O teste de Benedict é realizado no fim do ensaio de reducdo com borohidreto de
sodio para confirmar a reducdo dos acglcares presentes no hidrolisado. Num copo é
colocado agua a ferver e dentro é colocado um tubo com 20 mL do reagente de
benedict, juntamente com o reagente sdo adicionados 1-2 gotas do hidrolisado reduzido
de uma determinada amostra, deixa-se ferver por 5 minutos. Se a solugdo mantiver a cor
azulada do reagente de Benedict significa que no hidrolisado esta presente somente
acucares ndo redutores. No caso de a solucdo mudar de cor para laranja cor tijolo ainda
existem acucares redutores. O teste deve ser feito antes e depois da reducdo com o

borohidreto.

7. Obtencéo do Melaco Rico em Xilitol

Com o objetivo de minimizar os compostos inorganicos do processo (sulfato,
carbonato, borohidreto, etc...). A amostra é tratada com resina de troca iénica, colocada
numa coluna de resina com 14cm de comprimento e 2,0 cm didmetro. E feita a medicio
da condutividade elétrica e do Brix antes e depois da amostra passar pela coluna. O
nivel de purificacdo das amostras no final do tratamento com a resina é avaliado com a
diminuicdo significativa da condutividade ate proximo de zero. Apos a
desmineralizacdo com a resina, o0 extrato aquoso é colocado no evaporador rotativo

(Heidolph VV1) sob alto vaco até retirar toda a &gua obtendo o melago rico em xilitol.
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8. Aumento da Escala do Processo de Obtencéo de Xilitol

8.1 Extracdo/Hidrdlise pelo Sistema de Ebulicdo com Acido em

Refluxo

Para o aumento da concentracdo de xilose foi utilizado uma manta de
aquecimento ligado a um condensador de refluxo (figura 16), evitando assim a
evaporacdo da agua. As proporcles de extracdo aumentaram em relagcdo aos outros
métodos, passando a 1/10 e 1/5 razdo sélido/liquidos. O teste s foi feito nas amostras
de carolo nas duas variedades diferentes e em todos foram aplicados os pré-tratamentos

estudados.

No primeiro teste foram colocados 20g de carolo para 200ml de acido a 5%
durante tempos diferentes (90, 150 e 210 minutos).

No segundo teste foram colocados 20g de carolo para 100ml &cido a 5% durante

tempos diferentes (150 e 210 minutos).

Figura 16: Sistema de extragdo/hidrolise sob ebuligdo em refluxo
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9. Métodos Analiticos Utilizados

9.1 SPME - GC-MS: Determinacédo da Presenca de Furfural e 2-
HMF

SPME ¢é método de micro extracdo e pré-concentracdo de analitos que ocorrem
numa escala reduzida, utilizando um dispositivo basico de SPME que consiste de um
bastdo de fibra de silica fundida (FS) de 100 mm de didmetro, com 10 mm de uma
extremidade recoberto com um filme fino de um polimero (e.g., polidimetilsiloxano =
PDMS, poliacrilato = PA ou Carbowax = Cwx) ou de um soélido adsorvente (e.g.,

carvao ativo microparticulado = Carboxen). (Valente et al, 2000).

Para realizar a técnica serd necessario a utilizagdo de um frasco pequeno em que
nele é colocado cerca de 5-10ml da amostra a temperatura ambiente e depois € selado
para que o frasco fique isolado do meio que o rodeia. A seguir a fibra de extracdo SPME
¢ introduzido no frasco ate entrar em contacto com o liquido do hidrolisado conforme
mostra a figural7. A fibra é deixada em contacto com o hidrolisado cerca de 40 minutos

e este procedimento é repetido para todas as amostras.

Figura 17: Método de micro extracdo na fase
s6lida (SPME)
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Para realizar o processo de identificacdo a fibra SPME é retirada da amostra e
inserida no injetor da cromatografia gasosa (GC-MS: Varian Staturn 2100 T) onde os
analitos sdo termicamente dissolvidos sob fluxo do gés de arraste e carregados para a
coluna. E utilizado uma coluna capilar (FactorFour ™, Cp 9035) de VF — 5ms; 15m,
0,15 mm; 0,15 um de espessura da fase estacionaria. A temperatura depois de ajustada,
é feita a injecdo da fibra e inicia o programa escolhido, a aquisicdo de dados deve durar
por aproximadamente 30minutos. No final é feita a identificacdo se existente do

furfural.

Para realizar a quantificacdo e identificacdo da presenca do furfural, um padréo
conhecido ( 2-metilhidroxifurfural) devera ser injetado no equipamento, e o tempo de
retencdo do padrdo e sua area serdo comparados com os da amostra e utilizados para o

calculo da concentracao.

A Cromatografia Gasosa (GC) permitira analisar os diversos compostos da
amostra, 0 seu principal mecanismo de separac¢do baseia na particdo dos componentes
de uma amostra entre a fase movel gasosa e a fase estacionaria E um método répido,
facil de aplicar, com alto poder de resolucéo e alta sensibilidade (Ewing,1972). A fase
movel utilizada é composta por um gas inerte de arrastre que depende do tipo de detetor
que é utilizado e dos componentes a determinar, no nosso caso 0 gas de arraste utilizado
foi o hélio (He). A corrente de gés é passada através da coluna de enchimento, onde os
componentes da amostra se deslocam a velocidades que sdo influenciadas pelo grau de
interacdo de cada componente com a fase estacionaria ndo volatil. As substancias com a
maior interacdo com a fase estacionaria sdo retidas numa extensdo maior e,

consequentemente, separar daqueles com menor interagcdo (Douglas, 2012).
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9.2 HPLC - Quantificacio da Xilose nos hidrolisados

Um sistema de HPLC é composto por diferentes componentes que permite a
identificacdo e quantificacdo dos compostos que estdo numa amostra reduzindo 0s
custos e o tempo. E constituido por quatro componentes principais: A bomba, um
sistema de injecdo, uma coluna de separacdo e um detetor como estéo representados na

figura 18.

Figura 18: Constituicdo de um sistema de HPLC, A) sistema de
injecdo, B) a bomba, C) a coluna de separacgéo e D) o detetor.

Para quantificar e identificar a presenga da xilose nos hidrolisados foi necessario a
utilizacdo do HPLC (Bomba: Jasco Pu-980 e Detetor: Jasco 830-RI) em todas as
amostras depois de decorrer o processo de extracdo. As condigdes de operacdo estdo na

tabela 5 e para todas a amostras antes de fazer a injecao, estas devem se tratadas:

— Fazendo uma neutralizagdo para pH de solucdo alcalina com a adigédo de
carbonato de sédio (Na,CO3) assegurando que a solucdo nao esteja acida

para ndo danificar a coluna;
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— Depois fazer uma diluicdo da amostra de 1/5 para um total de 1000uL,
uma vez que ndo é necessario grandes quantidades para a injecéo;

— Por ultimo fazer uma ultrafiltracdo para proteger a coluna das impurezas,
de forma a melhorar a precisdo, a exatiddo da coluna, a sensibilidade, o

limite de detecdo e aumentar a especificidade nos resultados.

O sistema de HPLC é ligado a um software responsavel pela aquisicdo e a

conversao dos dados.

Tabela 5: Condicéo de operacdo para analise no sistema de HPLC

Coluna NH2 silica 5um (4,6x250 mm)
Fase movel Acetonitrilo 80/20 (v/v)
Caudal ImL/m

Volume de injecéo 20ul

Tempo de retencdo 20minutos

O processo de identificagdo dos compostos de uma amostra € feito através dos
padrdes disponibilizados comercialmente. Os componentes do padrdo é eluido nas
mesmas condic¢es que a amostra em estudo. Os resultados sdo observados em forma de
picos num determinado tempo, chamado tempo de retencdo (Tr) e dependendo da
concentracdo analisada os picos apresentaram uma area que € proporcional a quantidade
do componente existente na amostra analisada. No nosso caso o padrdo utilizado foi a
xilose pura, que foi preparado em 100mg para 5mL de agua e injetado nas mesmas

condigdes de operacdo no HPLC.
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1. Quantificacdo da Xilose nos Hidrolisados — Uso de HPLC

A interpretacdo dos cromatogramas permitiu a quantificacdo da xilose nos
hidrolisados. Como era de esperar nos hidrolisados também aparecem outros agucares
resultantes da hidrdlise &cida da hemicelulose e parcialmente da celulose (gréafico 1)
como a glucose, arabinose, manose e ramnose. A identificacdo de cada um deles foi
efetuada recorrendo a substancias padrdo quantitativas, os tempos de retencdo desses

acucares, estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6: Tempos de retencdo de alguns agucares padréo.

Acticares Intervalo observ:':tdo no
tempo de retencdo (Tr)
Xilose 9,50 -10,45
Ramnose 8,04 — 8,08
Arabinose 11,06 — 12,97
Glucose 15,28 — 16,40
Manose 13,37 — 14,06

e [

Grafico 1: Cromatograma de um hidrolisado mostrando a identificagdo da
xilose (Tr = 10,51), arabinose (Tr = 12,53), manose (Tr = 14,00) e glucose
(Tr=16,33).
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Os dados da concentracdo de xilose determinados em HPLC para todas as
amostras estdo apresentados na tabela 7. Indicam-se também as condi¢bes de
extracdo/hidrolise utilizadas e os pré-tratamentos. Para a quantificacdo atraves de HPLC
manteve-se as mesmas condicOes experimentais como a diluicdo e a quantidade de
biomassa. O volume final no caso do uso do “Fibertec” é medido no final do processo,

devido a perdas inerentes ao proprio processo.

Dos quatro exemplares da biomassa (Carolo, Caule, Folha e Mistura) o Carolo
(CR) foi o que resultou maiores valores de xilose independentemente do pré-tratamento
utilizado e da percentagem de acido. Exemplos sdo as amostras Carolo 6 e Carolo 7 com
valores de 13,94 e 16,50 % de xilose respetivamente, confirmando os resultados da
literatura. A folha de milho também obteve valores considerdveis de xilose nos
exemplares Folha 4 e Folha 5 de valores 10,04 e 14,42 respetivamente. Segundo a
pesquisa de Moutta (2009) as partes da planta do milho que continham maiores
concentragOes de hemicelulose seriam o carolo e a folha. Em relagéo ao Caule (C), entre
todas as amostras testadas este foi a parte da planta do milho que resultou em menores
teor de xilose como por exemplo na amostra Caule 3 com o menor teor de xilose (0,81)
e maximo obtido para a extracdo/hidrolise nesta parte da planta foi de 5,78 na amostra
do Caule 17. A expectativa para os valores da concentracdo de xilose nas amostras da
Mistura de todas as partes da planta eram elevadas uma vez que nela estaria a juncéo de
todas as partes da biomassa do milho sem ter a necessidade de separar as amostras, mas
os resultados obtidos ndo foram muito interessantes, como por exemplos as amostras da

Mistura 2 e 3 com teores de 4,40 e 7,48 respetivamente.

Também a medida que se foi aumentando a concentracdo de acido e o tempo de
extracdo, foram obtidos maiores concentragcbes de xilose. No entanto a partir de
concentracdes de acido muito elevadas aumenta o teor de acucares totais no hidrolisado
tornando o método mais dispendioso e exige mais etapas de purificagdo. Por isso 0

méaximo de &cido utilizado ao longo do trabalho foi de 5%.
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Tabela 7: Teor de xilose nos hidrolisados da biomassa de milho

Condigoes
. Pré- Volume' | [xilose]?
Amostra A‘iido tratament Terr-lpo . Peso total %xilose®
% ° (min) | biomassa| (mL) (mg/ml)

Caule 2 1,0 - 40 50 90 0,674 1,21
Caule 3 1,0 - 40 5,0 90 0,450 0,81
Caule 4 1,0 - 50 50 87,5 1,365 2,39
Caule 5 1,0 - 60 5,0 85 1,176 2,00
Caule 6 1,0 - 90 50 75 1,659 2,49
Caule 7 2,0 - 40 5,0 90 3,711 6,68
Caule 8 2,0 - 60 50 85 2,502 4,25
Caule 9 2,0 - 20 5,0 95 0,837 1,59
Caule 10 2,0 T1 40 50 90 3,276 5,90
Caule 11 2,0 T2 40 5,0 90 3,276 5,90
Caule 12 2,0 T2 40 5,0 90 2,115 3,81
Caule 13 2,0 T2 90 50 75 1,955 2,93
Caule 14 2,0 T2 90 5,0 75 3,810 5,72
Caule 15 2,0 T2 20 50 95 0,867 1,65
Caule 16 3,0 T1 40 5,0 90 2,360 4,25
Caule 17 5,0 T2 60 50 85 3,401 5,78
Mistura 1 1,0 - 40 5,0 90 0,564 1,02
Mistura 2 2,0 T1 40 50 90 2,443 4,40
Mistura 3 2,0 T2 40 5,0 90 4,156 7,48
Mistura 4 50 T2 90 50 75 6,088 9,13
Carolo 1 10 - 40 5,0 90 2,919 5,25
Carolo 2 2,0 T2 40 50 90 8,452 15,21
Carolo 3 2,0 T2 40 50 90 8,113 14,60
Carolo 4 2,0 T2 90 5,0 75 11,026 16,54
Carolo 5 3,0 T1 60 50 85 8,046 13,68
Carolo 6 2,0 T2 90 5,0 75 9,293 13,94
Carolo 7 50 T2 90 50 75 10,999 16,50
Folha 1 1,0 - 40 5,0 90 0,923 1,66
Folha 2 2,0 - 90 50 75 4,467 6,70
Folha 3 2,0 T1 40 5,0 90 4,327 7,79
Folha 4 2,0 T2 40 50 90 5,578 10,04

Folha 5 5,0 T2 90 5,0 75 9,612 14,42

"Volume total do meio de extracdo/hidrolise. * Concentragdo de xilose determinado por
HPLC. * Percentagem de xilose relativamente ao peso da biomassa utilizada na
extracdo/hidrélise. T1- tratamento com 24 horas “de molho”, T2- tratamento com 24
horas “de molho” seguida de 40 minutos em banho de ultrassons.
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2. Comparacéo dos Pre-tratamentos Utilizados

As amostras foram agrupadas de acordo com os tratamentos utilizados e
comparadas com as amostras ndo tratadas apresentadas na tabela 8. O tratamento T1,
onde as amostras foram colocadas 24 horas “de molho” na propria solugdo acida diluida
antes da extracao/hidrdlise, foi o primeiro pré-tratamento testado. Os valores do teor de
xilose para cada amostra estdo apresentados na tabela 9. Com a comparacéo das tabelas
podemos verificar que houve diferenca para os resultados da concentracdo de xilose nas
amostras que ndo foram tratadas antes da extracdo/hidrélise em comparacdo com as
amostras que foram pré tratadas, principalmente nas amostras do Caule, da Mistura e da
Folha o valor da concentracdo de xilose aumentou. O carolo foi a Unica amostra que nao
teve muita diferenca com este pré-tratamento (T1) ndo sendo possivel comparar 0s
resultados. A percentagem de &cido ndo interferiu nos resultados obtidos com esse pré-
tratamento e nem alterou os resultados para cada parte da planta do milho utilizado
mesmo quando o tempo de extracdo utilizado foi aumentado, mantendo o Carolo

sempre com os melhores resultados.

Tabela 9: Concentracdo de xilose obtida

nas amostras sem pré-tratamento. Tabela 8: Concentracdo de xilose obtidas

nas amostras no tratamentoT1 .

Biomassa | % Acido | Tempo | [xilose] %' 5
Biomassa | % Acido | Tempo | Xilose%*
Caule 2 1,0 40 1,21
Caule 3 1,0 40 0,81
Caule 4 1,0 50 2,39| |Caule 10 2,0 40 5,90
Caule 5 1,0 60 2,00 ,
aue Mistura 2 2,0 40 4,40
Caule 6 1,0 90 2,49
Mistura 1 1,0 40 1,02 Folha 3 2,0 40 7,79
Carolo 1 1,0 40 5,25
Folha 1 1.0 40 1.66 Caule 16 3,5 40 4,25
Caule 7 2,0 40 6,68 Carolo 5 35 60 1368
Caule 8 2,0 60 425| L2200 - : ¢
Percentagem de xilose relativamente a biomassa utilizada
Caule 9 2,0 20 1,59 " T1- as amostras sdo colocadas 24 horas “de molho”.
Caule 13 2,0 90 2,93
Folha 2 2,0 90 6,70
Carolo 2 2,0 40 15,21

! Percentagem de xilose relativamente a biomassa utilizada.
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No tratamento T2 as amostras foram colocadas 24 horas “de molho” e 40 minutos
em banho de ultrasson. Os resultados estdo agrupados na tabela 10 com a referéncia das
amostras testadas e o seu respetivo valor da concentracdo de xilose. Os resultados
obtidos foram melhores quando comparados com as amostras que foram tratadas com o
tratamentoT1 e com as que ndo foram pré tratadas (tabelas 8 e 9), a concentracdo de

xilose aumentou.

A extracdo/hidrolise com acido a 5% foi onde se obteve os melhores resultados
independentemente da parte da planta do milho utilizada. Houve uma pequena variacao
quanto ao tempo de extracdo, mas a medida que o tempo de extracdo foi aumentado os
valores da concentracdo de xilose obtidos eram maiores mesmo quando a percentagem

de 4cido utilizado fosse a 2% ou 5%.

Tabela 10: Concentragéo de xilose obtida nas amostras no T2

Biomassa | % Acido | Tempo | Xilose %'

Caule 11 2,0 40 5,9
Caule 12 2,0 40 3,81
Caule 14 2,0 90 5,72
Caule 15 2,0 20 1,65
Mistura 3 2,0 40 7,48
Folha 4 2,0 40 10,04
Carolo 3 2,0 40 14,6
Carolo 4 2,0 90 16,54
Carolo 6 2,0 90 13,94
Caule 17 5,0 60 5,78
Mistura 4 5,0 90 9,13
Folha 5 5,0 90 14,42
Carolo 7 5,0 90 16,50

percentagem de Xilose relativamente a biomassa utilizada
T2 — com tratamento adicional de 40 min. Em banho
de ultrassons.

Comparado os pré-tratamentos utilizados o tratamento T2 foi o melhor, temos o
exemplo da amostra Folha 2 que ndo foi pré tratada e a sua concentracdo de xilose foi
de 6,70%, enquanto na amostra Folha 3 foi aplicada o tratamento T1, esta teve uma
concentracédo de xilose maior (7,79 %) para um tempo de extracdo de 40 minutos. Ja na
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amostra Folha 2 foram necessarios 90 minutos para conseguir extrair uma concentragdo
de xilose ainda menor que a amostra Folha 3, onde s6 foram necessarios 40 minutos.
Contudo na amostra Folha 4 onde foi aplicado o tratamento T2 os resultados foram
ainda melhores, aumentando a percentagem de xilose para 10,04%. Em todas as
amostras, independente da parte planta do milho utilizada, o tratamento T2 foi o que
obteve melhores concentragdes de xilose nos hidrolisados. No pior dos casos, a variagdo
dos valores do teor de xilose quando aplicado os pré-tratamentos pode ser pequena em
comparagao as amostras ndo tratadas, mas nunca inexistente ou menor, o que sugere que
a aplicacdo dos pré-tratamentos serviu para ajudar na extracao/hidrélise da hemicelulose

na biomassa da variedade de milho Miami 600 utilizado.

3. Comparacdo dos Métodos de Extracdo Relativamente a
Percentagem Aproximada de Acucares Totais nos

Hidrolisados

3.1 Fibertec/Autoclave/Refluxo

A comparacdo dos métodos de extracdo/hidrolise utilizados é feita através do
valor de Brix, de onde é possivel determinar aproximadamente o teor em acucares totais

presentes no hidrolisado.

Uma vez que a extracdo/hidrolise acida nas condigdes utilizadas s6 consegue
extrair maioritariamente a hemicelulose e partes vestigiais de celulose e lenhina, o
acucar maioritéario hidrolisado € a xilose. O teor aclcar total obtido sera aproximada a
xilose existente nos hidrolisados, com isso quanto maior a percentagem dos agucares

totais maior € a eficiéncia do método de extracao.

A extracdo/hidrélise no “Fibertec” foi o primeiro método testado, por isso tem
um maior numero de amostras representadas na tabela 11 onde se encontra a descri¢cdo
do peso da amostra, 0 tempo de extracdo, e a percentagem de acido. O metodo resulta
em teores diferentes de acucares totais, dependendo da percentagem de &cido e o tempo
de extragdo utilizado, onde a 5% de acido e 90 minutos foram os melhores resultados
obtidos. Quando se aumenta o tempo de extracdo o valor de Brix aumentava 0 que

aparentemente representava um aumento do valor dos agucares totais no hidrolisado.

61



Resultados e Discusséo

Um problema no método de extracdo/hidrolise no “Fibertec”, foi a limitagdo na
quantidade de amostra em relagdo a proporcao solido/liquido, uma vez que ndo se
poderia utilizar quantidades elevadas de amostra para um volume reduzido de liquido
por perdas por evaporacdo. O maximo utilizado foi uma proporcao 1/20 (solido/liquido)

limitando a obtencéo de um hidrolisado muito concentrado em aguUcares.

Em relacdo aos valores obtidos nas duas variedades de milho, s6 podem ser
comparados os dados do Carolo da variedade Miami 600 (CR) com os dados do Carolo
da variedade Amiudo (CRa). A partir da amostra Carolo 3, estdo as amostras que
passaram pelos pré-tratamentos testados com melhores resultados, logo s6 podem ser
comparadas essas amostras uma vez que na variedade de Carolo Amiudo todos as
extracdes/hidrdlise passaram pelos pré-tratamentos anteriormente testados.

Em relacdo as variedades de milho, os valores da percentagem de acucares totais
aproximados ndo se distanciam muito nas mesmas condicdes de extracdo/hidrolise,
como €é o caso das amostras do Carolo 3 e 0 Carolo Amiudo 6 quando utilizados 2% de
acido e com 40 minutos de tempo de extracdo 2,70 % e 2,70 % respetivamente.
Também as amostras onde foram utilizados 2% de é&cido e 90 minutos de
extracao/hidrolise Carolo 4 e 6 (3,75% e 3,00% respetivamente), Carolo Amiudo 1 e 3
(3,00% e 3,75% respetivamente), os valores da percentagem de agucares totais foram
semelhantes. Enquanto os resultados para a percentagem de acUcares totais na
extracdo/hidrdlise com acido a 5% ndo foram semelhantes nas variedades de milho. Mas
de um modo geral o carolo da variedade Amiddo obteve melhores resultados
comparando as amostras do Carolo 7 e 8 (3,75% e 4,50% respetivamente), e do Carolo
Amiudo 2 e 5 (6,00% e 9,00% respetivamente).
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Tabela 11: Teor de agucares totais na extracdo/hidrélise em “Fibertec”
para a biomassa de milho das variedades Miami 600 e Amiudo.

Amostra Peso Tempo Acido BRIX % Agucares
(g) (min) % total % totais’
aproximado
Caule 10 5 40 2,0 4 1,80
Caule 11 5 40 2,0 5 2,70
Caule 13 5 90 2,0 5 2,25
Caule 14 5 90 2,0 5 2,25
Caule 15 5 20 2,0 8 5,70
Caule 16 5 40 3,5 6 2,70
Caule 17 5 60 5,0 9 3,40
Caule 18 5 60 5,0 12 5,95
Folha 1 5 40 2,0 4 1,80
Folha 2 5 90 2,0 7 3,75
Folha 3 5 40 2,0 6 3,60
Folha 4 5 40 2,0 6 3,60
Folha 5 5 90 5,0 17 9,00
Mistura 2 5 40 2,0 4 1,80
Mistura 3 5 40 2,0 6 3,60
Mistura 4 5 90 5,0 12 5,25
Mistura 5 5 90 5,0 12 5,25
Carolo 1 5 40 2,0 4 1,80
Carolo 3 5 40 2,0 5 2,70
Carolo 4 5 90 2,0 7 3,75
Carolo 5 5 60 3,5 8 4,25
Carolo 6 5 90 2,0 6 3,00
Carolo 7 5 90 5,0 10 3,75
Carolo 8 5 90 5,0 11 4,50
Carolo 1* 5 90 2,0 6 3,00
Carolo 2* 5 90 5,0 13 6,00
Carolo 3* 5 90 2,0 7 3,75
Carolo 4* 5 40 5,0 10 4,50
Carolo 5* 5 90 5,0 17 9,00
Carolo 6* 5 40 2,0 5 2,70
Carolo 7* 10 90 5,0 10 4,38
Carolo 9* 10 150 5,0 10 3,98
Carolo 13* 10 90 5,0 9 3,02

*Carolo da variedade Amiudo. ‘Brix medido nos hidrolisados. “Calculo dos
acucares aproximados existente nos hidrolisados.

Na extracdo/hidrolise utilizando a autoclave, os dados da medicéo de Brix foram
langados na tabela 12. Nestes ensaios apenas se fez variar a concentragdo de acido
utilizado, para cada exemplar das diferentes partes da planta do milho testadas. No caule
foram utlizadas concentracfes de acido a 1% e 2 % para as amostras oCaule 1 e ACaule
2 respetivamente, nos restantes exemplares também foi testada a extracdo com 5% de
acido sulfurico ja que nos tratamentos anteriores foi o que obteve melhores resultados.
Na maioria dos trabalhos pesquisados na literatura onde utilizavam as condicGes de

extragdo para o carolo em autoclave, os resultados encontrados foram somente para
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extracGes com o uso de &cidos a 1% e 2% e ndo com acido a 5%, que no nosso caso foi
0 que apresentou os melhores resultados. Entretanto ndo se pode comparar os valores
com esses trabalhos uma vez que a técnica de quantificacdo é diferente e a razédo
solido/liquido também. A escolha da razéo de extracdo solido/liquido utilizado para a
autoclave foi partindo do principio que estes valores no final teriam de ser comparaveis

com o outro método de extragdo antes utilizado (“Fibertec”).

Comparando a obtencdo da xilose das diferentes partes da planta, o Carolo
apresentou os melhores resultados independente da variedade, os valores sdo concisos
em todas as percentagens de acidos utilizados. A Folha mostrou ser a segunda com 0s
melhores resultados no teor de acglcares totais conforme o esperado, jA que na
quantificacdo da xilose em HPLC esta foi a segunda com maiores concentracdes de
xilose. Mas neste caso s foi possivel a utilizacdo de acido sulfarico a 2%, por isso ndo
podemos fazer a comparacdo com outras concentracdes de acido devido a falta de

amostra desta mesma variedade de milho inicialmente em estudo.

Tabela 12: Acucares totais na extragao/hidrélise em Autoclave

Peso Volume f Brix total % Agugares
Amostra Acido % 1 totais

) (mL) % aproximado?

proximado
aCaule 1 5,0 100 1,0 2 1,0
aCaule 2 5,0 100 2,0 4 2,0
aFolhal 5,0 100 2,0 5 3,0
aMistura 1 5,0 100 1,0 3 2,0
aMistura 2 5,0 100 2,0 4 2,0
aMistura 3 5,0 100 5,0 8 3,0
aCarolo 1 5,0 100 1,0 4 3,0
aCarolo 2 5,0 100 2,0 5 3,0
aCarolo 3 5,0 100 5,0 9 4,0
aCarolo 1* 5,0 100 1,0 4 3,0
aCarolo 2* 5,0 100 2,0 5 3,0
aCarolo 3* 5,0 100 5,0 9 4,0

*Carolo da variedade Amitdo.'Brix total medido nos hidrolisados. % Aproximado
de agUcares totais no hidrolisado.

O ultimo meétodo de extragdo/hidrdlise utilizado foi o sistema de ebulicdo em
solugdo acida sob refluxo, as condic¢des inicialmente usadas nas amostras eram em
proporcdo de 1/10 (solido/liquido) nas amostras do Carolo Amiudo 8, 10 elle nas
amostras do Carolo 9 e 10. Os resultados foram de acordo com o céalculo do Brix
tedrico, partindo do principio que a quantidade de hemicelulose possivel de extrair seria
cerca de 35%. No entanto como o objetivo final era aumentar a concentracdo de

hemicelulose nos hidrolisados colocando uma maior quantidade de amostra para um
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volume reduzido de acido, a extracdo passou a ser feita na proporcdo de 1/5
(solido/liquido) nas amostras de Carolo Amiudo 12, 14, 15 e 16, onde se obteve os
melhores resultados de agUcares totais aproximado.

O método de extracao/hidrélise utilizado foi realizado somente nas amostras de
Carolo para as duas variedades de milho em estudo, na tabela 13 encontra-se as

referéncias para as amostras testadas e suas condi¢6es de extracdo/hidrolise.

Tabela 13: Teor de acUcares totais na extracao/hidrélise pelo sistema ebulicdo em
Refluxo.

Peso | Tempo | Volume | Acido % AcuUcares totais

; 1
Amostra (@ | (min) | (mL) 06 | BrIX% aproximado®

Carolo 8* 20 90 200 5 10 5,00
Carolo 10* 20 150 200 5 10 5,00
Carolo 11* 20 90 200 5 10 5,00
Carolo 12* 20 150 100 5 14 9,00
Carolo 14* 20 150 100 5 13 8,00
Carolo 15* 20 150 100 5 13 8,00
Carolo 16* 20 210 100 5 14 9,00
Carolo 9 5 90 100 5 8 3,00
Carolo 10 20 150 200 5 10 5,00

*Carolo da variedade Amitdo. Brix total medido nos hidrolisados. 2 % Aproximado de aglcares totais no
hidrolisado.

Com a diminuicdo do volume do &cido diluido utilizado na extracdo os valor do
teor de acUcar total aumentou, como era esperado. Foram avaliados as diferencas no
tempo de extracdo para 90, 150 e 210 minutos, mas a diferenca relativamente ao teor de
acUcares totais é quase inexistente, variando no méaximo em 1% para o teor de agUcares
aproximado no hidrolisado. Em alguns casos nem houve variagdo quando o tempo era
aumentado, talvez porque o maximo da hemicelulose ja teria sido extraido ou também

porque sé se aumentava o tempo de extracdo e a temperatura se mantinha.

Avaliando de uma forma geral os trés métodos utilizados o melhor foi a
extracao/hidrdlise em &cido sob refluxo, ndo so por ter obtido valores de percentagem
de acglUcares mais elevados mas também por solucionar o problema de aumento da
concentracdo nos hidrolisados. No método com a “Fibertec” os valores variam muito
mesmo quando se trata da mesma amostra com as mesmas condigcdes se
extracao/hidrdlise. A autoclave foi o método pouco explorado por falta de condicdes
laboratoriais, mas os valores ndo estdo muito distantes dos outros métodos. Um fator

importante mencionar € que as amostras testadas na autoclave ndo passaram pelos pré-
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tratamentos estudados anteriormente, como o banho de ultrassons e colocar “de molho”,
0 que sugere a diferenca nos resultados, mas perante os outros métodos este € o Unico

que poderia ser aplicado a nivel industrial.

4. ldentificacdo e Quantificacdo do Furfural e o 2-

Hidroximetilfurfural

A presenca de furfural nos hidrolisados foi quantificada pela analise em SPME -
GS-MS atraveés do cromatograma padrdo de 2-HMF onde é feita a comparacdo dos

resultados dos cromatogramas das amostras.

Para identificar a presenca do furfural nas amostras foi feita a sobreposi¢cdo dos
cromatogramas com o cromatograma do 2-HMF padrdo conforme se representa no
gréfico 2. Para identificar o tempo de retencdo em cada amostra e verificar a presenca
ou ndo das bandas correspondentes pela existéncia do i&o molecular FW 126,1, quando
existente é feita a quantificacdo da respetiva area. Com os valores foi possivel construir

a tabela 14 para todas as amostras analisadas em SPME - GC-MS.

Gréafico 2: Sobreposicao dos cromatogramas obtidos por SPME- GC-
MS das amostras Folha 3 e Caule 9 com o padréo do furfural
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No grafico 2 foi feita a sobreposicdo dos cromatogramas do 2-HMF padréo e das
amostras Folha 3 e Caule 9 cuja extracdo/hidrolise foi feita no “Fibertec” nas condicdes
descritas na tabela 14. O maior pico é do 2-HMF (padréo) e na sobreposi¢cdo com 0s
outros cromatogramas 0s picos coincidem (onde se encontra a seta) embora esses sejam
em quantidades muito pequenas. O cromatograma de cor verde corresponde a amostra

Folha 3 e o cromatograma de cor laranja corresponde a amostra Caule 9.

Tabela 14: Quantificagéo relativa do furfural nos hidrolisados por SPME- GC-MS

Condic0es de Extragdo/hidrolise
Ref. Amostra Tempode | £ rea 2. HME
o . Retencéo (Tr)
% Acido Tempo (min.)
2-HMF -- -- 10,053 10000000,161
Caule 10 2,0 40 10,002 399014
Carolo 2 2,0 40 9,952 62040
Carolo 3 2,0 40 9,970 178000
Caule 4 1,0 50 9,985 240929
Mistura 2 2,0 40 9,967 88607
Folha 1 1,0 40 - -
Caule 6 1,0 90 10,060 76677
Carolo 1 1,0 90 - -
Caule 9 2,0 20 10,056 233552
Mistura 1 1,0 40 - -
Caule 5 1,0 60 9,889 929016
Caulel4 2,0 90 9,970 832134
Mistura 3 2,0 40 10,045 431567
Folha 3 2,0 40 10,048 146056
Caule 12 2,0 40 9,997 631350
Carolo 4 2,0 90 9,995 244379

! Padréo do 2-HMF
- N&o encontrado ou em quantidades vestigiais.

A presenca do furfural depende do tratamento utilizado, entretanto a percentagem
de acido e a utilizacdo de altas temperaturas, é de certa forma crucial para a formagéo
do furfural em elevadas quantidades. Nas extragdes com &cido a 1% ndo se identificou o
furfural, j& em concentragbes de 2% foi possivel em algumas amostras identificar o
furfural mas em pequenas quantidades. A quantidade reduzida do furfural é sinal de
condicBes suaves na extragdo/hidrolise ou seja, ndo se atingem temperaturas elevadas ou

porque as percentagens de &cidos utilizados ndo foram muito elevados.

67



Resultados e Discusséo

5. Purificacdo dos Hidrolisados da Xilose por Remocao das

Hexoses com o Crescimento da Saccharomyces cereviciae

A avaliacdo do crescimento da levedura foi feita atraves da medicéo da turvacéo,
desde o primeiro dia da inoculagdo (dia 0) ate cerca de 6 -7 dias de fermentagdo. O
potencial de crescimento da levedura nos hidrolisados, foi verificado com o aumento do
valor da turvacdo expresso em NTU.O crescimento da levedura no hidrolisado soO
poderia resultar devido a presenca das hexoses e dos sais minerais existentes no
hidrolisado, levando remocdo dos mesmos do extrato. Os melhores resultados do
crescimento da levedura foram nas amostras Carolo 1, 2 4 e Mistura 2, estdo

representados no gréafico 3 com os valores da turvacdo para cada dia em que foi feita a

medic&o.
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Gréafico 3: Curva de crescimento da levedura nas amostras de Carolo 4, 2 e 1, e na
Mistura 2.

A avaliagdo do crescimento da levedura no hidrolisado varia de amostra para
amostra porque a composi¢do dos hidrolisados sdo diferentes. No inicio da medigédo da
turvacdo (dia 0), cada amostra apresentava um valor diferente de turvacdo por isso a
grande diferenca no valor inicial da turvacdo ao longo da curva de crescimento. Nas

amostras do carolo 4, 2 e 1, e mistura 2, os valores de turvagdo foram aumentando
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formando uma curva de crescimento a cada dia de medi¢do. Somente no sétimo dia que
a turvacdo diminui ou manteve, talvez devido ao esgotamento dos nutrientes, mas nunca
diminui para além do valor da turvacdo inicial (dia da inoculacdo da levedura, dia 0). J&
nas amostras em que a fermentacdo ndo foi bem sucedida isso ndo aconteceu. Nao
houve curva de crescimento e os valores da turvacdo (NTU) variavam muito. Portanto
nem todos os resultados de fermentacdo da levedura nos hidrolisados foram positivos,
como é o caso das amostras Caule 10 e 12 apresentados no gréfico 4.

Curva de crescimento da levedura nos
hidrolisados
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Grafico 4: Variagdo da turvacdo dos hidrolisados inoculados a levedura nas amostras
Caule 10 e 12.

Na amostra Caule 10 quase ndo houve crescimento, nos primeiros dias houve um
pico de crescimento mas a partir do quinto dia o valor da turvagdo comecou a diminuir.
Na amostra Caule 12 o crescimento da levedura foi instavel, o valor da turvacdo
também comecou a diminuir logo a partir do quinto dia de medicdo. A principio o valor
da turvacdo no sétimo dia ndo poderia ser inferior a medicdo feita no primeiro dia da
inoculacdo da levedura (dia 0) o que sugere a presenca de inibidores, alguma
contaminacdo durante a fermentagdo ou falta de nutrientes. Logo néo se sabe se nestas

amostras houve ou ndo crescimento da levedura.

Apos a fermentacdo as amostras foram analisadas no HPLC, para confirmar a
ideia inicial de que a levedura se alimentaria das hexoses do hidrolisado, deixando as

pentoses, desta forma purificado, tornando a solucéo predominantemente rica em xilose.
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Os resultados da amostra mistura 2 podem ser observados no grafico 6, em que o
cromatograma “A” (cor azul) representa a cromatografia antes da fermentagdo onde
estdo presentes 0s acucares em C5 e C6 e o cromatograma “B” (cor preta) depois da
fermentacdo com a levedura onde ja ndo estdo presentes os agucares em C6 (zona com 0

circulo), demostrando a eficiéncia da remocdo dos acucares em C6 pela levedura
Saccharomyces cereviciae nos hidrolisados.
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Gréafico 5: Sobreposicdo do cromatograma da amostra Mistura 2 antes (A) e
depois (B) da fermentagdo com a levedura Saccharomyces cerviceae. As hexoses
(Tr = 15min.) desapareceram no final do processo.

A maioria dos resultados obtidos nos tratamentos com a levedura, levaram a
purificacdo dos hidrolisados, mesmo naqueles em que a presenca do furfural foi
identificada, comprova a sua presenca em quantidades vestigiais. Em alguns casos o
tratamento ndo foi muito eficiente, como é o caso da amostra do Caule 10 onde a
cromatografia antes da fermentagdo “A” apresentava pentoses e hexoses depois da
fermentacdo algumas hexoses permaneceram no hidrolisado “B”, deveriam ter sido
metabolizados pela Saccharomyces cereviciae. Os resultados podem ser confirmados no
gréfico 7 de sobreposicdo dos cromatogramas antes e depois da fermentacdo. A zona
marcada com o circulo é o local onde deveria ser diferentes apos a fermentacéo. O facto

de a levedura ndo ter consumido esses aglcares nessa amostra pode ser por nao ter
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havido condi¢des 6timas de crescimento, como por exemplo a presenca de inibidores de
crescimento como o 2-HMF (que nesta amostra foi cerca de 399014 de &rea analisada
no SPME- GC-MS, encontra-se na tabela 14). Também no grafico 4 a curva de

crescimento da amostra do Caule 10, teve muitas variacdes no valor da turvacdo e ndo
se sabe se houve crescimento da levedura.
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Gréfico 6: Sobreposicao dos cromatograma s da amostra do Caule 10 antes (A) e depois
(B) da fermentacdo com a levedura Saccharomyces cerviceae. As hexoses (Tr = 15min.)
ndo desapareceram na totalidade no final do processo.

6. Reducao com Borohidreto de Xilose a Xilitol

A etapa final de converesdo da xilose a xilitol foi feita com Borohidreto de sédio.
Os ensaios preliminares de reducdo com diferentes aglcares demostraram que solucdes

de C5 (pentoses) tém maior facilidade em ser reduzidos com a utilizacdo do borohidreto
de s6dio em relacdo aos C6 (hexoxes).

Um modo muito simples de verificar a totalidade da reducdo é fazer o teste de
Beneditt antes da reducdo, onde o resultado é positivo, e a solugdo muda de cor azul
para laranja tijolo (A) e depois da redugdo onde o teste é negativo se tiver havido a

reducdo completa dos agucares, ou seja o reagente de Beneditt mantem a cor azul (B)
representados na figural9.
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A reducdo com o borohidreto de sodio de um modo geral resultou para as
amostras em que foi feia a reducdo. A medida em que a concentracdo da xilose nos
hidrolisados fosse maior, era necessarios de uma grande quantidade de borohidreto para
efetuar a reducdo o que contaminaria mais o hidrolisado, tornando o método

dispendioso devido as varias etapas de purificacao.

Figura 19: Teste de Beneditt (antes “A” e depois “B”)

7. Purificacéo dos Hidrolisados

Ao realizar a neutralizacdo do acido utilizado na extracdo/hidrolise com o
carbonato de sédio ha a formacéo do sulfato de sédio, uma das formas para confirmar a
presenca do sulfato é a realizacdo do teste com o cloreto de bario onde ocorreu a
formagé@o de um precipitado branco no caso de ser positivo a presenca do sulfato. Os
testes realizados nas amostras dos hidrolisados foi positiva a presenca do sulfato como

aparece na figura 20.

A técnica utilizada para retirar o sulfato foi o armazenamento a baixas
temperaturas e depois o arrefecimento no frigorifico, ha a formacéo dos cristais de sodio
deca hidratado Para afirmar que os cristais formados sdo o sulfato de sodio, foi feito a
verificagdo do ponto de fuséo do sulfato numa estufa a uma temperatura inicial de 30°C
e posteriormente a 50°C. Os cristais derreteram (figura 21) logo nos primeiros 20
minutos uma vez que a temperatura do ponto de fusdo do sulfato de sddio deca
hidratado € de 32,5°C. Durante o aumento da temperatura e do tempo na estufa

formaram sais de sulfato e sodio.
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Figura 20: Teste de Cloreto Figura 21: Teste de Fusao
de Bario. dos Cristais.

No estudo na etapa final usa-se o borohidreto de sédio que acaba também por
contaminar o hidrolisado com ides resultantes da reacdo de reducdo. Para a remogéo

destes i0es do hidrolisado é utilizado a resina de troca iénica de leito misto.

A avaliacdo da eficacia da desmineralizacdo dos hidrolisados pela resina foi feita
pela medicdo da condutividade antes e depois da solugédo de xilitol passar pela coluna de
resina. As perdas durante este processo sdo avaliadas com a medicdo de Brix nas
amostras. A primeira amostra passada na coluna de resina de troca ionica foi o Carolo 3
(CR3) depois de reduzir os agucares, este apresentava a condutividade de 34,8mS/cm, e
depois de passar pela coluna de resina a condutividade reduziu para 965uS/cm. Assim
depois das amostras passarem pela resina de troca idnica, a sua condutividade diminui
de forma consideravel eliminando os minerais presentes e deixando uma solucdo de
xilitol bastante pura. Por evaporacdo a vaco obtém-se entdo o melagco rico em xilitol

apresentado na figura 22 seguinte.

Figura 22: Melago rico em xilitol
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Concluséao

O objetivo do trabalho, a obtencdo de um melacgo rico em xilitol, foi conseguido
com sucesso perante as condigdes disponiveis, com processos de obtengdo otimizados.
O melhor rendimento obtido foi de 16,5 % relativamente a extracdo/hidrélise da xilose
na biomassa do milho da amostra do Carolo7 em condicGes de extracdo/hidrolise com
acido sulfurico a 5% durante 90 minutos na proporcdo de 1/20 (solido/liquido). A

concentracéo de xilose foi quantificada em HPLC.

O segundo melhor resultado relativamente as diferentes partes da biomassa da
planta do milho, foi nas amostras da Folha (Folha 5) com 14,42 % de xilose
relativamente as 5g gramas de biomassa utilizado. As amostras do Caule foram as mais
testadas, em todos os tratamentos e métodos de extragao/hidrélise, mas em contrapartida
foi a amostra em que se obteve menores teores de xilose nos hidrolisados, enquanto para

as amostras da Mistura esperava-se melhores resultados.

N&o obtivemos bons resultados para o teor de xilose com acido sulfdrico a 1%
talvez devido aos métodos de extragdo/hidrdlise utilizados, entretanto na identificacdo
do furfural nas amostras tratadas com &cido a 1% ndo se verificou a presenca deste

inibidor, o que é muito importante quando a via de reducéo pretendida é a bioldgica.

Segundo alguns valores de Brix obtidos o processo de extracdo/hidrolise
conseguiu extrair quantidades aproximadas do méaximo tedrico possivel de 35% da
hemicelulose presente na biomassa das amostras, designadamente do Carolo perante a
utilizacdo de pré-tratamentos. Os valores obtidos ndo estdo a quem de resultados de
pesquizas de outros autores. A pesquisa de novos pré-tratamentos que facilitassem a
hidrolise das ligacBes da hemicelulose em diferentes biomassas seria de interessante

estudo.

O processo de purificagdo dos hidrolisados com a levedura Saccharomyces
cereviciae foi muito satisfatorio embora para projetos futuros, a melhoria das condicoes
de fermentacdo da levedura no hidrolisado seria interessante, de forma a obter
resultados de purificacdo ainda melhores. O processo de desmineralizacao utilizando o
carvao ativado também poderia ser testado comparado a sua eficiéncia em relacdo a
resina de troca ionica ou mesmo a juncdo das duas metodologias para melhorar a

purificacdo dos hidrolisados.

75



Concluséao

O processo de reducdo que inicialmente estava para ser testado ao longo do
trabalho seria a hidrogenacdo catalitica com o Niquel Raney, processo de reducdo
quimica utilizado maioritariamente nas empresas de producdo de xilitol. Mas por
impossibilidade de obtencdo do reagente ndo foi possivel. O processo de reducdo da
xilose a xilitol através da utilizacdo do borohidreto de sodio é muito eficaz na reducéo
de C5 mas acaba por contaminar as solu¢des com produtos da decomposic¢do do BHy4
Na”.

Uma das dificuldades encontradas foi no processo final de evaporacdo a vaco,
onde o melaco obtido estava muito contaminado com sais resultantes das etapas
anteriores de neutralizacdo e reducdo. Sugerindo entdo que fosse necessario varias

etapas de purificacdo com a resina de troca iénica.

No caso de expandir a técnica de extracdo da hemicelulose para o aumento da
escala de producdo, seria interessante a reavaliacdo do método em autoclave otimizada
para escala industrial. Perspetiva de estudos de reducdo da xilose pela via bioldgica,
com o estudo de um microrganismo capaz de purificar o hidrolisado metabolizando as
hexoses como fonte de ATP (energia), e reduzir a xilose para Xilitol com rendimentos
superiores aos 65% descritos nos estudos recentes na literatura. Uma vez que a
produgdo do xilitol vem da “reciclagem” de biomassa da planta do milho ou de outras
plantas, com elevado nivel de producdo pelo mundo todo, a otimizacdo de todo o seu
processo de obtencédo de forma a obter um grande rendimento, seria muito lucrativo para

0 mercado gracas a sua vasta area de aplicacao.

O mercado para o licor rico em xilitol € grande uma vez que depois este sofre
processos de transformacdo, mas também seria interessante estudos de cristalizacdo do
produto obtendo o xilitol cristalizado que poderia ser substituto da sacarose em

condi¢des moderadas.
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