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Tecnologia supercritica como uma alternativa para purificar xilitol
biotecnologico

Supercritical technology as an alternative for biotechnological
xylitol purification
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Resumo

Processos biotecnologicos tém sido desenvolvidos e aplicados com sucesso para a obtengdo de novos
produtos. Entre estes, um em desenvolvimento ¢ o uso de microorganismos que fermentam a xilose
da fracdo hemiceluldsica de residuos agroindustriais a xilitol, um alimento funcional com importantes
aplicag0es industriais. Dentre os residuos agroindustriais o bagago de cana-de-agucar € o mais abundante
residuo lignoceluldsico no Brasil, e este ndo tem sido aproveitado em todo seu potencial devido ao
desconhecimento ou a ndo existéncia de tecnologias disponiveis para serem prontamente aplicadas,
ou tém sido utilizado de forma menos valorizada. Neste contexto a biotecnologia surge como uma via
alternativa para geracao de produtos de alto valor agregado visando aproveitar estes residuos em todo
seu potencial. Basicamente os processos biotecnologicos podem ser divididos em duas etapas: a etapa
do processo em si e a etapa de purificagdo. Como as etapas de separagdo, recuperagdo e purificagdo
constituem uma parte importante do processo biotecnoldgico, podendo alcangar até 80 % do custo
final do produto, este trabalho, por conseguinte, visou a recuperagdo e purificagdo de xilitol através
do uso de uma tecnologia alternativa, ainda ndo aplicada com este objetivo, a tecnologia supercritica.
O bioprocesso foi conduzido em um reator de leito fluidizado com células de Candida guilliermondii
imobilizadas em alginato de calcio eficazmente e o processo de purificagdo do meio fermentado foi
realizado em um extrator supercritico com capacidade de 50ml usando CO, + etanol como solvente.
Foi-se avaliado a influéncia dos parametros: pressao e suporte no processo de purificagao, utilizando um
planejamento fatorial completo 2? sendo a temperatura e o tempo de residéncia do solvente com a matriz
liquida mantidas constantes. Os resultados preliminares demonstram a potencialidade da utilizagdo da
tecnologia supercritica como uma alternativa para purificar xilitol biotecnologico produzido a partir de
bagaco de cana-de-agticar.

Palavras-chave: Purificacdo. Xilitol. Bagaco de cana-de-agticar. Tecnologia supercritica. Processos
biotecnologicos.

Abstract

Biotechnological processes have been developed and applied successfully to obtain new products. Among
these, one in development is the use of microorganisms that ferment xylose from the hemicellulosic
fraction of agroindustrial waste to xylitol, a functional food with important industrial applications.

' Pesquisador da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP. E-mail: diego
tresinari@yahoo.com.br

Graduando da Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas da Universidad de Chile, UC. E-mail: afernandezsotelo@gmail.
com

Pesquisador da Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de Sdo Paulo, USP. E-mail: bsarrouh@yahoo.es

Profs. da Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas da Universidad de Chile, UC. E-mail: Imasson@ciq.uchile.cl;
nromero@uchile.cl

Prof. da Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de Sao Paulo, USP. E-mail: silvio@debigq.eel.usp.br

* Autor para correspondéncia

5

Recebido para publicacdo 17/12/2009 Aprovado em 18/04/2011

621
Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 32, n. 2, p. 621-632, abr/jun. 2011



622

Santos, D. T. et al.

Among the agroindustrial waste the sugarcane bagasse is the most abundant lignocellulosic residue in
Brazil, and this has not been exploited to its full potential due to ignorance or lack of readily available
technology to be applied, or have been used in a less valued. In this context the biotechnology emerges
as an alternative route for generation of high-value added products aimed use this waste suitably.
Basically the biotechnological processes can be divided in two stages: the stage of the process itself and
the purification stage. As the separation, purification and recovery stages are an important part of the
biotechnology process, which can reach up to 80% of the final cost of the product, this study therefore
aimed the recovery and purification through the use of an alternative technology, not yet applied for
this aim, the supercritical technology. The bioprocess was carried out in a fluidized reactor with cells
of Candida guilliermondii immobilized in calcium alginate effectively and the purification process
was tested in a supercritical extractor with a capacity of 50ml using CO, + ethanol as solvent. It was
evaluated the influence of the parameters: pressure and support in the purification process, using a 22 full
factorial design keeping the temperature and residence time of solvent with the liquid matrix constant.
The preliminary results showed the potentiality of use supercritical technology as an alternative for
biotechnological xylitol purification produced from sugarcane bagasse.

Key words: Purification. Xylitol. Sugarcane bagasse. Supercritical technology. Biotechnology

Introducio

O xilitol além de ser um adogante alternativo
ndo cariogénico de grande valor sdcio-econdomico,
tem se destacado na area biomédica sendo utilizado
na prevencdo e combate de patologias como a
dermatite atopica (MASAKO et al.,, 2005a, b),
colite pseudo-membranosa (NAABER et al., 1996),
otite média aguda (KONTIOKARI; UHARI;
KOSKELA, 1998), osteoporose (TISCHLER et
al., 1996), anemia hemolitica (WANG; VAN EYS,
1981) e fibrose cistica (ZABNER et al., 2000).

Tradicionalmente o xilitol é produzido por
sintese quimica através da hidrogenacdo catalitica
da D-xilose por um processo que apresenta elevado
custo devido as condigdes de alta pressdo e
temperatura utilizadas e a necessidade de diversas
etapas de purificacdo da matéria-prima empregada.
(SILVA et al, 1997, WINKELHAUSEN;
KUSMANOVA, 1998). O alto gasto energético
aliado a necessidade de purificagdo prévia da
matéria-prima tem motivado a busca de uma rota
alternativa para producao deste adocante.

No Brasil, um dos residuos lignoceluldsicos mais
abundantes € o bagaco de cana-de-actcar. Existem
varias pesquisas visando o seu aproveitamento.
Uma potencial alternativa seria o emprego do
bagaco de cana-de-acticar como matéria-prima para
a bioproducao de xilitol (SILVA et al., 1997). Os
trabalhos relacionados com a producdo de xilitol

a partir de residuos ligniceluldsicos encontrados
na literatura enfatizam fundamentalmente os
aspectos de obtencdo e tratamento de hidrolisados
hemiceluldsicos, a reducdo de xilose a xilitol por
via quimica, assim como os aspectos metabolicos
da produgdo por via biotecnologica. Entretanto,
o processo de recuperacdo e purificacdo deste
bioproduto tem sido pouco reportado na literatura.

Um dos mais complexos passos para o
estabelecimento de um processo fermentativo
industrial ¢ a etapa de recuperacdo do produto
Segundo  Wheelwright (1987), a

etapa de recuperacdo e purificagdo de produtos

formado.

obtidos de meios fermentados ¢ a parte critica no
estabelecimento de um processo biotecnologico,
representando a maior fragcdo do custo de produgao.
Sendo assim, ha a necessidade de se estabelecer
técnicas eficientes e competitivas, de modo a tornar
0 processo biotecnoldgico viavel economicamente.

Segundo Asenjo (1990), quando se pretende
separar determinado produto de uma solugdo,
deve-se levar em consideragdo alguns critérios
pertencentes ao que o autor chama de regulamento:
“escolha o processo de separacdo baseado nas
propriedades
bioquimicas, escolhendo o processo pelo qual ira se
explorar as diferencas destas propriedades entre o
produto e impurezas de maneira mais eficiente”.

diferentes fisico-quimicas ou

Uma variedade de técnicas tem sido
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desenvolvida para a separagdo, recuperagido e
purificacdo de ingredientes alimenticios. Alguns
como a cristalizagdo ou precipitagdo ja estdo bem
estabelecidos, enquanto outros, separagdo baseada
em membranas e extracdo com fluidos supercriticos
tém sido estudadas visando a sua aplicagdo pela
industria em um futuro proximo (SINGH; SINGH,
1996).

A extracdo com fluidos supercriticos ¢ um

procedimento ambientalmente limpo que se
tem mostrado com um grande potencial para a
extragdo e purificagdo de compostos organicos em
diversas areas, como na industria farmacéutica,
de cosméticos, bebidas e alimentos (YODA et al.,

2003).

Um fluido superecritico ¢ definido por como sendo
algumasubstancia que se encontranasuatemperatura
e pressao criticas. O fluido supercritico apresenta
propriedades
entre liquido e gas. Sua densidade proxima a dos

fisico-quimicas  intermediarias
liquidos aumenta seu poder de solvente e sua
elevada difusividade e baixa viscosidade acelera a
transferéncia de massa (BRUNNER, 1994).

De todos os fluidos com potencial de utilizagao,
destaca-se o dioxido de carbono (CO,), em fungdo
de sua temperatura critica ser ligeiramente acima
da temperatura ambiente (31,1° C), o que evita
a destruicdo de substancias termossensiveis, a
sua pressao critica (73,8 bars ou 1071 psi) ndo ¢
dificil de ser obtida, ndo ¢ inflamavel, ¢ inodoro
CO,
¢ encontrado em alta pureza a um baixo custo
(BRUNNER, 1994).

e quimicamente inerte. Adicionalmente,

Segundo Yoda et al. (2003) quando se tem a
necessidade de solubilizar substancias de maior
polaridade, ¢ necessario adicionar pequenas
quantidades de co-solvente, geralmente solventes
orgénicos polares como o etanol, para modificar as

propriedades do solvente.

Diante do exposto, este artigo visou avaliar a
recuperagdo e purificagdo de xilitol produzido a
partir da bioconversdo de xilose de hidrolisado

hemicelulésico de bagago de cana de agucar através
do uso de uma tecnologia alternativa, ainda nao
aplicada com este objetivo, a tecnologia supercritica.

Material e Métodos

Obtencdo, concentracdo, caracterizacdo e
tratamento do hidrolisado hemicelulosico de
bagaco de cana-de-agucar

Foram utilizadas amostras de bagaco de
cana-de-actcar provenientes da Usina Guarany,
localizada na cidade de Olimpia/ SP. O hidrolisado
hemicelulésico foi obtido em reator de ago inox com
capacidade de 250 litros, localizado no departamento
de Engenharia Quimica da Escola de Engenharia de
Lorena/USP. O bagaco foi percolado com H2S0O4
(98 % de pureza) como catalisador em uma razao
de 100 mg H,SO,/ g de matéria seca durante 10
minutos a temperatura de 121° C. Apos resfriado, o
hidrolisado foi centrifugado e estocado em camara
fria a 4° C. O hidrolisado foi entdo concentrado sob
pressao reduzida em um evaporador de ago inox
com capacidade volumétrica de 30 litros a 70 ° C,
a fim de se obter uma concentracao de xilose 5
vezes maior do aquela obtida na hidrolise. Apds a
etapa de concentragao o hidrolisado foi tratado com
oxido de calcio comercial para elevagdo do pH até
o valor de 7,0. Em seguida foi filtrado sob vacuo e
entdo tratado com acido fosforico para diminuir o
pH até o valor de 5,5, seguido novamente de outra
etapa de filtragdo. Carvao ativo foi utilizado em
uma proporcao de 2,5% (massa de carvao/ volume
de hidrolisado tratado), levado ao shaker onde foi
agitado a 200 rpm, 30°C, por uma hora. Em seguida,
filtrado a vacuo novamente ¢ autoclavado sob
pressao de 0,5 atm durante 15 minutos conforme
procedimento descrito por Alves et al. (1998). A
caracterizacdo quimica visando a determinagdo de
seus agucares componentes foi realizada por HPLC
em cromatografo SHIMADZU LC-10-AD.
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Microrganismo e preparo do inoculo

Em todos os experimentos utilizou-se a linhagem
de levedura Candida guilliermondii FT1 20037,
descrita por Barbosa et al. (1988), proveniente
da cole¢do de culturas do Departamento de
Biotecnologia da Escola de Engenharia de Lorena/
USP, mantida em meio agar extrato de malte.

O indculo foi preparado por cultivo da levedura
em frascos Erlenmeyer de 125 ml contendo 50 ml de
meio sintéticocompostode 30 g/ldexilose comercial,
3 g/l de sulfato de amonio, 0,1 g/l de cloreto de calcio
e 10% (v/v) de extrato de farelo de arroz. As células,
cultivadas em incubadora de movimento rotatorio
com agitacdo de 200 rpm, a temperatura de 30°C,
por 24 horas, foram recuperadas por centrifugacao
a 2000Xg por 20 min, lavadas e ressuspensas em
agua destilada esterilizada. Volumes adequados
desta suspensao foram utilizados como inoculo de
forma a se obter uma concentracdo celular inicial
adequada no fermentador. Para o preparo do extrato
de farelo de arroz uma suspensdo de farelo de arroz
na propor¢ao de 200 g de farelo para cada litro de
agua foi preparada. Em seguida, esta suspensdo foi
autoclavada por 15 min e a temperatura de 1110C.
Apbs o resfriamento, o sobrenadante foi separado
por centrifugacao a 2000Xg por 30 min e utilizado
nos ensaios.

Meio de fermentagdo

O meio de fermentagao foi preparado pela adi¢ao

de 3g/l de sulfato de amonio, 0,1 g/l de cloreto de
calcio e 10% (v/v) de extrato de farelo de arroz ao
hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana-de-
agucar.

Imobilizacdo das células de candida

guilliermondii em alginato de cadlcio

As células foram imobilizadas pelo método
de aprisionamento em gel de alginato de célcio.
A suspensdo celular, obtida conforme descrito
anteriormente, foi adicionada a uma solugdo de
alginato de sddio (2%) (SG 1100— Degussa Ltda,
Brasil), previamente autoclavada a 111°C por 15
min, de modo a se obter uma suspensdo celular
homogénea, com concentragao celularigual a 3,0 g/1.
Esferas de gel foram produzidas pelo gotejamento
desta suspensdo em uma solugdo de cloreto de
calcio com concentragdo igual a 0,1 M mantida sob
agitacdo, previamente preparada em dgua destilada e
esterilizada a 121°C por 30 min. Para o gotejamento
da suspensao celular na solugdo de cloreto de calcio,
uma bomba peristaltica e duas agulhas 19 G (1 %
polegada) foram utilizadas, conforme ilustrado na
(Figura 1). As esferas formadas, contendo as células
imobilizadas, foram mantidas na solugao de cloreto
de calcio a 4°C pelo periodo de 24 h. Apos o periodo
de cura, as esferas foram lavadas em agua destilada
esterilizada e utilizadas nos ensaios fermentativos.
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Figura 1. Representagdo esquematica do sistema utilizado para a imobilizagdo das células de Candida guilliermondii

em gel de alginato de calcio.

Biorreator de leito fluidizado e condigoes de
fermentagdo

O processo de bioconversdo foi conduzido
em um reator de leito fluidizado adquirido da
Bioengineering (Wald, Suica) marca PID Fermenter
AWS, com capacidade nominal de 1,7 litros (Figura
2). A fermentacao foi controlada utilizando sensores
apropriados no recipiente principal do reator para
monitorar as variaveis: temperatura, pH inicial,
oxigénio dissolvido, vazdo de recirculagdo do meio
fermentado (fluxo da bomba de reciclo) e vazao
de ar. O processo foi iniciado pelo enchimento
do reator com o suporte alginato de calcio
contendo células ativas de Candida guillermondii

imobilizadas e o meio de fermentacdo, sendo que,
em seguida, os pardmetros operacionais foram
ajustados para uma temperatura de 30°C e pH
inicial de fermentacao de 5,5. Para a determinagdo
de possiveis efeitos determinados pelas variaveis
em estudo sobre as respostas analisadas, optou-se
pela adogdo do tempo de consumo de 90% de xilose
inicial presente no meio como ponto de referéncia
para as analises estatisticas. Foram determinadas as
concentracdes dos agucares residuais e xilitol por
HPLC em cromatografo SHIMADZU LC-10-AD
apos a separagao das células imobilizadas do meio
fermentado por simples filtragdo.
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Figura 2. Representagdo esquematica do biorreator de leito fluidizado.

Extrator supercritico e condigoes de extrag¢do

O extrator supercritico utilizado foi um da marca
Applied Separations, modelo Spe-ed SFE, equipado
com restritor independente de fluxo e pressao, com
extratores de aco inoxidavel 316SS com capacidade
de 50ml projetados para resistir a pressdoes de
600bar e temperatura de 220 °C (Figura 3). CO,
foi o solvente utilizado para percolar o extrator. O
extrator foi preenchido com uma solugdo contendo

45 % (v/v) de meio fermentado e 55 % (v/v) de
etanol puro diretamente ou através de embebimento
em celite (suporte so6lido inerte).

de
inicialmente de extragdo estatica por 15 minutos,

O  procedimento extracdo  consistiu
seguida de extragcdo dinamica a uma determinada
temperatura (T = 50° C) e pressdo (400 ou 500 bar)

por também 15 minutos.
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Figura 3. Representacao esquematica do extrator supercritico.

Delineamento experimental

Pressdao e uso de suporte (Celite) foram as
variaveis avaliadas. Na (Tabela 1) estdo apresentados
os niveis escolhidos para cada variavel. O sinal
(+) representa o nivel maximo; o sinal (-) o nivel
minimo. Um planejamento fatorial completo 2? foi
estudado, conforme mostrado na (Tabela 2). Como
variaveis de resposta considerou-se a eficiéncia de

extracdo de xilose do meio fermentado e a eficiéncia
de retencao de xilitol no residuo (meio fermentado).
As outras variaveis, volume de amostra, volume de
co-solvente, tempo de extracdo e temperatura foram
todas fixadas em valores previamente determinados.
Baseado em experimentos anteriores (resultados ndo
apresentados) os valores empregados das varidveis
foram, respectivamente: 4ml, Sml, 30 minutos e 50°
C.

Tabela 1. Codificacao dos niveis para os parametros avaliados (Temperatura cte = 50°C)

Inferior (-)

Nivel Superior(+)

Parametros Nivel
X, (Pressdo, bar) 400
X, (Suporte (Celite)) Sem

500

Com

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial 22 para estudo da influéncia das varidveis: pressdo e suporte na
eficiéncia de extragao de xilose e xilitol do meio fermentado.

Experimentos X, X, X, (bar) X,

1 - - 400 Sem
2 - + 400 Sem
3 + - 500 Com
4 + + 500 Com

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 32, n. 2, p. 621-632, abr/jun. 2011
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Parametros de fermentagao e de extragdo

a)Fator de conversao de xilose em xilitol (Yp/s, g
xilitol/g xilose)

Yp/s = AP/AS=(P£-Pi)/(Si-Sf)
Onde:

)

Pf = concentragao final de xilitol
Pi =concentracao inicial de xilitol
Sf=concentrac¢ao final de xilose

Si=concentrac¢do inicial de xilose

b)Eficiéncia de conversio de xilose em xilitol
(n%)

n (%) = (Yp/s obtido / Yp/s tedrico) x 100
()

Onde:  Yp/s tedrico= 0,917 g xilitol/g xilose
(BARBOSA et al., 1988)

c¢)Produtividade volumétrica em xilitol (Qp, g
xilitol/1.h)

Qp =(Pf-Pi)/ t
Onde:

3)

t = tempo de fermentagao.

d)Eficiéncia de extracdo de xilose do meio
fermentado (%)

E, (%) = (xilose extraida(g/l)/ xilose inicial na
amostra (g/1) x 100 (4)

Onde: xilose inicial na amostra (g/1) = 4,2 g/

e)Eficiéncia de retencdo de xilitol no residuo
(meio fermentado) (%)

E, (%) = [xilitol inicial na amostra(g/l) - xilitol
extraido(g/1)/ xilitol inicial na amostra (g/l) x 100

6))
Onde: xilitol inicial na amostra (g/l) = 41,5 g/l

Meétodos analiticos

As
foram determinadas por HPLC em cromatografo
SHIMADZU LC-10-AD. Para a analise do teor
das amostras estas foram previamente filtradas em
filtro Sep Pak C18 e injetadas no cromatdgrafo,
utilizando-se as seguintes condigdes: coluna BIO-
RAD AMINEX HPX-87H (300 X 7,8 mm) mantida
a temperatura de 45°C; volume de injecao de 20 pl;
detector de indice de refragao RID 6A; fase mével
H,SO, 0,01 N e fluxo de 0,6 ml/min.

concentracdes dos acgucares e xilitol

Resultados e Discussao

Obtengao de xilitol biotecnologico a partir de
bagago de cana-de-acucar utilizando célula
de candida guilliermondii imobilizadas em
alginato de calcio

Uma etapa primordial na obtengdo de xilitol
biotecnoldgico a partir de residuos agroindustriais &
a etapa de hidrolise da fracao hemiceluldsica, fragdo
estarica em xilose (SARROUH et al., 2007a). Neste
trabalho o método de hidrolise acida com H,SO, foi
o utilizado.

Apo6s as etapas de concentracdo, tratamento e
auto-clavagem do hidrolizado hemiceluldsico de
bagaco de cana de agucar uma concentragdo de
65,11 g/l de xilose foi obtida. Outros compostos
também foram detectados, tais como outros
acUcares, arabinose, glicose, acido acético, bem
como tragos dos inibidores de fermentacao furfural,
hidroximetilfurfural, dentre outros, conforme
esperado (SARROUH; SANTOS; SILVA, 2007b).
Devido a baixa concentragdo destes compostos
no hidrolisado considerou-se neste estudo que o

hidrolisado continha majoritariamente xilose.

Utilizando este hidrolisado e células de Candida
guilliermondii imobilizadas em alginato de calcio
apos 96 horas de fermentagdo obteve-se um meio
fermentado contendo uma concentracdo de xilitol
de 41,5 g/l e de xilose residual de 4,2 g/l, sendo
93,55 % do substrato (xilose) convertido neste
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produto (xilitol). O fator de conversao de xilose em
xilitol (Y,
de xilose em xilitol (1) de 62,49 % e a produtividade
volumétrica em xilitol (Qp) de 0,389 g de xilitol/Lh.

) foi de 0,573, a eficiéncia de conversao

Comparativamente a  outros  trabalhos
desenvolvidos utilizando outros tipos de reatores
e/ou outros métodos de imobilizacdo de células
para o mesmo sistema fermentativo os resultados
deste trabalho foram similares e em alguns casos
melhores. Santos et al. (2003) utilizando células
imobilizadas em vidro poroso e o mesmo bioreator
de leito fluidizado neste trabalho obteve uma
produtividade volumétrica em xilitol (Qp) 28,03 %
menor que a obtida com o sistema de imobilizagao
selecionado neste estudo.

Recuperacgdo e purificagcdo de xilitol utilizando
tecnologia supercritica

O meio fermentado obtido contendo
majoritariamente xilose e xilitol foi utilizado
nos ensaios de recuperagdo/purificagio de

xilitol. Analogicamente a consideracdo de que o
hidrolisado somente continha xilose devido a baixa
concentracdo dos outros compostos, considerou-se
que no meio fermentado somente continha xilose
ndo fermentada e xilitol.

A separacdo de compostos de meios complexos
tem
Processos que visam a separacao de xilose de outros
compostos ainda estdo em fase de desenvolvimento
e geralmente empregam varias etapas. Em 2009,
um processo foi desenvolvido para esta finalidade,
porém somente emprega CO, supercritico em uma
das diversas etapas para remover os compostos
mais apolares (HOLLINGSWORTH, 2009). Payne
e Kerton (2010) estudando a solubilidade de xilose
e xilitol em diferentes fluidos ambientalmente

sido estudada para diferentes sistemas.

corretos demonstraram que xilitol s@o insolaveis
em CO, supercritico puro. Como a utilizagdo de co-
solventes propicia um aumento na solubilidade de
compostos mais polares em CO, supercritico, etanol

foi adicionado como co-solvente neste trabalho.
Porém, observou-se que o que ocorria era uma pouca
solubilizacdo do xilitol e uma grande da xilose em
diéxido de carbono supercritico. Possivelmente,
uma explicagdo para este fendmeno seria que a
quantidade de etanol adicionada ao CO, que atuou
como co-solvente foi pequena, ndo resultando no
aumento da polaridade necessaria para se extrair
(recuperar) o xilitol. Usualmente a faixa de teor de
co-solvente adicionada ao CO, € de 5 a 20 % (m/m)
e o empregado neste trabalho foi de 6,42 % (m/m).
Outra provavel explicagdo seria que o0 modo como
o0 co-solvente foi empregado também tenha afetado
a sua eficiéncia em modificar a polaridade do CO,
supercritico. Geralmente, uma mistura de CO, e co-
solvente sdo bombeadas conjuntamente ao extrator
nao sendo o co-solvente adicionado diretamente
ao extrator, apesar de haver trabalhos que indicam
que, por exemplo, um determinado teor de umidade
(agua ao solido a ser extraido) do que se deseja
extrair pode atuar modificando a polaridade do
solvente supercritico empregado.

Como o objetivo deste trabalho ¢ a separagdo
destes compostos independentemente da forma
como ela ¢ realizada, os experimentos foram
prosseguidos empregando os 6,42 % (m/m) de
etanol como co-solvente e CO, supercritico como
solvente, visando atingir uma maxima remog¢ao de
xilose do meio fermentado e uma minima de xilitol.
Desta forma, um alto teor de xilitol deveria ficar
retido na célula extratora e um alto teor de xilose
deveria sair como extrato por arraste/solubilizag¢ao
em CO, supercritico + etanol.

Assim, foram feitos 4 ensaios em duplicata
seguindo a matriz experimental ja apresentada
(Tabela 2) visando avaliar a potencialidade desta
tecnologia para esta nova aplicacdo, bem como
verificar a influéncia das varidveis pressdao e
necessidade de suporte no processo de purificacdo
de xilitol de meio fermentado. Foram calculadas a
eficiéncia de extragdo de xilose do meio fermentado
e a eficiéncia de retencdo de xilitol no meio
fermentado para cada ensaio (Tabela 3).

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 32, n. 2, p. 621-632, abr/jun. 2011

629



Santos, D. T. et al.

Tabela 3. Resultados experimentais dos ensaios extrativos.

Experimentos X1 (bar) X2 Extracio de xilose (E) (%) Retencio de xilitol (R) (%)
1 400 Sem 17,44 98,11
2 400 Com 9,02 98,68
3 500 Sem 48,02 95,76
4 500 Com 16,76 98,67

A analise da eficiéncia de extragdo de xilose
foi realizada através de calculo direto sobre a
concentracdo de xilose no extrato. Encontrapartida,
a eficiéncia de retencdo de xilitol no residuo (meio
fermentado) foi realizada de forma indireta através
de calculos de balango de massa.

Observou-se que a eficiéncia de extracao de xilose
e de retencdo de xilitol do meio fermentado alcangou
valores da ordem de 48 e 98%, respectivamente,
demonstrando a potencialidade de separagdo
destes compostos por esta tecnologia. Apesar de
ainda, conseqiientemente, mais de 50 % de xilose
tender a permanecer no meio fermentado futuros
principalmente
focados na otimizacao da extragdo de xilose, uma
vez que os resultados de eficiéncia de retencao de

experimentos serdo realizados

xilitol foram promissores.

A fim de melhor analisar os resultados obtidos,
e se determinar o grau de influéncia de cada fator
sobre as extragdes, calculou-se os efeitos individuais
dos fatores e o efeito de interag@o pressao/suporte
(Tabela 4).

A (Tabela 4) mostra que para a variavel resposta
R (Retengio de xilitol), tanto o fator pressdo como o
fator uso de suporte, bem como a sua intera¢ao nao
foi significante, pois geralmente para que um fator
seja considerado significante, este deve apresentar
um valor de efeito maior que 10. O que quer dizer
que a faixa de pressdo utilizada, bem como o fato de
se agregar ou ndo Celite, ndo interferiu na eficiéncia
de retencao de xilitol do meio fermentado.

Tabela 4. Calculo dos Efeitos individuais e de interagao.

Fatores Extracao de xilose (E) (%) Retencao de xilitol (R) (%)
Pressao 19,16 -1,18
Suporte -19,8 1,74
Pressao/Suporte -11,42 1,17
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Japara a variavel resposta E (Extracao de xilose),
tanto o fator pressdo como o fator uso de suporte
foram significantes (efeitos individuais altos),
o que quer dizer que estes dois fatores exercem
influéncia sobre a eficiéncia de extragdo de xilose
do meio fermentado. E devido aos seus expressivos
valores numéricos de efeitos individuais (19,16 ¢
19,84), esta influéncia ¢ muito significativa sobre
esta variavel resposta. Verifica-se que uma pequena
alteracdo nestas variaveis, por exemplo, alteracao
na pressdo de 50 bars resulta em uma alteracdo

significativa no valor de E. Analisando-se o valor
real dos efeitos individuais, quer dizer, levando-se
em conta o sinal que o acompanha, pode-se concluir
que o aumento da pressao, conjuntamente com o fato
de ndo se suportar a amostra em celite possibilita
melhores eficiéncias de extracdo de xilose do meio
fermentado.

A partir dos calculos dos efeitos individuais e
de interagdo (Tabela 4), pdde-se chegar ao seguinte
modelo matematico (Equacdo 1 e 2) que expressa
a relacdo entre a eficiéncia de extracdo de xilose e
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de retengdo de xilitol, respectivamente, em fungado
dos fatores analisados dentro da faixa de condigdes
ensaiadas (sem — com suporte; 400 — 500 bar):

Y = Média + Ea/2*(a) + Eb/2 *(b) + Eab/2*(a)*(b)
Equacio Geral

Y =22,81 +9,58%(a) — 19,84*(b) — 5,71*(a)*(b)
Equacao 1

Y = 22,81 — 0,588%(a) — 0,87*(b) —0,585*(a)*(b)
Equacao 2

onde: a = Pressao e b = Suporte

Conclusoes

Conclui-se que a aplicagdo da tecnologia
supercritica como uma alternativa para purificar
xilitol biotecnoldgico produzido a partir de bagaco
de cana de agtlicar € promissora.

Utilizando células de Candida guilliermondii
imobilizadas em alginato de calcio resultados
similares ou melhores do que utilizando outros
tipos de reatores e/ou métodos de imobilizacdo de
células para o mesmo sistema fermentativo foram
obtidos: Y, . =0,573,1=62,49 % e Qp=10,389 g

P/S

de xilitol/Lh.

Verificou-se que os melhores resultados
em termos de separacdo de xilitol do agucar
residual xilose foram obtidos ao se utilizar meios
fermentados ndo suportados em celite e a pressdes
maiores de extragdo. Observou-se que a eficiéncia
de extracdo de xilose e de retencdo de xilitol
do meio fermentado alcangou valores da ordem
de 48 e 98%, respectivamente, demonstrando a
potencialidade de separagdo destes compostos por
esta tecnologia. Apesar de ainda, conseqiientemente
mais de 50 % de xilose tender a permanecer no meio
fermentado futuros experimentos serdo realizados
principalmente focados na otimizagdo da extracdo

de xilose.
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