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Resumo

A crescente demanda por xilitol nas industrias alimenticia, farmacéutica e odontologica
impulsiona a busca por métodos de producéao eficientes e sustentaveis. O estudo investigou o
potencial fermentativo de trés linhagens de Meyerozyma caribbica (CHAP-96, CHAP-103 e
CHAP-204) na produgdo de xilitol, um adogante amplamente utilizado em industrias alimenticias
e farmacéuticas. Utilizando um planejamento experimental baseado em Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR), as linhagens foram submetidas a diferentes concentragdes de xilose
e valores de pH para otimizar as condi¢des de producdo. Os resultados indicaram que a faixa
ideal para a producdo de xilitol estd em uma concentracao de xilose de aproximadamente 80 g/L
e pH proximo a 7, condic¢des que resultaram no maior rendimento para as linhagens CHAP-103
e CHAP-204. Em contrapartida, valores extremos de pH comprometeram o crescimento celular
e a eficiéncia do processo fermentativo, evidenciando os desafios metabdlicos enfrentados pelas
leveduras em ambientes adversos. Os modelos matematicos gerados apresentaram alta correlacéo
entre os valores observados e previstos, validando a analise experimental e fornecendo subsidios
para futuras otimizacGes. Conclui-se que a bioprodugdo de xilitol por M. caribbica é uma
alternativa ao método quimico tradicional, contribuindo para processos mais sustentaveis e
economicamente viaveis. Estudos futuros deverdo focar em estratégias para mitigar os efeitos
dos inibidores e aprimorar as condi¢g6es fermentativas.

Palavras-chave: Inibidores; hidrolisado lignocelulésico; Planejamento Experimental

Abstract

The growing demand for xylitol in the food, pharmaceutical, and dental industries drives
the search for efficient and sustainable production methods. This study investigated the
fermentative potential of three Meyerozyma caribbica strains (CHAP-96, CHAP-103, and
CHAP-204) for xylitol production, a sweetener widely used in food and pharmaceutical
industries. Using an experimental design based on a Central Composite Rotational Design
(CCRD), the strains were exposed to different xylose concentrations and pH values to optimize
production conditions.The results indicated that the optimal range for xylitol production was
achieved at a xylose concentration of approximately 80 g/L and a pH close to 7, which yielded
the highest efficiency for CHAP-103 and CHAP-204 strains. Conversely, extreme pH values
hindered cell growth and fermentative efficiency, highlighting yeasts' metabolic challenges in
adverse environments. The mathematical models generated showed a strong correlation between
observed and predicted values, validating the experimental analysis and providing a foundation
for future optimizations. It is concluded that xylitol bioproduction by M. caribbica offers a
promising alternative to traditional chemical methods, contributing to more sustainable and
economically viable processes. Future studies should focus on strategies to mitigate the effects
of inhibitors and enhance fermentative conditions.

Keywords: Hybridization; Inhibitors; Lignocellulosic hydrolysate; Design of experiments

1. Introducéo

A producdo de xilitol esta recebendo maior interesse devido a sua crescente demanda nas
industrias alimenticia e farmacéutica. O tamanho do mercado global de xilitol foi avaliado em
US$ 957 milhdes em 2023 e devera expandir a uma taxa de crescimento anual composta de 3,7
% de 2024 a 2032 (Glycol et al., 2024). O xilitol é utilizado como substituto do aglcar em
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alimentos com baixa caldrica (Kommineni et al., 2012) e encontra-se em grande expansao no
mercado devido aos seus efeitos prebioticos e aplicacdo de diversos produtos da industria de
alimentos (Camargo et al., 2015).

O processo de obtencdo de xilitol a partir da biomassa celulésica tem inicio com a
conversdo dos compostos lignocelul6sicos, na etapa de pré-tratamento, em seus aglcares basicos
entre os quais a Xilose que pode ser convertida em uma variedade de moléculas de interesse,
incluindo o xilitol. Atualmente, o xilitol é produzido por meio da hidrogenacao catalitica da
xilose, um processo quimico que demanda altas temperaturas e pressdes, resultando em elevados
custos energéticos. Além disso, utiliza-se catalisadores quimicos, como o niquel de Raney, o que
torna o processo ambientalmente prejudicial e contribui para um elevado custo no Mercado
(Ordefiana Manso et al., 2024).

A producédo biotecnolégica do xilitol utilizando microrganismos tem sido pesquisada
como alternativa para 0 processo quimico que, quando integrada ao modelo de biorrefinaria,
apoia as metas de sustentabilidade (Su et al.,, 2013). Determinados microrganismos,
especialmente leveduras, possuem uma capacidade intrinseca de metabolizar xilose e, quando
submetidos a condicGes otimizadas de processo, demonstram elevada eficiéncia na producgéo de
xilitol, como exemplificado pelo desempenho de Candida tropicalis em estudos recentes
(Bianchini et al., 2023).

A principal dificuldade encontrada no processo para obter xilitol a partir da xilose é a
formagéo de inibidores durante a etapa de pré-tratamento da biomassa lignocelulésica, os quais
impactam diretamente no estado fisioldgico das células de levedura e podem levar a reducao do
crescimento e da viabilidade celular, diminuir o rendimento, e aumentar o tempo de fermentagéo
(Basso et al., 2008).

Entre os inibidores gerados durante o pré-tratamento, o furfural, hidroximetil-furfural
(HMF) e o &cido acético sdo os compostos que interferem severamente no crescimento das
leveduras (Wang et al., 2014). Seus efeitos inibitorios e mecanismos sobre o crescimento de
leveduras foram amplamente investigados (Qin et al., 2016). O acético acido, derivado dos
radicais acetil presentes na estrutura da hemicelulose, pode penetrar na célula e se dissociar
causando uma diminuicao no pH intracelular e, assim, afetar o metabolismo celular (Guaragnella
& Bettiga, 2021). O furfural e HMF séo aldeidos com efeitos toxicos amplamente documentados
em células microbianas. Ambos os compostos atravessam a membrana microbiana por difuséo,
causando danos significativos a homeostase celular. Esses efeitos incluem o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no citoplasma, fragmentacdo de DNA,

disfuncdo de mitocondrias e vacuolos, desequilibrio no estado redox celular e inibicdo de
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enzimas essenciais da via glicolitica, comprometendo o metabolismo energético e a viabilidade
celular (Jilani & Olson, 2023).

A producdo biotecnologica de xilitol tem sido amplamente investigada ao longo dos anos,
com foco na otimizacéo de diversos fatores que afetam a conversao de xilose em xilitol. Entre as
principais areas de pesquisa destacam-se a adaptacdo celular aos inibidores presentes em
hidrolisados lignocelulésicos (Bianchini et al., 2022), o valor do pH (Felipe et al., 1995), a
concentracdo inicial do substrato (da Silva & de Almeida Felipe, 2006) e outros parametros
criticos que influenciam o rendimento e a eficiéncia do processo. Esses esforgos visam aprimorar
as condicGes bioprocessuais e viabilizar alternativas sustentaveis e economicamente
competitivas a producdo quimica convencional.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial fermentativo de 3
linhagens de Meyerozyma caribbica (CHAP-96, CHAP-103 e CHAP-204) produtoras de xilitol,
através de um planejamento experimental com diferentes concentragdes de xilose e valores de
pH.

2. Material e método
2.1 Cepas de levedura e preparacao de indculo

Foram avaliadas 3 cepas de Meyerozyma caribbica (CHAP-96 CHAP-103 e CHAP-204)
produtoras de xilitol, obtidas do Laboratério de Bioquimica de Leveduras da Universidade
Federal da Fronteira Sul, Campus Chapecd. As linhagens foram reativadas pela estria para obter
colbnia pura em YEPD agar estéril (2% de glicose; 1% de peptona; 1% de extrato de levedura)

seguido de incubacdo a 30°C por 24 horas.

2.2 Planejamento experimental e Fermentacdo em meio sintético de xilose

O planejamento experimental utilizado foi o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) fatorial 2@, elaborado no Software STATISTICA composto por onze ensaios,
constituidos por trés pontos centrais (Tabela 1). Como fatores foram testados diferentes
concentracOes de xilose e diferentes valores de pH, a fim de se encontrar as condig¢des ideais para
que o processo fermentativo ocorra de forma mais eficiente possivel. O rendimento de xilitol e 0

percentual do consumo de acgucar foi determinado como as respostas CCRD.



143  Tabela 1 - Planejamento experimental para producgéo de xilitol. Xilose (g/L) e pH.
144

Ensaio Xilose (g/L) pH
1 30 35
2 130 3.5
3 30 10.5
4 130 10.5
5 9.29 7
6 150.71 7
7 80 2.05
8 80 11.95
9 (PC) 80 7
10 (PC) 80 7
11 (PC) 80 7
145 *PC = ponto central
146
147 A partir do planejamento experimental gerado pelo Software STATISTICA, as

148 linhagens foram avaliadas em fermentacGes em lote. Para tal, as colonias foram pré-crescidas
149  durante 48 h em 10 mL de meio YEPD liquido estéril e depois inoculado (500 uL) em 50 mL de
150 meio YPX com 3 g/L de &cido acético, 0,2 g/L de furfural e 0,06 g/L de HMF, os principais
151  inibidores em hidrolisados lignocelulésicos. As concentragdes destes compostos foram assim
152  escolhidas a partir da média de valores relatados anteriormente (Bohn et al., 2021; Lucaroni et
153  al.,, 2022; Bonatto et al., 2020)

154 Os ensaios foram realizados a 30°C com agitacdo (140 rpm) em frascos de Erlenmeyer
155  tapados com algodéo por 48 horas. Amostras de cultura foram colhidas regularmente para medir

156 o crescimento celular através da densidade dptica a 600 nm utilizando um espectrofotdmetro
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(UV-2600, SHIMADZU). O restante da aliquota foi centrifugado (5000 g, 3 min), e seus

sobrenadantes utilizados para quantificar xilose e xilitol através de HPLC.

2.3 Métodos Analiticos

A determinacdo de xilose e xilitol foi realizado segundo Tadioto et al., 2022. Inicialmente,
as amostras dos sobrenadantes foram filtradas através de filtros 0,45 um antes da transferéncia
para frascos cromatograficos. As concentragdes dos compostos foram determinadas usando
HPLC (LCMS-2020, Shimadzu), com indice de refracdo detector (RID-10, Shimadzu) e uma
coluna para acidos organicos (Aminex HPX-87H, Bio-Rad). A fase mével utilizou 5 mM acido
sulfurico a 50 °C com vazdo de 0,6 ml/min. Curvas de calibracao foram estabelecidas para todas
as amostras usando sete concentragdes variando de 0,25 a 20 g/L para carboidratos e 0,125 a 10

g/L para xilitol.

3. Resultados e discussao
3.1 Fermentacdo em meio sintético de xilose

Leveduras da espécie M. caribbica s&o reconhecidas por sua habilidade em fermentar a
glicose de forma eficiente, produzindo etanol, e por acumular xilitol a partir da xilose disponivel
no meio (Tadioto et al., 2022; Arumugam et al., 2020). O consumo de xilose e 0 acimulo do
produto (xilitol) foram analisados sob a influéncia dos principais inibidores de fermentacao
encontrados na biorefneria 2G — compostos geralmente gerados durante o pre-tratamento e
hidrdlise (Jonsson et al., 2013).

A cinética do consumo de xilose e a producdo de xilitol, para as 3 cepas em cada
condicao de fermentacéo, estdo representadas nas Figuras 1, 2 e 3. Os valores de pH mais baixos
(2.05 e 3.5) comprometeram fortemente as cepas nas fermentagdes em lote, que apresentaram
consumo nulo ou insignificante de xilose. Estudos indicam que a adaptacdo de células de
levedura a condi¢des de pH &cido depende de dois fatores principais: a restauragdo do pH
intracelular, realizada por meio da exportagdo de protons via H*-ATPase de membrana, um
processo energeticamente exigente; e a geracao de ATP suficiente para sustentar esse mecanismo
enguanto promove o crescimento celular. Apesar do pH externo ser acido, as células de levedura
devem manter o pH intracelular préximo da neutralidade para garantir a eficiéncia de processos
metabdlicos essenciais (Schmidl et al 2021) tais como os das enzimas-chave envolvidas no
metabolismo da xilose, como xilose redutase e xilitol desidrogenase. Um estudo realizado por

Sene et al. (2000) demonstrou que pH abaixo de 3,5 diminui significativamente a atividade dessas
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enzimas em Candida guilliermondii, levando a rendimentos baixos de xilitol. Esses resultados
sdo consistentes com o0 comprometimento observado nas cepas avaliadas no estudo atual.

E relevante destacar que a selecdo da faixa de pH 10.5 foi fundamentada em estudos
prévios os quais indicam que valores de pH mais elevados atenuam os efeitos inibitorios
exercidos por acidos carboxilicos, como o acético, nos processos metabélicos (Bonatto et al.,
2020). Entretanto, nos experimentos realizados, observou-se que essa faixa de pH avaliada (10.5
e 11.95), as leveduras também enfrentaram dificuldade em metabolizar a xilose. Além disso,
deve-se notar que a presenca concomitante de todos os inibidores representa uma condi¢do muito
hostil para células de levedura (Bohn et al., 2021; Trichez et al., 2019; Lucaroni et al., 2022).

Em nosso estudo, podemos observar que somente as fermentacdes onde o pH foi ajustado
para 7 houve acimulo de xilitol. O pH préximo a 7 é frequentemente relatado como ideal para
varias espécies de leveduras produtoras de xilitol, incluindo C. tropicalis e C. guilliermondii.
Rodrigues et al. (2002) mostraram que pH mais alcalino favorece a atividade da xilose redutase
e reduz a formacéo de subprodutos indesejaveis, como etanol e acidos organicos. Em contraste,
valores de pH abaixo de 5,5 tendem a diminuir o rendimento devido a menor eficiéncia das
enzimas envolvidas na bioconversdo de xilose. Conforme relatado por Cheng et al., 2009 em
fermentagdes com C. tropicalis W103 utilizando hidrolisado de espiga de milho como substrato
e pH ajustado entre 4,5 e 6,5, foi observado que o aumento do pH de 4.5 para 6.0 resultou em
maior produtividade e rendimento de xilitol.

Em relacéo ao consumo de xilose, & importante mencionar que a condi¢do com 80 g/L de
xilose em pH 7.0 apresentou a maior taxa de consumo de xilose entre todas as condig¢des
avaliadas o que resultou no acimulo de aproximadamente 30 g/L de xilitol para as cepas CHAP-
103 e CHAP-204 e 20 g/L de xilitol para a cepa CHAP-96 em 48 h. Estudos como os
Barathikannan e Agastiande (2016) observaram que concentracdes elevadas de xilose favorecem
a producdo de xilitol, especialmente em espécies que suportam alta pressdo osmética, como no
caso de Candida tropicalis. No entanto, o efeito da concentracdo de xilose pode variar de acordo
com a cepa utilizada.

Os valores ideais de pH e concentracdo de acucar observados neste estudo estavam, em
grande parte, alinhados com as expectativas, uma vez que a literatura aponta para a limitada
tolerancia das leveduras a condi¢des extremas, as quais podem prejudicar consideravelmente seu

metabolismo em situacGes de estresse osmotico (Della-Bianca & Gombert, 2013).
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226  Figura 1. Consumo de xilose e acumulo de xilitol da cepa M. Caribbica CHAP-96
227  submetidas ao CCRD (Tabela 1). A triplicata dos pontos centrais estdo respresentados pela
228  sua média.
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246  sua média
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3.2 Planejamento experimental

O planejamento experimental € uma técnica de analise de dados experimentais
fundamentada em analise estatistica. Essa técnica € utilizada para estudar as variaveis que
influenciam positivamente ou negativamente as respostas desejadas, assim como a influéncia
exercida pela interagdo entre elas permitindo a otimizagdo do sistema ou processo sob anélise
(Rodrigues e Lemma, 2015).

As linhagens M. caribbica (CHAP-96, CHAP-103 e CHAP-204) foram avaliadas em um
DCCR fatorial 2(2), elaborado no Software STATISTICA, composto por onze ensaios
constituidos por trés pontos centrais e posterior construgdo das superficies de resposta para
avaliar os efeitos da concentracdo de xilose e pH sobre o acimulo de xilitol a fim de determinar
as condicdes otimas.

As 3 linhagens apresentaram comportamento semelhante em relagdo ao acumulo de

xilitol (g/L) nos diferentes ensaios realizados (Tabela 2).
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Tabela 2. Acimulo de xilitol (g/L) para as cepas CHAP-96, CHAP-103 e CHAP-204 avaliadas

em planejamento experimental

Ensaio Xilose (g/L) pH Xilitol ~ Xilitol (g/L)  Xilitol
(g/L) CHAP - (g/L)
CHAP - 103 CHAP -
96 204
1 30 3.5 0.02 0.02 0.02
2 130 3.5 0.00 2.65 0.01
3 30 10.5 3.43 0.30 2.52
4 130 10.5 2.58 0.00 1.00
5 9.29 7 1.40 3.34 2.16
6 150.71 7 12.0 9.55 10.0
7 80 2.05 0.01 0.02 0.02
8 80 11.95 0.01 0.02 0.02
9 (PC) 80 7 18.6 28.1 31.1
10 (PC) 80 7 17.9 27.6 29.7
11 (PC) 80 7 18.2 27.7 30.2

No planejamento experimental, foram considerados estatisticamente significativos 0s

termos em que p < 0.05, ou seja, a 5% de significancia. Os graficos de Pareto ilustram que a

reducéo na concentracéo de xilose e pH estimula efetivamente o acumulo de xilitol. Nota-se que

o teor de pH é o que mais influéncia no processo de acimulo de xilitol. Por outro lado, a interagdo

com 2 fatores “xilose * ph” ultrapassaram o valor de p = 0,05, no nivel de confianca 95 %,

comprovando que ndo sdo valores estatisticamente significativos A significancia das variaveis

independentes em relacdo a variavel resposta do acumulo de xilitol pode ser observada no grafico

de Pareto na Figura 1.
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Figura 1. Graficos de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis estudadas
(concentracao de xilose; pH) para acamulo de xilitol (g/L) das cepas CHAP-96 (A), CHAP-
103 (B) e CHAP-204 (C), considerando nivel de significancia de 5% (linha pontilhada
vermelha).

A partir das variaveis significativas foi gerado um modelo matematico que representou o
comportamento dos resultados experimentais e estes séo apresentados nas equacdes 1 (CHAP-
96), 2 (CHAP-103) e 3 (CHAP-204):

Z=-40.9+0.44*x-0.002*x?+11.25*y-0.78*y?-0.001*x*y+0 (1)

Z= -63.15+0.78*x-0.004*x2+16.83*y-1.18*y2-0.004*x*y+0 (2)

Z=-68.87+0.85*X-0.005*X? +18.24*Y-1.28*Y2-0.002*X*Y+0 (3)
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Onde Z representa acumulo de xilitol (g/L), X para concentracdo de xilose (g/L) e Y para

valor de pH.

A regressdo linear de experimental versus valores previstos apresentaram alto coeficiente
de correlagdo (R?) foram 0,93, 0,97 e 0,98, respectivamente, sugerindo uma correlagio
satisfatoria entre eles. A qualidade do ajuste pode ser avaliada através do grafico de valores
preditos versus valores observados que sdo mostrados na Figura 2. Os valores preditos pelo
modelo sdo representados pela reta, enquanto os valores observados séo representados pelos
pontos e quanto mais os dados se ajustam a reta de identidade, melhor ¢é a qualidade do ajuste.
Desta forma, observa-se que os valores preditos estdo proximos aos valores observados.

A.'I‘.'- ————

20

__________________________________________

Figura 2. Valores observados versus valores preditos para acimulo de xilitol das cepas
CHAP-96 (A), CHAP-103 (B) e CHAP-204 (C).
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Através dos graficos de superficie de resposta e curva de contornos (Figura 3) é possivel

observar a configuracdo para obtencdo do maior acimulo de xilitol (g/L), logo a regido 6tima foi
encontrada para as 3 linhagens avaliadas. Esta configuragdo Otima € obtida quando a variavel
concentracdo de xilose estd em torno de 80 g/L e o pH em torno de 7.

VR R

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Kilose g/l

i3

80 100 120 140 160
Xilose g/L

PR

Figura 3. Superficie de resposta e curva de contorno para o acumulo xilitol (g/L) das cepas
CHAP-96 (A), CHAP-103 (B) e CHAP-204 ©
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Conforme observado, a produgdo de xilitol por M. caribbica pode ser viavel,
especialmente em condi¢bes controladas que minimizem os efeitos adversos do pH e da
concentracdo de xilose. A adaptacdo da cepa, seja por meio de engenharia genética ou evolucéo
adaptativa, pode representar uma abordagem interessante para aumentar a resisténcia a condigdes

de estresse e melhorar a conversao de xilose em xilitol.

4. Concluséo

Os resultados demonstraram que a concentracdo de xilose em torno de 80 g/L e pH
préximo de 7 foram as condi¢des 6timas para maximizar o rendimento de xilitol, com destaque
para as linhagens CHAP-103 e CHAP-204, que apresentaram maior acimulo do produto. Os
dados revelaram também que valores extremos de pH e concentracdo de xilose comprometem
significativamente o metabolismo das leveduras. Além disso, a presenca simultanea de inibidores
comuns em hidrolisados lignoceluldsicos apresentaram desafios adicionais, reforcando a
necessidade de estratégias para minimizar seus efeitos no contexto industrial.

A analise estatistica e 0os modelos matematicos gerados corroboram a validade dos
resultados experimentais e oferecem insights valiosos para otimizacdo de processos futuros.
Novas pesquisas devem explorar estratégias adicionais de adaptacdo celular para mitigar os
impactos dos inibidores e aprimorar a eficiéncia do processo.
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