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Resumo: A produgao da cevada para a industria cervejeira gera uma grande quantidade de residuos, como
a palha de cevada, um residuo lignocelulésico que quando submetido a hidrélise acida gera um hidrolisado
hemiceluldsico, rico em substrato agucarado, que sdo importantes para o crescimento de microrganismos
que geram como produtos substéncias de interesse econdmico, como por exemplo, o xilitol. Xilitol € um
poliol com o mesmo poder edulcorante e conteddo calérico menor que o da sacarose. O metabolismo
insulina-independente dessa molécula e suas propriedades anticariogénicas o tornam um ingrediente util
para alimentos funcionais. A bioproducao de xilitol utilizando a levedura Candida guilliermondii FTI 20037 é
uma alternativa atraente ao atual processo industrial de produgédo do poliol, que consiste na hidrogenagao
catalitica da xilose proveniente nos materiais lignoceluldsicos.
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Introducao

A cevada é uma planta da familia das
gramineas, semelhante ao trigo e sua cultura é
efetuada em climas temperados. E o quarto cereal
mais importante no mundo, sendo precedido pelo
trigo, arroz e milho (EMBRAPA, 2006). No Brasil, a
cevada ¢é cultivada em escala comercial
exclusivamente para a fabricagdo de malte,
principal matéria prima da industria cervejeira. A
cevada libera 30-35% do peso do grdo como
casca, quando processada industrialmente para
fins alimenticios, causando impacto ambiental
negativo. Um aproveitamento integral e mais
eficiente dos materiais lignocelulésicos pode ser
conseguido mediante a separagédo das principais
fracdes lignocelulésicas em moléculas mais
simples (SUN et al., 2005). Para a utilizagdo da
hemicelulose, uma hidrdlise a baixa temperatura e
curtos tempos de reagdao sao mais convenientes,
pois impedem a degradagdo da xilose, formando
produtos que podem ser fortes inibidores do
metabolismo  microbiano  (WINKELHAUSEN;
KUZMANOVA, 1998; CRUZ et al., 2003;
MUSSATO, ROBERTO, 2004). O hidrolisado
hemicelulésico de palha de cevada pode ser
utilizado como uma alternativa promissora para a
biotecnolégica de xilitol utilizando a levedura C.
guilliermondii, substituindo o processo atualmente
utilizado, que apresenta custo elevado em funcao
da necessidade de varias etapas de purificacdo da
xilose.

O objetivo do presente trabalho ¢é a
otimizacéo da hidrélise acida da palha de cevada,
através do uso de planejamento experimental 2*”,
e posterior utilizacdo desse hidrolisado na
bioprodugao de xilitol utilizando a levedura C.
guilliermondii.

Metodologia

Matéria-prima. A palha de foi fornecida pela
Malteria do Vale de Taubaté — SP. Os residuos
foram moidos, homogeneizados e armazenados
em sacos de 10 kg.

Determinacdo do teor de umidade. O teor de
umidade da palha de cevada foi determinado em
balanca MB 200, por exposicdo do material a
radiacdo infravermelha, a temperatura de 105°C
durante 30 minutos.

Determinacdo da concentracdo de aguUcares e
xilitol. As concentragdes dos acgucares glicose,
xilose, arabinose, bem como as de acido acético e
de xilitol, etanol e glicerol foram determinadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Waters
786), nas seguintes condigbes: coluna BIO RAD
Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm); temperatura da
coluna, 45°C; detector de indice de refragao
WATERS 410; eluente H,SO,4 0,01 N, fluxo de 0,6
mL/min.; volume da amostra injetada, 20 L.
Hidrélise acida da palha de cevada. A palha de
cevada foi hidrolisada em reator de ago inoxidavel
com capacidade de 40 L de acordo com
planejamento experimental 2*".

Tratamento do hidrolisado hemicelulésico de
palha de cevada. O hidrolisado hemicelulésico foi
tratado a partir do ajuste do pH inicial (1,56) para
pH 7,0, com CaO comercial seguido do
abaixamento para pH 2,5 com H3PO,4. Em seguida,
esse foi submetido a adsor¢gdo em carvao ativado
(1%) em frascos agitados a 200 rpm, a 60°C, por
30 minutos. A cada etapa de alteragdo do pH e
adsorgdo em carvao, o hidrolisado foi centrifugado
a 2000 rpm por 20 minutos para a remogao do
precipitado formado (MARTON, 2002). O
tratamento ocorreu para a redugdo da
concentragdo dos compostos téxicos como acido
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acético, furfural e hidroximetilfurfural, provenientes
do procedimento de hidrélise da palha de cevada.
Preparo do in6culo para fermentacdo. Os
experimentos foram conduzidos com a levedura C.
guilliermondii FTI 20037, selecionada por Barbosa
et al. (1988), para a bioconversdo de xilose em
xilitol. Foi utilizada uma cultura estoque do
Departamento de Biotecnologia da Faenquil
mantida em agar extrato de malte a 4°C. O cultivo
da levedura foi realizado em frascos Erlenmeyer
de 125 mL contendo 50 mL de meio semi-sintético
composto de 30 g/L de xilose, 2 g/L de sulfato de
amoénio, 0,1 g/L de cloreto de célcio e 20 g/L de
solugdo de extrato de farelo de arroz. O cultivo foi
desenvolvido em incubadora tipo “Shaker” rotatério
(New Brunswick, Scientific Co.) com agitagdo de
200 rpm, a 30°C, por 24 horas. Em seguida, as
células foram recuperadas por centrifugagao a
2000 x g (Cu-5000 — Damon/IEC Division) e
lavadas com agua destilada estéril, novamente
centrifugadas e, apos o descarte do sobrenadante,
utilizadas para o preparo de uma suspenséo de
células a qual foi empregada como inéculo em
uma concentragao inicial de 1,0 g/L no meio.
Fermentacdo em batelada para producdo de
xilitol. O meio de fermentagcdo constituiu-se do
hidrolisado hemicelulésico de palha de cevada,
autoclavado por 20 minutos a 0,5 atm,
suplementado com o0s mesmos nutrientes
empregados no inoculo, exceto D-xilose. As
fermentacdes ocorreram em frascos Erlenmeyer
de 125 mL, contendo 50 mL do meio, a 200 rpm e
30°C.
Determinacdo da concentracdo celular. As
concentragbes celulares, para o preparo do
inoculo e durante a fermentagdo, foram
determinadas por turbidimetria a 600 nm
(BECKMAN DU 640.
Determinacdo do pH. O pH das amostras foi
determinado em pH-metro Micronal modelo B 474,
o0 qual executa leituras através de uma sonda
apropriada (tipo Pt100) na faixa de —5,0 a +105° C.
Determinacdo dos parametros fermentativos:
Fator de conversdo de xilose em xilitol (Yp/s).
Este fator expressa a produgdo de xilitol em
relagédo ao consumo de xilose e é calculado pela
Equacgéao 1:
Yo s AP _PI-PI
AS S-S
onde: Si e Sf correspondem as concentragbes
inicial e final de xilose (g/L); Pi e Pf correspondem
as concentragdes inicial e final de xilitol (g/L).
Produtividade volumétrica de xilitol (Qp). Este
fator expressa a concentragao de xilitol produzida
(g/L) em fungdo do tempo (h) e é calculada de
acordo com a Equagéo 2:

_Ap _Pf —Pi
At tf -t

(Equagéao 1)

o (Equacgao 2)

onde: Pi e Pf correspondem as concentragoes
inicial e final de xilitol (g/L); Ti e Tf correspondem
aos tempos inicial e final de fermentagéo (h).

Resultados

A Tabela 1 apresenta a matriz do
planejamento fatorial fracionario 2*" com triplicata
no ponto central para a hidrélise hemiceluldsica de
palha de cevada no qual a resposta analisada foi a
concentracdo de xilose, substrato primordial na
bioprodugéo de xilitol por Candida guilliermondii.

Tabela 1 - Matriz do planejamento fatorial 2**
com ponto central e os valores de
concentragcdo de xilose a partir do hidrolisado
hemiceluldsico de palha de cevada.

Ensaios A B C D E

1 120 0,50 20 1:8 14,94
2 140 0,50 20 1:12 14,33
3 120 1,00 20 1:12 13,61
4 140 1,00 20 1:8 21,00
5 120 0,50 40 1:12 17,18
6 140 0,50 40 1:8 26,92
7 120 1,00 40 1:8 23,51
8 140 1,00 40 1:12 12,49
9 130 0,75 30 1:10 14,91

-
o

130 0,75 30 1:10 15,25
11 130 0,75 30 1:10 15,10

A: Temperatura (°C), B: Concentragdo H,SOs (%), C:
Tempo (minutos), D: Relacdo solido: liquido, E:
Concentracao de xilose (g/L).

As Tabelas 2, 3 e 4 apresentam os
resultados das anadlises estatisticas realizadas
para os parametros estudados na hidrélise acida
da palha de cevada para o planejamento fatorial
2*" com triplicata no ponto central.

Tabela 2 - Estimativa dos efeitos, erros-padréo
e teste t de “Student” para a hidrélise acida da

palha de <cevada de acordo com o
planejamento fatorial 2** com ponto central.
Estimativas Erros- t
padréo
Média 17,20 10,750 -
Fator A 1,38 11,758 0,784
Fator B -0,69 11,758 0,392
Fator C 4,25 11,758 2,417**
Fator D -7,19 11,758 4,090*
AB+CD -3,19 1,758 1,815
AC+BD -2,02 1,758 1,149
AD+BC -3,36 1,758 1,91

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (t >3,182)
* Significativo ao nivel de 10% de probabilidade
(t>2,352)
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Tabela 3 — Andlise de variancia para a hidroélise
acida da palha de cevada de acordo com o
planejamento fatorial 2** com ponto central.

Efeitos SQ GL QM f

p

Fator A 3,78 1 3,78 0,61 0,4912
Fator B 0,95 1 0,95 0,15 0,7029
Fator C 32,89 1 32,89 5,32 0,1044**
FatorD 103,39 1 103,39 16,73 0,0264*
AB+CD 20,35 1 20,35 3,29 0,1672
AC+BD 8,12 1 8,12 1,31 0,3349
AD+BD 22,58 1 22,58 3,65 0,1519
Erros 18,55 3 6,18

Total 210,61 10

Tabela 6 - Parametros fermentativos durante a
fermentacao do hidrolisado hemicelulésico de
palha de cevada por Candida guilliermondii.

Tempo Yepis n Qp
(h) (9/9) (%) (g/L.h)
0 - - -
24 0,66 71,74 0,30
48 0,86 94,23 0,36
72 0,63 69,05 0,37

R°=0,91
SQ: soma dos quadrados, GL: graus de liberdade,
QM: quadrado médio, f: teste f, p: nivel de significAncia.
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
** Significativo ao nivel de 10% de probabilidade

Tabela 4 - Andlise de varidancia para o
planejamento fatorial 2** com no ponto central
para um possivel modelo quadratico.

Efeitos SQ GL QM f p
Fator A 3,78 1 3,78 130,24 0,0076*
Fator B 0,95 1 0,95 32,80 0,0292**
Fator C 32,89 1 32,89 1132,70 0,0009*
Fator D 103,39 1 103,39 3561,15 0,0003*
AB+CD 20,35 1 20,35 700,99 0,0014*
AC+BD 8,12 1 8,12 279,69 0,0036*
AD+BD 22,58 1 22,58 777,70 0,0013*
Curvatura 18,49 1 18,49 636,73 0,0016*
Erros 0,06 2 0,03
Total 210,61 10

R°=0,99
SQ: soma dos quadrados, GL: graus de liberdade,
QM: gquadrado médio, f: teste f, p: nivel de significancia.
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
** Significativo ao nivel de 10% de probabilidade

Apés a obtencdo do hidrolisado
hemicelulésico de palha de cevada foi realizada
uma fermentacdo para a obtencdo de xilitol
utilizando para a bioconversdo da xilose a
levedura Candida guilliermondii. Na Tabela 5
estdo apresentados 0s resultados da
concentragdo dos agucares e de xilitol, a Tabela 6
mostra 0s resultados dos parametros
fermentativos, apds 72 horas de fermentagéo.

Tabela 5 - Concentrac@es de acuUcares e xilitol
presentes no meio de fermentagéo.

Tempo Xilose Glicose Arabinose Xilitol

(h) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
0 79,03 40,50 14,17 -
24 69,80 - 14,62 7,31
48 50,00 - 14,56 17,55
72 28,30 - 13,46 26,83

Y g5 (9/g) :fator de conversdo de xilitol emrelagéo a xilose,
n (%): eficiéncia de conversdo, Qp (g/L.h): produtividade
volumétrica em xilitol.

Discusséo

A Tabela 1 mostra que a maior
concentragao de xilose (26,92 g/L) ocorreu no
ensaio 6, que foi conduzido a uma temperatura de
140°C, concentragdo de H,SO, de 0,5%, relagédo
solido: liquido de 1:8 na qual a reagao de hidrélise
ocorreu durante 40 minutos.

Verifica-se na Tabela 2 que somente o
fator C exerceu influéncia ao nivel de 5% de
probabilidade e o fator D ao nivel de 10% de
probabilidade. Os fatores A e B nao foram
significativos e conseqlentemente nenhuma
interacdo apresentou significancia, ja que os
fatores A e B estavam presentes em todas as
interacoes.

Na Tabela 3, estdo mostrados os niveis de
significancia dos C e D, correspondendo a 10,44%
e 2,64%, respectivamente.

Isto demonstra que o modelo linear
poderia ser descartado. Como pode ser
comprovado na Tabela 4, a analise estatistica
realizada estimando um modelo quadratico,
mostra que os fatores séo significativos para o
processo, 0 que significa que os ensaios estao
sendo realizados na regido de otimizagcdo do
processo, ja que a curvatura €& bastante
significativa (p=0,0016). Porém ao analisar os
resultados obtidos no ponto central verifica-se que
a média corresponde a 15,09+0,029 indicando que
a otimizagao esta correspondendo a minimizagao.

Para a obtencdo dos valores maximos os
estudos devem ser deslocados para a regidao de
maximizagcdo. Para isto serdo realizados ensaios
complementares na regido de otimizacao.

Como no ensaio 6 obteve-se uma boa
concentracdo de xilitol foi realizada uma
fermentacdo para verificar a capacidade da
levedura Candida guilliermondii na producédo de
xilitol a partir do hidrolisado de palha de cevada.

A Tabela 5 demonstra que a glicose
presente nos hidrolisados foi sendo consumida
rapidamente antes das 48 horas de fermentacao.
Comportamento semelhante no consumo desta
hexose por Candida guilliermondii foi constado nas
fermentagdes dos hidrolisados de bagaco de
cana-de-agucar (FELIPE et al, 1993) e de palha de
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arroz (ROBERTO et al., 1994). Segundo FELIPE
et al (1993), a presengca dessa hexose em
pequenas concentracdes no meio nao interfere na
bioconversdao de xilose em xilitol pela levedura
Candida guilliermondii.

Observa-se que a xilose foi assimilada
lentamente nas primeiras horas de fermentacao.
Em relagdo ao consumo, verifica-se um consumo
de 64,19% desta hexose.

Outro acgucar presente no hidrolisado
numa concentracdo mais baixa é a arabinose
(14,17 g/L), sendo parcialmente consumida. De
acordo com ALVES et al (1998), uma pequena
assimilagao de arabinose na presenca de xilose foi
constatada em fermentagbes conduzidas com
Candida guilliermondii. Segundo Shi et al (2000) a
via de assimilagdo da arabinose em leveduras é
bastante similar a de fermentacao de xilose.

Nota-se também que a levedura Candida
guilliermondii foi capaz de produzir xilitol a partir da
xilose presente no hidrolisado de palha de cevada.
A producdo de xilitol varia proporcionalmente
quanto ao consumo de xilose e glicose. Este
comportamento ja foi observado com esta
levedura cultivada em hidrolisados de residuos
agroindustriais como bagago de cana-de-agucar
(Felipe et al., 1997) e palha de arroz (Mussato et
al., 2001).

A Tabela 6 mostra valores de eficiéncia de
conversédo (94,23%), correspondendo a um Yps
igual a 0,86 e produtividade de 0,36 g/L.h em 48
horas de fermentagdo. Nota-se que houve uma
grande conversdo de xilose em xilitol.

Concluséao

Conclui-se que a partir da hidrélise
hemiceluldsica de palha de cevada obtém-se um
hidrolisado rico em xilose para o0 processo
fermentativo a partir da levedura Candida
guilliermondii que é capaz de adaptar-se no meio
e utilizar a xilose deste hidrolisado como substrato
para a producdo de xilitol, processo bastante
promissor para a substituicdo da obtencdo de
xilitol via quimica.
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