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RESUMO

Com a atual busca mundial por fontes renovaveis, o uso de residuos de biomassa
lignocelulosica apresenta uma perspectiva bastante promissora para a produgdo de
etanol. O processo deriva da fermentacdo de acgucares de origem hemicelulésica e
celulosica, fracbes de materiais lignoceluldsicos, através de um pré-tratamento
adequado e da hidrdlise enzimatica da celulose. O residuo da acerola constitui de 40 %
do volume processado, sendo 24,7 % de celulose, 19,27 % de hemicelulose e 28,37 %
de lignina. O objetivo deste trabalho foi estudar a cinética da hidrdlise enzimatica do
bagaco de acerola in natura e do bagaco pré-tratado e avaliar o efeito desse pre-
tratamento sobre a hidrolise. Inicialmente foi feita a caracterizagdo lignocelul6sica do
bagaco in natura e do bagago pré-tratado e a caracterizagdo microestrutural por meio
das andlises de DRX e MEV. Ao bagaco de acerola foi aplicado o pré-tratamento acido
seguido de basico. Em seguida foi realizada a hidrolise enzimatica do bagaco in natura
e pré-tratado. Foram usadas as enzimas comerciais Celluclast 1.5L da Novozyme e beta-
glicosidase da Proenzyme. Como ferramenta para avaliacdo das varidveis que
influenciam no processo usou-se um planejamento fatorial 2> com 3 pontos centrais,
onde as variaveis analisadas foram carga enzimatica e relacdo de massa seca de bagaco
por volume do meio reacional. A caracterizacdo lignoceluldsica mostrou que o bagaco
de acerola é um substrato viavel para obtencdo de acuUcares fermentesciveis e sua
subsequente conversdo em etanol. O pré-tratamento acido seguido de basico mostrou-se
bastante eficiente em concentrar a celulose, pela remoc¢édo de parte da hemicelulose e
lignina, provocando um aumento da celulose de 25 % para 50 %. Evidenciou-se a
cristalinidade do bagaco de acerola, comprovada por Difragdo de Raios X e a
modificagdo na morfologia do bagaco, verificada por Microscopia Eletronica de
Varredura. Por meio da cinética de hidrolise enzimatica do bagaco de acerola in natura
e pré-tratado foram obtidos rendimentos de 100 % na converséao da celulose em glicose.
A melhor producéo de glicose foi de 22,3 g/L alcangada em 36 horas de hidrolise para o
bagaco de acerola pre-tratado, onde ocorreu nas maiores condi¢des de carga enzimatica

e relacdo massa seca de bagago por volume reacional.

Palavras-Chave: Bagago de Acerola, Pré-Tratamento, Hidrdlise Enzimatica.



ABSTRACT

With the current worldwide search for renewable sources, the use of lignocellulosic
biomass waste has a very promising perspective for ethanol production. The process
derives from the fermentation of sugar from hemicellulose and cellulose origin,
fractions of lignocellulosic materials, by a suitable pre-treatment and enzymatic
hydrolysis of cellulose. The waste of acerola is constituted by 40 % of the processed
volume, and 24,7 % of cellulose, 19,27 % of hemicellulose and 28,37 % of lignin. The
aim of this work was to study the kinetics of enzymatic hydrolysis of acerola’s waste in
natura and waste pretreated, and also to evaluate the effect of this pretreatment on the
hydrolysis. Initially, a lignocellulosic characterization was made with the waste in
natura and waste pretreated, and microstructural characterization by means of XRD and
SEM analysis. To the waste of acerola, an acid pretreatment was applied, followed by
alkaline pretreatment. Then, the enzymatic hydrolysis of waste in natura and pretreated
was performed. Commercial enzymes Celluclast 1.5L (Novozyme) and beta-glucosidase
(Proenzyme) were used. As a tool to evaluate the variables that influence the process, a
factorial design 22 was used with three central points, and the analyzed variables were
enzymatic load and ratio of dry weight of waste per volume of reaction. This
lignocellulosic characterization showed that the waste of acerola is a viable substrate for
obtaining fermentable sugars and its subsequent conversion to ethanol. The acid
pretreatment followed by the alkaline showed to be very effective in concentrating the
cellulose, by the removal of part of the hemicellulose and lignin, causing an increase of
the cellulose from 25 % to 50 %. The crystallinity of waste of acerola was evidenced by
X-ray Diffraction and the modification in the morphology of waste, verified by
Scanning Electron Microscopy. Through the kinetics of enzymatic hydrolysis of waste
of acerola in natura and pretreated, yields of 100 % were obtained, in the conversion of
cellulose to glucose. The best glucose production was 22,3 g/L, reached in 36 hours of
hydrolysis of waste of acerola pretreated, which occurred in the best conditions of

enzyme load and dry weight of waste per reaction volume ratio.

Keywords: Waste of Acerola, Pretreatment, Enzymatic Hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

Os combustiveis fosseis, como o petréleo, o carvao e o gas natural, além de
serem fontes esgotaveis de energia, geram poluentes em sua combustdo, tais como o
monoxido de carbono e o dioxido de carbono, que é um dos responsaveis pelo
aquecimento global (WANG e WAN, 2009).

Uma das preocupacfes do mundo atual € com o suprimento de energia nas
proximas décadas, uma vez que a principal fonte de energia hoje € o petroleo, e por se
tratar de um combustivel fossil, ndo é renovavel. Essa fonte ainda representa 40 % da
energia utilizada no mundo, e também, o recente retorno ao aumento no seu preco, as
perspectivas de esgotamento de reservas e 0s compromissos mais solidos com as
questdes ambientais (BASTOS, 2007).

A necessidade de um aumento significativo na produgdo de etanol, sem
aumentar a exploracdo das terras cultivaveis, nos leva a constatacdo de um novo padrédo
de producédo de energia a partir da biomassa, em especial de residuos lignocelulésicos
(BENEDETTI et al., 2009).

As biomassas residuais, de natureza lignocelulésica, assumem papel
indispensavel para solucdo do problema de disponibilidade de terras agricultaveis e
suprimento da demanda energética. Residuos agricolas e agroindustriais, que antes eram
utilizados como adubo, combustiveis de caldeiras ou ficavam ao relento gerando
impactos ambientais, hoje representam uma fonte de oportunidades inestimaveis para
producdo de biocombustiveis e outros compostos de extensa faixa de valores
(PEREIRA JR. e SCHLITTLER, 2008).

Os materiais lignoceluldsicos representam a maior porcentagem de biomassa de
baixo custo existente, abrangendo residuos de origem doméstica, agricultora e
industrial, permitindo a obtencdo de um combustivel de valor agregado e a reutilizacéo
de um rejeito (ALZATE e TORO, 2006; HU e WEN, 2008).

As tecnologias para a obtencdo de bioetanol de segunda geracdo, produzido a
partir de materiais lignocelul6sicos, envolvem a hidrélise dos polissacarideos da
biomassa em acgucares fermentaveis e sua posterior fermentacdo (PEREIRA JR. et al.,
2008).
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A hidrdlise converte a celulose em glicose, apds a quebra das ligacdes
glicosidicas. Este processo pode ser catalisado com diferentes tipos de &cidos diluidos
ou concentrados ou por meio das enzimas celuloliticas (celulases). Considerando-se que
o rendimento do processo € baixo (inferior a 20 %), € possivel aumentar sua eficiéncia
adotando-se procedimentos de pré-tratamento (HAMELINCK et al., 2005).

O alvo da tecnologia de pré-tratamento € remover barreiras estruturais e
composicionais dos materiais lignocelulésicos, promovendo uma melhora na
percentagem de hidrolise e aumento dos rendimentos de aglcares fermentesciveis a
partir da celulose e hemicelulose (MOSIER et al., 2005).

Atualmente, uma diversidade de pré-tratamentos tem sido avaliada na remogéo
de acucares de lignocelulésicos, destacando-se pré-tratamento com acido diluido e
concentrado em simples e duplo estagio (H,SO4, H3PO4 e SO,), com alcalis e agentes
oxidantes (NaOH, APEX e H,0,) (SAHA, 2003).

A acerola ou cereja tropical € uma fruta que vem se destacando mundialmente,
devido ao alto teor de vitamina C e outros compostos bioativos. O Brasil é o maior
produtor, sendo a regido Nordeste responsavel por grande parte da producdo nacional
(FAO, 2010). Os residuos do processamento da acerola representam 40 % do volume
processado (SANTOS et al., 2010).

Uma alternativa para a diminuicdo no acumulo desses residuos € a sua utilizacéo
como substrato em processos fermentativos, auxiliando assim a reducdo dos problemas
de poluicdo ambiental (SOCCOL et al., 2003).

Nesse contexto, 0o bagago de acerola se enquadra como fonte lignocelulésica
alternativa abundante e de baixo custo para obtencdo de aclcares fermentesciveis e sua
subsequente conversdo em etanol.

Avaliou-se nesse trabalho o efeito do pré-tratamento &cido combinado com o
pré-tratamento alcali na geracdo de acUcares fermentesciveis através da hidrdlise

enzimatica do bagaco de acerola para subsequente fermentacao.
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1.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a cinética da hidrélise enzimatica do
bagaco de acerola in natura e pré-tratado na conversdo de celulose em glicose e o efeito
do pré-tratamento empregado sobre a hidrolise.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o bagaco de acerola in natura e pré-tratado quanto aos teores de

umidade, cinzas, extrativos, lignina, holocelulose, a-celulose e hemicelulose;

e Caracterizar o bagaco de acerola in natura e pré-tratado por meio das analises de
Difracdo de raios X (DRX) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV);

e Realizar um pré-tratamento &cido seguido de um pré-tratamento basico no

bagaco in natura e avaliar seu efeito na hidrélise enzimatica;
e Determinar a atividade enzimatica do complexo enzimatico utilizado;

e Realizar a hidrolise enzimética do bagaco in natura e pré-tratado e utilizando a
metodologia de planejamento fatorial do tipo 2° com trés repeticdes no ponto
central para avaliar a influéncia das varidveis carga enzimatica (FPU/g) e
porcentagem massa por volume do meio reacional sobre o processo (eficiéncia

de conversdo de glicose);

e Determinar as condicdes 6timas (ponto 6timo) para a degradacdo da celulose em

glicose para uma posterior fermentacéo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

As biomassas lignocelulésicas sdo as fontes renovaveis mais abundantemente
encontradas na natureza, sendo compreendidas, majoritariamente, pelos materiais
agroindustriais, pelos residuos urbanos e pelas madeiras (CASTRO e PEREIRA JR.,
2010).

Os materiais lignocelulésicos sdo abundantes fontes de carboidratos e sua
bioconversdo tem recebido grande atencdo nos ultimos anos. Processos utilizando esse
tipo de residuo como matéria-prima podem minimizar a falta de alimentos, resolver
problemas de desperdicio e diminuir a dependéncia do homem por combustiveis fosseis
através do fornecimento de uma conveniente e renovavel fonte de energia na forma de
glicose (OJUMU et al., 2003).

Esses materiais sdo formados por estruturas duras e fibrosas, compostas
majoritariamente pelos polissacarideos celulose e hemicelulose (cerca de 70 % da massa
seca), entremeados por outra macromolécula formada por alcodis aromaticos, a lignina,
aos quais se encontram unidos por ligacdes covalentes e de hidrogénio (Figura 1) (LEE,
1997).

Internamente, as fibrilas da fracdo celulésica encontram-se dispostas como
espirais, de forma a conferir forca e flexibilidade ao material. Esta fracdo encontra-se
envolvida pela lignina, cuja funcdo é aumentar a resisténcia da estrutura a ataques
quimicos e enzimaticos. A terceira e Ultima fracdo principal, a hemicelulose, atua como
um elo quimico entre a celulose e a lignina. Estas caracteristicas resultam em materiais

flexiveis, porém altamente resistentes a espécies quimicas (CASTRO, 2006).
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Figura 1 — Esquema Estrutural das Fibras de um Material Lignoceluldsico.
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Fonte: (LEE, 1997).

A composicdo basica do material lignocelulésico depende do vegetal de origem,
da espécie da planta, da regido de cultivo, idade e periodo do ano em que se realiza a
colheita do material, dentre outros fatores que a influenciam (HASSUANI, 2005).

A Tabela 1 mostra algumas fontes de materiais lignoceluldsicos e sua

composic¢do basica aproximada.

Tabela 1 — Composi¢do Quimica de alguns Materiais Lignoceluldsicos.

MATERIAL COMPONENTES (%)
LIGNOCELULOSICO CELULOSE HEMICELULOSE LIGNINA  CINZAS
Bagaco de Cana 33-36 28-30 18-20 2-5
Palha de Cana 32-36 19-21 16-18 -
Palha de Arroz 32-37 19-24 9-13 12-18
Palha de Trigo 30-33 22-28 14-18 3-7
Palha de Sorgo 34-36 45-48 25-26 -
Sabugo de Milho 34-36 16-24 15-19 -
Papel 43 13 6 -
Madeira 50 20 10 5

Fonte: (OLSSON E HAHN-HAGERDAL, 1996; LEE, 1997).
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2.1.1. Celulose

A celulose é um homopolissacarideo linear que consiste em unidades de glicose
unidas entre si por ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4). As ligagdes glicosidicas sao
formadas pela eliminacdo de uma molécula de agua, envolvendo os grupos hidroxilicos dos
carbonos 1 e 4 de duas glicoses adjacentes. O dissacarideo formado recebe o nome de
celobiose, como mostra a Figura 2, e é considerado a unidade estrutural basica da celulose
(LORENCINE, 2013).

Figura 2 - Representacdo da cadeia linear da celulose, formada de varias unidades consecutivas de

celobiose.

celobiose

Fonte: (TIMAR-BALAZSY e EASTOP, 1998).

A estrutura da celulose conforme mostra a Figura 3, apresenta regides altamente
ordenadas (regies cristalinas), estabilizadas por inimeras ligacdes de hidrogénio intra e
intermoleculares e areas menos ordenadas chamadas de regides amorfas (FAN et al.,
1987).
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Figura 3 — Diferentes visdes do modo de distribuicdo da celulose cristalina e amorfa na microfibrila.

Regido amorfa

i Regido cristalina

I Regido cristalina

Regido amorfa

Fonte: (RABELO, 2010).

A: Celulose cristalina esta no centro da microfibrila e é envolta pelo substrato amorfo.
B: As regides cristalinas e amorfas sdo repetidas ao longo da dimensao horizontal.

As ligacGes intermoleculares sdo responsaveis pela rigidez e as ligacGes
intramoleculares sdo responsaveis pela formagdo de fibrilas, estruturas altamente
ordenadas que se associam formando as fibras de celulose (Figura 4). As fibrilas
apresentam desde regides com elevado grau de cristalinidade, nas quais as cadeias de
glicana estdo firmemente ligadas em paralelo, até regiGes com menor grau de
ordenacdo, as chamadas regiGes amorfas. Na regido cristalina, as fibras tém maior
resisténcia a tracdo, ao alongamento e a solvatacdo (absorcao de solvente) que na regido
amorfa, onde a fibra possui sua maior flexibilidade (VASQUEZ et al., 2007).
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Figura 4 - Representacdo das ligacdes de hidrogénio inter e intramoleculares da celulose.

Fonte: (SANTOS et al., 2012).

As propriedades grau de polimerizacdo e indice de cristalinidade sdo importantes
para a classificacdo dos polimeros celulésicos. O grau de polimerizacdo informa a
freqUéncia relativa de ligacGes glicosidicas internas e terminais, disponiveis para
atuacdo de celulases. Pode ser definido com base no nimero médio de monémeros e no
peso médio do polimero, assim como inferido a partir de sua viscosidade. Ja o indice de
cristalinidade esta associado a reatividade do substrato e pode ser quantificado pelo
método de difracéo de raios X (D"ALMEIDA, 1988).

As microfibrilas de celulose séo revestidas com hemicelulose e embebidas em

lignina, formando os materiais lignocelulésicos (CARLILE et al., 2002).

2.1.2. Hemicelulose

A hemicelulose é um heteropolissarideo formado por pentoses (xilose, ramnose
e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose) e acidos urénicos (acidos-4-O-metil-
glucurdnico e galacturénico) (Figura 5). A xilose constitui 0 maior componente da

hemicelulose, fazendo parte de um complexo de carboidratos polimeéricos incluindo a
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xilana (principal componente da hemicelulose, cuja estrutura corresponde a um
polimero de D-xilose, unidas por liga¢des $-1,4) (BALAT et al., 2008).

Figura 5 — Monossacarideos constituintes da Hemicelulose.

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS  DEOXIEXOSES
H COCH H
H _+——O0H H OoH OOH
N H oH' H o3 H
HO H HO H H H
H OH H OH OH OH
p-D-xilose p-D-glucose acidof-D-glucurdnico a-L-ramnose
H COOH H
OH -00H H -OH H OOH
HH H KOH' H K{j S OH
H H H,CO' OH HO H
H OH H OH OH H

a-D-arabinopiranose  p-D-manose  acidoa-D-4-O-metilglucurbnico  a-L-fucase

o COOH
OH OH_4+——0H
OH H on' W
H
H OH
HO" W OH H OH
a-L-arabinosefuranose a-D-galactose acidoa-D-galacturbnico

Fonte: (MORAIS et al., 2005).

A xilana é o principal componente da fracdo hemiceluldsica e o segundo
polissacarideo mais abundante na natureza (COLLINS et al., 2005). Devido a estrutura
complexa da fracdo hemiceluldsica, torna-se necessario uma variedade de enzimas para
sua degradacdo ou modificacdo. As duas principais enzimas capazes de despolimerizar a
cadeia de hemicelulose sdo a endo-1,4-B-D-xilanase e a endo-1,4-p-D-mananase, ambas
glicosil hidrolases (SINGH et al., 2003).

A Figura 6 ilustra a estrutura de uma hemicelulose, na qual a cadeia linear

representa a xilana.
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Figura 6 — Estrutura tipica da Hemicelulose.
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Fonte: (MUSSATO, 2002).

As cadeias de hemicelulose podem ser constituidas por apenas unidades
monosacaridica, como é o caso das xilanas, ou por duas ou mais unidades, como no
caso das 4-O-metil-glucuronoxilanas, xiloglucanas ou arabinoxilanas (FENGEL e
WEGENER, 1989).

Estruturalmente sdo mais parecidas com a celulose do que a lignina e séo
depositadas na parede celular em um estagio anterior a lignificacdo. Sua estrutura
apresenta ramificacGes e cadeias laterais que interagem facilmente com a celulose,
dando flexibilidade e estabilidade ao agregado (RAMOS, 2003). Comparada as
celuloses, as hemiceluloses apresentam maior susceptibilidade a hidrélise acida, pois

oferecem uma maior acessibilidade aos acidos.

A Tabela 2 resume as principais diferencas entre a celulose e a hemicelulose.



Tabela 2 — Diferencas entre a Celulose e a Hemicelulose.

CELULOSE

HEMICELULOSE

Unidades de Glicose ligadas entre si
Grau de Polimerizacéo elevado
Forma arranjo fibroso

Forma regiGes amorfas e cristalinas

E atacada lentamente por &cido mineral
diluido a quente

E insolGvel em alcali

Unidades variadas de agucares
Grau de Polimerizagéo baixo
Né&o forma arranjo fibroso
Forma somente regides amorfas

E atacada rapidamente por &cido mineral
diluido a quente

E solGvel em alcali

Fonte: (BIANCHI, 1995).

Embora ambas sejam constituidas por agucares, existem relevantes diferencas de
comportamento reacional entre as celuloses e hemiceluloses, devido, principalmente, a
estrutura fisica das duas. As hemiceluloses séo totalmente amorfas e, portanto, menos
resistentes ao ataque de agentes quimicos. Ainda que ndo haja evidéncias de que a
celulose e as hemiceluloses estejam ligadas quimicamente, as ligacdes de hidrogénio e a
interpenetracdo fisica existente entre elas tornam a sua separacdo quantitativamente
impossivel (BIANCHI, 1995).

2.1.3. Lignina

A lignina é um polimero que possui uma estrutura polifendlica complexa, uma
substancia que vai sendo incorporada durante o crescimento do vegetal, sendo composta
basicamente de unidades de fenilpropano. Pode ser definida como um material
polifendlico amorfo com estrutura tridimensional baseada em trés monbémeros
precursores (Figura 7): os alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico que geram
unidades p-hidroxibenzilicas, guaiacilicas e siringilicas, respectivamente (DENCE e
LIN, 1992).

No entanto, sabe-se que os polimeros derivados do alcool sinapilico é que s&o os
principais responsaveis pela ligacdo com a fracdo hemicelulésica contida nessa
biomassa (SUN et al., 2004).
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Figura 7 — Precursores Primarios da Lignina.
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Fonte: (D’ALMEIDA, 1988).

A estrututura da lignina é bastante complexa e possui Vvarios tipos de ligacdes
quimicas estaveis do tipo C-C, aril-éter e diarilicas, sendo as mais abundantes as 3-O-4,
a-0-4, B-5, B-1, 5-5, B-p e B-O-5 (HIGUCHI, 1985). Um modelo proposto para a

lignina é mostrado na Figura 8.

Mesmo presente em quantidades menores em relacdo a fracdo celuldsica, a
lignina confere limitacdo suficiente para retardar, ou mesmo impedir completamente, a

acao microbiana sobre o material (FAN et al., 1987).
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Figura 8 — Representacdo esquematica da Lignina.
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Fonte: (FENGEL e WEGENER, 1989).

da parede celular dos materiais lignocelul6sicos.

2.2. ACEROLA

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do mundo. Sua producéo superou
43 milhdes de toneladas em 2008, o que representa 5 % da producdo mundial. Com esse
saldo o pais fica atras apenas da China e da India. Cerca de 53 % da producéo brasileira
é destinada ao mercado de frutas processadas e 47 % ao mercado de frutas frescas.
Existe um mercado externo potencial acessivel a fruticultura brasileira de 28,3 milhdes
de toneladas (SEBRAE, 2009).

A acerola ou cereja-das-antilhas é uma fruta vermelha (Figura 9) originaria da
America Central (MARINO NETO, 1986), cujo consumo tem crescido nas ultimas

décadas, gracas aos seus constituintes com propriedades antioxidantes, o seu alto teor de
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acido ascorbico, assim como a presencga de antocianina, principal pigmentos da acerola
(LIMA et al., 2003).

Figura 9 — Fruto Acerola.

A cultura da acerola foi introduzida no Brasil na década de 50. A cultura se
adaptou bem as condicgdes de clima tropicais e subtropicais, propagando-se a quase todo
o territério nacional. Somente ap06s a década de 80, a cultura apresentou expansao de
sua area cultivada para fins comerciais, impulsionada pela demanda do mercado interno
e externo. Nessa época foi registrado o inicio das exportacbes de frutos in natura
(FREIRE, 1995; COSTA e ANDRADE, 2003). Em algumas regifes a cultura se
desenvolveu de forma comercial, como foi o caso de Pernambuco (7.625 t), Ceara
(4.724 t), Séo Paulo (3.759 t) e Bahia (3.458 t), de acordo com o Censo Agropecudario
de 1996 (IBGE, 2009).

O Brasil tem expandido suas areas de cultivo de acerola, a ponto de se tornar o
principal produtor e exportador mundial desta fruta (MEZADRI et al., 2006). As formas
mais comuns de comercializa¢do sdo: frutos in natura congelados, polpa congelada e
suco engarrafado (YAMASHITA et al., 2003).

No caso do residuo da acerola, estima-se que cerca de 34,4 mil toneladas desse
fruto por ano sdo processados nas industrias brasileiras, o que equivale a 7,16 % do total

de frutas colhidas no pais (ALDRIGUE et al., 2002). As acerolas processadas geram
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aproximadamente 18 mil toneladas de sucos e polpas por ano, concentrando-se esta
producdo na regido Nordeste (FREITAS et al., 2006).

O sucesso da industrializagdo da acerola é creditado & quantidade de polpa
comestivel que a fruta produz. O restante, bagaco, cascas e sementes, que representam
cerca de 15 a 41 % do volume total de toda a acerola processada é desprezado no
processo fabril, considerado custo operacional para as empresas (AGUIAR et al., 2010;
VASCONCELOQS et al., 2002), e é descartado sem o0s devidos cuidados.

Vaérios estudos sobre a composicao dos residuos agroindustriais de frutas tém
sido realizados com o intuito de que estes sejam adequadamente aproveitados. Para
agregar-lhes valor, é necessario o conhecimento dos seus constituintes, atraves da
investigacdo cientifica e tecnoldgica (VIEIRA et al., 2009). A composicdo quimica da
acerola depende das espécies, condi¢cdes ambientais e também do estadio de maturagéo

do fruto.

Na Tabela 3 estdo apresentadas as caracterizagfes fisico-quimicas dos residuos
agroindustriais do processamento das frutas: mangaba, acerola e graviola.

Tabela 3 — Caracterizagdo fisico-quimica dos residuos da mangaba, acerola e graviola.

RESIDUO
PROPRIEDADES MANGABA ACEROLA GRAVIOLA
UMIDADE 6,03+0,17 8,97+0,37 6,67+0,19
CINZAS 0,98+0,02 0,97+0,00 0,98+0,00
pH 4,03+0,01 3,230,01 4,43+0,02
ACIDEZ 11,05+1,23 35,00+0,06 8,9+1,23
BRIX 1,08+0,14 2,17+0,14 1,25+0,00
ACIDEZ/BRIX 0,10 0,06 0,05
LIPIDIOS 8,1+0,30 1,26+0,20 5,35+0,32
FIBRAS 31,73+1,06 26,4%0,02 31,37+1,35
ACUCARES 4,81+0,02 16,13+0,36 7,03+0,13
REDUTORES
PROTEINA 9,95+0,02 6,8620,10 10,78+1,09

Fonte: (SILVA et al., 2012).
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A Tabela 4 mostra a composi¢do fisico-quimica de subprodutos da acerola.
Esses subprodutos da acerola foram compostos basicamente de sementes e mais uma
pequena percentagem de fruto descartado (LOUSADA JR et al., 2006).

Tabela 4 — Composicdo fisico-quimica e percentagem de matéria seca de subprodutos da acerola.

COMPONENTES (%) SUBPRODUTO DA ACEROLA
Matéria Seca 85,07
Proteina Bruta 10,54
Fibra Detergente Neutro 71,87
Fibra Detergente Acido 54,70
Celulose 35,07
Hemicelulose 17,17
Lignina 20,11

Fonte: (LOUSADA JR et al., 2006).

Quanto aos teores de celulose, hemicelulose e lignina, observa-se o quanto a
acerola é um material lignocelulésico, com uma grande quantidade de celulose, que

pode ser convertida em glicose através da hidrélise enzimatica.

2.3. PRE-TRATAMENTO DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os métodos de pré-tratamento se referem a solubilizacdo e a separacdo de um ou
mais componentes da biomassa lignocelulésica. Devido a natureza cristalina da
celulose, a barreira fisica formada por ligninas ao redor das fibras celuldsicas e a
presenca de complexas interacdes entre hemicelulose e celulose presentes nas paredes
celulares dos vegetais e entre estes polissacarideos e ligninas, o pré-tratamento desse
material representa uma etapa imprescindivel na rota de producdo, pois objetiva separar
a matriz de lignina, reduzir a cristalinidade da celulose, aumentar sua fragdo amorfa e
solubilizar a hemicelulose, separando o hidrolisado da celulose para que fique mais

acessivel as hidrolises biologicas e quimicas (SARKAR et al., 2012).

Tanto a hemicelulose quanto a lignina formam uma barreira fisica contra o

ataque a celulose, sendo que a lignina € um dos principais fatores que limitam a
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hidrolise enzimética da celulose (BERLIN et al., 2005), pois as celulases adsorvem
irreversivelmente a superficie da lignina permitindo apenas que pequenas quantidades
destas enzimas sejam adsorvidas na celulose (MANSFIELD et al., 1999; PALONEN et
al, 2004).

Os principais objetivos do pré-tratamento sdo: reduzir o grau de cristalinidade da
celulose, dissociar o complexo lignina-celulose, aumentar a area superficial da
biomassa, preservar as pentoses maximizando os rendimentos em agucares e evitar ou
minimizar a formacdo de inibidores do processo tanto na etapa de hidrélise quando na
etapa de fermentacdo (HSU, 1996). A Figura 10 apresenta de forma generalizada a agédo

do pré-tratamento sobre o material lignocelulosico.

Figura 10 — Representacdo esquematica da a¢do do pré-tratamento sobre o material lignocelulésico.

CELULDSE
LGNINA ~_
REGIAD %
AMORFA :
_ PRE-
REGIAD TRATAMENTD
CRISTALINA
HEMICELLLOSE

Fonte: (HSU et al., 1980).

Muitos métodos de pré-tratamento de materiais lignocelulésicos tém sido
utilizados antes da hidrdlise enzimatica. Esses métodos podem ser classificados em pré-
tratamentos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e biolédgicos (Tabela 5) (TAHERZADEH
e KARIMI, 2008).



31

Tabela 5 — Classificagdo dos Pré-Tratamentos.

CATEGORIA EXEMPLQOS

Fisicos Moagem, Microondas

Acidos, Alcalis, Solventes Organicos,
Quimicos Peroxidos e Oz6nio

Explosdo a Vapor, APEX, e Exploséo
Fisico-Quimicos com CO,

Biologicos Decomposicdo Microbiana de Lignina

Fonte: (RODRGUES, 2010).

Embora exista uma grande variedade de métodos de pré-tratamento do material
lignocelulésico, a escolha deve contemplar a minimizacdo da degradacdo dos
carboidratos e producdo de inibidores e produtos tdxicos aos microrganismos
fermentativos (REZENDE et al., 2011).

Dos varios processos descritos na literatura, os mais comuns sdo baseados no
emprego de alcali, acidos, explosdo a vapor, agua quente, fluido supercritico, aménia
liqguida (Ammonia Fibre Explosion ou APEX) e hidroxido de sodio, todos com o
propdsito de degradar a estrutura associativa da lignocelulose para produzir
combustiveis renovaveis ou insumos quimicos a partir da biomassa (GAMEZ et al.,
2006; LASER et al., 2002; CUNHA e SILVA, 2001).

Neste sentido, os principais métodos de pré-tratamento estdo representados junto
aos pré-tratamentos alcalinos e Aacidos associados a temperatura (BETANCUR e
PEREIRA, 2010). As diferencas entre estes dois tipos de pré-tratamentos esta
relacionada aos agentes quimicos utilizados e conseqlientemente aos mecanismos

responsaveis pelas modificacfes estruturais e quimicas da parede celular.

2.3.1. Pré-Tratamento Acido

Os pré-tratamentos catalisados por acidos tém sido considerados um dos mais

efetivos além de economicamente vidveis (REZENDE et al.,, 2011). Estes pré-
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tratamentos podem ser conduzidos com 4&cidos diluidos ou concentrados, mas a
utilizacdo de &cidos concentrados tem sido evitada devido a formagdo de compostos
inibidores. Portanto, o uso de &cidos diluidos ¢ o método mais favoravel de pre-
tratamento para a utilizacdo industrial e tem sido usado em uma série de residuos
lignocelulosicos (ALVIRA et al., 2010).

O preé-tratamento acido tem por objetivo romper a estrutura lignocelulésica por
meio da solubilizacdo da hemicelulose no meio &cido, o que promovera um aumento da

digestibilidade da celulose nas etapas posteriores (RABELO, 2010).

No Brasil, os reagentes acidos mais utilizados séo &cidos sulfuricos, cloridricos e
nitricos (concentrados ou diluidos). O pré-tratamento com acido sulfdrico pode alcancar
elevadas taxas de reacdo e, com isso atingir o objetivo de melhorar a hidrélise da
celulose. Esses processos podem ser diferenciados de acordo com as temperaturas
aplicadas. As temperaturas superiores a 160 °C s&o consideradas altas temperaturas, e
quando se usam temperaturas menores, sao classificados como, baixas temperaturas.
Também é necessaria a neutralizacdo do hidrolisado para as etapas subsequentes de
hidrolise enzimatica e fermentacdo (SUN e CHENG, 2002).

2.3.2. Pré-Tratamento Bésico

Algumas bases também podem ser utilizadas para o pré-tratamento de materiais
lignocelul6sicos e o efeito desse processo depende da quantidade de lignina presente
nos materiais (McMILLIAN, 1994). Processos alcalinos de pré-tratamento utilizam
condicdes moderadas de operacdo (temperatura e pressao), em comparacao com
sistemas &cidos (BAUDEL, 2006).

O pré-tratamentoo alcalino envolve o uso de bases, tais como hidroxidos de
sodio, potassio, célcio e hidroxido de aménio. O uso de um alcali provoca a degradacdo
do éster e das cadeias glicosidicas, resultando na alteracdo estrutural da lignina, inchaco
da celulose, descristalizacdo parcial de celulose e parcial da hemicelulose (BRODEUR
et. al., 2011).
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Comparado com o tratamento acido, o tratamento alcalino apresenta-se mais
efetivo na quebra das ligacdes entre celulose, hemicelulose e lignina, além de promover
a fragmentacédo dos polimeros de hemicelulose (TAHERZADEH e KARIMI, 2008). Em
varios estudos o tratamento alcalino tem sido empregado utilizando-se solucdo de
NaOH (CHAHAL, 1985; AGUIAR e MENEZES, 2000; OJUMU et al., 2003;
MUTHUVELAYUDHAM e VIRUTHAGIRI, 2006; JA’AFARU ¢ FAGADE, 2007).

As vantagens do uso do alcali sobre os métodos &cidos sdo as condi¢cdes mais
amenas e a remocdo da fracdo de lignina, sem haver a degradacdo dos outros

componentes importantes (BALAT et al., 2008).

2.4. HIDROLISE ENZIMATICA DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A sacarificacdo dos residuos lignocelulésicos pré-tratados pode ser realizada por
acdo de acidos ou enzimas celuloliticas. Em ambos os processos de hidrélise, a celulose
é convertida em glicose conforme a Equacdo 1 (NASCIMENTO, 2011).

nCyH,,0, + nH,O0 = nC H,,0, 1)

Na hidrélise convencional, a hemicelulose é hidrolisada sob condices acidas
moderadas, enquanto a celulose semicristalina recalcitrante exige condi¢des drasticas
(&cido concentrado, altas temperaturas). A exigéncia de condi¢Ges drasticas
relacionadas a hidrolise acida do material lignocelul6sico, principalmente da celulose,
leva a decomposicdo de agucares em compostos inibidores da etapa fermentativa. Com
iss0, 0 uso de celulases nos processos de sacarificacdo de biomassa para producédo de
etanol vem sendo amplamente desenvolvido com a finalidade de um melhor
aproveitamento dos materiais lignocelulésicos, uma vez que com a utilizacdo destas

enzimas ndo ocorre formacao de inibidores (MIELENZ, 2001).

Processos catalisados por enzimas sdo objeto da maior parte dos estudos
efetuados atualmente a nivel mundial; em principio, por oferecerem maior conversao e
um grande potencial de reducdo de custos a médio/longo prazo. Normalmente, a
hidrélise enzimatica sem um tratamento prévio resulta num rendimento em agucares

inferior a 20 % da quantidade méxima teorica, enquanto a aplicacdo de um pré-
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tratamento resulta num rendimento em acucares superior a 90 %. Assim, a aplicacdo de
um pré-tratamento antes da hidrdlise enzimética é necessaria para a obtencdo do

maximo rendimento em aglcares (KUMAR et al., 2009).

As condicBes do processo: temperatura, pH, tempo de sacarificacdo enzimatica e
relacdo solido-liquido dependem do substrato escolhido e das caracteristicas do
complexo enzimatico utilizado, que devem ser determinadas e otimizadas

experimentalmente para cada caso (RABELO, 2010).

A hidrolise enzimatica da celulose € normalmente realizada por celulases. As
celulases podem ser produzidas por diversas espécies bacterianas como o Clostridium,
Cellulomonas e Bacillus (BISARIA, 1998), no entanto as celulases fungicas tém melhor
potencial para uso em escala comercial (DUFF e MURRAY, 1996). Atualmente, sabe-
se que o complexo celulasico secretado por fungos filamentosos é formado por trés
componentes enzimaticos majoritarios, as endoglucanases, as celobiohidrolases
(exoglucanases) e as pB-glucosidases (FAN et al., 1987; CLAEYSSENS e TOME,
1989).

As endo-(1,4)-B-D-glucanases (endoglucanase, carboximetilcelulase ou
endocelulase) hidrolisam ligacGes internas (B-1,4), preferencialmente nas regides
amorfas que sd@o mais suscetiveis, reduzindo o grau de polimerizacdo deste substrato,
produzindo terminais reduzidos (quando a glicose possui uma hidroxila heterosidica
livre) e ndo-reduzidos (quando a hidroxila heterosidica da molécula da extremidade
participa de ligacdo com a glicose adjacente). Sua atuacdo expde as microfibrilas ao
ataque subseqliente de outras enzimas, além de aumentar o nimero de oligossacarideos
com terminagBes susceptiveis ao ataque das exoglucanases (ARO et al., 2005;
CASTRO e PEREIRA JR, 2010).

O grupo das exoglucanases é constituido principlamente por celobiohidrolase e
glucanohidrolase, capaz de liberar glicose diretamente do polimero. A celobiohidrolase
ou exo-endo-1,4-B-D-glucana-celobio-hidrolase participa da hidrélise priméria da fibra
e promove aumentos na taxa de hidrolise da celulose, por tornar amorfas as regides
cristalinas do polimero, deixando-o mais exposto as outras celulases (CASTRO e
PEREIRA JR, 2010).
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O dltimo grande grupo de enzimas do complexo celulolitico engloba a f-
glucosidade que por sua vez hidrolisa a celobiose e oligossacarideos soluveis a glicose
(CASTRO e PEREIRA JR, 2010; OGEDA e PETRI, 2010).

A Figura 11 apresenta uma representacdo simplificada da acdo enzimatica de

cada classe de enzimas.

Figura 11 — Representacdo esquematica da acdo catalitica do complexo enzimatico (celulase) sobre a

celulose com geracéo de glicose.

7 o ©0
00— O o “
JL o0 o |

098 | A
OO« OO 000000000000 000
FOOOOO0O0O0000

OO0 OOOO0OO0OOCOOO0O0OO0O0O0O0OOO0OO000

»OO-O-OO-O0O0-000
OOO0O0OO0OOO0O0
teteletoReletetee e 2!
O Glicose l Endoghucanase
OO Celobiose |l Celobiohidrolase

[ wy
¥ B-Glicosidase :}D Swolenina

Fonte: (CARVALHO et al., 2009).

Considerando as caracteristicas estruturais da celulose, verifica-se que 0 modo
de acdo das enzimas influencia a taxa de reacdo. A susceptibilidade da celulose ao
ataque enzimatico é determinada pela acessibilidade dos sitios de ligacdo a celulose, o
que determina a subseqliente adsorcdo da enzima no substrato sélido. A representacdo

abaixo descreve um plano hipotético para a degradacdo da celulose.

e FEtapal:

Celulose nativa — (endoglucanase) — Celulose ativa

e FEtapa?2:

Celulose ativa — (exoglucanase) — Celobiose

e FEtapa 3:

Celobiose — (B-glcosidase) — glicose
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A adsorcdo das enzimas celulases e a concepg¢do do complexo enzima/substrato
sdo apreciadas como 0s passos cruciais na hidrélise enzimética de celulose (SILVA,
2010).

As cargas da enzima celulase utilizadas na hidrdlise variam entre 7-33 FPU/g de
substrato, dependendo do tipo e da concentracdo de substrato (SUN e CHENG, 2002).

O aumento da dosagem de celulases no processo pode melhorar o rendimento e
taxa de hidrélise, mas aumentaria significativamente o custo do processo. A dosagem da
celulase de 10 FPU/g de celulose é frequentemente utilizada em estudos de laboratorio,
pois fornece um perfil de hidrolise com elevados niveis de producgdo de glicose num
periodo de tempo razoavel (48-72 h), a um custo razoavel de enzima (GREEG e
SADDLER, 1996).

A hidrolise enzimética da celulose e conversdo de acucares liberados em
moléculas de interesse, tal como o etanol, podem ser conduzidas de forma sequencial
(processo HSF, hidrdlise separada da fermentacdo) ou simultanea (SSF, sacarificacdo
simultanea a fermentagéo) (BORTOLAZZO, 2011).

Na hidrélise enziméatica h4 maior producdo de monossacarideos do que na
hidrolise com &cido diluido, porque as enzimas celulases catalisam somente reacdes de

hidrolise e ndo reacGes de degradacédo de acUcares (PARISI, 1989).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratorio de Engenharia
Bioguimica — LEB, da Unidade Académica de Engenharia Quimica, do Centro de

Ciéncias e Tecnologia, da Universidade Federal de Campina Grande, PB.

A Figura 12 mostra um fluxograma das etapas realizadas no residuo de acerola

para a obtencdo de acUcares fermentesciveis.
Figura 12 — Fluxograma para obtencédo de acucares fermentesciveis.
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3.1. MATERIA-PRIMA

A matéria-prima utilizada neste trabalho foi o residuo de acerola, substrato
lignocelulésico, cedido pela industria de beneficiamento de frutas NIAGRO - Nichirei
do Brasil Agricola Ltda., localizada no distrito industrial em Petrolina/PE. O residuo foi
coletado no Decanter modelo SC 4506076 e transportado imediatamente para o
Laboratdrio Experimental de Alimentos (LEA) do IF Sertdo-PE. A Figura 13 mostra

uma amostra do residuo de acerola obtido do Decanter.
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Figura 13 - Residuo de Acerola obtido no Decanter.

O residuo foi preparado em trés etapas: secagem, moagem e armazenamento. A
secagem foi realizada em um secador de bandejas com circulacdo forcada de ar e
temperatura de 55 °C até que fosse atingida massa constante. Em seguida, o residuo foi
devidamente triturado, utilizando-se um moinho de facas, visando-se obter particulas
menores e homogéneas (Figura 14) e posteriormente acondicionado a vacuo em

embalagens de polietileno de alta densidade (Figura 15).

Figura 14 - Residuo de Acerola Seco e Moido.
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Figura 15 - Residuo de Acerola embalado & Vacuo.

3.1.1. Enzimas

As enzimas comerciais utilizadas neste trabalho corresponde a preparacdes
comerciais da enzima Celluclast 1.5 L (endoglucanase e exoglucanase) da Novozyme e

a Poercell (alta atividade da B-glucosidase) da Prozyn.

3.2. CARACTERIZACAO LIGNOCELULOSICA DO MATERIAL

A caracterizagdo do bagaco de acerola foi realizada tanto para o residuo in
natura como também para o residuo pré-tratado, em triplicata, e feita quanto aos teores
de umidade, cinzas, extrativos, lignina, holocelulose, a-celulose e hemicelulose.

A metodologia utilizada nesta caracterizacdo foi de acordo com Morais et al.

(2010), que se basearam nas normas TAPPI.

3.2.1. Umidade

Para a realizacdo desta andlise utilizaram-se cadinhos de porcelana, que foram
lavados e secos na estufa. Estes foram mantidos em dessecador com silica gel por 30
minutos, e em seguida, foram pesados em uma balanca analitica com precisdo de 0,0001
g, obtendo-se assim a massa de cada recipiente. Dentro de cada cadinho foram
colocados aproximadamente de 2 a 4 g do material, e 0 conjunto cadinho-material foi
levado a estufa a 105 °C, por 24 horas.
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Decorrido esse tempo, o conjunto foi retirado e posto em um dessecador, para
resfriar a temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, o conjunto foi pesado e
sua massa rapidamente anotada para obtencdo do teor de umidade conforme Equacéo 2:

(MRAU- MRAS)100

U (%)= MAU @)

Onde:

MAU = Massa da amostra Umida;

MRAU = Massa do conjunto recipiente (MR)/Amostra umida (AU);
MRAS = Massa do conjunto recipiente (MR)/Amostra seca (AS).

3.2.2. Cinzas

Para a andlise do teor de cinzas totais foi utilizado um forno mufla e o conjunto
cadinho-material resultante da analise feita para a verificacdo do teor de umidade.

O conjunto foi colocado, inicialmente, na mufla a temperatura ambiente, e para o
aquecimento da amostra utilizou-se uma rampa de aquecimento de aproximadamente
9,6 °C/min, para que a temperatura de trabalho de 600 °C fosse atingida apds 1 hora de
aquecimento. Essa temperatura foi mantida por quatro horas, €, ao final desse tempo, a
temperatura da mufla foi regulada para 200 °C onde permaneceu por mais 1 hora.

Em seguida, o conjunto cadinho-material calcinado (Figura 16) foi colocado em
um dessecador, onde permaneceu por 30 minutos. Depois desse tempo foi pesado em

uma balanca analitica para a verificacdo da massa de cinzas.

Figura 16 — Conjunto Cadinho/Material depois de Calcinado.
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Para a obtencéo do teor de cinzas totais, utilizou-se a Equacao 3:

(MRAC-MR)

Cinzas(%) = 100 (3)

Onde:
MRAC = Massa do conjunto recipiente (MR)/Amostra calcinada (AC);
MR = Massa do recipiente;

MA = Massa da amostra.
3.2.3. Extrativos

Iniciou-se esta analise pesando um papel de filtro previamente seco em estufa a
105 °C e resfriado a temperatura ambiente em dessecador. Em seguida, foram pesadas
cerca de 5,0 g da matéria vegetal bruta e seca, e este material foi colocado dentro do
papel filtro. Feito isso, o conjunto papel-material foi dobrado, formando-se um cartucho
e depositado dentro de um Soxhlet. Montou-se o sistema de extra¢do, unindo-se o
aparelho de Soxhlet a um condensador de bolas e um baldo volumétrico de fundo
redondo de 250 mL no qual foram adicionados 100 mL de alcool etilico e 100 mL de
hexano como solventes extratores.

Ap0s isso, o conjunto foi colocado em uma manta aquecedora, permanecendo

assim por um periodo de 6 horas de extracéo (Figura 17).

Figura 17 - Sistema de Extracéo.
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Depois desse tempo, o baldo foi removido, e 0 seu contetdo (solvente e
extrativos) armazenado para posterior utilizacdo. O cartucho de papel foi posto em uma
estufa a 105 °C por 24 horas. Passado esse tempo foi colocado em um dessecador por 30
minutos para que atingisse a temperatura ambiente e pesado em balanca analitica.

Para a obtencédo do teor de extrativos utilizou-se a Equacéo 4:

(MRES- MRRS)

E(%) =
(%) VA

100 4)

Onde:
MRES = Massa do conjunto recipiente/extrativos secos;
MRRS = Massa do conjunto recipiente (MR)/Residuo de solvente (RS);

MA = Massa da amostra.
3.2.4. Lignina

Na determinagéo de lignina utilizou-se cerca de 1,0 g da amostra na sua forma
sem extrativos. O material foi colocado em um almofariz, onde foram adicionados 17,0
mL de acido sulfarico a 72 % (m/m), resfriado em geladeira a 15 °C, antes do uso.

Apbs a adicdo do acido, o material foi triturado por 15 minutos cuidadosamente
com um pistilo, até que ndo houvesse mais particulas visiveis ndo solubilizadas. Apds
este procedimento, o material foi deixado em descanso por 24 horas.

Passadas as 24 horas, para o processo de digestdo foram adicionadas 306 mL de
agua destilada ao almofariz para diluir o acido sulfurico a 4 % (m/m). Feito isso, 0
conteddo foi transferido quantitativamente para um baldo volumétrico de fundo redondo
de 500 mL. Depois, o baldo foi conectado ao mesmo sistema utilizado para a
determinacéo de extrativos.

O material foi mantido sob aquecimento e refluxo por 4 horas, contadas a partir
do inicio da fervura do conteudo presente no baldo. Ao término desse tempo, 0
aquecimento foi desligado e esperou-se alguns minutos até o baldo atingir a temperatura
ambiente.

Antes de completar as 24 horas, colocou-se um funil de vidro por uma hora na
estufa a 105 °C, em seguida foi resfriado em dessecador e pesado. O funil foi colocado
sobre um kitassato de 1.000 mL, usando-se um conector feito de borracha um pouco
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maior do que a abertura superior do kitassato, com um espaco interno vazado para
colocar o funil.

Por fim, conectou-se o kitassato com o funil através de uma mangueira a outro
kitassato e esse com outra mangueira a bomba, para que assim formasse um sistema de
vacuo para facilitar a filtracao.

O material contido no baldo foi aos poucos sendo transferido para o funil, com
uma agitacdo constante, para evitar a perda de precipitado no interior do funil. A bomba
foi ligada para facilitar o processo. Apds a transferéncia de todo o material contido no
baldo volumétrico, este foi lavado com mais agua destilada, para que nenhum resquicio
de lignina insoltvel fosse perdido.

O precipitado recolhido no funil foi enxaguado com agua destilada até que o
filtrado estivesse com o pH proximo ao da agua utilizada. Utilizou-se um pHmétro
digital para fazer a leitura do pH. Em seguida, o funil foi levado para uma estufa a 105
°C por 24 horas. Apos resfriado em dessecador foi pesado em balanca analitica.

Para a obtenc&o do teor de lignina insoluvel utilizou-se a Equacéo 5:

LI (%) = 100 (5)

(MFL-MF)
M

Onde:

MFL = Massa do funil somada a massa de lignina, ap6s a secagem em estufa;

MF = Massa do funil limpo e seco;

MA = Massa da amostra.
3.2.5. Holocelulose

Para a determinacdo da holocelulose, primeiramente em um erlenmeyer de 500
mL, foram pesados 3,0 g do material vegetal, sem umidade e extrativos. Em seguida
adicionados 2,5 g de clorito de sédio (NaClO,), com pureza aproximada de 80 %, 120
mL de agua destilada e 1 mL de acido acético glacial, com pureza > 99,85 %. Foi
colocada uma barra magnética para garantir uma agitacdo constante durante a reacao.
Em uma capela de exaustdo, preparou-se um banho-maria, mantendo-se a temperatura

constante a 70 °C.
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O conjunto erlenmeyer/reagentes foi tampado com um erlenmeyer de 25 mL e
mergulhado no banho, o qual foi mantido aquecido uniformemente sobre um agitador

magnético ligado (Figura 18).

Figura 18 — Sistema utilizado para realizagdo da Reacéo.
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Apo6s o tempo de 1 hora foi realizada uma nova adigdo de 1 mL de &cido acético.
Em seguida, decorrida mais uma hora adicionou mais 1 mL do &acido ao conjunto,
prosseguindo-se com o aquecimento em banho por mais trés horas. No decorrer do
aquecimento, foi percebida a elevacgdo de cloro, que foi observada pela formacgdo de um

gés amarelo-esverdeado dentro do erlenmeyer (Figura 19).

Figura 19 — Formagdo de Géas Cloro no decorrer da Reacéo.
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No decorrer do tempo de reacdo, foi preparado o mesmo sistema de filtracdo
utilizado para determinacéo da holocelulose. Um funil de vidro foi colocado para secar
por 1 hora na estufa a 105 °C. Em seguida, o funil foi removido com pingas e colocado
em um dessecador para esfriar. Logo apds o mesmo foi pesado em balanca analitica e
sua massa anotada.

O funil foi acoplado a um kitassato de 1000 mL, usando-se um conector feito de
borracha cortada um pouco maior do que a abertura superior do frasco, com um espaco
interno vazado por onde o funil foi adaptado.

Encerrado o periodo de reacdo mais aquecimento, o conteddo do erlenmeyer foi
transferido para o funil com uma agitacdo constante evitando assim a perda de
precipitado no interior do erlenmeyer. A filtragdo foi iniciada, formando uma pequena
pressdo com a palma da méo para originar um vacuo que pressionava o liquido a descer
através do funil.

O precipitado recolhido no funil foi lavado com &gua destilada e transferido
para uma estufa a 105 °C, onde permaneceu por 24 horas, a fim de que o material obtido
fosse completamente seco. Apo6s a secagem, colocou-se o conjunto funil-holocelulose
em um dessecador por 30 minutos, em seguida foram pesados e sua massa anotada.

Para a obtencéo do teor de holocelulose utilizou-se a Equacdo 6:

H (%) = 100 (6)

(MFH- MF)
MA

Onde:

MFH = Massa do funil somada a massa de holocelulose, apds a secagem em estufa;

MF = Massa do funil limpo e seco;

MA = Massa da amostra.

Como os dados de holocelulose se referem a massa da amostra seca e sem
extrativos, logo, foi necessario realizar mais um célculo, a fim de corrigir os valores do

material original. O teor de holocelulose corrigido foi calculado pela Equagéo 7:

_ H(%)[100 - (E(%)+U (%))]

H (%)corrigido - 100

()
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3.2.6. a-celulose

Inicialmente colocou-se um funil de vidro com capacidade de 50 mL na estufa a
105 °C e ap06s 1 hora o0 mesmo foi retirado da estufa e colocado em um dessecador por
30 minutos. Passado esse tempo o funil foi pesado e sua massa anotada. Em seguida
montou-se o sistema de filtracdo a vécuo.

Pesou-se cerca de 1,0 g da holocelulose seca em um almofariz a temperatura
ambiente. Foram adicionados 15 mL de uma solucéo de hidréxido de sédio (NaOH) a
17,5 % (m/v) e aguardou-se dois minutos de contato entre a solucdo e o material. Apds
esse contato, triturou-se o material por oito minutos. Com o término desse tempo foram
acrescentados 40 mL de &gua destilada ao almofariz e o conteudo transferido para o
funil com agitacdo constante. O almofariz foi bem lavado com agua destilada, sendo
todo o material transferido para o funil. A filtracdo foi iniciada através de uma pressao
conseguida com a palma da méo sobre a superficie do funil. O precipitado recolhido no
funil foi lavado vérias vezes com agua destilada.

Apbs a filtracdo, o funil foi levado para uma estufa a 105 °C, onde permaneceu
por 24 horas. Decorrido esse tempo o conjunto funil/a-celulose foi colocado em um
dessecador por 30 minutos para atingir a temperatura ambiente e em seguida pesado e
sua massa anotada.

Para obtengao do teor de a-celulose utilizou-se a Equacao 8:

A% = (MFA-MF)

100 (8)
Onde:

MFA = Massa do funil somada a massa de a-celulose, apds a secagem em estufa;

MF = Massa do funil limpo e seco;

MAH = Massa da amostra de holocelulose.

Para obter o teor corrigido de a-celulose (A(%)corrigido), COM base no teor
corrigido de holocelulose (H(%)corigido), fOi utilizada a Equagdo 9 para a realizagéo

deste calculo:

_ (H(%)earigioo A%0))

A(%)corrigido - 100

©)
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E por meio do célculo da diferenca entre os valores de holocelulose ¢ a-celulose
corrigidos, foi calculado o valor do teor percentual corrigido de hemicelulose
(HeC(%)corrigico), dado pela Equacéo 10:

H (%)corrigido - A(%)corrigido = HEC(%) corrigido (10)

3.3. CARACTERIZACAO MICROESTUTURAL

3.3.1. Difracéo de Raios X (DRX)

As analises por difracdo de raios X foram realizadas para o bagaco in natura e
pré-tratado em um difratdbmetro Shimadzu, modelo XRD 600 com fonte de radiacdo
CuKo, tensdo de 40 kV, corrente de 30 mA, tamanho do passo de 0,020 e tempo por
passo de 0,60 segundos. A velocidade de 2 ° min™ e faixa de varredura de 26 = 10 a 50
°. As analises foram realizadas no Laboratdrio de Desenvolvimento de Novos Materiais
(LABNOV) pertencente a Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

3.3.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens foram obtidas utilizando o microscépio eletronico de varredura da
marca Shimadzu, modelo SSX-550 acoplado a um Espectrofotdmetro de Energia
Dispersiva (EDS). O procedimento de andlise consistiu na preparacdo de
aproximadamente 5 mg de amostra dispersa em 5 mL de acetona e homogeneizada
manualmente. Com o auxilio de um conta-gotas, uma gota da amostra foi depositada
sobre a superficie de um porta-amostra. Em seguida, o porta-amostra contendo a
amostra a ser analisada foi submetido a uma metaliza¢do, em um metalizador modelo
SC-701 e marca Sanyu Electron para ser recoberto por uma fina camada de ouro com o
objetivo de proporcionar uma condutividade elétrica necessaria para a analise. Esta
andlise foi realizada no Laboratorio de Caracterizacdo de Materiais da Unidade
Académica de Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG). As microscopias eletronicas de varredura foram realizadas com ampliagédo de
faixa de 50 a 3.000 vezes, e realizadas para o bagaco de acerola in natura e pré-tratado.
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3.4. PRE-TRATAMENTO

A metodologia utilizada no pré-tratamento foi uma adaptacdo para a materia-
prima bagaco de acerola, através da metodologia empregada no pré-tratamento do
bagaco de cana-de-agucar (BAUDEL, 2006).

Foram realizados dois pré-tratamentos, um prée-tratamento acido e um pré-

tratamento béasico, com intuito de remover hemicelulose e lignina do bagaco de acerola.

3.4.1. Pré-Tratamento Acido

O pré-tratamento acido do bagaco de acerola foi realizado em um forno da
MAINTEC FORNOS INTI com um reator de aco inox pressurizado com controlador
térmico de temperatura interna e externa, e capacidade maxima de 750 mL de solucéo.

O écido sulfurico foi utilizado como catalisador e a razdo de sélido para liquido
utilizada foi de 1 g de bagaco por 10 mL de acido. Inicialmente pesou-se 60 g do bagaco
in natura para ser colocada dentro do reator juntamente com 600 mL de uma solucédo de
acido sulfurico a 3 %. A temperatura do pré-tratamento foi de 120 °C e o tempo de
reacdo de 1 hora (LEAO et al., 2013). Decorrido esse tempo o material dentro do reator
foi filtrado e bem lavado com &gua destilada. Em seguida foi colocado para secar em

uma estufa a 60 °C por 24 horas. Esse procedimento foi realizado duas vezes.

3.4.2. Pré-Tratamento Basico

O material resultante do pré-tratamento acido foi transferido para o reator
pressurizado em seguida adicionou-se a solu¢do de hidroxido de sédio (NaOH) a 4 % na
razdo de 1:10 material/solucdo. A reagdo ocorreu a temperatura de 120 °C por 1 hora.
Em seguida o material foi filtrado, lavado com agua destilada até o pH se igualar ao da
agua de lavagem e seco a 60 °C até massa constante (JA’AFARU ¢ FAGADE, 2007).
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3.5. HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrélise enzimética do bagaco de acerola, in natura e pré-tratado, foi realizada
com o auxilio de um planejamento fatorial 2* com a adicao de trés pontos centrais, onde
verificou-se a influéncia de duas varidveis: carga enzimatica e porcentagem de massa
seca de bagaco de acerola por volume reacional no aumento da concentracdo de glicose

na solucao.

A hidrdlise foi realizada em frascos erlenmeyers de 250 mL contendo o bagaco de
acerola, a solucdo tampéo citrato de sodio (50 mmol/L e pH 4,8), o extrato enzimatico, a
B-glucosidase e a tetraciclina, como antibiético, nas condi¢cbes do planejamento
experimental, mantidas em uma incubadora shaker, modelo SP — 223, sob agitacdo de

150 rpm e temperatura de 50°C, durante 72 horas.

A Tabela 6 mostra a matriz do planejamento fatorial completo e na Tabela 7 os

niveis das variaveis de entrada codificados e reais.

Tabela 6 - Matriz de Planejamento Fatorial 22

Condigcdes  Cargaenzimatica  Porcentagem massa seca de
bagaco de acerola por volume

reacional
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Tabela 7 - Niveis Codificados e Reais das Varidveis Independentes para o Planejamento Fatorial.

Variaveis -1 0 1

Carga enzimatica
(FPU/g) 10 17,5 25
Porcentagem massa seca
de bagaco de acerola por
volume reacional (%) 2 3 4
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Os valores escolhidos para os niveis reais das variaveis carga enzimatica e
relagdo massa seca de bagacgo por volume reacional foram conforme o trabalho de Silva
(2010).

Para cada experimento foram retiradas amostras depois de transcorridos o0s
seguintes tempos (6, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas) visando o estudo da cinética da

hidrélise enzimatica.

O rendimento da hidrdlise enzimatica foi calculado a partir do percentual do

aumento de glicose conforme Equacédo 11:

Quantidade de Glicose Produzida (g/L)

- - - : 100% (11)
Quantidade tedrica de Glicose Produzida (g/L)

% Aumento de Glicose =

3.5.1. Preparacao do Extrato Enzimatico Utilizado na Hidrolise

O extrato utilizado na hidrélise enzimatica do bagaco de acerola foi preparado
na proporcdo de 1:10, ou seja, utilizou-se 50 mL da enzima Celluclast 1.5L da
Novozyme aferidos em um baldo volumétrico de 500 mL com tampéo citrato (50
mmol/L e pH =4,8).

3.5.2. Determinacdo da atividade enzimatica

A determinacdo da atividade enzimatica foi baseada na metodologia proposta
por Ghose (1987), que mede a atividade celulolitica em termos de unidades de papel de

filtro por mililitro da solucdo enzimaética original.

Na determinacédo da atividade enzimética, os tubos de ensaios continham 50 mg
do substrato (Papel de filtro quantitativo de 80 g/m?% cinza 0,00005 g; permeabilidade
aoar:3L/ism’e porosidade da maioria dos poros de 8 um), 1 mL do tampao citrato de
sodio (50 mmol/L, pH = 4,8) e 0,5 mL da enzima diluida. Os tubos controles da enzima
ndo continham o substrato, bem como os tubos controle do substrato ndo continham a
enzima. Para determinar a curva de calibracdo da glicose, os tubos padrdes de glicose
receberam 0,5 mL da dilui¢do de glicose (3,35 mg/mL; 2,5 mg/mL 1,65 mg/mL e 1

mg/mL) e 1 mL do tampéo.
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Os tubos foram incubados em banho termostatizado a 50 °C por 60 min. Apés o
periodo de incubacdo, adicionou-se 3 mL do éacido 3-5 dinitrossalicilico (DNS) para
interromper a reacdo enzimatica. Para dosar os agUcares redutores totais os tubos foram
colocados exatamente por 5 minutos em banho de agua fervente. Em seguida foram

resfriados e adicionados a cada tubo 20 mL de agua destilada.

A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotémetro da Agilent HP 8453 em
um comprimento de onda de 540 nm. Usando a curva de calibragdo da glicose foi
possivel determinar a concentracdo de glicose liberada em cada reacdo enzimatica. A
concentracdo da enzima foi estimada para exatamente 2 mg de glicose liberada durante
a reacdo enzimatica (definicdo de Filter Paper Unity - FPU), através da equacédo da reta
entre as concentracbes de glicose ap6s cada reacdo e os logaritmos das respectivas

diluicdes da enzima.

3.5.3. Determinacéo de Aclcares Redutores

As concentracdes dos acucares redutores (glicose, xilose e arabinose) no pré-
tratamento e na hidrélise enzimatica, foram determinadas por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, utilizando-se o HPLC. Para cada amostra foram feitas duas

injecoes.
Os dados do cromatdgrafo e as condicbes das operagdes foram as seguintes:

e Cromatografo Liquido equipado com uma bomba modelo ProStar 210 (Varian);
e Injetor manual modelo 7725 (Rheodyne) com loop de 20 pL;

e Detector de indice de refracdo modelo ProStar 355 (Varian);

e Coluna Hi-Plex H 8 um (300 x 7,7 mm);

e Temperatura da coluna de 60 °C;

e Fase movel: solucdo de &cido sulfurico a 0,005 mol/L com vazdo de 0,6

mL/min;

e Tempo de andlise: 60 minutos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO LIGNOCELULOSICA DO SUBSTRATO

A caracterizacdo lignocelulésica do bagaco de acerola visou conhecer sua
composicdo com relacdo aos teores de celulose, hemicelulose e lignina, que sd@o os

componentes de maior interesse presente em materiais lignoceluldsicos.

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados obtidos para as amostras do bagaco
de acerola in natura e depois do pré-tratamento, quanto aos teores de umidade, cinzas,
extrativos, lignina, holocelulose, alfacelulose e hemicelulose, bem como seus

respectivos desvios padréo.

Tabela 8 — Caracterizagdo Lignoceluldsica do Bagaco de Acerola.

BAGACO
PARAMETROS N NATURA SRE.
TRATADO
UMIDADE (B.U) (%) 7,83+0,08 4,56 + 0,09
UMIDADE (B.S) (%) 8,5+ 0,09 4,78 + 0,09
CINZAS (%) 2,36 + 0,01 1,54+ 0,07
EXTRATIVOS (%) 14,5 + 0,55 4,1+0,10
LIGNINA (%) 28,37 + 0,05 23,54 + 0,51
HOLOCELULOSE (%) 43,97 £0,25 59,76 + 0,22
ALFACELULOSE (%) 24,7 +1,86 49,6 +1,08
HEMICELULOSE (%) 19,27 + 1,86 10,16 + 1,08

As Figuras 20 e 21 mostram os graficos pizza para os dados da Tabela 8,
referente a constituicdo do bagago de acerola in natura e pré-tratado, corrigido para um
total de 100 %.



Figura 20 — Constituicdo do Bagaco de Acerola in natura.
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Figura 21 — Constituicdo do Bagaco de Acerola Pré-tratado.
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A umidade encontrada para o bagaco de acerola in natura foi de 7,83 % para

base umida e 8,5 % para base seca, valores bem préximos ao encontrado por Silva et al.

(2012), que foi de 8,97 %. Ja o valor de cinzas foi de 2,36 %, um pouco superior ao

encontrado pelos mesmos autores, que foi de 0,97 %. Mesmo sendo um pouco mais alto

ainda mostra que a composicao de cinzas no bagaco de acerola é bem pequena.

A parcela de extrativos no bagaco de acerola foi de 14,5 %. Este valor pode ser

atribuido a diversos componentes estruturais da parede celular do material, como alguns

sais, acucares e polissacarideos (soltveis em agua), acidos ou ésteres graxos, alcoois de

cadeia longa, ceras, resinas e compostos fenolicos e glicosideos (soltiveis em solventes

organicos) (MORAIS et al., 2010).
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Os extrativos interagem com reagentes utilizados nos processos de hidrdlise e de
lignificacdo da biomassa, bem como na quantificacdo da lignina presente na mesma,

acarretando resultados erréneos na caracterizagdo do material (PRADO et al., 2010).

No presente estudo foi obtido os seguintes percentuais para o0 bagaco de acerola
in natura: celulose (24,7 %), hemicelulose (19,27 %) e lignina (28,37 %). Lousada Jr et
al. (2006), realizaram a caracterizacdo fisico-quimica de subprodutos da acerola e
encontraram 0s seguintes valores quanto aos percentuais de celulose, hemicelulose e
lignina: celulose (35,07 %), hemicelulose (17, 17 %) e lignina (20,11 %).

Comparando os valores desses parametros apresentados por Lousada Jr et al.
(2006) obtidos neste estudo, pode-se observar valores muito proximos de hemicelulose
e quanto aos valores de lignina e celulose uma diferenca respectivamente de 8,26 % a

mais e 10,37 % & menos.

Analisando os percentuais de celulose, hemicelulose e lignina, encontrados para
0 bagaco de acerola in natura, notou-se a necessidade de se realizar um pré-tratamento,
devido aos altos teores de lignina e hemicelulose que podem ser reduzidos aumentando
assim o percentual de celulose para posterior conversao em glicose pela hidrélise

enzimatica.

Diversos autores tém mostrado que a reducdo do conteudo de hemicelulose e
lignina favorecem a hidrdélise enzimatica da fracdo celulésica (HUS, 1996; OHGREN et
al., 2006).

Através da Tabela 8 e das Figuras 20 e 21, observa-se o efeito que o pré-
tratamento aplicado no bagaco de acerola in natura acarretou nos teores dos
constituintes do mesmo, principalmente com relacdo aos percentuais de celulose,

hemicelulose e lignina.

Com relacdo a esses trés parametros observou-se uma reducédo no percentual de
hemicelulose de 9,11 % e no de lignina uma reducdo de 4,83 %. A reducdo dessas
quantidades nos teores de hemicelulose e lignina acarretaram um aumento de 25 % no
percentual da celulose. A soma dos percentuais da hemicelulose e alfacelulose (celulose
propriamente dita) compde a holocelulose, que teve um aumento de 15,79 % apds o pré-

tratamento.
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4.2. CARACTERIZACAO MICROESTRUTURAL

4.2.1. Difracédo de Raios X (DRX)

Na Figura 22 sdo apresentados os resultados do difratograma de raios X, na faixa

de 260 entre 10° e 50°, para 0 bagaco de acerola in natura e pré-tratado.

Figura 22 — Difratogramas: (a) Bagaco de acelora in natura; (b) Bagaco de acerola pré-tratado.
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Pode-se observar uma maior intensidade e definicdo nos picos para a amostra do
bagaco de acerola pré-tratado. Indicando assim uma evidéncia da cristalinidade do
bagaco de acerola apds o pré-tratamento. Essa evidéncia da cristalinidade esta
relacionada a remocdo de parte da lignina e da hemicelulose, estruturas amorfas
presentes nos materiais lignocelulésicos, o que expde e permitiu um melhor
empacotamento das cadeias de celulose (SIQUEIRA, 2006; ZHAO et al., 2008). A nédo
reducdo da cristalinidade indica que a etapa de pré-tratamento ndo levou a degradacao

de cadeias de celulose.

50
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4.2.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Nas Figuras 23 e 24 estdo apresentadas as imagens obtidas por microscopia
eletronica de varredura (MEV) da estrutura fisica do bagaco de acerola in natura e pré-
tratado nas ampliagdes de 100x, 500x, 1000x e 3000x.

Analisando de forma comparativa as micrografias do bagago de acerola in
natura e pré-tratado observa-se uma mudanca na estrutura morfolégica do bagacgo de

acerola quando submetida aos processos de pré-tratamento.

As micrografias do bagaco de acerola in natura mostram uma estrutura bastante
fibrosa recoberta por flocos de medula. Apds a etapa de pré-tratamento observa-se que
as fibras ficaram mais limpas e lisas. O pré-tratamento removeu grande parte de
substancias e flocos de medula, porém manteve as fibras agrupadas sem desempacotéa-

las.

Figura 23 - Micrografias do bagago de acerola in natura.
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Figura 24 - Micrografias do bagago de acerola pré-tratado.
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Estas micrografias corroboram com as analises quimicas, as quais evidenciam
uma grande solubilizacdo dos componentes, tornando as fibras mais expostas a cada

etapa de processamento da biomassa e com isso aumentando sua area superficial.

4.3. PRE-TRATAMENTO

Na Tabela 9 encontram-se as massas das amostras apds cada pré-tratamento e na
Tabela 10 estdo apresentados os rendimentos do pré-tratamento realizado: pré-
tratamento &cido, onde utilizou-se acido sulfarico a 3 % seguido de um pré-tratamento
béasico, com hidroxido de sodio a 4 %, para uma massa de 120 gramas do bagaco de
acerola in natura, com temperatura mantida em 120 °C e razdo sélido/liquido de 1:10
(m/v). Os rendimentos foram calculados a partir da massa obtida ap6s cada pré-

tratamento em relacdo & massa inicial utilizada.
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Tabela 9 — Massa das amostras ap0s cada Pré-tratamento.

Massa da amostra do bagaco in natura (g) 120,00
Massa da amostra ap0s o pré-tratamento acido (g) 63,00
Massa da amostra apds preé-tratamento bésico (g) 27,00

Tabela 10 — Rendimento de cada Pré-tratamento.

Rendimento do preé-tratamento &cido (%0) 52,50
Rendimento do pré-tratamento bésico em relagéo ao pré-
. 42,86
tratamento acido (%)
Rendimento do pré-tratamento basico em relacdo ao in 99 50

natura (%o)

Através dos rendimentos para cada pré-tratamento utilizado, pode-se observar
uma grande perda de biomassa, ou seja, a solubilizacdo de uma grande parte dos
constituintes presentes no bagaco de acerola in natura. No pré-tratamento cido foi
solubilizada 47,5 % da massa inicial. No pré-tratamento basico com relacao ao acido foi
solubilizada 57,14 % da massa. J& para o pré-tratado basico com relacdo a massa de
bagaco in natura utilizada inicialmente, foi solubilizada 77,5 % desta massa, obtendo
assim um rendimento de 22,5 %. Essa reducdo na biomassa provavelmente ocorreu
devido aos reagentes utilizados que solubilizam parte da hemicelulose e da lignina
presente no bagaco in natura e pelas lavagens que sdo feitas apds cada pré-tratamento
onde utiliza-se um grande volume de agua destilada para promover a remog¢do desses
reagentes, o que acarreta na solubilizacdo de varios constituintes presente na amostra do

bagaco in natura que ndo sdo quantificados.

Um parametro que comprova isso é o percentual de extrativos que inicialmente
era de 14,5 % no bagaco in natura e depois de realizado o pré-tratamento caiu para 4,1
%.

Para um pré-tratamento ser eficaz ele tem que retirar seletivamente a
hemicelulose e a lignina sem causar muitas perdas de celulose, para posterior
sacarificacdo enzimatica. Segundo Nascimento (2011), que realizou um pré-tratamento
basico com NaOH a 4 % e tempo de reagdo de 60 minutos no bagacgo de cana de aguUcar,

obteve uma perda de celulose em torno de 15 %.
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Neste estudo observou-se uma perda de 4,5 g/L de xilose e 1,7 g/L de arabinose,
fracBes da hemicelulose, quando realizado o pré-tratamento acido. E no pré-tratamento
basico uma perda de 1,6 g/L de acido acético. A soma da glicose perdida no pré-
tratamento &cido e alcalino aplicados nesse trabalho foi de 2,0 g/L, 0 que representa

aproximadamente 10 % da glicose obtida apos a hidrélise enzimatica.

4.4, CINETICA DA HIDROLISE ENZIMATICA

Antes de realizar as hidrélises enzimaticas, foi necessario determinar a atividade
do extrato enzimatico comercial para poder calcular as quantidades desse extrato que
seriam utilizadas nas hidrolises. A atividade enzimatica da enzima Celluclast 1.5 L,
utilizada nas hidrolises enzimaticas do bagaco de acerola in natura e pré-tratado foram
de 10,13 FPU/mL e 6,31 FPU/mL.

A partir deste resultado, foi possivel calcular a quantidade necessaria de extrato
enzimatico para as condic@es de hidrolise (Tabela Al e A2). Esse volume de extrato foi
calculado a partir do produto entre a massa do bagaco (g) e a carga enzimaética (FPU/g)

dividido pela atividade enzimatica para cada hidrolise (FPU/mL).

Neste trabalho foram variadas as cargas enzimaticas nos valores 10, 17,5 e 25
FPU/g de bagaco de acerola. Também foi variada a porcentagem massa seca de bagaco

por volume do meio reacional, entre 2 - 4 %.

As cinéticas da hidrdlise enziméatica do bagaco de acerola in natura e pré-
tratado, foram realizadas nas respectivas condi¢Bes de carga enzimatica e porcentagem
de massa seca de bagaco por volume reacional, conduzidas sob agitacdo de 150 rpm e

temperatura de 50 °C,

Nas Figuras 25 e 26, estdo apresentadas as cinéticas da hidrolise enzimatica para
0 bagaco de acerola in natura. Na Figura 25 as cinéticas para as condigdes 1, 2, 3,e 4 e
na Figura 26 as cinéticas referente aos trés pontos centrais (5, 6 e 7).
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Figura 25 — Cinética da Hidrolise Enzimatica do Bagaco de acerola in natura para as condicdes 1, 2, 3 e
4,

—u—(10,0 FPU/g e 2%)

16000 —#— (25,0 FPU/g e 2%)
(

—v

| v 10,0 FPU/g e 4%)
14000 ¥— (25,0 FPUIg e 4%)
S
Euunu_ .
@ i v
S 10000 /
@ . v )
€L
£ 8000 - / v .
o& | /. l\-\h\\x
© 6000 ® .
=
3 | P
£ 4000 n
8 | /./—/
20004 ¥
T T T I T I T T T T T I T I T |
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)

A partir da Figura 25, observa-se para as condi¢cbes 1 e 2, onde a carga
enzimatica variou e se manteve constante a relacdo entre massa seca de bagaco por
volume do meio reacional (condicdo de menor razdo: 2 %) que ndo apresentaram um
mesmo perfil cinético para 0 aumento da concentracdo de glicose. A condicdo 1
apresentou um perfil cinético mais suave devido as condi¢cBes de carga enzimética e
relacdo massa seca de bagaco por volume reacional serem mais brandas. Na condi¢édo 2
a qual estava na condicdo de maior carga enzimatica, 25 FPU/g, obteve-se maxima
glicose em 36 horas de hidrélise, quase o dobro com relacdo ao méximo de glicose
obtido na condicdo 1 em 60 horas.

Analisando as condigdes 3 e 4, observa-se que ambas apresentaram
aproximadamente o mesmo perfil com relacdo ao crescimento da concentracdo de
glicose. Novamente a carga enzimatica variou e se manteve constante a relacdo entre
massa seca de bagaco por volume do meio reacional, neste caso a condicdo foi a de
maior razéo: 4 %. Observa-se também que ambos tiveram seu ponto maximo de glicose

produzida em 36 horas de hidrdlise.

Ja comparando duas condi¢cbes com a mesma carga enzimatica, a exemplo das

condigdes 2 e 4, e a relagdo massa seca de bagaco por volume meio reacional variando,
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ambas apresentam o mesmo perfil, diferenciando na quantidade de glicose produzida

que apresenta valores quase que dobrados quando se dobra a razdo massa seca de
bagaco por volume reacional.

Figura 26 — Cinética da Hidrolise Enzimatica do Bagaco de acerola in natura para as condigdes 5, 6 e 7
(Pontos Centrais).
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Observa-se na Figura 26 o mesmo perfil para os 3 pontos centrais. Os quais

apresentaram méaxima concentracdo de glicose em 24 horas de hidrolise.

Nas Figuras 27 e 28, estdo apresentadas as cinéticas da hidrolise enzimatica para
0 bagaco de acerola pré-tratado. Na Figura 27 as cinéticas para as condic¢des 1, 2, 3, e 4
e na Figura 28 as cinéticas referente aos trés pontos centrais (5, 6 e 7).
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Figura 27 — Cinética da Hidrdlise Enzimatica do Bagaco de acerola pré-tratado para as condic@es 1, 2, 3
ed.
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A partir da Figura 27, pode-se observar que para as condicdes 1 e 2, onde a
carga enzimatica variou e se manteve constante a relacdo entre massa seca de bagaco
por volume do meio reacional (condi¢do de menor razdo: 2 %) ambos tiveram seu ponto
maximo de glicose produzida em 48 horas. Embora que na segunda condicdo a qual
estava a condicdo de maior carga enzimatica, 25 FPU/g, observa-se um pico em 24 h de

hidrolise mantendo-se praticamente constante até as 48 h.

Analisando as condicbes 3 e 4, observa-se que ambas tiveram o mesmo perfil
com relacdo ao crescimento da concentracdo de glicose. Novamente a carga enzimatica
variou e se manteve constante a relacdo entre massa seca de bagago por volume do meio
reacional, neste caso a condicdo foi a de maior razdo: 4 %. Observa-se também que a
quarta condi¢do (maior carga enzimatica) apresentou um pico em 24 h, que permaneceu

praticamente constante até as 48 h.

J& comparando duas condi¢cBes com a mesma carga enzimatica, a exemplo das
condicdes 2 e 4, e a relacdo massa seca de bagaco por volume meio reacional variando,
ambas apresentam o mesmo perfil, diferenciando na quantidade de glicose produzida
que apresenta valores dobrados quando se dobra a razdo massa seca de bagaco por

volume reacional.
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Figura 28 — Cinética da Hidrolise Enzimatica do Bagaco de acerola pré-tratado para as condi¢es 5, 6 ¢ 7
(Pontos Centrais).
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Observa-se na Figura 28 o mesmo perfil para os 3 pontos centrais. Os quais

apresentaram méaxima concentracdo de glicose em 36 horas de hidrolise.

Os rendimentos da hidrélise enzimética foram analisados a partir do percentual
de aumento da glicose durante as 72 horas de hidrolise para cada condicdo (Tabela A3 e
A4), com relacdo ao valor de glicose tedrico. Esse valor tedrico foi calculado a partir da
razdo entre a massa de glicose presente em 3 gramas do bagaco de acerola (in natura e
pré-tratado) e o volume do meio reacional. Essa massa de glicose foi determinada a
partir da quantidade de celulose presente no bagaco de acerola in natura (24,7 %) e pré-
tratado (49,6 %) e sabendo que pela estequiometria da reacdo de producédo de glicose a
partir da celulose, tem-se que 1 grama de celulose produz 1,1 grama de glicose. O valor
de glicose teodrico para a hidrolise do bagaco de acerola in natura e pré-tratado
encontram-se nas Tabelas 11 e 12.
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Tabela 11 — Concentracdo teodrica de Glicose para o Bagaco de acerola in natura.

Concentracéao de Glicose

Experimento Teorica (g/L)

5,9
5,9
11,0
11,0
8,2
8,2

~N oo o B~ ow NP

8,2

Tabela 12 — Concentracdo tedrica de Glicose para o Bagaco de acerola pré-tratado.

Concentracéo de Glicose

Experimento Teobrica (g/L)

11,0
11,0
22,0
22,0
16,5
16,5

~N oo o B~ w N

16,5

Todas as condicOes trabalhadas apresentaram um rendimento maximo de 100 %,
mas a melhor producdo de glicose e melhor produtividade foi para a condicédo 4, que
estava nas condicBes de maior carga enzimatica e razdo massa seca de bagaco por
volume reacional, onde a producdo de glicose foi de aproximadamente 22,3 mg/L de

glicose em 36 horas de hidrolise.
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4.4.1. Analise Estatistica dos Dados Experimentais

O diagrama de Pareto é apresentado na Figura 29 para a melhor condicéo da
hidrdlise enziméatica do bagaco de acerola in natura que foi em 36 horas. Pode-se
afirmar que tanto a carga enzimética (FPU/g) como a relagdo massa seca do bagaco de
acerola por volume reacional (%), influenciam o processo de maneira positiva, ou seja,
aumentando a concentracdo de glicose. Ja a interacdo entre essas duas variaveis também
influencia, mas de maneira negativa. Os dados foram analisados em nivel estatistico de

95% de confianga apresentando um coeficiente de determinacéo de 88 % (Tabela 13).

Figura 29 - Diagrama de Pareto para a Hidrélise Enzimatica do bagaco de acerola in natura em 36 horas.

Massa 27,1348

Tabela 13 - Andlise de Variancia (ANOVA) para Hidrolise Enzimatica do bagaco de acerola in natura

em 36 horas.

Fonte de variacao SQ GL MQ Teste F
Regresséo 75083747 2 37541873,5 2,11
Residuo 10264259 4 2566064,75

Total 85348006 6

% R® 88

I:tabeladoz 6,94 I:calculadoz 14,63

GL — Grau de Liberdade; SQ - Soma dos Quadrados; MQ. — Média Quadratica dos
Desvios; Teste F = (Fcalculado / Ftabelado).
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Segundo Box et al. (1978) para valores de F maior que 1,00 0 modelo estatistico
é considerado significativo e para valores de F maior que 4,00 o modelo é significativo
e preditivo. Neste caso para a concentracdo de glicose na hidrélise enzimética do bagaco

de acerola in natura o modelo é significativo uma vez que o valor de F foi de 2,11.

O modelo estatistico codificado com as varidveis significativas para a
concentracdo de glicose na hidrélise enzimatica do bagaco de acerola in natura é

apresentado na Equacdo 12.

Conc. de Glicose (mg/L) = 9881,793 + 4048,855Massa + 1244,475C.Enz — 910,490MassaxC.E  (12)

A Figura 30 apresenta a superficie de resposta para a variavel concentracdo de
glicose obtida na hidrolise enzimética do bagago de acerola in natura. Observa-se que
nos intervalos estudados a maior concentragdo de glicose ocorre para o nivel mais alto
da relagdo massa seca do bagaco de acerola por volume reacional e maior valor da carga

enzimatica.

Figura 30 - Superficie de resposta para producéo de glicose na hidrélise enzimética do bagago de acerola
in natura no tempo de 36 horas.

B > 14000
B < 14000
B < 12000
[ < 10000
[ < 8000
[ < 6000
B < 4000
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Na Figura 31 é apresentado o Diagrama de Pareto para a melhor condi¢do da

hidrélise enzimética do bagaco de acerola pre-tratado que foi em 36 horas.

Figura 31 - Diagrama de Pareto para a Hidrolise Enzimatica do bagaco de acerola pré-tratado em 36
horas.

CEnz Z 1450413

MassaxC.E 5,891 31:3

p=,05

Pode-se afirmar que tanto a carga enzimatica (FPU/g) como a relacdo massa
seca do bagaco de acerola por volume reacional (%), influenciam o processo de maneira
positiva, ou seja, aumentando a concentracdo de glicose. Ja a interacdo entre essas duas
variaveis ndo influencia uma vez que néo € significativa. Os dados foram analisados em
nivel estatistico de 95% de confianca apresentando um coeficiente de determinacdo de
99 % (Tabela 14).

Tabela 14 - Anéalise de Variancia (ANOVA) para Hidrélise Enzimatica do bagago de acerola pré-tratado

em 36 horas.

Fonte de variacao SQ GL MQ Teste F
Regressao 98505993 3 32835331 4,12
Residuo 8030459 2 415229.50

Total 99309039 5

% R? 99

I:tabelaldoz 19,164 I:calcula‘ldo: 79,07

GL — Grau de Liberdade; SQ - Soma dos Quadrados; MQ. — Média Quadratica dos
Desvios; Teste F = (Fcalculado / Ftabelado).
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Neste caso para a concentracao de glicose na hidrdlise enzimatica do bagaco de
acerola pré-tratado o modelo € significativo e preditivo uma vez que o valor de F foi de
4,12.

O modelo estatistico codificado com as varidveis significativas para a
concentracdo de glicose na hidrolise enzimatica do bagaco de acerola pré-tratado é

apresentado na Equacdo 13.

Conc. de Glicose (mg/L) = 16031,37 + 4789,85Massa + 1202,21C.Enz (13)

A Figura 32 apresenta a superficie de resposta para a variavel concentracdo de
glicose obtido na hidrélise enzimética do bagaco de acerola pré-tratado. Observa-se que
nos intervalos estudados a maior concentracdo de glicose ocorre para niveis mais altos
como a relacdo massa seca do bagaco de acerola por volume reacional e maiores valores

da carga enzimatica.

Figura 32 - Superficie de resposta para producdo de glicose na hidrdlise enzimética do bagago de acerola

pré-tratado no tempo de 36 horas.

T

I > 22000
B - 22000
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5. CONCLUSAO

A caracterizacdo lignocelulésica do bagaco de acerola foi uma etapa muito
importante e um dado essencial do trabalho sendo utilizada como parametro
comparativo entre 0 bagaco in natura e a eficiéncia do pré-tratamento utilizado quanto a

remocao de hemicelulose e lignina e consequentemente um aumento na glicose.

A caracterizacdo microestrutural evidenciou a cristalinidade e a modificacdo na

morfologia do bagacgo de acerola apds o pré-tratamento aplicado.

A reducdo no teor de extrativos, de 14,5% no bagaco in natura para 4,1% no
bagaco pré-tratado, mostrou o quanto de biomassa € solubilizada na etapa do pré-

tratamento.

A cinética de hidrélise para o bagago in natura e pré-tratado mostrou
rendimentos de 100% para todos os experimentos, cada um diferenciando em termos do

tempo de maxima conversdo e a concentracdo de glicose obtida.

O melhor valor obtido foi para a condi¢cdo 4 na hidrolise do bagaco de acerola
pré-tratado, no qual trabalhou-se com as maiores condicGes de carga enzimatica e
relagdo massa seca de bagago por volume de meio reacional ( 25FPU/g e 4%) no tempo
de 36 horas de hidrdlise.

O bagaco de acerola apresenta-se como excelente matéria-prima para obtencao
de etanol de segunda geracdo, devido ao seu alto teor de celulose e rendimento de
hidrolise, como também por ser um residuo lignoceluldsico abundante e de baixo custo

para obtencdo de acucares fermentesciveis.
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APENDICE

Tabela Al - Condi¢des da Hidrdlise Enzimética para o bagaco de acerola in natura.

Condicdes Massade  Volume de Volume total Volu~me do Tetraciclina
acerola (g) extrato (mL) (mL) tampao (mL) (mL)
1 3,00 2,96 150,00 147,04 0,6
2 3,00 7,40 150,00 142,60 0,6
3 3,00 2,96 75,00 72,04 0,3
4 3,00 7,40 75,00 67,60 0,3
5 3,00 5,18 100,00 94,82 0,4
6 3,00 5,18 100,00 94,82 0,4
7 3,00 5,18 100,00 94,82 0,4

Tabela A2 - Condig6es da Hidrdlise Enzimatica para o bagaco de acerola pré-tratado.

Condicdes Massade  Volume de Volume total VquNme do Tetraciclina
acerola (g) extrato (mL) (mL) tampao (mL) (mL)
1 3,00 4,75 150,00 145,25 0,6
2 3,00 11,89 150,00 138,11 0,6
3 3,00 4,75 75,00 70,25 0,3
4 3,00 11,89 75,00 63,11 0,3
5 3,00 8,32 100,00 91,68 0,4
6 3,00 8,32 100,00 91,68 0,4
7 3,00 8,32 100,00 91,68 0,4
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Tabela A3 — Crescimento da Concentracdo de Glicose (mg/L) durante as 72h de

Hidrdlise Enzimatica para o Bagago de acerola in natura.

Tempo Condicdo Condicdo Condicdo Condicdo Condicdo Condicdo Condicéo
(h) 1 2 3 4 5 6 7

6 1689,98 1799,84 2485,83 2140,86 1482,82 2272,84 2300,27
12 3094,98 6067,83 6081,66 8930,2 4090,61 5930,35 5889,34
24 4054,02 7227 7537,36  10786,33  8494,56 8848,9 10234,61
36 4717,52 9027,45  14636,21 15304,18  8718,13 8156,58 8612,48
48 5785 5460,95 7210,48 8261,88 3999,63 4972,69 6690,77
60 6498,14 7790,65 8859,75  12348,37  9309,73 9034,35 10394,7

72 6262,89 6759,23 8479,33 6719,66 7040,4 7384,4 3083,28

Tabela A4 — Crescimento da Concentracdo de Glicose (mg/L) durante as 72h de

Hidrolise Enzimatica para o Bagaco de acerola pré-tratado.

Tempo Condicdo Condicdo Condicdo Condicdo Condicdo Condicdo Condicéo
(h) 1 2 3 4 5 6 7

6 6239,71 6549,12  12046,94 13105,18  9118,03 8150,9 10174,18
12 7652,57 8265,26  14631,46 13877,21  9420,44  10617,33  10401,08
24 9880,84  11453,39 18385,73 21939,93 12288,56 14171,46  14671,67
36 10273,44  11603,26  18876,44 22257,56 16657,04  16422,6  17894,69
48 1194589 11701,14 1771514 21476,57 15112,77 13665,18 14360,31
60 10608,25 10948,63 16399,27 18027,79 16162,69 13885,36  15449,77

72 11333,96 11891,05 11050,99  12572,4  11211,34 12080,33 11244,02




