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RESUMO

O bioetanol surge como uma alternativa aos combustiveis fosseis, visto que ele possui fonte
renovavel através de matéria-prima vegetal. Sendo assim, este trabalho objetivou Avaliar o
potencial do caroco de acai como matéria-prima para obtencao do etanol de segunda geragdo.
Foram realizadas as etapas de pré-tratamento, secagem e moagem, hidrdlise enzimatica com a
enzima celulase e processo fermentativo com a levedura Saccharomyces cerevisiae CCMA
0200. O processo de hidrolise enzimatica, foi conduzido com 10% e 20% de biomassa (base
seca) e atividade enzimatica de 10 FPU/gbiomassa € 20 FPU/gbiomassa. A partir das anélises,
observou-se que a condi¢ao 20% - 10 FPU/gpiomassa, apresentou os melhores resultados na etapa
de hidrdlise. Pois, apds a quantificacdo de agucares no hidrolisado, encontrou-se uma
concentracdo de glicose de 10,994 g/L. Na etapa de fermentacdo, a condicdo 10% - 10
FPU/gpiomassa chegou ao final sem concentragdo de glicose, indicando que o microorganismo
consumiu todo o substrato disponivel. E a condi¢dao de 20% - 10 FPU/gpiomassa apresentou uma
redugdo de 77% na concentragdo de glicose. Por fim, concluiu-se que o carogo de agai ¢ uma
biomassa com potencial para produgao de bioetanol, entretanto se faz necessario estudos mais

aprofundados.

Palavras-chave: Hidrolise enzimatica. Fermentacao. Celulase. Biomassa. Glicose. Levedura.
Biocombustivel.



ABSTRACT

Bioethanol emerges as an alternative to fossil fuels because it has a renewable source through
plant raw material. Thus, this work aimed to study the potential of agai pit as raw material for
obtaining second generation ethanol. The stages of pretreatment, drying and grinding,
enzymatic hydrolysis with the cellulase enzyme and fermentative process were performed with
the yeast Saccharomyces cerevisiae. The stages of pretreatment, drying and grinding, enzymatic
hydrolysis with the cellulase enzyme and fermentative process were performed with the yeast
Saccharomyces cerevisiae. Conditions of 10% and 20% of biomass (dry basis) and enzymatic
activity of 10 FPU/gpiomass and 20 FPU/gpiomass. From the analyses, it was observed that the
condition 20% - 10 FPU/gpiomass, presented the best results in the hydrolysis stage. After the
quantification of sugars in the hydrolyzed, a glucose concentration of 10.994 g/L was found.
And the condition of 20% - 10 FPU/gpiomass showed a 77% reduction in glucose concentration.
Finally, it was concluded that agai pit is a biomass with potential for bioethanol production,

however further studies are needed.
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1. INTRODUCAO

A energia tem extrema importancia no planejamento dos paises, tendo em vista que,
todo o desenvolvimento econdmico, melhora da vida cotidiana da sociedade e grande parte dos
avangos tecnologicos sdao devido o potencial energético de cada pais (ARAUJO; NAVARRO;
SANTOS, 2013).

Entretanto, grande parte da energia consumida no mundo, seja no uso de veiculos, ou
usos industriais, ainda provém de fontes ndo renovaveis, como por exemplo o petrdleo e o
carvao mineral. Essa dependéncia coloca inimeros paises do mundo em situagdo de risco, uma
vez que tais combustiveis podem se esgotar no longo prazo. Além disso, dependendo da
disponibilidade ha oscilacdo dos precos nos mercados internacionais, afetando inclusive todos
os seus derivados (ARAUJO; NAVARRO; SANTOS, 2013).

Tendo em vista esse cenario, os biocombustiveis se apresentam como uma tecnologia
capaz de fazer frente aos desafios energéticos, pois além de reduzir a dependéncia externa de
petrdleo, o uso de tais combustiveis resulta em uma diminuicdo significativa das emissdes de
gases toxicos para a atmosfera. Entre os principais biocombustiveis utilizados atualmente,
temos o etanol.

Desde os anos 1920 o etanol ¢ utilizado como combustivel no Brasil, mas apenas, a
partir de novembro de 1975 com o programa do governo brasileiro intitulado Prodlcool, que
esse combustivel ganhou notoriedade e através de investimentos e subsidios houve um aumento
no volume produzido. Esse programa foi motivado pela crise do petroleo de 1973, em que o
preco do barril de petroleo subiu significativamente e naquela época o pais era totalmente
dependente da gasolina derivada do petrdleo, e chegava a importar cerca de 80% do petréleo
consumido, esse fato trouxe graves consequéncias para a balan¢a comercial brasileira da época.
(LEITE; LEAL, 2017)

Porém, a producao de etanol combustivel proveniente principalmente das culturas de
cana-de-agticar, milho e beterraba exigem uma grande area de cultivo, além disso, pode
comprometer a seguranc¢a no fornecimento de alimentos. E por isso, t€ém se estudado muitas
fontes alternativas para a producdo de etanol.

Surgindo entdo, o etanol de segunda geracdo ou bioetanol. Algumas das fontes
alternativas que mais se destacam para a producao do etanol 2G sdo o bagago e palha de cana-
de-acticar e residuos de milho. Entretanto, qualquer biomassa s6lida ou liquida rica em celulose

pode ser uma alternativa.



Nesse sentido, surge o carogo de agai principal subproduto da indastria de
processamento de agai. Fruto da palmeira (Euterpe oleracea), o agai possui cerca de 53,20% de

celulose em sua composicao, segundo Rodriguez-Zufiga (2008).

1.1.  Objetivos
Esse trabalho tem como objetivo avaliar o potencial energético na producao de etanol

2@ a partir do caroco de agai. Para isto, realizou-se, em escala de bancada, as etapas de hidrolise
enzimatica utilizando uma enzima celulase e fermentacdo alcoodlica utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae CCMA 0200.
1.1.1. Objetivos especificos

e Realizar a etapa de hidrolise utilizando uma enzima celulase em escala de

bancada;
e Realizar a fermentagdo utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae CA-11;
¢ Quantificar acucares fermentesciveis apds as etapas e analisar a viabilidade do

carogo de agai para producdo de etanol 2G.



2.  REFERENCIAL TEORICO

A industrializacdo mundial, necessaria para o desenvolvimento, ¢ uma situacao que
causa preocupacao por agravar o problema ambiental, principalmente pela emissdao de CO;
durante a queima de combustiveis fosseis, causando mudancas climéaticas e impactos sociais €
econdmicos. A preocupacgdo com o meio ambiente, contudo, ndo pode se dissociar da relevancia
do crescimento econdmico para a sociedade.

O desenvolvimento e a preservacdo do meio ambiente precisam andar em harmonia,
para que haja melhoria da qualidade de vida da sociedade, progresso socioecondmico e
preservagdo dos recursos naturais. E por isso a necessidade de fontes renovaveis de energia,
que sejam novas e alternativas e que garantam o desenvolvimento mundial. Atentando-se ao
comprovado esgotamento do petroleo em médio prazo, como também a necessidade de
diminuir a quantidade de emissdes de gases de efeito estufa, que contribuem com o aquecimento
global. (CUNHA; SCALCO, 2013).

E considerada energia renovavel todo tipo de energia gerada a partir de recursos
naturais. Podemos citar, hidrica, edlica, solar, geotérmica, biomassa, ondas e marés, essas
alternativas estdo sendo consideradas fundamentais para promover o desenvolvimento
sustentavel, eliminar a dependéncia de combustiveis fosseis e avango econdmico. Além disso,
esse tipo de energia, emite menos gases que causam o efeito estufa, como o metano e o gas
carbonico. (FERREIRA, 2022).

Segundo dados da ANEEL em 2020 o Brasil foi eleito uma das matrizes energéticas
mais limpas do mundo. A matriz em operagao no pais € composta majoritariamente por energia
hidrica com 62,72%, seguida pela fossil em segundo lugar com 16,81%, eolica ocupando o
terceiro lugar com 8,96%, seguida por biomassa com 8,7%, solar com 1,66% e nuclear com
1,14%. Dentre as diversas fontes de energia sustentavel, tem-se a biomassa. Que pode ser
caracterizada como qualquer matéria organica capaz de ser transformada em algum tipo de
energia, seja ela térmica, mecéanica ou elétrica. Mesmo sendo pouca expressiva na matriz
energética atual ¢ utilizada desde os primordios da civilizacdo humana e possui um enorme
potencial de crescimento nos proximos anos.

O Brasil ¢ mundialmente conhecido por sua agricultura que gera empregos, riqueza,
alimentos, fibras e agora também bioenergia, através da oferta de biomassa. Tendo em vista
que, essa matéria-prima estd intrinsecamente ligada aos sistemas integrados de produgdo
agricola e agroindustrial. Devido a quantidade de terra agricultavel com caracteristicas

adequadas de solo, juntamente a condigdes climaticas e geograficas favoraveis, o Brasil ¢ um



pais que apresenta enorme potencial de produ¢ao de biomassa para aproveitamento energético,
podendo inclusive se tornar lider na agricultura de energia (SANTOS, NASCIMENTO,
ALVES, 2017).

Tendo em vista esse cenario, surge o bioetanol, também conhecido como etanol de
segunda geracdo. Sendo obtido via processo de fermentacdo de biomassa renovavel com alto

teor de agucares ou de polissacarideos a base de amido (SOUZA et al., 2012).

2.1. Producio de Etanol no Brasil

A produgdo brasileira de etanol ¢ destinada principalmente ao mercado interno. Por ser
considerado uma fonte de energia limpa e renovavel, o etanol possui grande importancia para
a sustentabilidade ambiental. A producdo de etanol no Brasil esta concentrada no Sudeste e
Centro-Oeste, que juntos responderam por quase 88% do volume produzido na safra 2021/22
(etanol de cana-de-agucar ¢ milho) (VIDAL, 2022).

No Brasil a cana-de-agticar ¢ a principal matéria-prima usada na produgdo de etanol,
entretanto, o etanol de milho vem ganhando espago nas ultimas safras, isso se deve,
principalmente pela baixa quantidade de cana-de-agucar disponivel na entressafra, juntamente
com periodos de baixo pre¢co do milho. As principais usinas que possuem tecnologia para
producdo de etanol de milho entdo localizadas no Centro-Oeste. Ao comparar as safras 2020/21
e 2021/22, ha um aumento de 15% da producao de etanol de milho e acredita-se que haverd um
aumento de 30% para a safra 2022/23. Sendo assim, o etanol de milho ird representar 15% do
total da producdo nacional, cerca de 4,5 bilhdes de litros (VIDAL, 2022). A Tabela 1 apresenta

os dados da safra 2020/21 dos maiores estados produtores e o total de producao do pais.

Tabela 1 — Producio de etanol da safra 2020/21 total em mil m*

Estado Volume (mil m?)
Sao Paulo 14426
Goias 5241
Mato Grosso 3326
Minas Gerais 3059
Mato Grosso do Sul 2864
Parana 1261
Brasil 32503

Fonte: Vidal, 2022



2.2. Matéria-prima para bioetanol

A conversdo de biomassas agroindustriais em bioetanol com consequente valorizagao
de rejeitos e residuos, tem sido objeto de estudos de varias pesquisas realizadas no Brasil € no
mundo.

Segundo ANEEL (2008), todo tipo de matéria-prima de origem orgénica que possa ser
transformada em energia pode ser classificada como biomassa. Além disso, essa matéria-prima
possui diversas origens e pode ser classificada como florestal (madeira), agricola (soja, arroz e
cana-de-agtcar, entre outras) ou oriunda de rejeitos urbanos ou industriais, so6lidos ou liquidos.

O lugar de destaque ¢ ocupado pelos rejeitos e os residuos agricolas ricos em materiais
lignoceluldsicos por estar facilmente disponivel. A biomassa lignoceluldsica ¢ composta em
sua maioria por celulose, cerca de 40 a 60%, seguido de 20 a 40% de hemicelulose e 15 a 25%
de lignina (MOREIRA, 2005).

A disponibilidade de rejeitos industriais e agricolas, como o bagaco de cana-de-agucar
e residuos da colheita de milho, tem chamado ateng@o para a possibilidade de utilizagdo como
biomassa para a producdo de etanol de segunda geragdo. Esse biocombustivel se diferencia do
etanol de primeira geragdo, principalmente, pela necessidade de realizagdo de uma etapa
anterior a fermentagao, a etapa de hidrélise dos polimeros de celulose e hemicelulose em agticar

fermentesciveis (MOJOVIC et al., 2006; SASSNER et al., 2006; SHARMA et al., 2007).

2.2.1. Celulose

A parte celuldsica ¢ composta de cadeias de celulose que se trata de um polimero linear
de cadeias nao ramificadas de mondmeros de glicose unidos por ligacdes glicosidicas  1-4
com alto peso molecular, rigido e com uma alta resisténcia a tensao (SANTOS, 2020). Ela ¢
responsavel por garantir rigidez e firmeza as plantas, além disso, possui inumeras
aplicabilidades. E classificada como um carboidrato do tipo polissacarideo e ao ser hidrolisada,

a celulose dé origem a glicose. Na Figura 1 podemos ver a estrutura molecular da celulose.

Figura 1 — Estrutura molecular da celulose
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Na Figura 2 podemos ver a equagao da celulose se transformando em glicose.

Figura 2 — Reagdo de hidrélise da celulose
(CeH1005)n + nH0 — n CgHy 304

Fonte: Santos, 2020

A celulose pode ser classificada a partir de duas propriedades importantes, sdo elas: o
grau de polimerizagdo que esta relacionado a quantidade de ligacdes glicosidicas disponiveis
para a agdo da enzima celulase e pode ser definido através do nimero médio de monomeros e
o peso molecular do polimero; e o indice de cristalinidade que se relaciona com a reatividade
do substrato (ESTEVES, 2011). Quando acontece a juncdo da lignina com tais caracteristicas
da celulose, o resultado € uma macromolécula altamente resistente a hidrélise, o que representa
um desafio para o uso de biomassas lignocelulosicas em diversas aplicagdes (ARANTES;

SADDLER, 2010).

2.2.2. Hemicelulose

As hemiceluloses apresentam diferentes tipos de aguicares como pentoses, hexoses,
acidos hexurdnicos e deoxi-hexoses que formam polimeros de cadeia mais curtas e ramificadas.
As hemiceluloses sdo mais faceis de serem hidrolisadas quando comparada com as celuloses
devido a estrutura ramificada que diminui as energias de ligagdes, porém a fermentagao dos
acgucares de cinco carbonos, pentoses, ainda nao tem um processo tdo desenvolvido como no
caso da glicose encontrada nas celuloses. A estrutura da hemicelulose esta representada na

Figura 3.

Figura 3 — Estrutura molecular da hemicelulose
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Fonte: Santos, 2020

Deve-se sempre lembrar que o termo hemicelulose ndo designa um composto quimico

definido, mas sim uma classe de componentes poliméricos presentes em vegetais fibrosos,



possuindo cada componente propriedades peculiares. Como no caso da celulose e da lignina, o
teor e a proporcao dos diferentes componentes encontrados nas polioses (hemiceluloses) de
madeira variam grandemente com a espécie e, provavelmente, também de arvore para arvore

(TELEMAN, 2009).
2.2.3. Lignina

A lignina ¢ o segundo polimero natural mais abundante do globo terrestre, representando
um total de 30% de todo carbono organico nao fossil (SANTOS et al., 2012). Este polimero ¢
considerado um residuo em diversos processos, como na producao de etanol e na producgdo de
papel e celulose. Isso ocorre devido a sua variedade e complexidade estrutural, o que juntamente
com seu alto poder calorifico faz com que a lignina seja comumente destinada a geracao de
energia.

A lignina representa uma fracao de 5-30% da biomassa lignoceluldsica (ZHANG et al.,
2004), e foi definida por BES (2019) como “material amorfo e polifenolico derivado da
polimerizacao desidrogenativa de trés estruturas fenilpropanoides”, sendo estas trés estruturas
alcool p-cumarilico, alcool sinapilico e alcool coniferilico. A ligacdo entre estes trés
mondmeros ocorre de forma aleatéria com aproximadamente dez tipos de diferentes ligagdes
entre si, originando a lignina na sua forma tridimensional (LEITE, 2016).

Por conta da aderéncia entre a celulose e a lignina, ela atua nas fibras da biomassa
lignoceluldsica como um “cimento” (SILVA et al., 2009). Além disso, a lignina ndo possui uma
estrutura homogénea e de acordo com a origem da biomassa ha uma variagdo em sua

composicao (SANTOS et al., 2012). A Figura 4 apresenta as moléculas precursoras da lignina.

Figura 4 — Precursores primarios da lignina
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Para se extrair lignina da biomassa lignoceluldsica ¢ preciso utilizar tratamentos, que
podem ser fisicos e/ou quimicos e bioquimicos. Todos os tratamentos buscam a quebra da

estrutura polimérica da lignina até que os isolados se tornem soltveis (WANG et al., 2020).

2.3. Acai como matéria-prima para producio de bioetanol

Entre os produtos do extrativismo nacional, o acai ¢ um dos mais importantes e
representa a biodiversidade e importancia da Floresta Amazonica. Antes da década de 90, o
principal produto de valor agregado do agaizeiro era o palmito, extraido da sua palmeira.
Entretanto, a partir da década de 90, com a cultura fitness e valorizagdo da saude, o fruto do
acaizeiro ganhou visibilidade devido suas propriedades antioxidantes e a presenga de gordura
insaturada em sua composicdo. Inclusive, hoje o acai compde a lista dos super alimentos.
(GONZAGA, 2019).

O agai, cujo nome cientifico é Euterpe oleracea Mart. Pertence a familia Arecaceae,
que possui cerca de 200 géneros e 2600 espécies, € em sua grande maioria ocupam areas
tropicais e subtropicais (JONES, 1995).

Segundo uma pesquisa realizada pelo IBGE, a PEVS - Producdo da Extragdo Vegetal e
da Silvicultura— PEVS que faz o levantamento de dados sobre produ¢ao de culturas de extragao
vegetal, produ¢do de silvicultura, valor de producdo e areas existentes e colhida dos cultivos
florestais, dentro do grupo Alimenticios, o acai foi destaque e obteve a maior participagao no
valor de produgao (GONZAGA, 2019).

Ainda segundo dados do IBGE, em 2020, a producao de acai atingiu a quantidade de
1.698.657 toneladas, um aumento de 4,79% quando comparada ao ano anterior, entretanto,
ainda inferior ao ano de 2018, que foi o pico de producao de toda a série avaliada na pesquisa,
e atingiu cerca de 1.731.668 toneladas. Entre as regides de destaque, a regido Norte do pais ¢ a
maior produtora e os estados do Pard e Amazonas concentram 87,5% do total. Além disso o
estado do Para ¢ o maior produtor mundial de acai e maior exportador brasileiro (GONZAGA,
2019). A Figura 5 apresenta a quantidade em toneladas e o valor da producao nacional de acgai

dos ultimos anos.



Figura 5 — Quantidade em toneladas e valor da produgdo de acai de 2015 a 2020
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2.3.1. Caracterizacio do caroco de acai

No processo de despolpa do agai, segundo o IBGE (2014), 93% do total produzido é
residuo. E esses residuos ainda ndo tem uma destinacdo adequada, e muitas vezes ficam em
tornos dos estabelecimentos produtores, ou acabam sendo despejados de forma incorreta nos
rios e lixdes sem nenhum tratamento. Logo, faz-se necessdrio estudos que visem o
desenvolvimento de uma solugdo alternativa que aproveitem o potencial desses residuos.

O caroco ¢ uma semente rica em 06leos, formada por um pequeno endosperma ligado a
um tegumento e € composto majoritariamente por celulose cerca de 53,20 %, seguido da lignina
ocupando 22,30 % de sua composi¢io e 12,26% de hemicelulose (RODRIGUEZ-ZUNIGA et

al., 2008). A Figura 6 ilustra o carogo de acai in natura.

Figura 6 — Carogo de acai

Fonte: Do Autor (2023)
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A Figura 7 apresenta a anatomia do caroco de acai.

Figura 7 — Anatomia do fruto do agaizeiro (corte transversal): (1) Embrido, (2) Endocarpo,
(3) Cicatriz, (4) Polpa, (5) Pericarpo + Tegumento e (6) Mesocarpo.

Fonte: Cordeiro, 2019

A Tabela 2 apresenta a composicdo média do caroco de acai, segundo as andlises

realizadas por Cordeiro et al. 2019.

Tabela 2 — Composi¢ao média do carogo de agai (g/100g em base seca)

Composigao (%)

Umidade 10,15
Lipideos 0,61
Proteinas 6,25

Fibra Bruta 29,79
Hemicelulose 5,50

Celulose 40,29
Lignina 4,00
Volateis 0,50
Carbono Fixo 0,83
Cinzas 0,15

Fonte: Adaptado de Cordeiro (2019).

2.4. Processo de producao de bioetanol

A busca por alternativas aos combustiveis de origem fossil se deu por conta da demanda
e o preco, além dos impactos causados por sua combustdo que possui impacto negativo para o
meio ambiente e trouxe preocupagdes como o aquecimento global. Entre as alternativas, surgiu

o etanol combustivel a partir de fontes biologicas (FERNANDEZ-SANDOVAL et al., 2012).
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Considerado um excelente substituto de combustiveis derivados do petroleo, o bioetanol ¢ um
combustivel de fonte limpa e renovavel, podendo ser obtido através de processos fermentativos
de biomassa rica em agucares ou polissacarideos que tem como base o amido (SOUZA et al.,
2012).

O processo produtivo do etanol celuldsico envolve em geral quatro etapas: pré-
tratamento da biomassa, hidrolise do material pré-tratado, fermentacdo do hidrolisado e
destilagao do fermentado.

Para favorecer a a¢do dos agentes de hidrélise aos carboidratos € aumentar a area
superficial para acesso as regides dos polissacarideos onde ocorre a fissura da molécula
originando os monossacarideos (hexoses e pentoses) ¢ necessario realizar um pré-tratamento
da matéria-prima. A partir do pré-tratamento ¢ possivel hidrolisar a lignocelulose € como
resultado hd uma maior disponibilidade de celulose para a etapa seguinte que ¢ a hidroélise.
(HERNANDEZ et al., 2015).

Durante a etapa de hidrélise, que pode ser quimica ou enzimatica, sdo gerados diferentes
tipos de actcares e sdo determinados de acordo com composi¢do da biomassa utilizada.
Utilizando residuos vegetais, por exemplo, os principais agucares obtidos sdo as pentoses, como
a xilose e arabinose, e as hexose, como a glicose. A glicose ¢ frequentemente utilizada para a
producdo de etanol, através de diversos microrganismos. No entanto, a fermentagao de pentoses
ndo ¢ tdo comum e pouco se conhece sobre o mecanismo. Visando o alcance de maiores
rendimentos e a viabilidade economica da produgdo de bioetanol, ¢ recomendado utilizar
microrganismos capazes de fermentar todos os acucares disponiveis e ainda resistir os
compostos toxicos que sio gerados como subprodutos da hidrolise (FERNANDEZ-
SANDOVAL et al., 2012; PARRA-RAMIREZ; MARTINEZ; CARDONA, 2018).

2.4.1. Tipos de pré-tratamento

A maioria dos carboidratos (celulose e hemicelulose) presentes na biomassa estao dentro
da célula, seja como armazenamento de energia, seja como estruturador dos tecidos fibrosos
vegetais. Portanto, para a produgdo de bioetanol ¢ necessario romper a parede celular. Assim,
o pré-tratamento visa fundamentalmente o aumento da acessibilidade das enzimas a celulose.
Essa etapa ¢ fundamental para reduzir custos de produ¢do, uma vez que, um pré-tratamento
bem-feito ¢ capaz de reduzir a quantidade de enzimas utilizada na etapa seguinte de hidroélise.
(HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

A etapa de pré-tratamento € capaz de aumentar o rendimento de hidrolise enzimatica em

até 90%. Quando nido se realiza essa etapa o rendimento de agucar ¢ menor que 20%. Para
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considerar o pré-tratamento satisfatorio ele deve proporcionar um aumento na formagdo de
acucares ou favorecer a hidrélise enzimatica posteriormente; impedir a degradacdo dos
carboidratos; evitar a formacdo de subprodutos que podem inibir a conversao nas etapas de
hidrolise e fermentagao; além de ser viavel do ponto de vista econdmico (SUN; CHENG, 2002).
Nesse sentido, diferentes alternativas tecnoldgicas tém sido estudadas para ser empregadas
como pré-tratamentos, que podem ser divididos em fisicos, fisico-quimicos, quimicos e
biologicos.

Existe uma grande quantidade de processos de pré-tratamento e estdo divididos
conforme a tecnologia empregada. Podem ser fisicos, quimicos, biologicos ou de fracionamento
por solvente. Os tipos de pré-tratamento fisicos buscam melhorar o desempenho da enzima
através do aumento da area superficial, para isso € necessario reduzir o tamanho da particula
utilizando processos como a moagem, através dessa operacao também ¢ possivel reduzir o grau
de polimerizagdo e a cristalinidade da celulose. Os pré-tratamentos quimicos podem ser acidos,
alcalinos e oxidativos. E a depender do composto quimico utilizado hd um mecanismo de reagao
que altera a estrutura da parede celular e resulta numa melhor acessibilidade da enzima (PETRI;
OGEDA, 2010).

Apesar da grande variedade de métodos propostos como pré-tratamentos para o
processo de hidroélise, os estudos tém mostrado que estes processos sempre geram compostos
secundarios. Estes compostos inibem a atividade fermentativa dos microrganismos e, em
especial, da levedura (ROSSELL, 2006).

De acordo com Dominguez (2003), esses produtos de degradacdo com potencial
inibidor se agrupam em trés categorias: derivados do furano, acidos alifaticos de baixa massa
molecular e derivados fenolicos.

Originados na degradacao dos agucares originados na hidrélise da hemicelulose estao
os derivados do furano, em destaque: o furfural, que tem origem a partir da degradagdo das
pentoses (xilose e arabinose) e o 5- hidroximetilfurfural (5-HMF), que tem origem na
degradacdo de hexoses (glicose, manose e galactose) (PINTO, 2010).

Os processos de degradacao e polimerizagao dos furfurais e HMF originam a categoria
dos acidos alifaticos, dentro da categoria, podemos citar o 4cido férmico e o &cido levulinico.
Durante a etapa de pré-tratamento a degradacao de lignina da origem aos compostos fenolicos.
Tais compostos sdo bastante complexos e abrangem uma variedade de substancias que podem
ser encontrados na forma de mondmeros, dimeros. Entre eles o acido 4- hidroxibenzoico,
seringaldeido, 4-hidroxibenzaldeido e os acidos salicilico, vanilico, siringico, gentisico entre

outros (PINTO, 2010).
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Ainda ndo se conhece completamente os mecanismos de a¢do e a consequéncia da
presenga desses subprodutos sobre a levedura no processo fermentativo, mas ja se sabe que eles
podem reagir com moléculas como lipideos, proteinas e adcidos nucléicos e causar a perda da
seletividade devido aos danos a membrana celular, e ainda possui efeito inibitorio sobre as
enzimas glicoliticas e fermentativas. Portanto, essas substancias impactam de forma negativa o
processo fermentativo diminuindo a taxa de crescimento do microrganismo e reduzindo a

conversao de etanol (ROSSELL, 2006).

2.4.2. Hidrdlise enzimatica

Posterior a etapa de pré-tratamento, ¢ realizada a etapa de hidrolise, que pode ser
enzimatica ou através de acidos fracos e hd uma variedade de mecanismos. A escolha depende
de varios fatores, entre eles, a matéria-prima que sera utilizada, o microrganismo responsavel
pela fermentacdo dos acticares soluveis e o custo. Entretanto, a literatura tem reportado que a
hidrdlise por agdo de enzimas tem tido melhores resultados e com mais potencial de
desenvolvimento, por ser mais pratica € nao exigir o uso de equipamentos rigorosos e apresentar
mais seletividade (LYND et al, 1996).

A hidrdlise enzimatica depende de vérios fatores, entre eles: tipo de substrato, tipo de
pré-tratamento utilizado, inibi¢do da atividade enzimdtica pelos produtos finais da
biodegradagao, termoestabilidade das enzimas, tempo de duragdao da hidrolise, pH do meio,
concentragdo de substrato no meio e velocidade de agitacio (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

A hemicelulose e a celulose podem ser hidrolisadas a aglicares e fermentados através de
diferentes microrganismos a varios produtos, entre eles o etanol, ou serem degradadas
quimicamente em outros produtos. A conversdo da hemicelulose através da hidrolise, resulta
em pentoses, como arabinose ou xilose. Além disso, a hemicelulose também pode sofrer
rupturas em posi¢des intermediarias ao longo de sua cadeia, dando origem a oligdmeros
compostos de varias moléculas de aglcares, € esses compostos intermediarios podem sofrer
sucessivos ataques originando oligdmeros menores até que surja uma molécula de um simples
acucar. Para agilizar a conversdo, o processo pode ser catalisado pela enzima hemicelulase, ou
por écidos diluidos a temperaturas de 100°C até 200°C. (PETRI; OGEDA, 2020). A Tabela 2

apresenta uma comparacao entre a hidrolise enzimatica e a hidrélise com acido diluido.
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Tabela 3 — Comparagao entre hidrdlise acida e hidrolise enzimatica

., Hidrolise Hidrolise com
Variavel comparada o , . o
enzimatica acido diluido
Condig¢des amenas de hidrolise Sim Nao
Altos rendimentos de hidrolise Sim Nao
Producao de inibidores durante a hidrolise Sim Nao
Formacgao de inibidores como subproduto Nao Sim
Baixo custo de catalisadores Nao Sim
Baixo tempo de hidrolise Nao Sim

Fonte: Adaptado de Taherzadeh (2019).

Tem-se conhecimento do uso de dacido diluido para hidrélise de materiais
lignoceluldsicos desde 1930, esse processo € conhecido como o processo Scholler ou Madison
de percolacdo. O 4cido mais utilizado ¢ o acido sulfurico (H2SO4) isso se deve ao seu baixo
preco e poucos problemas com corrosdo, quando comparado a acidos fortes, como o acido
cloridrico (HCI) (PETRI; OGEDA, 2020).

Para hidrolisar cadeias longas de celulose na presenca de acido sulfurico diluido ¢
necessario condi¢des extremas de temperatura e concentragao, tendo em vista que, a maior parte
dessa molécula ¢ cristalina e suas cadeias tém grande forca de ligagdo. Uma vez rompida, a
celulose origina moléculas de glicose, quem podem ser degradadas a hidroximetil furfural. Em
termo de rendimento, conforme a temperatura aumenta, o rendimento aumenta, em torno de
260°C ha um rendimento de até 70%. Porém, a geragdo de subprodutos, como o alcatrdo e
outros, dificeis de lidar e o dificil controle do tempo de reagdo necessario para atingir
rendimento maximo de glicose, ainda sdo os principais desafios para o uso desses mecanismos
industrialmente (PETRI; OGEDA, 2020).

Industrialmente a conversdo enzimatica da celulose a etanol envolve operagdes de pré-
tratamento para retirar ligninas e expor celulose e hemicelulose ao ataque da celulase. As
enzimas celulases utilizadas para a hidrélise enzimatica de materiais lignocelulosicos podem
ser produzidas por bactérias ou fungos, os quais podem ser aerdbicos ou anaerobicos,
mesofilicos ou termofilicos. Dentre as bactérias produtoras de celulase pode-se citar:
Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora, Ruminococus, Bacteriodes, Erwinia,
Acetovibrio, Microbispora, Streptomyces (RABINOVICH et al, 2002). Entre os
microrganismos mais conhecidos para a producao de celulases e hemicelulases estdo os fungos
filamentosos. Enquanto que Trichoderma sp. (T. viride, T.reseei) de linhagens mutantes e

selvagens, tém sido consideradas as mais produtivas e tém se destacado por se mostrarem mais
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eficientes na hidrolise da porg¢ao cristalina da molécula de celulose (RABINOVICH et al,
2002).

Posterior a etapa de pré-tratamento, tém-se as operacdes de hidrélise e fermentagao.
Existem dois mecanismos para a realizacao dessas etapas. Quando a hidrolise ocorre separada
e em seguida a fermentacdo, o mecanismo ¢ conhecido por SHF - Separate Hydrolysis
Fermentation. Entretanto, nesta operacdo a glicose e celobiose permanecem no mesmo meio
que a celulose e celulase e estes dois compostos (mono e dissacarideos) sao inibitorios da agao
da celulase. E possivel melhorar os rendimentos ao adicionar grandes quantidades de enzima,
mas como esse componente € caro, ele acarreta o aumento do custo do processo (PETRI;
OGEDA, 2020).

Visando evitar esta situacdo, acrescenta-se o microrganismo fermentador ao sistema em
que esta ocorrendo a hidrolise. Pois, dessa maneira a glicose e a celobiose sdo rapidamente
fermentadas a etanol, reduzindo o contato desses dois compostos inibitdrios de celulase. Além
disso, os custos sdo reduzidos e ha um aumento na produgdo de etanol. Além disso, torna a
contaminagdo do mosto por microrganismos indesejaveis mais dificil, por conta da baixa
concentracdo de glicose disponivel e a presenca de etanol. Esse mecanismo ¢ conhecido como
processo de hidrdlise e fermentacdo simultdnea, SSF (Simultaneous Saccharification and
Fermentation). Apesar da temperatura do processo SSF ter que ser reduzida abaixo do 6timo,
esse mecanismo apresenta melhor desempenho quando comparado ao processo SHF, pois
possui maior rendimento e concentracao de etanol (PETRI; OGEDA, 2020). A Figura 8 mostra
um esquema dos dois diferentes tipos de configuragdes que podem ser utilizados na hidrélise

enzimatica.

Figura 8 — Comparacao entre SHF e SSF

SHF — Hidrolise e fermentacao separadas
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Fonte: Carli (2011).
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2.4.3. Fermentacao

A fermentacdo alcodlica ¢ uma reagdo exotérmica que libera até 24kcal por mol de
glicose fermentada, tem uma sequéncia em que as reagdes acontecem, e cada reacdo ¢ catalisada
por uma enzima especifica. Além disso, € um processo que ocorre na auséncia de oxigénio e
converte agucares fermentesciveis em etanol e gas carbonico. Este processo ¢ realizado por
leveduras, e ¢ essencial para a producdo de energia e serdo posteriormente utilizadas no seu
crescimento, reproducdo e realizagdo de suas atividades fisiologicas (LIMA; BASSO;
AMORIM, 2001).

Segundo Badotti et al. (2008), ¢ importante que a fermentacdo seja realizada em
anaerobiose, pois quando as leveduras se multiplicam na auséncia de oxigénio ou em altas
concentracgoes de agucar, a fermentacao ¢ favorecida, tendo em vista que, o carbono excedente
nao direcionado para a respiragao ¢ metabolizado pela enzima piruvato descarboxilase. Ja na
presenga de oxigénio, com baixa concentracdo de agucar, o complexo da enzima piruvato
desidrogenase favorece a reacdo para a respiracao celular.

Nas industrias as reacdes que envolvem reagdes catalisadas por enzimas ou
microrganismos acontecem em biorreatores ou reatores bioquimicos. E tem como principal
fun¢do garantir um ambiente controlado e livre de contaminagdes, favorecendo o crescimento
saudavel das células e uma conversdo eficiente do produto desejado. Para Fogler (2012),
existem fatores que devem ser considerados no projeto de um biorreator para garantir um bom
desempenho da reagdo bioquimica. Entre eles: matéria-prima e biocatalisador (microrganismo
ou enzimas) utilizado, configuracdo do biocatalisador (livres ou imobilizados), conhecimento
do metabolismo e atividades microbianas, quantidade e caracteristicas do produto e
subprodutos a se obter, além do balango de massa e energia do sistema (FOGLER, 2012).

Pode-se classificar as fermentagdes industriais de acordo com os tipos de alimentacao
dos biorreatores, sendo eles continuos ou descontinuos. O processo de Melle-Boinot, que teve
origem na Frang¢a na década de 1930, permitiu um grande avango na produc¢do de etanol em
larga escala, ele consiste na reutilizacdo de parte do contetido de uma batelada com alta
concentracdo de microrganismo, em uma batelada subsequente. No Brasil esse processo ficou
conhecido como batelada-alimentada (MARTINEZ, 2007).

Nas usinas e destilarias os equipamentos geralmente sdo de aco e fechados para evitar
perda por evaporagdo e/ou contaminacdo. Além disso, as dornas de fermentagdo sdo do tipo
tanque agitado e operam em uma faixa de temperatura entre 33-35°C. Apds a fermentagao, tem-
se a etapa de destilacdo em que o mosto fermentado serd destilado, e havera a purificagao do

etanol, obtendo-se etanol hidratado com 97,2% de etanol em volume ou etanol anidro com
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99,9% de etanol em volume. A planta de produgdo possui também um sistema de lavagem do
gas de saida com o intuito de recuperar o etanol evaporado que corresponde a 1,5% de todo
etanol produzido (PACHECO, 2010; MARTINEZ, 2007).

Nos dois tipos de alimentacao existem vantagens e desvantagens. Entre as vantagens da
operagdo em batelada pode-se enumerar, a assepsia do processo e diminui¢do dos riscos de
contaminagdo de microrganismos indesejaveis, possui certa flexibilidade de operagdo e
possibilidade de utilizar os fermentadores para a fabricagdo de diversos produtos e melhor
condi¢do de controle sobre genética do microrganismo. As desvantagens sdo os baixos
rendimentos e produtividades, pois essa configuragdo possui uma possibilidade maior de
inibigdo por substrato e produto e o tempo morto das etapas de descarga, lavagem e esterilizagao
(CARVALHO e SATO, 2001).

Estudos apontam que a operacao batelada alimentada tem sido eficiente e versatil em
muitos processos biotecnoldgicos, inclusive na producdo de etanol, entre as vantagens dessa
operagdo temos a reutilizacdo dos microrganismos da fermentacdo alcoolica, baixos riscos de
contaminag¢do, diminui¢dao da inibi¢ao por substrato, aumento da producao devido a presenca
de um grande nimero de células viaveis no meio e por consequéncia um menor tempo de
fermentagao e menor consumo de nutrientes (BORGES, 2008; CARVALHO ¢ SATO, 2001).
Entre as desvantagens: maior possibilidade de mutacdes genéticas do microrganismo utilizado
no processo fermentativo, pouco controle da cinética do processo e dificuldades de assepsia por
longo periodo, além da dificuldade de se estabelecer um estado estaciondario, por conta das
variacoes de vazoes de alimentagdes (MELLO, 2001).

Entre as vantagens do sistema continuo temos, a redu¢do nos custos laboratoriais, pois
uma vez que os parametros desejados sdo alcancados hd um longo periodo de produgao
continua, maior produtividade em etanol, exige uma infraestrutura menor para a mesma
producdo e redugdo dos tempos mortos. Entretanto, esse tipo de processo apresenta pode ser
facilmente contaminado (FACCIOTTI, 2001) e investimento inicial ao comparar com outros
sistemas citados anteriormente, como o sistema em batelada e Melle-Boinot, além disso exigem
sistemas de controle mais robustos e ¢ necessario conhecer muito bem o microrganismo

utilizado (ATALA et al., 2000).

2.4.4. Microorganismos fermentadores
Em processos fermentativos industriais comumente utiliza-se microorganismos
mesofilicos, como bactérias dos 4cidos latico e acético, fungos e diferentes cepas de leveduras.

A levedura Saccharomyces cerevisiae, por sua vez, ¢ muito utilizada em processos
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fermentativos para producao de alcool combustivel (ABDEL-BANAT, 2010). Ela ¢ capaz de
fermentar diferentes hexoses, principalmente a glicose, mas também a manose, a frutose e a
galactose, em condigdes de anaerobiose e condigdes acidas de pH produzindo gas carbdnico e
etanol e uma pequena parcela de subprodutos (glicerol, acidos organicos, dentre outros)
(WALKER, 1998).

A levedura S. cerevisiae € conhecida e utilizada em diversos processos biotecnoldgicos,
entre eles a panificacao e produgao de bebidas fermentadas, isso se deve ao fato de ser muito
resiste as mudangas das condi¢cdes do meio e oferecer alta eficiéncia fermentativa (WALKER,

1998).

3.  MATERIAIS E METODOS

3.1. Matéria prima: Caroco de acai

O caroco de agai foi doado pelo Supermercados Lider na cidade de Maraba-PA e
enviado por transportadora para a cidade de Lavras-MG@G, nao foi necessario nenhum cuidado
especial no envio. Ao receber a matéria-prima, foi necessario realizar um tratamento antes de
submeter o material a hidrolise enzimatica. Realizou-se entdo, o processo de secagem em estufa
com circulagdo de ar forcado (marca Solab modelo SL-100) por 8h a 105°C. Na sequéncia, o
material foi moido em um moinho de facas (marca Eco Educacional do tipo Willey), visando a
diminui¢do das particulas e aumento da area superficial para facilitar a etapa seguinte de

hidrolise enzimatica.

3.2. Hidroélise Enzimatica

ApOs secar e moer a biomassa, realizou-se a hidrolise enzimatica. Para tal procedimento,
foi necessario preparar uma solugao de tampao citrato com concentragao de 0,05M e pH 4,8, a
fim de garantir o pH 6timo da enzima durante a hidrdlise. Para 1L de solugao foram pesados
7,83g de Citrato de Sodio (Na;CsHs07) e 4,48g de Acido Citrico (C¢HsO).

Feito isso, preparou-se a solucdo em que de fato aconteceria a hidrélise. Definiu-se o
volume reacional de 50mL e avaliou-se a concentra¢do de 10% e 20% de biomassa seca (BS).
Para realizagdo dos ensaios de hidrélise enzimatica foi utilizado o complexo enzimatico
comercial Cellic Ctec 2, doado pela Novozymes Latin America — Araucdéria, PR. Cuja enzima
tem uma atividade de 241 FPU/mL. Para este experimento foi utilizado uma variacao de 10

FPU/gbiomassa € 20 FPU/ gpiomassa, € 0 €xperimento foi feito em duplicata. As condi¢des analisadas
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nesse trabalho foram definidas baseando-se em estudos de hidrolise do bagago de cana-de-
acucar do Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal de Lavras.

Por ultimo foi adicionado o volume de tampao necessario para completar os SO0mL de
solucdo, levando em consideracdo uma umidade de 5,54% da biomassa (base seca) BS, medida

em uma balang¢a determinadora de umidade (marca Weblaborsp modelo i-Thermo 163L).

Tabela 4 — Avaliacao de diferentes condi¢des operacionais durante a etapa de hidrolise

enzimatica
Erlenmeyer Massa de biomassa  Volume de enzima Volume Sol.
(base seca) (g) (mL) Tampao (mL)
10% - 10 FPU (1) 5,293 0,207 49,49
10% - 10 FPU (2) 5,293 0,207 49,49
10% - 20 FPU (1) 5,293 0,414 49,29
10% - 20 FPU (2) 5,293 0,414 49,29
20% - 10 FPU (1) 10,586 0,207 49,20
20% - 10 FPU (2) 10,586 0,207 49,20
20% - 20 FPU (1) 10,586 0,414 48,99
20% - 20 FPU (2) 10,586 0,414 48,99

Fonte: Autor, 2023

A solugdo foi submetida ao agitador shaker orbital (marca Lucadema modelo LUCA-
223) por 48h, a 50°C numa agitacdo de 150 rpm. As amostras foram colhidas em tempos pré-
determinados 1h, 2h, 4h, 6h, 22h, 28h e 46h, para avaliar o desempenho da enzima e a taxa de
conversao da celulose em glicose com o tempo. Apo0s a retirada das aliquotas, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm durante 5 minutos para retiradas de solidos e o sobrenadante foi
armazenado no freezer para posterior quantificacdo de actcares. A Figura 9 mostra os frascos
erlenmeyers durante a hidrolise enzimatica.

Figura 9 — Erlenmeyer com hidrolisado

Fonte: Do autor (2023)
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3.3. Fermentacao

O ino6culo para as fermentacdes alcoolicas utilizado foi a levedura Saccharomyces
cerevisiae CCMA 0200 liofilizada, doada pelo Laboratorio de Microbiologia da Universidade
Federal de Lavras. Visando atingir uma populacio celular de 107 células/mL, utilizaram-se 6 g
de levedura. A cultura foi reidratada em 60 mL de agua destilada estéril, a 38 °C, por 30 minutos.
Com o intuito de aumentar a biomassa, a levedura foi transferida para 200 mL de meio YEPG
(em g.L! ; extrato de levedura, 10,0; peptona de soja, 20,0; glicose, 20,0) e incubada, a 30 °C e
100 rpm, em agitador orbital (marca New Brunswick modelo Excella E25), por 24 horas. Em
seguida, a levedura foi centrifugada duas vezes e lavada em agua destilada. Apds as lavagens,
utilizou-se o mosto para ressuspender as células e procedeu-se a inoculagdo a uma populacao
inicial de 107 células.mL"!. Apos inoculagio mosto foi colocado em agitador orbital (shaker) a
140rpm e 27°C e aliquotas foram retiradas a cada 24h para posterior analise agucares redutores.

Na Figura 10 esta representado o mosto.

Figura 10 — Erlenmeyer contendo o mosto

Fonte: Do autor (2023)
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3.4. Quantificacdo de acucares redutores
Para realizar a quantificacdo de aglcares, primeiramente foi necessario construir uma

curva de calibragdo para converter os dados de absorbancia lidos no espectrofotdmetro em
concentracdo. Para isso preparou-se uma solu¢do-mae de glicose com a concentracao de 1g/L
e a partir dela foram feitas dilui¢des, essas solugdes diluidas foram preparadas para serem lidas
no espectrofotdmetro a 540 nm seguindo o método DNS para quantificagdo de aglcares. A
partir dos valores de absorbancia obtidos foi possivel construir uma curva de calibragdo em que
seria possivel transformar absorbancia em concentragdo. Todas as leituras de absorbancia deste
trabalho foram realizadas no espectrofotometro para multiplacas (marca Bio Tek modelo

Epoch).
A Figura 11 mostra as solugdes de glicose em diversas concentragdes prontas para serem

lidas no espectrofotometro.
Figura 11 — Tubos de ensaio com variadas concentragdes de glicose

!.!Z'alr’i‘l Ly {Hﬁﬂl.”

e )

Fonte: Do autor (2023)
A Figura 12 abaixo apresenta a placa utilizada na quantificacdo de agucares no

espectrofotometro.
Figura 12 — Placa utilizada leitura no espectrofotdometro

Fonte: Do autor (2023)
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Inicialmente foi necessario construir a curva de calibragdo de glicose. As concentragdes

e valores de absorbancia lidos a 540 nm utilizadas na constru¢ao da curva de calibragao estao

contidos na Tabela 5.

Tabela 5 — Concentragao ¢ leituras de absorbancia utilizadas na constru¢ao da curva de

calibragao.
Volume de
Vgllirg:es(ﬁﬁ;e Agua (mL) Concentragao (g/L) Absorbancia (nm)
0 10 0 0,107
1 9 0,1 0,138
2 8 0,2 0,209
3 7 0,3 0,344
4 6 0,4 0,472
5 5 0,5 0,502
6 4 0,6 0,581
7 3 0,7 0,639
8 2 0,8 0,708
9 1 0,9 0,797
10 0 1,0 0,983

Fonte: Autor, 2023

Para melhor linearizagdo, foram excluidos os pontos de concentragao 0,1; 0,2; 0,4 ¢ 1

g/L. A Figura 13 apresenta a curva de calibragdo e o coeficiente de determinagao.

Figura 13 — Curva de calibracdo de glicose para quantificacao de acucares.

Absorbancia (nm)

uo uo
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uo uo
o v »

Curva de Calibracao de Glicose

0,2

0,4 0,6
Concentracao (g/L)

Fonte: Autor, 2023

y=0,7575x + 0,1142

R>=0,9986

0.8
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Ao analisar os dados da Figura 13, pode-se concluir que a linearizagdo foi bastante
satisfatoria devido ao valor do R? ser bem préximo de um. Com a curva de calibragio em maos

foram feitas as analises de agucares redutores.

4.2. Hidrdlise enzimatica

Foi realizada uma primeira anélise de agucares redutores com o hidrolisado, entretanto
quando realizada a leitura, o valor de absorbancia foi maior que uma unidade, e tal valor ndo ¢
representativo. Portanto, para uma leitura efetiva foi necessario diluir a amostra em dez vezes.
A Tabela 6 apresenta os valores lidos de absorbancia no espectrofotdmetro a 540 nm das

amostras com 10% de biomassa (base seca).

Tabela 6 — Valores de absorbancia a 540nm das amostras com 10% de BS.

Tempo (h) 10% - 10 FPU/gbiomassa 10% - 20 FPU/gbiomassa

1 0,241 + 0,009 0,294 + 0,005
2 0,311 £0,005 0,304 £ 0,004
4 0,338 £ 0,005 0,313 £0,001
6 0,376 £ 0,013 0,353 £ 0,006
22 0,278 £ 0,011 0,304 £ 0,002
28 0,269 + 0,001 0,272 £ 0,007
46 0,239 + 0,006 0,222 £0,016

Fonte: Autor, 2023

Ao analisar os valores da Tabela 6, observa-se que os maiores valores de absorbancia
foram apds 6h de reagdo em ambas as concentracdes de enzimas. Além disso, a condi¢do de
10% - 10 FPU/gpiomassa apresentou os maiores valor entre as condi¢des analisadas. A Tabela 7

apresenta os valores de absorbancia lido nas amostras contendo 20% de biomassa (base seca).

Tabela 7 — Valores de absorbancia a 540nm das amostras com 20% de BS.

Tempo (h) 20% - 10 FPU/gbiomassa 20% - 2OFPU/gbi0massa

1 0,720 + 0,002 0,725+ 0,003
2 0,947 + 0,029 0,872 £ 0,025
4 0,867 + 0,004 0,811 + 0,046
6 0,812 + 0,008 0,768 £ 0,011
22 0,713 £ 0,009 0,618 £ 0,047
28 0,625 +0,006 0,588 £ 0,039
46 0,492 + 0,057 0,492 £ 0,007

Fonte: Autor, 2023
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Analisando a Tabela 7, observa-se que para a condi¢do de 20% de BS, o pico de
absorbancia foi com 2h de reagdo e, novamente, a concentragdo de 10 FPU/gpiomassa apresentou
os maiores valores em relagdo as outras condigdes analisadas.

Partindo dos valores de absorbancia e utilizando a equagao da curva de calibragao, foi
possivel encontrar os valores de concentracdo de glicose em g/L no extrato enzimatico. A
Tabela 8 apresenta os valores encontrados para as amostras com 10% de biomassa (base seca).

Tabela 8 — Concentragdo de glicose em g/L no hidrolisado nas amostras com 10% de BS.

TempO (h) 10% - 10 FPU/gbiomassa 10% - 20 FPU/gbiomassa

1 1,680 £ 0,125 2,373 £ 0,066
2 2,604 + 0,073 2,499 £ 0,059
4 2,961 £ 0,073 2,618 £ 0,007
6 3,456+ 0,172 3,146 £ 0,086
22 2,169 £ 0,152 2,506 £ 0,026
28 2,043 £0,013 2,077 £ 0,099
46 1,654 £ 0,086 1,416 £ 0,218

Fonte: Autor, 2023
Ao analisar os dados da Tabela 8, observa-se que a concentracio de glicose aumentou
durante as primeiras 6h de reacdo e posteriormente comecou a decrescer. E que com essa

quantidade de substrato a maior concentracao de glicose foi de 3,456 g/L as 6h de reagao.

Tabela 9 — Concentragdo de glicose em g/L no hidrolisado nas amostras com 20% de BS.

Tempo () 9004 - 10 FPU/gbiomassa ~ 20% - 20 FPU/gbiomassa

1 7,991 £ 0,033 8,063 + 0,039

2 10,994 + 0,383 10,004 + 0,330
4 9,931 £ 0,059 9,192 +£0,614

6 9,212+ 0,106 8,624 + 0,152
22 7,898 £ 0,125 6,644 + 0,627
28 6,737 + 0,086 6,255+ 0,515
46 4,981 £0,759 4,987 + 0,092

Fonte: Autor, 2023

Ao comparar as condi¢des estudadas, observa-se que as maiores concentragdes de

glicose aconteceram na condi¢do com 20% de biomassa (base seca). Além disso, o valor
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maximo de glicose foi atingido mais rdpido nessa mesma condicao, o que ja era esperado, tendo
em vista que a relagc@o substrato/enzima era maior.

O maior valor foi de 10,994 g/L com 10 FPU/gpiomassa @s 2h de reacao. Ao realizar um
calculo estequiométrico tem-se que 70,31% de celulose foi convertido em glicose, sugerindo,
portanto, ser um dado potencial para aplicagdo futura de novos ensaios de hidrolise enzimatica
com diferentes cargas de solidos e enzima.

Ao observar a concentragdo de glicose com o tempo de reagdo, fica claro que a
conversao nao foi constante, e isso ja era esperado devido a diminui¢ao da concentracao de
substrato em relacdo a enzima. E apds atingir o valor médximo de concentragdo de glicose, as
concentragdes comecaram a diminuir, isso pode ser um indicio de que a glicose presente pode
ter reagido com outros subprodutos, dando origem a um novo subproduto ou pode ter

acontecido a degradacao dos acgtcares formados.

4.3. Fermentac¢ao Alcoodlica

Na sequéncia, o hidrolisado foi submetido a fermentacao alcodlica. As amostras foram
coletadas em intervalos de tempo pré-determinados, a primeira amostra foi colhida assim que
o extrato foi inoculado. A segunda aliquota, foi coletada 24h depois do inicio da fermentagao.
Logo que a amostra foi retirada realizou-se uma contagem de leveduras vivas através do método
da camara de Neubauer, e o resultado foi satisfatorio, portanto, manteve-se a fermentagdo. A
terceira amostra foi coletada 48h apos o inicio da fermentacdo e novamente realizou-se a
contagem. Entretanto, dessa vez ndo havia mais microrganismos vivos, encerrando assim o
processo fermentativo. A Figura 14 representa a aliquota lida no microscopio apés 48h de

fermentagao.

Figura 14 — Contagem de leveduras vivas no microscopio apos 48h de reagao

Fonte: Autor, 2023



A Tabela 10 apresenta os valores de absorbancia lidos a 540nm.

Tabela 10 — Valores de absorbancia do fermentado lido a 540nm.

Tempo (h)
Condig¢ao
0 24 48
10% - 10 FPU/gpiomassa 0,239 £0,006 0,159 +0,029 0,107 = 0,007
10% - 20 FPU/gpiomassa 0,244 £ 0,007 0,208 0,001 0,143 + 0,009
20% - 10 FPU/gbiomassa 0,543 £0,006 0,278 0,006 0,201 +0,011
20% - 20 FPU/gbiomassa 0,492 £0,007 0,364+ 0,005 0,240 + 0,006
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Fonte: Autor, 2023

Apobs o processo fermentativo, obteve-se um valor de absorbancia bem mais baixo,
indicando uma menor concentracao de glicose. O que ja era esperado, tendo em vista que, no
processo fermentativo, os microrganismos iriam consumir a glicose presente para liberar etanol.

A Tabela 11 apresenta a concentracdo de glicose ap6s a fermentagao.

Tabela 11 — Concentracao de glicose em g/L no fermentado.

Tempo (h)
Condig¢ao
0 24 48
10% - 10 FPU/gpiomassa 1,654+ 0,086 0,598 £ 0,376 0,000 + 0,000
10% - 20 FPU/gbiomassa 1,720+ 0,086 1,238 £0,013 0,387+ 0,112
20% - 10 FPU/gbiomassa 5,661 £0,079 2,156 £ 0,073 1,139 + 0,139
20% - 20 FPU/gbiomassa 4,987 £ 0,092 3,304 £0,073 1,667 + 0,086

Fonte: Autor, 2023

Ao analisar a tabela acima, observa-se que na condi¢do 10% - 10 FPU/gpiomassa
toda a glicose presente foi consumida pelos microrganismos, chegando ao final do processo
fermentativo sem nenhuma concentragao de agucar fermentescivel, indicando um consumo de
100% de actcar. As condigdes com 20% de biomassa (base seca) chegaram ao final da etapa
com uma concentracdo de glicose reduzida, e ao comparar com a concentragdo inicial do

processo, houve um consumo médio de 73%, sendo os maiores consumos na condi¢ao 20% e

10 FPU/gpiomassa-
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5.  CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nesse estudo, observou-se que o caroco de agai se
mostrou ser uma biomassa lignoceluldsica que possui potencial energético para producao de
bioetanol, uma vez que possui um alto teor de celulose (40,29%) e obteve um rendimento
satisfatorio na etapa de hidrolise enzimatica, alcangando uma concentracao de glicose de até
10,994 g/L.

Além disso, a quantidade de glicose presente se mostrou bem assimilada pela levedura
utilizada nesse estudo, uma vez que a concentragao de glicose diminuiu, chegando até zerar em
alguns casos, ao final do processo fermentativo.

Por fim, analisando as condigdes estudadas, a condigdo com 20% de biomassa (base
seca) € 10FPU/gpiomassa fo1 @ que melhor respondeu tanto na hidrélise enzimatica, liberando mais
agucar, quanto na fermentagao, com maior consumo de glicose. Sendo um resultado satisfatorio,
tendo em vista, os melhores resultados se encontram nas condigdes com menor quantidade de

enzima, componente que encarece a reacao.
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