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RESUMO

A importancia do pré-tratamento e hidrolise em residuos lignocelulésicos, afim de
encontrar processos adequados para modificar a estrutura da biomassa, para permitir que
as enzimas convertem a celulose em glicose, em seguida, aplicar este hidrolisado na
producdo de etanol. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo estudar as condi¢cdes
de hidrolise enzimatica do bagaco de laranja. Os experimentos foram realizados
utilizando os residuos citricos da industria do processamento do suco de laranja,
primeiramente foi feito a trituracdo e a secagem do material lignocelulésico,
posteriormente realizou o pré-tratamento hidrotérmico foi feito caracterizacdo dos
residuos. Em seguida, foi realizado a hidrdlise enzimatica com enzimas comerciais
(Celluclast 1.5 L), para avaliar as melhores condicbes para se obter os acucares
fermentesciveis, pela analise de determinacdo de agucares redutores totais (ART). O
estudo foi realizado por meio do planejamento delineamento composto central rotacional
(DCCR), analisando os fatores concentracdo de enzimas celulases (8 a 15 FPU/mL) e
pectinases (4 a 10 U/mL) e o tempo (2 a 24 horas). Analisando os resultados, a
caracterizacao dos residuos industrializados in natura foi de 18,8% de celulose, 10,7% de
hemicelulose, 3,14% de lignina e 15,1% de pectina, e a pds o pré-tretamento hidrotérmico
19,52% de celulose, 7,41% de hemicelulose, 1,33% de lignina. O fator mais significativo
no planejamento experimental analisado foi o tempo, e a condicdo otimizada para
concentracdo maxima de agucares foi encontrada em 12,5 FPU/mL de celulase, 4,4 U/mL
pectinase e 37,4 horas de hidrolise resultando em 21,06 g/L de ART.

Palavras-chave: Bagaco de laranja, Hidrolise enzimatica, pré-tratamento hidrotérmico.
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ABSTRACT

The importance of pre-treatment and hydrolysis in lignocellulosic residues, in order to
find adequate processes to modify the biomass structure, to allow enzymes to convert
cellulose into glucose, then apply this hydrolysate in ethanol production. In this context,
this work aims to study the conditions of enzymatic hydrolysis of orange bagasse. The
experiments were carried out using the citrus residues from the orange juice processing
industry, first the lignocellulosic material was crushed and dried, then the hydrothermal
pre-treatment was carried out and the residues were characterized. Then, the enzymatic
hydrolysis with commercial enzymes (Celluclast 1.5 L) was performed to evaluate the
best conditions to obtain fermentable sugars, by the total reducing sugars determination
analysis (ART). The study was performed by means of the rotational central compound
design (DCCR), analyzing the cellulase (8 to 15 FPU/mL) and pectinases (4 to 10 U/mL)
enzyme concentration factors and the time (2 to 24 hours). Analyzing the results, the
characterization of the industrialized residues in natura was 18.8% cellulose, 10.7%
hemicellulose, 3.14% lignin and 15.1% pectin, and after the hydrothermal pre-treatment
19.52% cellulose, 7.41% hemicellulose, 1.33% lignin. The most significant factor in the
experimental planning analyzed was time, and the optimized condition for maximum
sugar concentration was found in 12.5 FPU/mL of cellulase, 4.4 U/mL pectinase and 37.4
hours of hydrolysis resulting in 21.06 g/L of ART.

Keywords: Orange bagasse, enzymatic hydrolysis, hydrothermal pre-treatment.

1INTRODUCAO

A busca por matérias-primas renovaveis torna-se uma meta importante para
produzir produtos quimicos e combustiveis devido a crescente demanda de energia, e
preocupacdes ambientais, juntamente com a diminuicdo das reservas de combustiveis
fosseis. A biomassa lignoceluldsica € uma alternativa promissora aos recursos fosseis
(BUSIC et al, 2018; HOU et al., 2017).

Nas industrias citricas, durante o processamento da laranja, apenas metade do peso
da fruta fresca é transformado em suco, enquanto os outros 50% geram grandes
quantidades de residuos (casca, polpa e semente) (WILKINS et al., 2007). A producdo de
laranja no Brasil na safra de 2019/2020 foi cerca de 15,6 milhdes de toneladas de laranja
(USDA,2020), grande parte dessa producdo € destinada para as indastrias de
processamento de suco. Isto significa que sdo descartados cerca de 8 milhdes de toneladas
de residuos de laranja por ano.

A composicdo dos residuos da laranja sdo ricos em acgucares fermentesciveis,
como glicose, frutose e sacarose, junto com polissacarideos celulésicos insollveis

(celulose, hemicelulose, lignina) e pectina. A baixa presenca de lignina em comparacgéo
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com outras biomassas lignoceluldsicas se torna vantajoso para formacgdo de produtos a
base de fermentacdo (producédo de biotanol). Porém, a presenca de pectina requer que as
etapas de hidrélise e pré-tratamento sejam mais rigorosas, para a obtengdo de acUcares, e
por isso requer diversas pesquisas a fim de desenvolver métodos eficazes para produzir
etanol a partir de materiais lignocelulésicos (GROHMANN et al., 1995).

O pré-tratamento tem a finalidade de reduzir a cristalinidade da celulose, remover
grande parte da lignina, aumentar a porosidade (area de superficie acessivel) dos materiais
e tornar o substrato significativamente mais suscetivel a acdo enzimatica, assim alcancar
altos rendimentos de glicose (CARDONA et al., 2010). O pré-tratamento hidrotérmico
tem sido muito estudado recentemente, O processo consiste no uso de agua juntamente
com a biomassa, no qual sdo submetidos a altas temperaturas e pressao (geralmente de
160°C a 240°C por 20 mim), removendo a fracdo hemicelulésica (MOSIER et al., 2005).

No processo de hidrolise enzimatica de material celuldsico, a catalise ocorre pela
acdo das celulases, que convertem a celulose em glicose, rompendo as ligacOes
glicosidicas das microfibras da celulose, liberando glicose, a qual em seguida pode ser
fermentada por leveduras para producéo do bioetanol (DILLON, 2004; RABELO, 2010).
Diversos estudos sobre producao e aplicacdo das celulases vém sendo desenvolvidos, a
fim de aplica-las no processo de hidrolise, Pires (2020) estudou diversas condi¢des de
cultivo para producdo de celulases em fermentacdo solida, tendo sido obtida boa
produtividade nos meios de baixo custo analisados, resultando atividade enzimatica de
7,92 Ulgms e 2,9874 U/gms, no frasco e na coluna, respectivamente.

O emprego de enzimas em biomassas lignoceluldsicos apresenta diferentes
vantagens ao comparar com hidrélise acida, pois o processo € realizado em condigcdes
mais brandas, possibilitando maiores rendimentos, menores custos com equipamentos ja
que ndo apresenta problemas de corrosdo (BALAT et al., 2008). Consequentemente, a
hidrolise enzimatica pode ser considerada mais apropriada para producéo de bioetanol a
partir de residuos lignoceluldsicos (AWAN, 2013).

Nesse contexto, este trabalho teve por objetivo obter a concentracdo maxima de
acucares redutores totais (ART) da hidrdlise enzimatica no bagaco de laranja analisando

as variaveis concentracdo de enzimas celulase e pectinase, e 0 tempo.
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2 MATERIAIS E METODOS

Os residuos da laranja (casca, polpa, sementes) utilizados nos ensaios experimentais
foram fornecidos pela empresa Pro-laranja Sucos, indUstria e comércio de suco de laranja
em Vitéria/ES. Os residuos citricos foram triturados em uma forrageira TRF 400. Em
seguida, foram colocados em uma estufa com circulacdo de ar a 55°C, até atingir peso
constante por aproximadamente 24 horas para a secagem da amostra.

2.1 PRE-TRATAMENTO HIDROTERMICO

O pré tratamento hidrotérmico foi adaptado do trabalho de Carlos(2014). Para tal,
foi usada uma concentracdo de biomassa de 5 g do residuo citrico triturado e seco para
100 mL de &gua destilada na propor¢do 1:20 (m/v) . A mistura foi feita em um frasco
erlemeyer, o processo foi conduzido em uma autoclave a 121°C e 1 atm durante 60 mim.
Apo0s o processo de pré-tratamento toda a suspensao foi filtrada a vacuo sendo separadas
em fracdo liquida e fracdo solida. A fragéo solida foi seca na estufa a 55°C até atingir
temperatura constante. E em seguida, foi obtida rendimento massico (%RM) por meio da
Equacéo 1.

mamostrafinal

RM (%) = ¥ 100 )

amostra inicial

Em que: Mgmostrafina € @ Massa do residuo apos o pré-tratamento, Mgmostrainiciar € @

massa do residuo antes do pre-tratamento.

2.2 CARACTERIZACAO DOS RESIDUOS DA LARANJA

A caracterizacdo da biomassa citrica foi realizada com material seco in natura e
ap0s o pré-tratamento hidrotérmico, considerando o seu teor de umidade, extrativos,
cinzas, lignina, holocelulose (celulose e hemicelulose) e pectina. A determinacéo do teor
de extrativos foi realizada adaptacdo a norma TAPPI T204 cm-07, utilizando tolueno e
alcool etilico como solventes. O teor de umidade, cinzas e holocelulose (celulose e
hemicelulose) foram realizados com adaptacdo do trabalho de Morais et al. (2010). A
determinacdo do teor de lignina foi realizado com base na adaptacdo da norma da TAPPI

T222 cm-11. A determinacéo da pectina foi feita de acordo com Sudhakar e Maini (2000).
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Ensaios Da Hidrdélise Enzimatica

A hidrélise enzimatica empregada nos estudos foi adaptada do trabalho de
Nogueira (2017), foi utilizado dois tipos de enzimas comerciais, celulase 1,5 L e Pectinex
ULtra Tropical, que foram doadas pela LNF Latino Americana (Bento Gongalves-RS),
com 0 objetivo de aumentar a obtencdo de agucares liberados nesta etapa. Os fatores
estudados nesta hidrolise foram 3 fatores, concentracdo de celulase, concentracdo de
pectinase e tempo.

Os ensaios enzimaticos foram preparados em erlenmeyer, com a concentracao de
5% de biomassa pré-tratada, com 100 mL de tampd&o acetato de sddio com pH 4,8, e em
seguida, as enzimas foram adicionadas em concentragdes variadas, de acordo com o
planejamento experimental (tabela 1). Durante a hidrolise e os frascos de erlenmeyer
foram agitados 150 rpm a 45° C e o tempo de duragdo varia de acordo com o
planejamento.

No fim da hidrolise, as amostras coletadas foram mantidas em um banho maria a
100°C por 15 min, a fim de desativar as enzimas. Logo ap0s o processo, 0 meio foi filtrado
a vacuo e armazenado na geladeira para ser usado na fermentacdo. E foi feito a
quantificacdo da concentracdo de acUcares redutores totais, por espectrofotometro pelo
método de DNS.

3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DCCR

O DCCR foi o planejamento utilizado para determinar o ponto 6timo de obtencéo
de acUcares redutores Totais (ART) e obter um modelo quadratico completo que descreva
0 processo enzimatico. O delineamento adotado para o DCCR 23, contendo 3 pontos
centrais e 6 pontos axiais. A tabela 1 apresenta os valores codificados e decodificados

analisados para a hidrélise enzimatica.
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Tabela 1 - Matriz do planejamento experimental DCCR para a hidrolise enziméatica com
os valores codificados e decodificados para os fatores analisados.
Experimento Conc. de celulases Conc. de pectinases Tempo (horas)
(FPU/mL) (U/mL)
Xq Xy X3
1 7,8 (-1) 3,6 (-1) 14,5 (-1)
2 7,8 (-1) 3,6 (-1) 33,5(1)
3 7,8 (-1) 8,4 (1) 14,5 (-1)
4 7,8 (-1) 8,4 (1) 33,5 (1)
5 13,2 (1) 3,6 (-1) 14,5 (-1)
6 13,2 (1) 3,6 (-1) 33,5(1)
7 13,2 (1) 8,4 (1) 14,5 (-1)
8 13,2 (1) 8,4 (1) 33,5(1)
9 6 (-1,6818) 6 (0) 24 (0)
10 15 (1,6818) 6 (0) 24 (0)
11 10,5 (0) 4 (-1,6818) 24 (0)
12 10,5 (0) 10 (1,6818) 24 (0)
13 10,5 (0) 6 (0) 8 (-1,6818)
14 10,5 (0) 6 (0) 40 (1,6818)
15 10,5 (0) 6 (0) 24 (0)
16 10,5 (0) 6 (0) 24 (0)
17 10,5 (0) 6 (0) 24 (0)

O planejamento experimental DCCR foi analisado utilizando-se o software de
estatistica para obtencdo da regressao dos dados experimentais, 0 modelo experimental,
os testes de normalidade, testes estatisticos para a regressdo e o diagrama de Pareto, com

objetivo de avaliar a influéncia dos fatores estuados.

Determinacéo da concentracao de agucares redutores totais (ART)

Para determinar a concentracdo de ART no hidrolisado proveniente do residuo
citrico sera empregado a metodologia proposta por Vasconcelos et al. (2013), sendo
baseada na metodologia de Bernfeld (1995) e Miller (1995) que visa a utilizacdo do acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS). Para isso, construiu-se uma curva-padrdo de glicose com
concentracdes de 0 a 1 g/L para analise das amostras. Quando necessario foi efetuadas
diluicbes das amostras empregadas na determinacdo dos ART para que a leitura da

absorbéancia estivesse contida dentro do intervalo da curva padréo.

Resultados e Discussdes

Os experimentos foram preparados em frascos Erlenmeyer para realizar o pre-
tratamento hidrotérmico do bagaco de laranja com os residuos previamente triturado e
seco, seguindo a metodologia descrita detalhadamente. E o rendimento da massa obtido
apos o pré-tratamento com valor médio de 36%, este valor ¢ inferior ao encontrado por

Carlos (2014), que apresentou um resultado em média de 50% para o bagaco de laranja.
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Na tabela 2, mostra os valores obtidos ap0s a caracterizagdo da composi¢do dos

materiais lignoceluldsico dos residuos citricos com outros autores.

Tabela 2 - Comparagdo da caracterizacdo quimica do bagaco de laranja industrializado in natura
processamento com outros autores.

In Natura
Referéncias Umidade(%)  Cinzas(%) Celulose(%) Hemicelulose(%) Lignina(%) Pectina(%)
Este trabalho 7,78 1,53 18,8 10,7 3,14 15,1
AWAN (2013) 80,93+0,53* 1,95+0,35*  4,98+0,47* 3,67+1,03* 4,4+0,19* 4,65 +0,52*
NOGUEIRA (2016) 7,3840,03 3,7940,04 22,9040,01 3,39+0,38 9,9+0,24 -
BOHORQUEZ (2017) - - 21,0+7,4 9,8+7,4 3,6+0,1 27,2+1,4

*QOs valores referentes ao bagaco de laranja tmido.

Nota-se que na tabela 7, para a amostra do bagaco de laranja industrializado in
natura, encontrou-se 18,8% de celulose e 10,7% de hemicelulose no residuo previamente
seco. Ao comparar a quantidade de celulose, observa-que que Nogueira (2016) e
BOHORQUEZ (2017) e encontraram valores torno de 22,90% 21,00 % respectivamente,
valores de concentragdo proxima a amostra do presente trabalho. J4, a quantidade de
hemicelulose, foi superior ao encontrado por Nogueira (2016) 7,64% e semelhante ao
trabalho de BOHORQUEZ (2017) 9,8%. A quantidade de lignina encontrado foi de
3,14% obtido do bagaco industrializado in natura, quantidade similar ao trabalho de
BOHORQUEZ (2017) 3,6% e inferior ao trabalho de Nogueira (2016) (9,95%). E o teor
de pectina foi 15,1% deste trabalho foi inferior ao trabalho de BOHORQUEZ (2017).
Deve-se ressaltar que estas diferencas podem ser explicadas por se tratar de produtos
vegetais, onde a composicdo quimica pode variar de acordo com as condi¢bes de
crescimento, maturidade do fruto, variedade e clima (KALE; ADSULE, 1995).

Prosseguindo a analise dos resultados obtidos na tabela 2 e 2, para a amostra de
bagaco pré-tratado deste trabalho, observa-se que o teor de umidade obtido apds o pré-
tratamento hidrotérmico foi semelhante.

Observa-se ainda que obteve um leve aumento no teor de celulose (4%) em relacao
ao in natura, ja o concentracdo de hemicelulose reduziu 30%, e a concentracdo de um de
lignina diminuiu 57,6%, evidenciando que teve uma leve remocdo das fraches
lignocelulosica na etapa de pré-tratamento, sendo necessario de outras analise para
verificar da estrutura do material.

A fim de comparar os resultados do bagaco de laranja ap6s o pré-tratamento desse

trabalno com a da literatura, foram comparados com outros trabalhos publicados
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referentes a outro tipo de biomassa ap6s 0 mesmo pré-tratamento em diferentes
condigdes, tabela 3. Para entender se este tipo de pré-tratamento é eficaz para remover as

fracdes lignocelulosica presente em diferentes bagacos.

Tabela 3 - Comparacdo da caracterizagdo do bagaco de laranja e de outros residuos descritos na literatura.

Pré-tratada Hidrotérmico

Referéncias Residuo Cinzas(%) Celulose(%) Hemicelulose(%) Lignina(%)
Este trabalho Bagaco de 1,10 19,52 7,41 1,33
laranja
SANTOS et al., Palha de - (50,01-55,99) (2,05-17,06) (24,54-40,20)
2014 cana
SANTOS-ROCHA Palha de (0,5-0,7) (40,5-54,0) (22,1-20,9) (21,0-30,9)
etal., 2017 milho
KRISTENSEN et Palha de 5,6 59,0 - 25,5
al., 2008 trigo

Observa-se que nos estudos de pré- tratamento de palhas de trigos feitos por
Kristensen et al,(2008), as palhas de trigo sdo submetidas a temperatura de 195 ° C no
reator por injecdo de vapor durante 6 minutos em média, mostrou que foi eficaz, obteve
efeito desfibrador, removendo parcialmente a hemicelulose e re-localizando a lignina,
para aumentar a digestibilidade enzimatica para converter em acgucares fermentaveis,
porém ndo ocorreu ruptura da estrutura esquelética da parede celular e modificacdo da
cristalinidade da celulose, concluindo que mesmo sem perturbar a parede celular este tipo
de pré-tratamento pode ser eficaz.

SANTOS-ROCHA et al., (2017), avaliou pré-tratamento hidrotérmico a partir da
palha de milho, observa-se que o rendimento massico associado a etapa de pré-tratamento
hidrotérmico de ambas as biomassas diminuiu com o aumento da temperatura, e notou-
gue a amostra de palha apresentou 70,7% de remocéo de hemicelulose a 170°C/15 min e
89,7% a 195°C/10 min. A menor perda de celulose ocorreu na condi¢do mais branda de
temperatura (170°C). E conclui que a variavel temperatura apresentou maior influéncia
sobre a degradacdo da biomassa submetida ao pré-tratamento hidrotérmico que a variavel
tempo de reacdo, para as condicdes empregadas nesse estudo.

Santos et al., 2014, estudou a palha de cana-de-agUcar antes e apds o pré-
tratamento hidrotérmico. Nota-se que a composicdo quimica da palha in natura foi de

celulose (44,26%) e lignina(19,01%) hemicelulose (31,51%), apds palha ser submetida

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.1, p.3191-3208 jan. 2021



Brazilian Journal of Development | 3199
ISSN: 2525-8761

ao pré-tratamento hidrotérmico observa-se que a concentragdo de celulose (45,30%) e
lignina(16,70%) aumentou e de hemicelulose (17,06 a 2,07%) reduziu. Portanto, 0s
resultados deste trabalho mostraram que em temperaturas de 150 a 230 °C o pré-
tratamento hidrotérmico solubiliza grande parte da fracdo hemicelul6sica sem afetar a
celulose e a lignina semelhantes. J& em condigdes mais severas de temperaturas (260 a
270 °C), a celulose e a lignina podem ser solubilizadas em até 20% e 60%,
respectivamente. Notando-se que a variavel temperatura tem maior efeito sobre os
constituintes da palha de cana em relagéo ao tempo.

Portanto, pode-se observar que os resultados obtidos na caracterizagdo do bagaco
de laranja pré-tratado hidrotérmico deste trabalho foi similar comparada com a literatura
referente a outros residuos lignocelulosicos, dessa forma, para melhores conclusdes desta
etapa seria necessario fazer outras analises para investigacdes estruturais da biomassa a
fim de alcancar melhores resultados, pois ainda existem poucos estudos sobre este tipo
de pré-tratamento e verificagdo da estrutura da parede celular. E, além disso, observa-se
que a temperatura usada no trabalho foi menor do que utilizada por outros autores, isso
pode ter influenciado nos resultados; e o tipo de material usado também apresenta
composicdo quimica diferente 0 que pode influenciar na quebra da estrutura da parede
celular.

Ap0s o pre-tratamento hidrotérmico do bagaco de laranja, foi realizada a hidrolise
enzimatica. Na tabela 4, descreve os resultados da concentracdo de agucares redutores
totais obtidos apos a hidrdlise enzimatica nas diferentes condi¢fes de ensaio por meio do

planejamento estatistico estudado.

Tabela 4 - Resultados obtidos para a hidrolise enziméatica com os valores codificados e decodificados para
os fatores analisados.

Experimentos Conc. de celulases Conc. de pectinases Tempo (Horas) Conc. De agUcares
(FPU/mL) (U/mL) redutores totais

(X1) (X3) (X3) (9/L)
1 7,8 (-1) 3,6 (-1) 14,5 (-1) 15,41
2 7,8 (-1) 3,6 (-1) 33,5(1) 21,04
3 7,8 (-1) 8,4 (1) 14,5 (-1) 19,17
4 7,8 (-1) 8,4 (1) 33,5 (1) 19,61
5 13,2 (1) 3,6 (-1) 14,5 (-1) 16,59
6 13,2 (1) 3,6 (-1) 33,5(1) 20,10
7 13,2 (1) 8,8 (1) 14,5 (-1) 20,56
8 13,2 (1) 8,8 (1) 33,5(1) 20,93
9 6 (-1,6818) 6 (0) 24 (0) 17,03
10 15 (1,6818) 6 (0) 24 (0) 19,09
11 10,5 (0) 2 (-1,6818) 24 (0) 16,03
12 10,5 (0) 10 (1,6818) 24 (0) 18,28
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13 10,5 (0) 6(0) 8 (-1,6818) 14,08
14 10,5 (0) 6 (0) 40 (1,6818) 20,19
15 10,5 (0) 6 (0) 24 (0) 19,83
16 10,5 (0) 6 (0) 24 (0) 19,61
17 10,5 (0) 6 (0) 24 (0) 21,30

E possivel observar que os pontos centrais mostra uma boa qualidade de
reprodutibilidade do processo. Os valores de concentracdo de agucares redutores totais
variam entre 14,08 e 21,30 g/L. A maior concentracdo de acUcares redutores totais foi
encontrada no ensaio 2, no qual o hidrolisado apresentou 21,04 g/L de agUcares redutores
totais. Neste ensaio os fatores analisados concentracdo das enzimas pectinas e celulase,
estavam em niveis inferiores experimentais e com maior tempo de hidrélise. E nos ensaios
6,8 e 14 apresentaram em média, aproximadamente 20,5 g/L de agUcares liberados.
Entretanto, nesses pontos os fatores analisados estavam em diferentes concentragfes de
pectinase e celulase e maior tempo de hidrélise. Portanto, verifica-se que 0 nos ensaios
com maior tempo de hidrolise ocorreu uma maior liberacdo de aglcares redutores totais.
Pode-se observar que a concentracdo de pectinase influenciou na liberacdo de acucares,
ao comparar 0s ensaios 1 e 3 que com niveis iguais de concentracao de celulose e tempo
e niveis diferentes de pectinase houve uma maior liberacao de agucares, portanto a enzima
pectinase interferiu-se nos resultados obtidos.

Usando o software de estatistica, foram feitas as analises estatisticas dos
resultados. Foram estimados os efeitos das variaveis analisadas assim como a interacao
entre elas. A significancia de cada efeito analisado concentracdo de celulase,
concentracdo de pectinase e tempo de hidrolise, foram testadas pelos efeitos padronizados
das variaveis (valores de t) e a probabilidade da significancia do teste (valor de p),

apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Coeficiente de regressdo do DCCR da hidrolise.

Variaveis Coeficiente de regressao Erro padrao Valor de p

Celulase (L) 0,2089 0,3438 0,562599
Celulase (Q) -0,4836 0,3784 0,241994
Pectinase (L) 0,2970 0,3438 0,416250
Pectinase (Q) -0,6332 0,3784 0,138130
Tempo (L) 1,8065 0,3438 0,001180
Tempo (Q) -0,8154 0,3784 0,068096
Celulase x Pectinase -0,3359 0,4492 0,478911
Celulase x Tempo 0,2807 0,4492 0,551839
Pectinase x Tempo -0,6948 0,4492 0,165800

(L)=fator linear e (Q)= fator quadratico.
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Pelo nivel de significancia de 5% (valor de p<0,05), observa-se que 0 tempo
(termo linear — L) apresentou efeito significativo para a liberacdo de agUcares redutores
totais.

A partir dos resultados obtidos foi possivel realizar a construgdo do modelo da

superficie resposta, conforme a Equacéo (2).

Y = 20.1651 + 0.2089X, — 0.4836X,° + 0.2970X, — 0.6332X,> + 1.8065X,  (2)
— 0.8154X,% — 0.3359X,X, + 0.2807X, X, — 0.6948X,X,

Em que: X;= Valor codificado da Celulose; X,= valor codificado da Pectinase; X;=valor
codificado do tempo de hidrolise.

O coeficiente de determinacdo (R2) do modelo da regressao foi de 84,47 %, e todos
0 parametros foram ajustados ao modelo. Visando avaliar adequadamente aos resultados
experimentais foi feito o estudo sobre a significancia do modelo pelo teste de analise da
variancia (Anova), apresentado na tabela 6, com intervalo de confianga de 95%. O modelo
apresentado pela Equacéo 2 resultou valor de F calculado pela distrbuicdo de Fisher 1.15
vezes maior que o valor tabelado, dessa forma, o modelo é estatisticamente siginificativo

para o experimento realizado.

Tabela 6 - Anova.

Fatores GL SQ QM F calculado F tabelado
Regressao linear 9 61.4688 6.8298 4.2316* 3.68
Residuo 7 11.2984 1.6140
Falta de Ajuste 5 9.6034 1.9207 2.2664ns 19.30
Erro Puro 2 1.6949 0.8474
Total 16 72.7672

GL=Grau de liberdade; SQ=Soma Quadratica; QM=Quadrado médio.

Na Figura 4, representa os valores preditos versus valores experimentais, 0s
pontos se distribuem de forma aleatdria e proximo a linha continua mostrando que 0s
valores experimentais se aproximam dos preditos, além disso, ndo apresentam qualquer
tendéncia quanto a distribuicdo, o que indica que o bom ajuste do modelo representativo

do experimento.
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Figura 4- Valores preditos versus observados
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Para determinar a magnitude e a importancia dos fatores construiu-se o grafico de
Pareto, apresentado na figura 5. Pode-se observar que estatisticamente o tempo foi o0 que
se apresentou como o significativo (5,2548%). E os demais fatores ndo foram

significativos para o modelo a um nivel de significancia p=0,05

Figura 5- Gréfico de pareto
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A partir dos resultados obtidos foram construidas as superficies de resposta e as
curvas de niveis correspondentes a cada par de variaveis independentes em fungdo da
varidvel resposta concentracao de acucares redutores totais (ART). Ao avaliar o tempo e
concentracdo de celulases a partir das Figuras 6 e 7, observou- se que para uma mesma

concentracdo de celulases, e 0os maiores tempo de hidrolise, proporcionou uma maior
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liberagdo de agucares redutores totais. Nogueira (2016) analisou a hidrolise enzimética
do bagaco da laranja por meio de um planejamento experimental, com concentragdes de
celulase variando de 3,0 a 7,02 FPU/mL e tempo de 40 e 24 horas em shaker a 45°C,
encontrou os melhores valores de agucares redutores totais com maior concentracao de
celulase, 7,02 FPU/mL, e o maior tempo de 40 horas. Este autor conclui-se que o0s
acucares redutores totais liberados pela hidrolise enziméatica foram cerca de 3 vezes
superiores aos da hidrélise acida diluida, isso ocorreu nos experimentos com maiores
concentragdes de enzimas celulases.

Verificou-se que o os maiores tempo de hidrolise independente da concentragdo
de celulase promoveu maiores valores de liberacdo de aclcares redutores totais. Vale
ressaltar que o tempo, e um dos fatores limitante devido aos custos de producdo industrial,

dessa forma, o tempo deve ser otimizagdo no processo enzimatico para se obter maiores
rendimento da hidrdlise.
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Figura 6- Superficie resposta para avaliar a Figura 7- Curva do contorno para avaliar a
hidrolize enzimatica como fungdo das varidveis hidrolize enzimatica como fungdo das varidveis

concentragio de celulase e tempo. tempo & concentragio de celulose.

Nas Figuras 8 e 9, analisando a concentracdo de pectinase e o tempo, observou-se
que para 0s maiores tempo de hidrolise, 33,5 e 24 horas e concentracdo de pectinase 8,4
e 6,0 U/ mL, obteve-se maior liberacdo de acgUcares redutores totais. Awan (2013),
realizou estudos sobre a enzima pectinase em diferentes cargas enzimaticas variando de

10 a 25 mg proteina/gCPWO seco e observou que a maior quantidade de carga
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enzimatica empregada com 25 mg proteina/gCPWO seco obteve-se maior rendimentos
de glicose. Portanto, a presenca da pectinase com maiores concentracGes € importante

para desencadear as reagdes de conversdo de celulose em agucares.
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Figura8- Superficie resposta para avaliar a Figura 9- Curva do contorno para avaliar a

hidrolise enzimatica com fungdo das varidveis hidrolize enzimatica como fungdo das varidveis

concentragio de pectinaze e tempo. tempo e concentragdo de pectinase.

Ao se comparar concentracao de celulase e concentracéo de pectinase a partir das
Figuras 10 e 11, observa-se que na maior liberacao de agucares redutores totais foi obtido
no ponto central que corresponde a 10,5 FPU/ mL e 6 U/mL de celulase e pectinase
respectivamente. Os resultados encontrados nesse trabalho séo similares de Awan (2013),
que ao realizar a hidrolise com combinagdes de enzimas celulases, pectinases e beta-
glicosidase, produziram elevados rendimentos de acUcares, e tal que mostrou que para
ocorrer hidrolise completa da biomassa, a enzima pectinase é importante para a quebra
do polimero de pectina e liberacdo das cadeias longas do polimero de celulose. E as
enzimas celulase e beta-glicosidase realizar a despolimerizacao da celulose, convertendo-
0s em mondmeros de agucares, no qual se teve maior quantidade de aclcares apds 48
horas do processo enzimatico de acordo, Awan (2013).

Wilkins et al. (2007), avaliou-se a hidrdlise enzimatica com enzimas pectinase e
celulase na casca seca de toranja (residuos citricos), as concentracfes de pectinase e
celulase utilizada foram 0, 2, 5 e 10 mg de proteina/g de matéria seca da casca, e conclui-
se que 5 mg de pectinase/g de matéria seca e 2 mg de celulase/g de matéria seca da cascas

foram as menores cargas empregas que produziu mais glicose. E ainda relata que os
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maiores rendimentos de glicose foram alcancados quando a enzima pectinase foi

combinada com celulase, resultando mais aglcares fermentéveis para producao de etanol.

A combinacéo das enzimas pectinases e celulases s&o importantes para processo

de hidrolise, mostrando eficiéncia na quebra da celulose, portanto, a combinacdo das

enzimas tem efeito similar ao encontrado por outros autores.
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Figura 10- Superficie resposta para avaliar a
hidrolise enzimatica como fungdo das variaveis
concentracdo de pectinase e concentragdo de
celulase.
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Figura 11- Curva do contorno para avaliar a
hidrolise enzimatica como fungdo das varidveis
concentragdo de pectinase e concentragdo de
celulose.

A determinagdo da concentracdo maxima de agucares redutores foi obtida pelo

modelo da superficie de resposta, expressa pela equacdo 2. A concentracdo de agucares

redutores totais maxima foi de 21,6 g/L, nas condicdes de X, igual a 0,7399, X, igual a -

0,6727 e X5 igual 1,4127 a para os valores codificados do modelo estatistico. Os

resultados descodificados, sdo 12,5 FPU/mL de celulase, 4,4 U/mL pectinase e 37,4 horas

de hidrolise, conforme a tabela 7.

Tabela 7 - Valores otimizados codificados e decodificados.

Valor codificados

Valor decodificado

X, 0,7399
X, -0,6727

X5 1,4127

Conc. De Celulase (FPU/mL) 12,5
Conc. De Pectinase (U/mL) 4,4

Tempo (horas) 37,4
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A validacdo do modelo foi feita a partir das condicbes 6timas para a hidrdlise
enzimatica pelo planejamento experimental e apresentou-se resultados adequados para a
concentracdo de agucares com o valor observado de 21,06 g/L, validando adequadamente
0 modelo proposto. Porém, foram realizados testes experimentais em menor tempo de
hidrélise com intuito de minimizar os custos industriais, e proporcionou a liberacéo de
acucares semelhante ao obtida pelo modelo, dessa forma, optou-se em restringir o tempo
para 32 horas do processo de hidrdlise para em seguida, ocorrer o processo de
fermentacdo alcodlica.

4 CONCLUSAO

Com base no resultados desde trabalho, conclui-se que a hidrolise enzimatica com
as enzimas celulases e pectinase mostraram-se eficiente na liberacdo de agucares, no qual
a maxima de concentracao de agucares redutores totais foi obtida na condicéo de em 12,5
FPU/mL de celulase, 4,4 U/mL pectinase e 37,5 horas de hidrolise. E possivel evidenciar
pelos resultados a importancia da otimizacao das condi¢cdes da hidrdlise, porém o tempo

do processo foi reduzido com objetivo de minimizar os custos industriais.
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