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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo realizar a hidrélise enziméatica com fins de producéo de etanol.
O material foi cozido em panela de pressdo a 120°C por 40 minutos e seco em estufa com circulagédo
em seguida triturado. A caracterizacdo quimica da casca foi realizada para os teores umidade, cinzas,
proteina, lipidios, teor de fibras e carboidratos totais. A hidrolise enzimatica do material foi realizada
com a enzima celulase Trichoderma reesei e avaliada atraves de um planejamento experimental de
trés niveis do tipo 3(2-0), sendo as variaveis de estudo: Concentracdo de solidos (5-10%) e agitacao
(100-200 rpm). As hidrélises foram realizadas durante 60 minutos na temperatura de 50°C e 0s
acucares redutores liberados foram medidos pelo método do DNS. A melhor condicdo obtida no
planejamento foi utilizada para a producao de hidrolisados obtidos durante 72 horas de hidrolise que
em seguida foram fermentados com Sacaromycces cerevisae durante 24 horas a 34°C em incubadora
com agitacdo. A composicdo quimica da casca de pupunha apresentou teores de carboidratos acima
de 70%. Ja a analise estatistica para hidrolise enzimatica demonstrou, que a Concentracdo de Solidos
(L) foi a anica que mostrou significancia a 90% de confianca.

Palavras-chave: casca de pupunha; fermentacdo; pré-tratamento, hidrélise enzimatica

ABSTRACT

This work aims to carry out enzymatic hydrolysis for the purpose of ethanol production. The material
was cooked in a pressure cooker at 120°C for 40 minutes and dried in an oven with circulation then
crushed. The chemical characterization of the shell was carried out for moisture, ash, protein, lipids,
fiber and total carbohydrate contents. The enzymatic hydrolysis of the material was carried out with

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 4, p.19317-19327, apr. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian Journal of Development

the cellulase enzyme Trichoderma reesei and evaluated through a three-level type 3 (2-0)
experimental design, with the study variables: Solid concentration (5-10%) and agitation ( 100-200
rpm). Hydrolysis was carried out for 60 minutes at a temperature of 50°C and the reducing sugars
released were measured by the DNS method. The best condition obtained in the planning was used
for the production of hydrolysates obtained during 72 hours of hydrolysis, which were then fermented
with Sacaromycces cerevisae for 24 hours at 34°C in a shaking incubator. The chemical composition
of the pupunha bark showed carbohydrate contents above 70%. The statistical analysis for enzymatic
hydrolysis, on the other hand, showed that the Solid Concentration (L) was the only one that showed
significance at 90% confidence.

Keywords: pupunha bark; fermentation; pre-treatment, enzymatic hydrolysis

1 INTRODUCAO

Atualmente, a procura por novas opc¢des energéticas com o intuito de reduzir os danos
provocados ao ecossistema é uma crescente, tendo em vista que a principal fonte de energia utilizada
ainda é o petroleo, combustivel responsavel pelo fornecimento de um terco da energia primaria no
mundo; porém, por ser um combustivel fossil ndo renovavel, possui um limite em suas reservas
disponiveis e sua queima causa grande impacto no meio ambiente, pois libera dioxido de carbono,
contribuindo para o aguecimento global e o efeito estufa, gerando derramamento de 6leo, chuva acida,
poluicdo urbana e perda da biodiversidade (Goldemberg & Lucon, 2007; Santos et al., 2012; Coimbra,
2015).

A pupunha (Bactrisgasipaes) € um fruto amplamente consumido, principalmente na forma
cozida, e produzido na regido amazonica, uma vez que um hectare de pupunheira € capaz de produzir
de 4 a 10 toneladas de frutos por ano; frutos esses que podem possuir caracteristicas diferenciadas
entre si, como tamanho, cor, sabor, formato, cor, sabor, além de constituintes nutricionais, por conta
da ampla diversidade genética que possuem (Yuyama, 2007).

A hidrolise € uma etapa necessaria para despolimerizacdo dos residuos para conversao dos
polissacarideos em acUcares fermentesciveis, 0s quais gerardo o bioetanol. O uso de celulase neste
processo torna-se eficaz em comparacao a outros tipos de hidrolises, pois possui menores chances de
danificacdo de equipamentos e o processo é realizado em melhores condicBes de pH e temperatura.
A hidrolise enzimatica € caracterizada como processo mais lento, porém o tempo varia dependendo
do método escolhido para o pré-tratamento (Rojas, 2012; Oliveira, 2014; Silva, 2016).

O potencial de aproveitamento da pupunheira é bastante extenso. O seu caule € utilizado para
a producdo do palmito de pupunha, as folhas sdo utilizadas na ornamentacdo de casas e também no
artesanato, os frutos servem de consumo para a populacédo e a casca € aproveitada na fabricacdo de
produtos de panificacdo. A pupunheira possui diversas vantagens, do ponto de vista econdmico, além
do mais a escassez de recurso devido extracdo desenfreada tem levado a estudos sobre aproveitamento

maximo de matéria prima da natureza (Borges, 2011).
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Apesar de a principal matéria prima utilizada para producéo de etanol no Brasil ser a cana-de-
acucar, o pais possui uma gama enorme de produtos agricolas em diferentes regides que apresentam
produtividades e habitos de consumo diferenciados (Oliveira, 2014). Na regido Norte, a pupunha é
tradicionalmente consumida pela populagdo. Porém, a parte utilizada é a polpa do fruto, ndo obtendo-
se aproveitamento da casca, a qual € caracterizada como biomassa lignocelulésica. Nesse contexto,

faz-se necesséario avaliar o potencial desse residuo para producédo de bioetanol.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 PREPARA(;AO DA MATERIA PRIMA

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Higiene e Vigilancia Sanitaria de Alimentos e
Anélises de Alimentos, localizado na Faculdade de Nutricdo, integrante do Instituto de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Para (UFPA).

As pupunhas foram adquiridas em feiras publicas da cidade de Belém do Para e foram cozidas
em temperatura aproximada de 120°C por 40 minutos. As cascas obtidas foram secas com circulagéo
de ar por 48 horas a uma temperatura de 40° C e em seguida trituradas. As cascas foram trituradas e

utilizadas na granulometria contida no intervalo de 9 mesh (2,0 mm) a 35 mesh (0,45 mm).

2.2 ANALISES QUIMICAS REALIZADAS

Para a caracterizacdo quimica da casca da pupunha, foram realizadas as seguintes analises
quimicas em triplicata: teor de umidade por secagem direta em estufa a 105°C segundo o método
nimero 920.151 da AOAC (1997), teor de cinzas por incineracdo em mufla a 550° C segundo o
método 940.26 da AOAC (1997), teor de proteinas pelo método de Kejdahl nimero 984.13 da AOAC,
teor de fibras pelo método de detergente acido (Van Soest, 1967), teor de lipidios por Bligh e Dyer
(Bligh; dyer, 1959) e o teor de carboidratos por diferenca (AOAC, 1997). As concentracdes de ART
(acUcares redutores totais) foram determinadas conforme o método do acido dinitrosalicilico (DNS)
segundo Miller (1959).

2.3. HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrdlise enzimatica foi determinada através de um planejamento experimental de 3 niveis
com as variaveis de estudo: Concentracdo de sélidos (%) e agitacdo (rpm). A hidrolise enzimatica foi
realizada nas concentracGes de sélidos descritas pelo planejamento, com tampao de citrato de sédio
a pH 4,8 a 50 mM. A hidrolise enzimatica foi realizada em Erlenmeyer de 250mL com celulase de

Trichoderma reesei (Sigma-Aldrich) na carga enzimética de 15 FPU/g biomassa a 50 °C na condigéo
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de agitacdo de estudo em shaker. A liberagdo dos agucares redutores foi medida ao final de 60 min.
A carga enzimatica utilizada foi baseada no estudo de Gomez-Rueda (2010) e Oliveira (2014).
Apos a hidrolise enziméatica o material foi filtrado e a parte liquida (hidrolisado) analisada. A
condicdo de maior liberacdo de agUcares foi utilizada para a obtencédo do hidrolisado a ser fermentado.
Este altimo foi obtido ap6s 72h de hidrolise. Na tabela 1 é observado o planejamento experimental

realizado para a hidrdlise enzimatica.

Tabela 1- Planejamento experimental realizado

Ensaio Conc. de Solidos (%) Agitacédo (rpm)

1 5 100
2 5 150
3 5 200
4 10 100
5 10 150
6 10 200
7 15 100
8 15 150
9 15 200
10 10 150
11 10 150

2.4 FERMENTACAO DOS HIDROLISADOS

Os hidrolisados obtidos ap6s 72h na melhor condicédo definida pelo planejamento (ensaio 7:
15% e agitacdo de 100 rpm), foram fermentados. A fermentacdo utilizou 100mL de hidrolisado e foi
realizada em Erlemmeyers de 250 mL. Em seguida, os Erlemeyers foram adicionados de 1g da
levedura Sacaromycce scerevisae liofilizada, da marca Bionatus, e deixados sob incubacdo durante
72 h na temperatura de 34 °C e, a cada tempo definido (0, 0,5, 2, 4, 6,12, 24, 30, 48, 72) foram
coletadas aliquotas de 2 mL. A aliquota coletada foi decantada durante 6 horas e analisada para 0s
teores de acgucares e etanol, esta Gltima obtida a partir dos valores de °Brix. Nas equacdes 1 e 2 a
seguir sdo descritos os calculos realizados para a obtencéo dos valores do teor alcodlico no material
fermentado (ASBC Methods of Analysis, 1958).

FG =1.001843 —0.002318474*0OB — 0.000007775*0OB*0OB — 0.000000034*OB*OB*0OB +
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0.00574*FB + 0.00003344*FB*FB + 0.000000086*FB*FB*FB (1)

Onde:
FG = Densidade Especifica Final; OB = °Brix Original; FB = °Brix Final

Apos a conversdo dos valores de °Brix em gravidade, o valor de densidade foi corrigido para
a temperatura de 34°C e o teor alcodlico calculado de acordo com a Equagéo 2 :

Teor alcodlico: Densidade Inicial (DI) - Densidade Final (DF) * 131)  (2)

2.4.1 Parametros de avaliacdo da fermentabilidade (rendimento e produtividade de etanol)

Os parametros para a avaliacdo da fermentacdo foram: rendimento de fermentacdo e a
produtividade volumétrica de etanol. Os valores de produtividade volumétrica de etanol foram
calculados pela Equacao 3:

PV = (PF - Pi)/ t ©)
Onde:

PF ¢ a concentracéo de etanol (g.L ™) no final da fermentac&o, Pi é a concentracio de etanol

(9.L™Y) no inicio da Fermentagéo e t é o tempo em horas. Enquanto que o rendimento de fermentagéo

(RF) foi calculado pela Equacao 4:

E, -E (4)
RF = x100
(G, -G, )x0511

Onde:
Ef = concentracao de etanol no final da fermentacdo; Ei = concentracdo de etanol no inicial
da fementacdo; Gi = concentracdo de glicose no inicio da fermentacdo; Gf = concentracao de glicose

no final da fermentacdo; 0,511 é o fator estequiométrico

2.5 ANALISE DOS RESULTADOS
Os resultados foram submetidos as analises estatisticas de ANOVA, teste de comparacao de
médias de Tukey (1%), através do programa Statistica 7.0. Sera também utilizada a ferramenta

estatistica de planejamento Experimental com Metodologia de Superficie de Resposta (MSR).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 RESULTADOS DA CARACTERIZAC;AO QUIMICA DA CASCA DE PUPUNHA
Na Tabela 2 s&o apresentados os resultados obtidos para a caracterizagdo quimica da casca de

pupunha cozida e seca.

Tabela 2 - Composicéo centesimal da casca da pupunha

Componentes Resultados
Umidade 4,7+0,49
Cinzas 3,55+1,08
Proteina 1,45+0,18

Lipideo 18,91+1,43

Fibra Bruta Total 25,65+0,21

Carboidratos 71,39+2,54

Total 100

*Meédias obtidas a partir de triplicatas

De acordo com a Tabela 2 o valor de umidade obtido na analise da casca da pupunha foi de
4,7%, que ficou abaixo dos resultados encontrados no estudo de Gondim et al. (2005), o qual
apresentou umidade acima de 49% para cascas de frutas, como abacate, abacaxi e tangerina.

Almeida (2011), que elabora e avalia nutricionalmente pées enriquecidos com farinha da casca
da pupunha, encontrou o valor de 5,4% de umidade para casca da pupunha, sendo este bem proximo,
porém ainda maior que o observado para este trabalho.

O teor de cinzas encontrado (3,55%) na analise do residuo obteve resultado semelhante ao de
Santos (2010) (3,72%) para a casca do abacaxi e foi maior que aquele observado por Almeida (2011)
para a casca de pupunha que foi de 1,9% e menor que o obtido por Augusta (2011) com o valor de
4,7% para a casca de jambo vermelho. Como é possivel observar na Tabela 2 os materiais analisados
por Gondim et al. (2005) obtiveram resultados menores que 1%, com excecao da casca do abacaxi
que obteve 1,03% de cinzas.

O percentual de carboidratos obtido (72,71%.) encontraram-se proximo ao observado por
Almeida (2011), Santos (2010) e Augusta (2010) que obtiveram 69,1%, 80,55% e 59,25%,

respectivamente.
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3.2 RESULTADOS DA HIDROLISE ENZIMATICA
Na Tabela 3 séo apresentados os resultados obtidos para o planejamento experimental
realizado para a hidrélise enzimética da casca de pupunha.

Tabela 3 - Resultados do planejamento experimental da hidrolise enzimatica da casca de pupunha

Ensaio Conc. de Solidos Agitagdo (rpm) Acucares liberados (g/L)
1 5 100 8,42
2 5 150 8,01
3 5 200 9,32
4 10 100 14,89
5 10 150 12,67
6 10 200 7,19
7 15 100 15,38
15 150 11,69
9 15 200 11,86
10 10 150 9,81
11 10 150 12,59

Conforme a Tabela 3 observa-se que a quantidade de acucares liberados durante o
planejamento experimental hidrélise enzimatica, variou de 7,19 g/L e 15,38 g/L. O ensaio 7, que
corresponde a concentracao de solidos de 15% e agitacao de 100 rpm, foi o que mais liberou acucares
durante a hidrdlise. O ensaio 6, que corresponde a concentracdo de solidos de 10% e agitacdo de 200
rpm foi 0 que menos liberou aglcares durante a hidrolise. Oliveira (2014) investigando as etapas para
0 processo de producéo de etanol a partir do caroco de agai encontrou maior quantidade de acUcares
liberados durante a hidrélise, no ensaio com menor concentracdo de solidos e maior agitacdo. Este
autor atribuiu este comportamento ao fato de que o material de seu estudo foi anteriormente, além de

pré-tratado, deslignificado.

3.2.1 Anélise estatistica dos resultados da hidrolise enzimatica
Na Figura 1 é mostrado o grafico de Pareto no qual se verifica o quanto cada uma das variaveis

influenciou nos teores de agucares redutores (g/L) liberados apos a hidrolise enzimatica.
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Acucares Liberados (g/L)

(1)Con. de sélidos (%)(L) 3,30385
(2)Agitagao (%)(L) -2,58693
Con. de sélidos (%)(Q) , 7463464
Agitagéo (%)(Q) -,416637
p=,1

Figura 1 - Grafico de Pareto obtido para o teor de agUcares redutores (g/L)

De acordo com o gréfico de Pareto apresentado na Figura 1 é possivel observar que a
concentracdo de sélidos linear (L) foi a Unica que se mostrou significativa, sendo aquela que mais
influenciou a liberacdo de aclcares redutores durante a hidrolise enzimatica da casca de pupunha. Ja
as variaveis Agitacao linear (L), Concentracdo de solidos quadratica (Q) e Agitacdo quadratica (Q)
ndo foram significativas como mostra o grafico de pareto para 90% de significancia.

Na Tabela 4, sdo observados os resultados obtidos paraa ANOVA realizada para os resultados

dos teores de agucares fermentesciveis liberados durante a hidrélise da casca de pupunha.

Tabela 4 - Andlise da varidncia (ANOVA) para a concentragéo de glicose liberada apds a hidrdlise enzimética da
casca da pupunha

Graus

_ Soma Média =
Fonte de variagéo _ de _ F tabetado
Quadratica Liberdade Quadratica  caleulado
Regressao (R) 48,32 4 12,08 2,70 3,18
Residuos (r) 26,82 6 4,47
Falta de ajuste (faj) 2151771 4 5,37943 2,03 9,24
Erro puro (ep) 5,30480 2 2,65240
Total (T) 75,13767 10

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 4, p.19317-19327, apr. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian Journal of Development

% de variacdo explicada (R?) 64,30%

% méxima de variacao explicavel 92,94%

E possivel verificar que o modelo néo foi significativo, uma vez que o valor do Fcalculado
ndo foi no minimo 5 vezes maior que o valor do Ftabelado (Teste F da Regressdo). Além disso, nem
0 modelo ou as superficies de respostas puderam ser gerados, pois a analise estatistica revelou que o0s
resultados ndo passaram no teste F da falta de ajuste (Fcalculado<Ftabelado) uma vez que, o valor do
Ftabelado (2,03) ndo foi no minimo 5 vezes menor que o valor do Ftabelado (9,24). De acordo com
tabela da ANOVA (Tabela 4) o R? apresentou valor de 0,6430 o que demonstra que o modelo explicou
64,30% da variacdo dos dados experimentais. A andlise estatistica da anova revela a necessidade de

uma ampliacdo da faixa de estudo das variaveis.

3.3 RESULTADOS DA FERMENTACAO

Na Figura 2 séo observados os valores obtidos para a fermentacdo dos hidrolisados obtidos a partir
da casca de pupunha.

Fermentacédo da casca da pupunha

70
60
50
o 40
% 30
~ 20
10

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)

[ ST Acucares(g/L) [ P ] Etanol (g/L)

Figura 2 - Cinética de agucares redutores e etandis observados durante a fermentacdo de 72h em Erlemmeyers

Nesta etapa, os hidrolisados fermentados demonstraram producdo méxima de etanol de
23,12g/L como pode ser observado na Figura 12. Esses valores sdo relativamente inferiores aos
obtidos por Oliveira (2014) para a fermentacdo dos hidrolisados obtidos a partir do caro¢o de acai
que foi de 25,10g/L, porém, proximo ao encontrado por Wanderley (2012) na fermentacdo de
hidrolisados do bagaco da cana-de-agucar deslignificada proveniente de batelada alimentada, onde
foi adicionado substrato a cada 12 horas, obtendo-se 23,38 g/L de etanol. O rendimento de

fermentacdo e a produtividade volumétrica de etanol encontrado foram de 60,03% e 0,71g de
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etanol.L.h! respectivamente, e que sdo menores que os observados por Oliveira (2014) para o etanol
de carocos de agai, com os valores de 73,79-79,69% e 0,63-0,90 g de etanol.L.h™.

4 CONCLUSOES

A partir dos dados apresentados pode-se caracterizar este trabalho como nova pesquisa
realizada afim de contribuir para gerar novas opc¢des energéticas, além de contribuir para economia
da regido, a partir da sugestdo de opg¢des para reaproveitamento de residuo. Portanto, de acordo com
os resultados obtidos pode-se concluir que a casca da pupunha se caracteriza como um residuo
lignocelul6sico com alto potencial para producdo de etanol, uma vez que apresentou 71,39% de
carboidratos, além de os valores de lipideos e fibras se encontrarem significativo.
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