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RESUMO

Os residuos produzidos a partir do processamento da acerola verde correspondem a 40% do
volume processado e a identificagdo dos agucares que os compdem ¢ de grande importancia
quando se pensa no maximo aproveitamento dos residuos. O bagago ¢ obtido a partir da
prensagem da fruta e € constituido de cascas e sementes, enquanto a borra vem da etapa de
clarificagdo do suco sendo composto de restos de polpa. Os teores dos agucares presentes
foram identificados usando protocolo de caracterizacdo de biomassas lignoceluldsicas e
posteriormente, o fracionamento foi realizado utilizando pré-tratamento acido (H;SO.)
seguido de enzimatico (celulase). Foi identificado que 5,5% do bagago era constituido de
arabinose, 10,9% de xilose e 31% de glicose, sendo a arabinose provavelmente pertencente a
estrutura da pectina contida na casca. O residuo da borra era composto de 1,2% de arabinose,
9% de xilose e 29% de glicose. Entre as diferentes concentracdes de H SO, utilizadas no
fracionamento (0 a 4,5%), 1,5% a 121 °C por 30 min pareceu ser a concentra¢do na qual se
atingiu a maxima capacidade de extra¢do de xilose e arabinose para ambos os residuos. As
concentragdes obtidas nos hidrolisados de bagaco e borra a 0,5% de acido foram 2,9 e 2,6 g/L
de xilose e 4,1 ¢ 0,6 g/ de arabinose, respectivamente. Nos hidrolisados a 1,5% de acido
foram obtidos 4,6 e¢ 4,7 g/LL de xilose e 4,0 ¢ 0,7 g/L de arabinose, respectivamente. Esses
valores convertidos em rendimento mostraram que aproximadamente 5 ¢ 8,5 g de xilose
foram obtidas por 100 g de cada residuo independentemente da concentragdo de acido. A
arabinose apresentou rendimento de aproximadamente 7 g/100 g de bagago, acima do valor
detectado na caracterizagdo, indicando que a pectina presente no residuo pode ter interferido
no protocolo de caracterizagdo. Os residuos tratados com 0,5% e 1,5% de acido passaram por
uma hidrolise catalisada por celulases realizada com 5% de so6lidos. As maiores concentragdes
foram obtidas com os solidos pré-tratados com 0,5% de 4cido, obtendo-se 8,5 g/L ¢ 6,7 g/L. de
glicose para bagago e borra, respectivamente. Os sélidos pré-tratados com 1,5% de acido
resultaram em 3,8 ¢ 2,0 g/L de glicose. Os rendimentos de cerca de 33 e 14% de glicose foram
obtidos para ambos os residuos tratados com 0,5 e 1,5% de 4cido. Os subprodutos de acerola
apresentaram potencial para a obtencdo de xilose, arabinose e glicose sendo ainda necessaria a
otimizacdo das condi¢des de tratamento e/ou a adi¢do de mais etapas para se atingir maiores
rendimentos de extragao.

Palavras-chave: Residuo. Acucares. Lignocelulose. Arabinose. Xilose.



ABSTRACT

The residues produced from the processing of the green acerola correspond to 40% of the
processed volume and the identification of the sugars that compose them is very important
when you consider the maximum utilization of waste. The pomace is obtained from the
pressing of the fruit and consists of peels and seeds, while the non-pomace comes from the
clarification stage of the juice being composed of pulp. The sugar contents present were
identified using lignocellulosic biomass characterization protocol and later fractionation was
performed using acid pretreatment (H,SO4) followed by enzymatic (cellulase). It was
identified that 5.5% of the pomace consisted of arabinose, 10.9% xylose and 31.2% glucose,
and arabinose probably comes from the structure of pectin contained in the peel. The residue
of the non-pomace was composed of 1.2% arabinose, 9% xylose and 29% glucose. Among
the different concentrations of H,SOy4 used in fractionation (0 to 4.5%), 1.5% at 121°C for 30
min seemed to be the concentration where the maximum extraction capacity of xylose and
arabinose was reached for both residues. The concentrations obtained in the hydrolysates of
pomace and non-pomace with 0.5% of acid were 2.9 and 2.6 g/L of xylose and 4.1 and 0.6
g/L of arabinose, respectively. In the hydrolyzed extract at 1.5% of acid, 4.6 and 4.7 g/L of
xylose and 4.0 and 0.7 g/L of arabinose were obtained, respectively. These values converted
into yield showed that approximately 5 and 8.5 g of xylose were obtained per 100 g of each
residue regardless of acid concentration. Arabinose presented yield of approximately 7 g/100
g of pomace, above the value detected in the characterization, indicating that the pectin
present in the residue may have interfered in the characterization protocol. The residues
treated with 0.5% and 1.5% of acid underwent a hydrolysis catalyzed by cellulases performed
with 5% solids. The highest concentrations were obtained with the pretreated solids with
0.5% acid, obtaining 8.5 g/ and 6.7 g/L of glucose for pomace and non-pomace,
respectively. The solids pretreated with 1.5% acid resulted in 3.8 and 2.0 g/L of glucose.
Yields of about 33 and 14% glucose were obtained for both residues treated with 0.5 and
1.5% acid. Acerola by-products showed potential to obtain xylose, arabinose and glucose, and
it is still necessary to optimize the treatment conditions and/or add more steps to achieve
higher extraction yields.

Keywords: Waste. Sugars. Lignocellulose. Arabinose. Xylose.
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1 INTRODUCAO

A acerola (Malpighia emarginata DC.) ¢ uma fruta originaria da América central. O
Brasil lidera a sua produ¢do no mundo que alcanga cerca de 70.000 toneladas produzidas por
ano (IBGE, 2017). Cerca de 40% do volume processado vira residuo, sendo 30% composto de
cascas e sementes, enquanto 10% sdo obtidos com a clarificacdo do suco sendo formado de
restos de polpa (POLETTO et al., 2021). Muitos estudos avaliam a presenca de compostos
bioativos dos residuos da acerola, e sabe-se que possui um alto teor de fibras, porém pouco se
sabe sobre a composi¢dao destas fibras (BORGES et al., 2021; MARQUES et al., 2013). A
desconstrug¢ao dos residuos quanto ao seu teor de lignocelulose ¢ de grande interesse quando
se pensa no seu maximo reaproveitamento. Devido as diferentes caracteristicas dos dois
residuos uma analise individual possibilita melhores alternativas de reutilizacao.

O aproveitamento de biomassas lignoceluldsicas tem muito destaque no contexto de
biorrefinarias, que abrange uma ampla gama de tecnologias aplicadas como forma de obter-se
a partir de matéria-prima renovavel produtos com alto valor agregado. A lignocelulose
compde a parede celular de células vegetais e ¢ formada de trés principais polimeros:
celulose, que ¢ composta de glicose; hemicelulose, que ¢ um heteropolissacarideo que pode
ser formado de diversas pentoses e hexoses; e a lignina, um polimero polifenolico. Na parede
celular primdria, ao invés de lignina, a pectina estd presente, sendo formada de uma cadeia
principal de acido galacturdnico, e diversos acucares ligados. Frutas, especialmente, contém
altos teores de pectina (CUI et al., 2021).

Os acgtcares da celulose, hemicelulose e pectina podem ter aplicagdo na industria
alimenticia bem como na producdo de biocombustiveis, medicamentos, cosméticos entre
outros (ARUN et al., 2020; CUI et al., 2021; HEGDE; LODGE; TRABOLD, 2018). A
obtenc¢do destes agucares pode levar a produtos como os xilooligossacarideos obtidos a partir
da xilana encontrada na hemicelulose e xilitol por meio de processos fermentativos
(BANERIJEE et al., 2019; RAO et al., 2016). A pectina de residuos de frutas, dependendo de
sua composi¢do, pode possuir fungdes prebidticas ou ser utilizada como geleificante e
estabilizante para aplicagdo em alimentos (GULLON et al., 2013; GUZEL; AKPINAR,
2019).

O pré-tratamento ¢ uma etapa necessaria para a desconstrucdo do material
lignoceluldsico, pois reduz a cristalinidade da celulose e pode solubilizar a glicose e fragdes
de hemicelulose e lignina (LIAO et al.,, 2020). Pré-tratamentos com acido diluido

normalmente levam a solubilizagdo da fragdo hemiceluldsica da biomassa e consequente
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exposic¢do da celulose (SUN et al., 2016). E um tratamento amplamente utilizado na literatura
para fracionar biomassas, pois ¢ de facil aplicagdo, baixo custo e alcanga altos rendimentos de
acucares, além de auxiliar na andlise de qudo dréstica precisam ser as condicdes para
recuperar-se os acucares. O so6lido obtido na hidrélise acida possui altos teores de celulose, e
por isso a utilizagdao de enzimas celuloliticas € uma alternativa para obter-se a glicose presente
no residuo.

Neste contexto, este trabalho tem o interesse de valorizar a fracdo lignoceluldsica dos
subprodutos do processamento da acerola verde, especialmente as fragdes de celulose,
hemicelulose e pectina, caracterizando-as € obtendo os agucares que as compdem através de

tratamento acido seguido de enzimatico com utilizagao de celulases.

1.1 OBIJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de despolimerizagdo das fracdes de polissacarideos que compdem
a estrutura lignoceluldsica de residuos do processamento da acerola para a obtencao de

agucares.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar os residuos in natura proveniente das etapas de prensagem da fruta e

clarificagdo do suco de acerola quanto a composicao lignoceluldsica;

o Avaliar concentragdes de acido sulfurico como pré-tratamento para extragdo dos

agucares da hemicelulose;

. Avaliar a cinética de hidrélise enzimatica da celulose presente no residuo resultante do

pré-tratamento acido;

. Realizar o balango de massa em condigdes de tratamento selecionadas.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O RESIDUO DE ACEROLA

A acerola (Malpighia emarginata DC) € uma fruta originaria da América Central que
vem se destacando por ser rica em compostos bioativos, especialmente 4acido ascorbico e
polifenois, que se mostram benéficos a saude devido as suas propriedades antioxidantes
(BELWAL et al., 2018). O Brasil ¢ o maior produtor mundial de acerola, alcangando cerca de
70.000 toneladas por ano (IBGE, 2017) Além do consumo in natura, a acerola também ¢
processada na forma de suco, polpas e geleia (BORTOLOTTI et al., 2013), atingindo também
a industria farmacéutica, com suplementos e concentrados de vitamina C (ALMEIDA et al.,
2014)

Os residuos do processamento de acerola podem chegar a até 40% do volume total
processado e sdo compostos de restos de polpa, casca e sementes da fruta (ABUDA;
NARAIN, 2018). Os residuos utilizados neste trabalho advém das etapas de prensagem e
decantacdo indicadas na Figura 1, a qual representa um fluxograma genérico de producao de
suco concentrado. Da etapa de prensagem ¢ separado o bagaco, que corresponde a cerca de
30% do volume processado. Esse residuo ¢ constituido de sementes e de cascas da fruta.
Posteriormente, o suco extraido passa por uma etapa de clarificagdo, na qual o uso de enzimas
leva a agregacdo de alguns polissacarideos e arraste de outros compostos ainda ligados,
formando um precipitado denominado de borra. O residuo ¢ constituido de fragmentos da
polpa, gomas, proteinas e polifendis (POLETTO et al., 2021). Essa grande quantidade de
residuos geralmente ¢ descartada, causando perdas de matéria-prima e energia, causando

impacto ambiental (GARCIA-GARCIA et al., 2017).
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Figura 1 - Fluxograma de producao de suco concentrado de acerola verde.
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Fonte: Proprio autor.

2.1.1 Composi¢cao quimica dos residuos de acerola

Estudos mostram que esses residuos sdo ricos em compostos fendlicos, antocianinas,
carotenoides, fibras e minerais. Marques et al. (2013) produziram e caracterizaram farinhas de
casca e restos de polpa e de sementes de acerola. Alguns resultados sdo apresentados na
Tabela 1. A farinha de semente apresentou alto teor de fibras insoliiveis e a farinha de casca e
restos de polpa teve destaque para o teor de carboidratos e fibras. Dentre os compostos
antioxidantes, Sousa (2010) ressaltou que dentre os residuos de uma industria de polpa de
frutas tropicais avaliados, o residuo da polpa da acerola apresentava as maiores quantidades
de carotenoides (881,56 pg/100 g), flavonoides (8,84 ug/100 g) e fendlicos totais (247,62 mg
acido gélico/100 g residuo de polpa de fruta). Assim como observado por Marques et al.
(2013), Poletto et al. (2021) também destacaram que os residuos contendo sementes
apresentam menores quantidades de compostos fendlicos e vitamina C que os residuos

contento restos de polpa.
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Tabela 1 - Caracterizagdo proximal e compostos fenolicos totais das farinhas de residuos de
acerola. Os resultados sdo apresentados em base seca.

Componente (g/100g) Farinha de semente Farinha de casca e sobras de polpa
Proteina 8,51 +0,11 11,55+ 0,09
Cinzas 1,65+ 0,05 3,46 £ 0,05
Fibras soluveis 4,76 + 0,98 8,74 £ 0,53
Fibras insoluveis 75,66 £ 1,58 28,58 £1,24
Carboidratos 4,15+ 1,48 42,06 £2,49
Compostos fenolicos 4,73 £0,07 10,82 + 0,09

Fonte: (MARQUES et al., 2013)

Apesar dos iniimeros estudos relacionados a caracterizagdo de compostos bioativos
presente nos residuos de acerola, poucos estudos até o momento focaram na caracterizagao
das fibras que ali se encontram (celulose, hemicelulose e lignina). Lousada Junior et al (2006),
Silva (2014) e M¢élo (2016) foram os Unicos trabalhos encontrados que realizaram a
caracterizagdo das fragdes de celulose, hemicelulose e lignina de residuos de acerola
composto de sementes, cascas e restos de polpa. Os dados sao mostrados na Tabela 2. H4 uma
discrepancia entre os valores que pode ser devido aos métodos usados na caracterizagao e

também as caracteristicas da fruta.
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Tabela 2 - Composi¢ao fisico-quimica do residuo de acerola.

Composto (%) SILVA (2014) MELO (2016) LOU(%&;« JR.
Acucares redutores n.d. 0,87+ 0,01 n.d.
Pectina n.d. 7,15+0,11 n.d.
Umidade (b.u.) 7,83 +0,08 7,98 +0,21 n.d.
Cinzas 2,36 £ 0,01 2,36 +0,05 n.d.
Extrativos 14,5+ 0,55 14,89 +£ 0,95 n.d.
Lignina 28,37 + 0,05 28,03 £ 0,68 20,11
Holocelulose* 43,97+ 0,25 44,30 £ 0,65 n.d.
acelulose 24,7+ 1,86 43,82 +3,31 35,07
Hemicelulose 19,27+ 1,86 0,48 17,17
n.d. n.d. 10,54

Proteina bruta

*Holocelulose=0.celulose + hemicelulose
n.d. — ndo determinado

Além da identifica¢do do teor de cada fibra, a identificagdo dos monossacarideos que
as compoOe também se torna importante para avaliar o potencial de reaproveitamento do
residuo. No estudo de Sabino et al. (2020), os autores removeram a fracao de polissacarideos
soluveis em dgua mantendo o residuo da acerola constituido de sementes, casca e polpa
aquecido a 90 °C por 10 h em agitagdo magnética. Analises de caracterizagao identificaram
6,58% de arabinose, 4,23% de galactose e 2,82% de glicose. Utilizando a técnica de
espectroscopia por ressonancia magnética nuclear foi possivel identificar residuos de acido D-
galacturonico como o principal componente da fragdo de polissacarideos extraidos. Também
observou-se arabinogalactanas, encontradas principalmente na parede celular primaria,
representando cadeias laterais da estrutura da pectina (MOORE; FARRANT; DRIOUICH,
2008).

2.1.2 Propostas de reutilizacio dos residuos de acerola

O uso de tecnologia adequada pode levar os residuos de acerola a diversos destinos,
como produtos comerciais ou matéria-prima para outros tipos de processos. No Quadro 1 sao

apresentadas algumas propostas de reutilizacgao.
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Quadro 1 — Aplicacdes propostas na literatura para o residuo de acerola.

Tipo de Objetivo do estudo Referéncia
processo
Efeito da secagem em secador de leito fixo em DUZZIONI et al.
compostos bioativos (2013)
Secagem Secagem em secadpr roto-aerado com aquecimento SILVA et al. (2019)
infravermelho
Secagem com secador de leito fixo assistida por NOGUEIRA et al.
radiacdo infravermelho (2019)
Extragdo de antioxidantes com acetona, etanol CAETANO et al.
metanol (2009)
Extracdo de compostos bioativos assistida por REZENDE;_
Extracdo de ultrassom NOGUEIRA,
antioxidantes NARAIN (2017)
Extracao de vitamina C e polifendis usando POLETTO et al.
extracdo por etanol expandido por gas (2021)
Extracdo de vitamina C e polifendis usando agua BORGES et al.,
subcritica (2021)
Producao de 4cido citrico em fermentagdo submersa | SILVA et al. (2012)
Fermentacao 5 5 ,
Producao de celulases em fermentacdo em estado MELO (2016)
solido
Hidrélise enzimatica do residuo in natura e pré-
Extracao de tratado na conversdo de celulose em glicose SILVA (2014)
polissacarideos | Estrutura quimica de p;éllls:acarldeos soluveis em SABINO et al. (2020)
N . N NOGUEIRA;
Carbonizag¢ao hidrotérmica e aplicagdo como )
Processos adsorvente DUARTE;
termoquimicos BARROZO (2019)
Utilizagao em processos termoquimicos SILVA et al. (2020)

Como observado, a secagem do material e a extragdo de compostos bioativos sdo
muito estudadas, uma vez que esses compostos sdo de grande interesse para a saide humana,
tém alto valor agregado e a temperatura de secagem do material pode levar a sua degradagao.
Além disso, por se tratar de um material muito perecivel, a secagem ¢ uma operagao unitaria
essencial para tornar o material acessivel a outras operagdes. Entretanto, a fracdo de polifendis
presentes neste residuo ¢ pequena. Ao extrair compostos bioativos de borra de acerola com a
técnica de liquido expandido por gés, Poletto et al. (2021) obteve um rendimento de extragao
de 12%, sendo apenas 38% desse extrato composto de polifendis, carotenoides e vitamina C,
0 que nos mostra que a extragdo destes compostos ainda gera uma grande quantidade de
residuos.

Uma vez que o residuo da acerola ¢ rico em fibras e carboidratos, a identificagdo

destas fracdes ¢ de grande importancia quando se pensa no seu maximo reaproveitamento.
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Neste sentido, a extragcdo dos poli e oligossacarideos que constituem a hemicelulose e pectina
de residuos de frutas vém ganhando destaque em muitos trabalhos (LUO; XU, 2020;
RADENKOVS; JUHNEVICA-RADENKOVA; SEGLINA, 2018). No caso dos residuos de
acerola, mais estudos s3o necessarios para identificar quais agucares fazem parte das fragdes

hemicelulosica e péctica desses residuos.

2.2 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Materiais vegetais disponiveis na natureza contém uma grande quantidade de carbono,
0 que os torna matérias-primas de grande interesse industrial. Por serem renovaveis, o uso de
biomassas vegetais se coloca como uma alternativa a obtencdo de carboidratos derivados dos
polissacarideos e fendlicos derivados da lignina para producdao de produtos quimicos e
bioquimicos (BANERIJEE et al., 2019). Entretanto, a grande diversidade na composi¢do das
biomassas disponiveis na natureza requer métodos especificos para a obtencdo desses
compostos.

Os trés principais polimeros constituintes da parede celular sdo a celulose,
hemicelulose e a lignina, organizados em uma matriz complexa e composta de varias camadas
que fornecem suporte estrutural e recalcitrancia. A resisténcia natural da parede celular das
plantas a desconstru¢do promovida por microrganismos e outras substancias ¢ chamada de
recalcitrancia. Essa recalcitrAncia dificulta o acesso aos carboidratos presentes na
lignocelulose, e ¢ a principal barreira a utilizacdo destes materiais em larga escala para a
producao de combustiveis celuldsicos, além de produtos quimicos e materiais biodegradaveis
(WYMAN, 2013).

Além dos trés principais polimeros da lignocelulose, existem outros componentes nao
estruturais na parede celular da planta. Esses componentes, como extrativos, proteinas, cinzas
e pectina, variam muito com as espécies, tecidos, maturidade das plantas, épocas de colheita e
armazenamento, e sao amplamente influenciados por fatores ambientais (WYMAN, 2013).

A parede celular das plantas consiste em multiplas camadas formadas durante o
desenvolvimento da célula (WYMAN, 2013). A parede celular primdria (Figura 2A) ¢
composta principalmente de celulose, hemicelulose e pectina. Até 30% da parede celular
primaria ¢ constituida de pectina, a qual ¢ o principal constituinte da lamela média e um
composto bioativo importante na maioria das frutas (CUI et al., 2021). A parede celular
secundaria ¢ formada majoritariamente de trés polimeros: celulose, hemicelulose e lignina

(Figura 2B). A lignina torna a parede celular menos permeéavel (LOIX et al., 2017).
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Figura 2 — Estrutura das paredes primaria e secundaria das celulas vegetais. (A) A parede
celular primaria estd localizada para fora da membrana plasmatica e ¢ constituida de
microfibrilas de celulose, as quais sdo produzidas por complexos de celulose-sintase,
hemicelulose, e proteinas soluveis. Hemicelulose se liga a superficie das microfibrilas de
celulose e ¢ constituida de xilanas, mananas e xiloglucanas. Pectinas formam um gel
hidratado entre a rede celulose-hemicelulose e consiste em trés principais estruturas:
homogalacturonana (HG), ramnogalactoronana I (RG I) e ramnogalactoronana II (RG II). (B)
A parede celular secundaria ¢ construida entre a parede celular primaria e a membrana
plasmatica. A lignina ¢ um polimero fenolico complexo que estd entre as microfibrilas de

celulose substituindo assim as moléculas de pectina.
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Fonte: LOIX et al., 2017.

Segundo os estudos apresentados anteriormente (SABINO et al., 2020; SILVA, 2014),
os residuos de acerola sdo compostos de pectina, celulose, hemicelulose e lignina. Portanto,

uma breve revisdo sobre cada um desses componentes ¢ apresentada a seguir. Além disso, os
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tratamentos mais usados para obtencdo dos carboidratos das fragdes de polissacarideos

também foram revisadas.

2.1.3 Celulose

A celulose ¢ um polimero linear de alta massa molecular, composto por moléculas de
D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4, formando subunidades de celobiose
com grau de polimerizacao variado, contendo de 50 a 14000 unidades de glicose (HIMMEL,
2009). As fibras de celulose sao compostas de longas microfibrilas (Figura 3) ligadas por
ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares, que as mantém ordenadas, paralelas e confere

rigidez a estrutura (BONECHI, 2017; LIAO, 2020).

Figura 3 - Estrutura das fibras de celulose com destaque para as regides cristalina e amorfa.
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Fonte: Lin, N., Huang, J., Dufresne, A., 2012.

A celulose presente nas plantas pode ser altamente cristalina, o que contribui para a
recalcitrancia da biomassa, ainda assim, possui regides amorfas alternadas ao longo das
microfibrilas. A regido amorfa ¢ a parte mais vulneravel da molécula, onde a fibra possui mais
flexibilidade e pode ser mais facilmente acessada por celulases, enzimas hidroliticas que
provocam a quebra da celulose em moléculas de glicose. J& as regides cristalinas sdo
altamente ordenadas sendo mais resistentes a tracdo, ao alongamento e ao ataque das celulases

(WYMAN, 2013; SANTIAGO, 2017).
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2.1.4 Hemicelulose

Hemiceluloses sao polissacarideos ramificados, com estrutura e composi¢do que varia
dependendo da espécie da planta e do tipo de tecido, e representa cerca de 20% a 30% da
biomassa lignocelulésica. E um heteropolissacarideo composto de agucares com cinco
carbonos (xilose e arabinose) e seis carbonos (glicose, galactose, manose e ramnose) e alguns
grupos acetilados (BONECHI, 2017; LIAO, 2020).

Dentre os principais polimeros constituintes da lignocelulose, a hemicelulose € a mais
sensivel quimica e termicamente. A hemicelulose serve como uma conexao entre a lignina e
as fibras de celulose e proporciona uma rede mais rigida (BONECHI et al., 2017). Na
hemicelulose as ligacdes glicosidicas sdo possiveis nas posigdes 2, 3, 4 e 6 que o torna um
polimero mais desordenado e amorfo. Assim, a hemicelulose € mais solivel em 4gua e mais
suscetivel ao processo de hidrolise que a celulose (WYMAN, 2013).

A hemicelulose estd associada a celulose através de ligagdes de hidrogénio e a lignina
através de ligagdes covalentes (LIAO et al., 2020). De acordo com os diferentes tipos de
agucares que possui pode ser classificada como xilana, arabinoxilana, manana e galactana,

conforme apresentado na Figura 4.

Figura 4 - Acgucares encontrados em cadeias de hemicelulose.
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Fonte: adaptado de TINGLEY, 2021.

2.1.5 Pectina

Pectinas estdo presentes principalmente na parede celular primaria e na lamela média

das células vegetais. A cadeia principal ¢ rica em acido D-galacturdnico podendo apresentar
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fracdes contendo L-ramnose de forma intercalada. Além disso, aglicares como galactose,
arabinose ¢ xilose aparecem ligadas formando cadeias laterais (FULOP 2020). As cadeias de
pectina tém trés conformagdes mais comuns, a homogalacturonana (HQ),
ramnogalacturonana-I (RG-I) e ramnogalacturonana-II (RG-II) mostrados na Figura 5.

HG ¢ formado por uma cadeia linear de acido galacturénico que representa mais de
60% das pectinas. RG-I ¢ altamente ramificada, sendo formada por uma cadeia principal de
acido galactur6nico e ramnose intercalados, e cadeias laterais compostas de galactose e
arabinose. RG-II tem a cadeia principal constituida por 7 a 9 unidades monoméricas de acido
galacturdnico, e tem como substituintes diversos heteropolissacarideos agrupados podendo ser
arabinose, xilose, fucose entre outros.

A extracdo da pectina ¢ feita comumente a partir de materiais residuais de frutas como
cascas de citricos e bagaco de maca. Se utiliza condi¢des acidas (pH entre 1,5 a 3), altas
temperaturas (70 a 90 °C) e posterior precipitagdo com alcool. E comum a utilizagdo de acidos
minerais, porém a utilizacdo de acidos organicos ¢ uma alternativa estudada por ser mais
ambientalmente correto (GERSCHENSON, 2017). Pereira (2016) realizou extracdo de
pectina de casca de roma utilizando é4cido citrico obtendo um rendimento otimizado em acido

galacturdnico superior a 8 g/100 g do residuo em um tempo de 120 minutos a 88 °C e pH 2,5.

Figura 5 - Principais estruturas de pectinas e os agucares constituintes.
Homogalacturonana (HG) Ramnogalacturonana I (RG I) Ramnogalacturonana I (RG II)
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Fonte: Adaptado de TINGLEY, 2021.
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2.1.6 Lignina

A lignina ¢ um polimero polifendlico tridimensional que possui suas subunidades
ligadas por ligacoes do tipo éter (C-O-C) e carbono-carbono (C-C) distribuidas
aleatoriamente. A estrutura ¢ constituida principalmente por trés grupos fenol, a p-
hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S) (LU et al., 2017). As propor¢des variam de
acordo com a origem da biomassa. Esta presente na parede celular secundaria, preenchendo as
lacunas e envolvendo parcialmente os polissacarideos que unem as microfibrilas de celulose.
Atua como um concreto, que mantém tudo no lugar e exclui a 4gua do ambiente da
hemicelulose (WYMAN, 2013).

A lignina ¢ altamente hidrofobica, por isso constitui uma barreira a penetracdo de agua
as estruturas onde esta presente nas plantas. A lignina se liga a hemicelulose através de
ligagdes covalentes e constroéi uma rede estrutural estdvel como mostrado na Figura 6, com
alta resisténcia mecanica e elasticidade se tornando uma contribui¢do chave para a

recalcitrancia da biomassa (BONECHI, 2017).

Figura 6 - Lignina, celulose e hemicelulose na estrutura das biomassas lignoceluldsicas.
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Fonte: KUMAR, 2020.
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Sua complexa estrutura e os diferentes métodos de extragdo ndo permitem que a
lignina seja isolada como na sua forma nativa, como no vegetal, ja que ha interferéncia entre o
procedimento de isolamento quimico e a estrutura das ligninas in situ (SOUTO; CALADO;
PEREIRA JUNIOR, 2015). Porém, a remo¢dao da lignina da biomassa aumenta os
rendimentos de hidrdlise enzimatica, uma vez que a presenca da lignina além de ser uma
barreira fisica para a atuacdo de enzimas celuloliticas também ¢ inibidor da atividade
enzimatica através de ligagdes ndo produtivas entre a lignina e a enzima (VERMAAS et al.,
2016). A deslignificagdo também se mostra importante quando se pensa em obter fibras
alimentares de biomassas lignocelulosicas, uma vez que a presenca de lignina ligada a estes
polissacarideos diminui a sua digestibilidade e biodisponibilidade (RADENKOVS;
JUHNEVICA-RADENKOVA; SEGLINA, 2018).

2.3 PRE-TRATAMENTO DE BIOMASSAS LIGNOCELULOSICAS

O pré-tratamento € uma etapa importante para o fracionamento dos componentes da
biomassa. Dependendo do tipo de pré-tratamento utilizado hé a solubiliza¢do de aglcares da
pectina (LUO; XU, 2020) e da hemicelulose (POLETTO et al., 2020), assim como a
deslignificacdo do material. Isso leva a um sélido rico em celulose, diminui a rigidez da
biomassa e atenua as barreiras fisicas para o acesso a celulose, expondo a estrutura cristalina a
hidrélise por enzimas e levando a obtengao de glicose (HIMMEL et al., 2007).

Existem diversos tipos de tratamentos fisicos, quimicos e bioldgicos que tem por
objetivo fracionar os polissacarideos que compdem a parede vegetal e aumentar a pureza e a
acessibilidade a celulose (LTAO et al., 2020). Pré-tratamentos quimicos sao muito utilizados
em remoc¢ado de pectina e hemicelulose de residuo de frutas. Banerjee et al. (2019) realizaram
pré-tratamento basico com NaOH de cascas de abacaxi para obter hemicelulose e
posteriormente produzir xilo-oligossacarideos. Giizel e Akpinar (2019) obtiveram pectina de

cascas de kiwi, meldo, maca, roma e laranja utilizando acido citrico.

2.3.1 Pré-tratamentos quimicos

Entre os pré-tratamentos, os quimicos (4cido e alcalino) sdo comumente usados no
fracionamento de biomassas. Sdo processos acessiveis, de facil aplicacdo e podem levar a

altos rendimentos, entretanto podem ser poluentes e altamente corrosivos aos equipamentos
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em um processo industrial. E importante ressaltar que existem diferencas nos efeitos de cada

tratamento, o que ¢ destacado nos topicos a seguir.

2.3.1.1 Hidrolise alcalina

Os pré-tratamentos alcalinos aumentam a digestibilidade da celulose e sdo mais
eficazes para a solubilizagdo da lignina, como destacado na Figura 7, exibindo menor
solubilizacdo da celulose e hemicelulose do que os processos acidos ou hidrotérmicos
(CARVALHEIRO; DUARTE; GIRIO, 2008). Em condigdes basicas, as ligagdes éster das
hemiceluloses e ligninas sdo facilmente quebradas, e em temperaturas relativamente altas as
ligacdes éter das hemiceluloses e ligninas podem ser destruidas. A clivagem dessas ligagdes
promove a solubilizacdo de hemiceluloses e ligninas, resultando na exposi¢cdo da celulose as
enzimas. Varias bases diferentes vém sendo usadas com essas finalidade, como o NaOH,
Ca(OH),, KOH, Na,CO;3; e amdnia, sendo os mais comuns o NaOH ¢ KOH (SUN et al.,
2016). No entanto, a possivel perda de acglicares fermentaveis e a produgcdo de compostos
inibidores devem ser levadas em consideragdo para aperfeicoar as condigdes de pré-

tratamento (ALVIRA et al., 2010).

Figura 7 — Fluxograma de processo de tratamento 4cido e alcalino.
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) Reator Pré-tratamento T | Produtos solidos:
Lignocelulose . alcalino Celulose e hemicelulose

Fonte: Adaptado de LIAO et al., 2020.
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2.3.1.2 Hidrolise acida

O principal objetivo de pré-tratamentos 4acidos ¢ a solubilizagio da fracdo
hemicelulésica da biomassa e consequente exposicao da celulose (Figura 7), e dependendo da
severidade do tratamento pode ser feita a liberacdo de agucares monoméricos a partir da
hemicelulose e celulose. Pré-tratamentos acidos ndo sdo propicios para a remogdo de lignina
da biomassa, obtendo-se residuos com alto teor de lignina, podendo ser necessario algum
processo de deslignificagdo para aumentar a digestibilidade da celulose do material
lignoceluldsico (SUN et al., 2016).

A severidade do pré-tratamento pode ser expressa pelo fator de severidade (Ro). E
possivel aplicar tempos de reagdo mais curtos e temperaturas mais baixas para obter o mesmo
fator de um pré-tratamento aquoso, por exemplo, que tem valores mais baixos de pH do que o
pré-tratamento acido (ALVIRA et al., 2010; LIAO et al., 2020)

A hidroélise acida de materiais lignoceluldsicos geralmente ¢ feita com solugdes acidas
diluidas e altas temperaturas ou com solugdes acidas concentradas e baixas temperaturas.
Processos com 4acidos concentrados, geralmente utilizam baixas temperaturas, o que ¢
energeticamente favoravel e minimiza a decomposicdo dos agucares produzidos. Entretanto
sdo altamente corrosivos, dificeis de reciclar e geram grandes quantidades de residuos de
neutralizacdo (LIAO et al., 2020). Pré-tratamentos com dacidos diluidos, por sua vez, sao
conhecidos pela degradacdo dos agucares devido as condig¢des drasticas de temperatura e
pressao (PEDERSEN; MEYER, 2010). O tipo de acido utilizado no processo influencia
fortemente nas fracdes liberadas da biomassa lignoceluldsica (SUKRUANSUWAN 2018).
Virios acidos diluidos como H,SO4, HCI, H3;PO4, vem sendo estudados para pré-tratamento
em diversos tipos de residuos como casca e miolo de abacaxi, cascas de mandioca, entre
outros (SUKRUANSUWAN; NAPATHORN, 2018; GUO et al., 2018; ADEOGUN et al.,
2020).

A velocidade de hidrolise acida ¢ mais rapida do que a hidrélise enzimatica, mas a
glicose também se degrada rapidamente em condi¢des acidas. Condigdes menos severas no
pré-tratamento previnem a degradagdo dos actcares, porém sao menos efetivas na hidrolise da
hemicelulose e celulose. A decomposi¢cao dos monossacarideos em compostos nao desejaveis
causa perda de rendimento na hidrélise, e pode ter efeito inibitério em um processo
fermentativo ou enzimatico subsequente. Entre esses compostos inclui-se o furfural, um

produto da desidratacdo de pentoses, o hidroximetilfurfural (HMF), produto da desidratagao
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de hexoses e acido acético que ¢ formado durante a decomposi¢ao da hemicelulose como
resultado da quebra de grupos acetil ligado ao agticar (LENIHAN et al., 2010).

Tratamentos acidos foram usados para extracdo de manose de semente de acai usando
H,SO,4. As concentragdes variaram de 1,5% a 4,5%, e o melhor resultado foi obtido na
concentragcdo de 3% com rendimento de 30% de manana. Posterior hidrolise enzimatica de
manose foi realizada e obteve-se 96,8% de rendimento (MONTEIRO et al., 2019).

Reddy, Veda e Wee (2020), realizaram um pré-tratamento alcalino (10 g de residuo
em 90 mL de NaOH 1%, 1 h, 70 °C) seguido de acido (1% H,SO4 autoclave por 10 min a 121
°C) em residuo de banana que solubilizou 56% de lignina e 61% de hemiceluloses no extrato
liquido resultando em uma perda de 50% de massa no residuo. A biomassa pré-tratada e rica
em celulose foi submetida a hidrolise enzimatica com celulases e B-glucosidases, liberando
0,52 g de glicose por g de residuo.

Plaza et al. (2020) realizaram pré-tratamento em bagaco de malte com solugdo 1 mol/L
de acido sulfurico e 15% de solidos (pH 1, 120° C, 30 minutos) e obteve um extrato com 15,2
g/l de glicose (37,5% agucares oligoméricos), 31,5 g/L de xilose (65,4% agucares
oligoméricos) e 15,1 de arabinose (26.5% acucares oligoméricos). Dionisio et al. (2021)
submeteram bagaco de cana de agucar em pré-tratamento com acido sulfurico diluido obtendo
89,5% da hemicelulose solubilizada sendo 82% na forma monomérica (xilose e arabinose).

Bagago de macga, por sua vez, foi pré-tratado com acido acético e posteriormente
submetido a hidrdlise enzimatica com celulases. O rendimento de extragcdo atingido de
pectina foi de 19% e o rendimento da hidrolise enzimatica foi de 98% em celulose (LUO; XU,
2020), o que demonstra que a celulose foi facilmente hidrolisada e a utilizagdo de um é4cido

organico torna o processo ambientalmente mais atrativo.

2.4 HIDROLISE ENZIMATICA DA CELULOSE

As celulases pertencem a familia das enzimas glicosil hidrolases (GH), as quais
apresentam a capacidade de clivar ligacdes glicosidicas B-1,4 em cadeias de celulose. Para
que a hidrolise da celulose aconteca sdo necessdrias trés atividades indispensaveis, as
endoglucanases (EGs) que hidrolisam ligacdes internas da cadeia de celulose, as
exoglucanases ou celobiohidrolases (CBHs) que hidrolisam regides externas da fibra
celulosica e as B-glucosidases (BGs) que agem para hidrolisar a celobiose. As enzimas sdo
apresentadas no Quadro 2, e o seu esquema de a¢do nas cadeias de celulose sdo mostrados na

Figura 8.
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Quadro 2 — Enzimas que atuam na hidrdlise de celulose.
Nome da enzima N° EC Onde atua
Cliva unidades de
Celobiohidrolases EC 3.2.1.91 ¢ | celobiose do final (redutor
(CBHI e IIs) EC3.2.1.176 | ou nao redutor) da cadeia
de celulose
Cliva regioes aleatorias da
cadeia de celulose e
produz novos
oligossacarideos
Hidrolisa ligagdes
B-glicosidases (BGs) EC3.2.1.21 | glicosidicas de celobiose e
celodextrinas

Endoglucanases (EGs) EC3.2.14

Fonte: Proprio autor.

Figura 8 — Esquema da ag@o das enzimas celuloliticas.
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Fonte: Adaptado de Thoresen et al. (2021)

Os coquetéis enzimaticos comerciais t€ém um importante papel no processamento de
materiais lignoceluldsicos. Ao longo dos anos eles vém sendo otimizados, mas ainda assim os
mecanismos de como EGs e CBHs funcionam juntas sd@o o foco de estudos (THORESEN et
al., 2021). Sabe-se que BGs aliviam a inibicdo que CBHs sofrem pelo aciimulo de celobiose
durante a conversdo de lignocelulose (STERNBERG, 1977). Coquetéis desenvolvidos nos
ultimos anos pela Novozymes como os da série Cellic CTec tiveram atividade de BG
aumentada resultando em eficiéncia maxima de sacarificacdo € nao necessitando de
suplementagdo de BGs (OSTBY et al., 2020). A série de coquetéis Cellic CTec também foi
incorporada de mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs), as quais sd3o enzimas

acessorias que levam a maiores rendimentos de sacarificacio (MULLER et al., 2015).
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Residuos de frutas vém sendo utilizados no estudo da hidrélise com coquetéis
enzimaticos. Filippi et al. (2021) realizaram pré-tratamentos com agua, acido e base em talos
e bagago de uva e o solido residual foi hidrolisado com coquetéis comerciais de celulases
liberando 22,7 g de glicose por 100 g dos so6lidos pré-tratados. Bagaco de maga pré-tratado
com peroxido de hidrogénio e pectinases foi hidrolisado com celulases e teve o rendimento

otimizado de agucares fermentesciveis de 67% (LIU et al., 2019).

De acordo com as informacdes detalhadas na revisao da literatura, observa-se que os
residuos da acerola t€ém potencial para obten¢ao de aclcares, entretanto estudos precisam ser
realizados para avaliar a capacidade de despolimerizagdo do residuo. A caracterizagdo das
fragdes de aclcares que compdem a biomassa ¢ importante para que o potencial de
reaproveitamento destes aglcares seja discutido. Da mesma forma, a composicao dos solidos
tratados € essencial para que apoOs os tratamentos acido e enzimatico aplicados seja também

possivel avaliar a recuperagdo dos acucares.
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3 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo serdo apresentados os métodos utilizados para os processos de pré-
tratamento acido, hidrolise enzimatica e as determinagdes analiticas utilizadas. Na Figura 9 ¢
apresentado um fluxograma que mostra as etapas para o desenvolvimento deste trabalho,
resumidas em caracterizacdo dos residuos de acerola, pré-tratamento dacido para

fracionamento da hemicelulose e hidrolise enzimatica para despolimerizagao da celulose.

Figura 9 - Etapas desenvolvidas neste trabalho.

Etapa 1
Borra
RESIDUOS | Restosde Secagem, CARACTERIZACAO
DE polpa moagem e DO MATERIAL
ACEROLA peneiramento Celulose,
Bagaco , . ..
VERDE Casca e dos residuos hemicelulose e lignina
z
sementes /
Etapa 2
FRACAO LIQUIDA:
Acucares da
PRE-TRATAMENTO ACIDO pectina e hemicelulose

Celulose, lignina e

hemicelulose
Etapa 3 /
HIDROLISE ENZIMATICA FRACAO LiQUIDA:
(Cellic CTec2, 30 h, 50 °C, 150 rpm) Glicose

Fonte: préprio autor.
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3.1 OBTENCAO DO RESIDUO DE ACEROLA E PREPARO

Os residuos de acerola verde in natura (Malpighia emarginata DC.) foram
gentilmente fornecidos por uma industria processadora de acerola, localizada no municipio de
Ubajara-CE, sob as coordenadas S, 3°, 86°63,14”; - O, 41°10°56,40*’. A industria fabrica
produtos com elevado contetdo de vitamina C.

O residuo foi armazenado a temperatura de -18 °C até o uso. Foi realizada secagem do
residuo em estufa a vacuo a 40 °C por 48 h. O residuo seco foi cominuido em um moinho de
facas (De Leo, modelo EDB-5, Porto Alegre, Brasil) e em seguida foi peneirado em peneira
de 600 um. A umidade dos residuos foi determinada no equipamento SMART Turbo™ (CEM
Corporation).

3.2 CARACTERIZACAO LIGNOCELULOSICA DOS RESIDUOS

Os residuos antes e apds os pré-tratamentos foram caracterizados quanto aos
percentuais de extrativos, celulose, hemicelulose, lignina e cinzas seguindo os protocolos do
National Renewable Energy Laboratory (NREL-EUA), descritos por Sluiter et al. (2008) e
Sluiter et al. (2012).

3.2.1 Determinacio de extrativos

Pesou-se 3 g de residuo seco e moido em cartuchos feitos de papel filtro previamente
tarados. O cartucho foi colocado em aparato Soxhlet utilizando baldes de fundo chato de 500
mL e volume de solvente de 200 mL. A extracdo foi feita em duas etapas, primeiramente com
agua destilada como solvente e, em seguida, com etanol absoluto com aproximadamente 8 h
de extracdo. A determinagdo de extrativos foi realizada para caraterizagao do material inicial.
O percentual de extrativos foi calculado conforme a equagao (1).

Mgy — M
E(%) = (%) x 100 1)
BSM

Sendo:
Mpgsym : massa de biomassa seca ¢ moida (g)
BEM: massa de biomassa livre de extrativos (g)

E: teor de extrativos (%)
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3.2.2 Determinacoes de celulose e hemicelulose

Pesou-se 0,3 g do residuo livre de extrativos ou do residuo pré-tratado, com umidade
menor que 10%, em frascos de vidro de 250 mL. Adicionou-se 3 mL de solucdo de acido
sulfurico 72% (v/v) utilizando bastdo de vidro para completa homogeneiza¢do do residuo na
solucdo. Os frascos foram colocados em agitador orbital a 30 °C por 60 min com agitagdo a
120 rpm. Adicionou-se 84 mL de 4gua destilada e os frascos foram autoclavados a 121 °C por
60 min. Com um aparato de filtracdo por gravidade filtrou-se os hidrolisados, sendo a fracao
liquida submetida posteriormente a analise de glicose, xilose, arabinose, celobiose, acido
acético e formico (secdo 3.5.4). Dessa fragdo faz-se também a determinagdo da lignina solavel
em acido, conforme o procedimento descrito na se¢do 3.2.3. A fragdo solida foi lavada com
agua destilada a 50 °C para neutralizacdo do pH. Os papeis com os solidos foram levados a
estufa para as determinacdes de lignina insoluvel em acido e cinzas descritas nas se¢oes 3.2.4
e3.2.5.

As determinagdes de celulose e hemicelulose foram realizadas por meio das equagdes

(2) e (4) para a biomassa inicial e (3) e (5) para a biomassa pré-tratada, respectivamente.

(0,9 X Cgyp) + (0,95 X Cepro)) X V(L)l 1-E
%) = 2
C(%) [ T X[mo x 100 )
C(%) = [((0'9 X Cgp) + (0}35 X Ccgro)) X V(L)l % 100 3)
B

H(%) = [((0,88 X Cyi) + (0,88 X Cara) + (0,72 X Cye acir)) X V(L)l 5 [1 _ E]

Mgg 100
4
x 100 4)
H(%) — [((0188 X CXIL) + (0;88 X CARA) + (0,72 X CACACET)) X V(L)
MBE (5)

Sendo:
C: teor de celulose (%);

H: teor de hemicelulose (%);
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CoLi: concentragdo de glicose (g/L);

CceLo: concentragdo de celobiose (g/L);

V(L): volume da filtragdo (0,087 L)

E: teor de extrativos (%);

BrMm: massa de biomassa livre de extrativos (g);

Mpg. massa de biomassa (g);

Cxi: concentracao de xilose (g/L);

Cara: concentragdo de arabinose (g/L);

Cac acer : concentragdo de acido acético (g/L);

0,9: corresponde ao fator de conversao de glicose em celulose;
0,95: corresponde ao fator de conversao de celobiose em celulose;
0,72: corresponde ao fator de conversdo de acido acético em hemicelulose;

0,8: corresponde ao fator de conversao de xilose ou arabinose em hemicelulose.

3.2.3 Determinacio de lignina solivel em acido

Para determinacdo de lignina soluvel em 4cido utilizou-se a fragdo liquida do
hidrolisado obtido na etapa 3.2.2. Foi feita a leitura em espectrofotometro a 240 nm (Hitachi
U-2900) da amostra diluida de modo em que a absorbancia ficasse na faixa de 0,7 a 1,0. O

calculo do teor de lignina solivel em acido foi calculado com a equacgao (6).

Abs X V(L) X D
LS = [ ]><1oo
B

)

Sendo:
LS: teor de lignina solivel em acido (%);
Abs: absorbancia média de UV-Vis a 240nm;
V(L): volume filtrado (L);
D: fator de diluicao;
€: absorcao da biomassa em comprimento de onda especifico: 25

Mg. massa de biomassa seca;
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3.2.4 Determinacio de lignina insoluvel em acido

Os solidos obtidos na etapa 3.2.2 foram filtrados em papel filtro previamente tarados.
Depois de lavados foram levados a estufa a 105 °C por 24 h. O teor de lignina insoluvel em
acido foi calculada com a equacao (7) para a biomassa inicial, (8) para a biomassa depois do

pré-tratamento e o teor de lignina total com a equagao (9).

_ [Mcer 1-F (6)
LI(%) = [MBE] % [ 100 ] * 100
LI(%) = [MA;PR] x 100 )
B
LT(%) = LS + LI 3

Sendo:
LI: teor de lignina insoltivel em écido;
Mcpr: massa de solido seco apos a hidrolise (g);
Mgg: massa de biomassa sem extrativos (g);
Mpg. massa de biomassa (g);

LT: teor de lignina total (%).

3.2.5 Determinacio de cinzas

Os solidos secos descritos no item 3.2.4 foram colocados em cadinhos previamente
tarados e levados a mufla a 575 °C por 24h. O teor de cinzas foi calculado conforme a
equagao (10).

M, — M,
Cinzas(%) = [%] X 100 (10)
B

Sendo:
Cinzas: teor de cinzas (%);
M;s: massa final do cadinho com amostra (g);
M;i: massa inicial do cadinho (g);

Mg: massa de biomassa (g).
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3.3 FRACIONAMENTO DOS CARBOIDRATOS DOS RESIDUOS DE ACEROLA

3.3.1 Pré-tratamento acido

Os residuos de acerola foram submetidos ao pré-tratamento com H,SO4 para extracao
da fragdo hemicelulosica, com o procedimento baseado em Monteiro et al. (2019). O H,SO4
(Lafan, 95-98%) foi utilizado nas concentragdes de 0,17%; 0,34%; 0,5%; 1,5%; 2,5%; 3,5% e
4,5% (v/v). Além disso, uma extracdo apenas com agua (0%) também foi realizada. Foram
adicionados 20 mL da solug¢dao acida em 2 g de residuo em frascos de vidro de 250 mL
resultando em uma razao sélido:liquido de 1:10. As extragdes foram realizadas com quatro
replicatas. Os frascos foram autoclavados a 121°C por 30 min. Em seguida foram resfriados
em banho de gelo, adicionou-se 20 mL de 4gua destilada em cada frasco e filtrou-se o
conteudo sob vacuo em papel filtro previamente tarado. A fracdo so6lida foi armazenada em
estufa a 50 °C até completa secagem para determinacdo dos so6lidos recuperados e posterior
caracterizagdo, enquanto a fra¢do liquida foi submetida a caracterizacdo quimica para
determinagdo da concentracdo de agucares como xilose, arabinose e glicose. As etapas

realizadas durante o pré-tratamento sdo apresentadas na Figura 10.

Figura 10 - Fluxograma das etapas realizadas durante o pré-tratamento acido.
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Fonte: proprio autor.



39

3.3.2 Hidrolise enzimatica

Escolhida a condi¢do de pré-tratamento acido, a biomassa seguiu para o tratamento
enzimatico, no qual se avaliou duas condi¢des de pré-tratamento para cada residuo. A enzima
usada foi a Cellic® CTec2 produzida pela Novozymes usada na concentracdo de 6% em
relacdo ao teor de celulose contido na biomassa. A reacdo aconteceu em tampao citrato 0,1
mol/L, pH 4,8 usando frascos Schott® de 500 mL com tampa. O volume reacional foi de 200
mL e utilizou-se 5% de sélido pré-tratado. Ao longo da reagdo, amostras foram recolhidas nos
tempos de 0; 1,5; 3; 6; 9; 12; 18; 24 ¢ 30 h. As amostras foram centrifugadas (HT-MCD2000)
por 5 minutos a 4000 rpm e o sobrenadante usado para medir a concentracdo de agucares
redutores de acordo com o método colorimétrico usando o 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
(Miller, 1959). As concentragdes de glicose e xilose na amostra de 30 h foram quantificadas
por HPLC. O calculo dos rendimentos de glicose e xilose foi realizado com as equagdes (11) e
(12).

Yolicose = Cou* 09 (i
glicose ST % Tcel

L Cax088 (12)
xilose — ST X Theml

Sendo:

Cgi: concentracdo de glicose medida na amostra (g/L);

Ciii: concentragdo de xilose medida na amostra (g/L);

ST: concentracdo de solidos totais em relagdo ao volume de tampao na reagdo de
hidrolise enzimatica, em g/L;

Tee: teor de celulose no sélido;

Themi: teor de hemicelulose no sélido;

0,9: corresponde ao fator de conversao de glicose em celulose;

0,88: corresponde ao fator de conversao de xilose em hemicelulose.
3.4 BALANCO DE MASSA

O balango de massa para celulose e hemicelulose foi realizado baseado nos resultados

obtidos nas etapas de pré-tratamento e hidrélise enzimdtica. As fragdes de celulose,
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hemicelulose e lignina obtidas da composicao in natura, foram multiplicadas por 100 g, usada
como base de calculo. Na saida, a fracao so6lida recuperada foi quantificada e o rendimento foi
multiplicado pelos teores de celulose, hemicelulose e lignina presentes nessa mesma fracao.

As massas dos compostos na corrente liquida foram obtidas pela equacao (13).

V

Sendo:

MgL: massa dos compostos na fragdo liquida (g);

fc: fator de conversdo do respectivo acucar em celulose (0,9) ou hemicelulose (0,88);

CHO: concentragao do agucar na fracao liquida (g/L);

V: volume de liquido usado na hidrélise (por exemplo: 20 mL de solugdo acida utilizado na
extracdao + 20 mL de agua destilada adicionada depois, no caso da etapa acida) (L);

m: massa de residuo (g);

Mbc: massa da base de calculo (g).

3.5 DETERMINACOES ANALITICAS
3.5.1 Determinacio de agicares redutores por DNS

O conteudo de acticares redutores foi quantificado nos hidrolisados obtidos durante a
hidrélise enzimatica pelo método colorimétrico, usando acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS)
descrito por Miller (1959) com algumas modificagdes. A reacdo foi realizada em tubos de
ensaio adicionando-se 0,5 mL de amostra (diluida ou ndo) e 1,0 mL de reativo de DNS. Para o
branco adicionou-se 0,5 mL de dgua no lugar da amostra. A mistura foi levada para banho-
maria a 100 °C por 5 min. Apos, a amostra foi resfriada em banho de gelo e adicionado 13,5
mL de dgua destilada em cada tubo. Por fim, foi feita a leitura da absorbancia em 540 nm ¢ a
analise dos dados usando a curva de calibrag¢do de glicose. Os resultados foram expressos em

g/L de acucares redutores.

3.5.2 Atividade enzimatica da celulase
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A atividade enzimdtica do coquetel enzimatico Cellic® CTec2 foi determinada
baseada no procedimento descrito por Ghose (1987), utilizando-se papel filtro como substrato
e dosando os acucares redutores liberados por DNS segundo o método de Miller (1959).

Tiras de Papel filtro Whatman n°l de aproximadamente 1,0 x 6,0 cm (50 mg)
enroladas em espiral foram colocadas em tubos falcon de 15 mL em triplicata, e adicionou-se
1,0 mL de solugao tampao citrato de sodio (50 mmol e pH 4,8). O branco foi preparado com
apenas 1,5 mL de solucdo tampao. Os tubos foram colocados em banho-maria a 50 °C por 10
min para equilibrio da temperatura. Foi adicionado 0,5 mL da solucdo da enzima diluida em
50 vezes, € os tubos permaneceram em banho-maria por 60 min. Apos esse tempo, os tubos
foram colocados em banho de gelo para interrupcao da reagdo. Em seguida a determinagao
dos agucares redutores foi realizada.

De acordo com Ghose (1987), uma unidade de atividade enzimatica (U) libera 1 pmol

de actcar redutor por minuto. O calculo de atividade enzimatica foi feito utilizando a equagdo

(14).

U Vr
— = ART X ——
mL 0,18 X Vy Xt

(14)
Sendo:

ART: agucares redutores totais produzidos na etapa de hidrolise (mg/mL);

VT: volume total utilizado na hidrolise (volume do tampao + volume do extrato enzimatico)

(mL);

0,18: massa molar de glicose (mg/pmol);

VE: volume do extrato enzimatico utilizado na hidrélise (mL);

t: tempo de hidrélise (min).
3.5.3 Determinacao de acidos urdnicos

A determinacgdo de acidos urdnicos foi feita baseada no método de Blumenkrantz e
Asboe-hansen (1973). A curva padrdao foi construida com dacido D-galacturdnico em
concentragdes de 10 a 80 pg/mL. Adicionou-se 0,4 mL do hidrolisado, diluido se necessario,
a um tubo de ensaio com tampa. Em banho de gelo adicionou-se 2,4 mL de tetraborato de
sodio 0,0125 mol/L em &cido sulfurico concentrado, agitou-se em vortex e os tubos foram
levados para banho-maria a 100 °C por 5 min. Os tubos foram resfriados em banho de gelo e

adicionaram-se 20 pL de solucdo 0,15% meta-hidroxifenil dissolvido em hidroxido de sodio
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0,5%. Nos branco adicionou-se 20 pL de solug¢do 0,5% de hidroxido de sodio e o valor de
absorbancia diminuido da absorbancia das amostras. Os tubos foram agitados e apds 10 min

foi feita a leitura de absorbancia em espectrofotometro a 520 nm.

3.5.4 Determinacdes de acucares, acido acético, formico, furfural e hidroximetilfurfural

por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As concentragdes de glicose, xilose, arabinose, celobiose, acido acético e acido
formico foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) usando o
equipamento Shimadzu Prominence LC-20A (Shimadzu, Tokyo, Japan) e a coluna Bio-rad
Aminex HPX-87H com detector de indice de refracao (IR). As amostras foram filtradas (0,22
um) e transferidas para vials. Foi utilizado solucdo de H>SO4 (5 mmol/L) como fase movel a

uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min e 35 °C.

Furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF) foram determinados no equipamento
Shimadzu LCMS2020 usando a coluna Phenomenex Luna C18 e detector PDA a 274 nm. As
amostras foram eluidas a uma vazao de 0,5 mL/min a 25 °C com acetonitrila: agua (1:8 v/v) e
1% de acido acético (v/v) como fase movel. Em ambas as determinagdes foram usados
padroes analiticos para construgdo das curvas de calibragdo e posterior calculo das

concentragdes nas amostras.

3.5.5 Determinacio de composto fenolicos totais

O conteudo de compostos fendlicos totais foi quantificado nos hidrolisados obtidos da
hidrolise enzimatica dos solidos pré-tratados pelo método colorimétrico descrito por Singleton
et al. (1999) com algumas modificagdes. A reagdo foi realizada em microtubo de 2 mL onde
foi adicionado 1580 pL de dgua destilada, 20 pL. de amostra ou 20 pL de agua para o branco,
100 pL do reagente Folin-Ciocalteu e agitado em vortex. A mistura foi deixada reagir por 7
min em temperatura ambiente. Apds, foi adicionado 300 pL de solucdo de carbonato de sddio
(0,25 g/mL) e incubada em banho-maria a 40 °C por 30 min. Por fim, foi feita a leitura da
absorbancia em 765 nm e analise dos dados usando a curva de calibracao de acido galico. Os

resultados foram expressos como mg de acido géalico equivalente/mL.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados experimentais foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) no
nivel de probabilidade de 95% e teste de Tukey (p < 0,05) utilizando o software Statistica 13
(Statsoft Inc, USA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COMPOSICAO LIGNOCELULOSICA DOS RESIDUOS

Apds a secagem, moagem e peneiramento para padronizagdo dos residuos, estes
passaram pela caracterizagdo para determinacdo dos teores de celulose, hemicelulose, lignina
soluvel e insoluvel, cinzas e extrativos. No protocolo seguido, a biomassa passa
primeiramente por um processo de extracado em Soxhlet com dgua e depois com etanol como
solventes para remover compostos que podem interferir em etapas analiticas posteriores.
Desse procedimento se determina a fracdo de extrativos, que o autor descreve como
compostos soluveis ndo estruturais da biomassa, como material inorganico, acglicares nao
estruturais e nitrogénio, os quais sao soluveis em agua, e clorofila e ceras, soliveis em etanol
(SLUITER et al., 2012).

Nas Tabelas 3 e 4 sdo mostrados os resultados da composi¢do lignoceluldsica do
bagaco e borra de acerola, respectivamente. Os resultados foram apresentados para a
biomassa com e sem a aplicagcdo do protocolo de remocgao dos extrativos. Isso foi feito porque
os resultados observados durante o fracionamento dos polissacarideos, os quais sdo
detalhados posteriormente no item 4.2.1, mostraram uma discrepancia com os dados de
caracterizagdo. Foi observada uma quantidade maior de pentoses nos licores extraidos com
acido durante o fracionamento quando comparado com os resultados de composicao
aplicando o protocolo de remogdo de extrativos. Por isso, se mostrou importante a
determina¢do da composi¢do do residuo com a fracdo de extrativos presente, ou seja, sem a
sua remog¢ao.

O protocolo de caracterizacdo foi desenvolvido no Laboratorio Nacional de Energia
Renovavel dos EUA (do inglés, National Renewable Energy Laboratory - NREL) para se
obter uma analise completa da composi¢ao de biomassas baseando-se em métodos classicos
de analises de fibras. O protocolo ¢ composto de métodos individuais para cada fragdo
analisada e os procedimentos foram otimizados para analise completa de madeiras e palha de
milho. Geralmente funcionam bem para biomassas lenhosas e materiais herbaceos, enquanto
que com outros tipos de biomassas adaptacdes podem ser necessarias (SLUITER et al., 2010),
como o residuo de acerola que aparentemente apresenta pectina, € por esse motivo as

divergéncias nos resultados devem ter acontecido.
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Tabela 3 - Composicao lignoceluldsica (%) do bagago de acerola com e sem a remogao de

extrativos (base seca).

Com remog¢ao

Sem remocao

Componente de extrativos de extrativos
Celulose como glicose 29,0 £1,6% 31,2 +2,0°
Hemicelulose 12,6 +1,8° 18,7 +0,1°
Xilose 8,9+ 1,0° 10,9 +0,3°
Arabinose 1,6 £0,3° 5,5+02°
Acido acético 2,2+0,5% 2,3+0,1°
Lignina insoluvel em acido 15,7 +0,7° 23,7+0,8"
Lignina solavel em acido 3,7 +0,1* 6,8+0,1"
Cinzas 0,9+0,1° 2,0+0,1°
Extrativos 30,8 £ 1,2 -
Total 92,2 80,4

Médias com a mesma letra na mesma linha ndo sdo estatisticamente
diferentes pelo teste de Tukey (p < 0, 05).

Fonte: proprio autor.

Tabela 4 - Composicao lignoceluldsica (%) da borra de acerola com e sem a remocao de

extrativos (base seca).

Com remogao

Sem remocao

Componente de extrativos de extrativos
Celulose como glicose 25,8 +0,3° 29,4+ 04"
Hemicelulose 9,1+1,6" 11,6 £0,1*
Xilose 6,9 + 0,9° 9,0+0,1°
Arabinose 0,6+0,2° 1,2+0,1°
Acido acético 1,6 £0,6° 1,4+0,1°
Lignina insoltivel em 4cido 14,1 + 0,1b 20,3 £0,5%
Lignina soluvel em acido 7,3 +0,4° 8,5+0,1°
Cinzas 0,9+0,1° 2,0£0,1°
Extrativos 29,1+0,8 -
Total 85,4 71,7

M¢édias com a mesma letra na mesma linha ndo sdo estatisticamente
diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: proprio autor.

A principal diferenga nos resultados obtidos para os polissacarideos do bagago esta na

hemicelulose (Tabela 2). O residuo do bagago sem a remog¢ao dos extrativos apresentou 48%

de hemicelulose a mais, enquanto que as pentoses avaliadas individualmente apresentaram

aumento de 22 e 240% para xilose e arabinose, respectivamente. Essas diferencas nos teores

de hemicelulose podem ser devido a fracdo de pectina contida na casca da acerola, que ¢

caracteristica das frutas. Provavelmente, a arabinose encontrada no residuo pertence a pectina

presente e ndo a hemicelulose. E possivel que a extragdo em Soxhlet tenha extraido parte da

fragdo péctica do residuo, por isso, a fragdo de arabinose ¢ baixa nos resultados dos solidos

com remogao de extrativos. Sabino et al. (2020) identificaram 6,6 % de arabinose e 4,2% de
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galactose, e quantidades despreziveis de xilose em polissacarideos soluveis em agua de
residuo de acerola (sementes, casca e restos de polpa) extraidos a 90 °C por 10 h. Isso indica
que a arabinose encontrada neste trabalho esteja associada a pectina, concordando com o
autor. Além disso, o autor identificou a presenca de arabinogalactanas que ¢ um
polissacarideo encontrado em frutas, como cadeias laterais da estrutura da pectina ou como
constituinte do complexo ramnogalacturonana RG-I (SEYFRIED et al., 2016). Neste
trabalho, entretanto, ndo foi possivel realizar a quantifica¢do de galactose, pois a coluna usada
(HPX-87H) elui a galactose junto com a xilose. A presenca da galactose foi confirmada pela
utilizacao de outra coluna (HPX-87P), na qual foi possivel verificar apenas a presenga ou nao
do acgucar, a quantificacao nao foi possivel devido a acidez das amostras ndo compativel com
os requisitos da coluna. Portanto, os resultados expressos aqui foram reportados apenas como
xilose.

O principal constituinte da hemicelulose da borra foi a xilose que representou 6,9% do
residuo com remocao de extrativos e 9,0% sem remogado (Tabela 4). No residuo da borra sem
remocdo de extrativos observou-se 27,5% de hemicelulose a mais do que no residuo com
remocao. O aumento de xilose foi 30%, enquanto a arabinose teve aumento de 100%, ambos
apresentando diferencas significativas segundo o teste de Tukey.

Apesar do aumento significativo, o valor de arabinose encontrado na borra (1,2%) foi
menor que aquele encontrado no bagacgo (5,5%). Por ser obtido do processo de clarificagdo do
suco de acerola, o residuo provavelmente tem menor quantidade de pectina, pois se utilizam
enzimas pectinoliticas, que liberam pectinas e os acucares no suco. Portanto, a borra parece
ser formada por demais fibras que compdem a parede celular e compostos ligados, como
fenolicos que se agrupam e decantam. O residuo da borra apresentou um baixo teor de
arabinose, tanto com a remoc¢ao de extrativos quanto sem, outro indicativo de que a arabinose
ou grande parte dela pode ter sido hidrolisada na etapa de clarificagao.

Até o momento, ha caréncia de informacdes na literatura sobre a obtencao ¢
caracterizacdo de polissacarideos extraidos de subprodutos do processamento de acerola em
comparagdo com outras matrizes vegetais. Tém-se apenas estudos que relatam os teores de
hemicelulose, mas sem identificar os agticares que a compde. O fracionamento completo do

residuo se faz importante como forma de trazer novas alternativas para sua utilizagao.



47

4.2 FRACIONAMENTO DOS CARBOIDRATOS DOS RESIDUOS DE ACEROLA

Apbs a caracterizacdo do material, o fracionamento dos polissacarideos foi realizado.
O 4cido sulfurico foi escolhido para o pré-tratamento por ser um acido muito utilizado no
fracionamento de hemicelulose (DUSSAN et al., 2014; GUO et al., 2018). Vale ressaltar que
o objetivo foi avaliar a capacidade de extra¢ao dos agucares que compodem o residuo, ja que
até o momento ndo existem estudos similares para o residuo de acerola. Apods o tratamento
acido, o qual removeu grande parte da hemicelulose, um s6lido rico em celulose foi gerado. A
etapa enzimatica complementou o fracionamento das biomassas, sendo que a digestibilidade

da celulose foi avaliada em fun¢do de diferentes condi¢des de pré-tratamento realizadas.

4.2.1 Efeito do pré-tratamento acido — analise dos hidrolisados

Inicialmente, os residuos passaram por pré-tratamento adcido em autoclave por 30 min
em diferentes concentragdes de H,SO4. Os dados das Tabelas 5 e 6 sdo referentes as
concentragdes de acglicares medidos nos hidrolisados 4acidos do bagago e da borra de acerola,

respectivamente.
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Tabela 5 - Concentragdo de agucares, acido acético e galacturonico (g/L) na fragdo liquida
resultante da hidrdlise &cida do bagaco de acerola em diferentes concentra¢des de H>SOs.

% Fragdo liquida
H250, Glicose Celobiose Xilose Arabinose A(fl.(io ACldP )
(v/v) acético galacturénico
0  0,49+0,02" 0,09+0,01° 0,94+0,02" 042+0,01° - 351 +0,17°
0,17 0,41+0,01" 022+0,01¢ 1,37+0,04° 2,02+0,07° 0,16+0,01¢ 4,69+ 0,28™
034 045+0,017 0,15+0,01° 2,13+0,02¢ 325+0,04° 035+0,01° 4,71 +0,28"
0,5 1,17+0,01° 028+0,01¢ 2,91+£0,04° 4,15+0,08° 040+0,01° 5,13+0,02%
1,5 1,88+0,19° 1,01 +0,05* 4,64+0,25" 3,96+0,18 0,62+0,04° 3,81 £0,03°
2,5  229+0,02° 1,06+0,04*° 503+0,16° 3,95+028 0,70+0,01° 543+0,43°
3,5  2,89+0,07° 0,76+0,02° 532+0,13° 422+0,15° 0,74 +0,02* 4,04 =037
4,5 347+0,16° 040+0,01° 499+023" 341+0,16° 0,70+0,03* 3,58+0,07°

Médias com a mesma letra na mesma coluna ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: proprio autor.

Tabela 6 - Concentragdo de agucares, acido acético e galacturdnico (g/L) na fracdo liquida
resultante da hidrolise acida da borra de acerola em diferentes concentragoes de H,SO,.

% Fracdo liquida
H250, Glicose Celobiose Xilose Arabinose A(,:l.do ACldP )

(v/v) acético galacturdnico
0 0,56+0,01° 0,11+0,01" 122+0,01° 0,59 +0,02" - 0,43 £ 0,06°
0,17 1,28+0,06° 0,05+0,01° 1,40+0,03° 0,43+0,04 0,12+0,01° 0,92+0,01°
0,34 1,40 £0,03° 0,07 +0,01% 1,21+0,04° 0,58 +0,01° 0,20+0,01¢ 0,95+0,01°
0,5 1,53+0,01° 0,10+0,01°*¢ 2,57+0,01¢ 0,59+0,01> 0,25+0,01° 1,03+0,15
1,5 1,97+0,02° 021+0,01° 4,69+0,06° 0,70+0,01* 0,28 +0,01* 1,02+0,06
2,5 1,54£0,07° 0,13£0,02° 441+020° 0,67+0,03" 0,31+0,02° 0,84+0,01°
3,5 2,09+0,25° 0,13+£0,01° 3,77+0,49° 0,55+0,08° 0,30+0,04"° 0,69 0,06
45 226+0,05* 0,080,001 420+0,04" 0,59+0,01° 032+0,01* 0,69=0,01°

Médias com a mesma letra na mesma coluna ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: proprio autor.

A glicose teve a sua maior concentracdo na condi¢do mais drastica de acido (4,5%)
para o bagago, enquanto para a borra as maiores concentragdes foram alcangadas a partir de
3,5%. Ja a celobiose tem as maiores concentragdes a partir de 1,5% para os dois residuos, o
que mostra que parte da celulose hidrolisada estd presente na forma do dissacarideo e a
medida que se aumenta a concentragdo de 4cido a quantidade de celobiose diminui. Quase
toda a celobiose ¢ convertida a glicose, alcangando-se apenas 0,40 g/L e 0,08 g/ com 4,5%
de H,SO4 para os residuos do bagaco e da borra, respectivamente.

A xilose alcancou concentragdes similares em ambos os residuos, de
aproximadamente 4,64 g/L, obtidas com 1,5% de 4acido. Um pequeno aumento foi observado
para concentragdes de dcido maiores. Aparentemente toda a arabinose do bagaco foi extraida

com 0,5% de acido, visto que os valores ndo aumentam em concentracoes de H,SO4
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superiores. Para a borra isso aconteceu com 1,5% de acido. Porém, o aumento de arabinose
observado entre 0,5 e 1,5 % de H,SO4 foi de apenas 16%. O acido acético ¢ formado da
hidrolise de grupos acetil presentes na hemicelulose (JONSSON; ALRIKSSON;
NILVEBRANT, 2013). As concentracdes encontradas para o acido acético foram baixas se
comparado com os outros componentes, tendo os seus valores méaximos de 0,74 g/LL com
3,5% de acido para o residuo do bagaco e de 0,31 g/L utilizando 1,5% de 4cido para a borra.
As concentracdes de xilose, arabinose e acido acético com 1,5% de H,SO4 no residuo da borra
sdo estatisticamente iguais as concentracdes obtidas em tratamentos 4cidos mais
concentrados.

A combinacao de altas temperaturas e pH acido pode levar a formacao de compostos
derivados da desidratacdo de acucares, como furfural e hidroximetilfurfural (HMF), os quais
sdo inibidores de processos enzimaticos e fermentativos (JUNG; KIM, 2017). Além disso,
4cido formico pode ser formado da degradagio de furfural e hidroximetilfurfural (JONSSON;
ALRIKSSON; NILVEBRANT, 2013). A quantificagdo destes compostos ¢ tdo importante
quanto a quantificacdo dos aglicares para verificar se estd ocorrendo perda. A concentragao
média de HMF obtida foi 90,7 + 2,7 mg/L para os hidrolisados do bagacgo e 40,2 = 9,6 mg/L
para os hidrolisados da borra. Acido formico e furfural ndo foram detectados em nenhuma
amostra dentro do limite de deteccdo. Monteiro et al. (2019) encontraram 56 mg/L de HMF
em hidrolisados de semente de agai tratados com 4,5% de H,SO4 por 60 min a 121 °C. O
furfural ndo foi detectado, similarmente ao padrao encontrado neste trabalho.

A extracao de acido galacturdnico também foi analisada, observando-se que com
0,17% de H,SO4 foi possivel alcangar um valor similar aos obtidos em maiores concentragdes
de H,SO4 para os dois residuos. Também houve uma boa extracdo apenas com agua,
entretanto ¢ visivel o efeito do aumento de H,SO4 no aumento da solubilizac¢ao tanto do acido
galactur6nico como da xilose e arabinose. A quantidade de acido galactur6nico maxima
obtida para o residuo da borra foi de 1,03 g/L utilizando 0,5% de acido, muito inferior a do
residuo do bagacgo que alcangou 5,43 g/L, utilizando 2,5% de 4cido sulfurico, o que evidencia
a menor quantidade de pectina no residuo. Pereira et al. (2016) obteve 8% de casca de roma
em acido galacturonico utilizando acido citrico em condigdes otimizadas (120 min, pH 2.5,

88°C).
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4.2.2 Efeito do pré-tratamento acido — analise dos solidos recuperados

Os solidos recuperados da hidrolise acida foram também analisados quanto a sua
composi¢ao lignocelulosica. Ao se obter a composi¢do do solido resultante € possivel
verificar quais fragdes foram extraidas com o tratamento acido e quais as proporcoes de
celulose, hemicelulose e lignina vao estar presentes no solido tratado. As Tabelas 6 e 7
apresentam a composicao lignoceluldsica (%) da fragdo solida resultante do pré-tratamento

acido do bagaco e da borra de acerola, respectivamente.

Tabela 7 — Composicao lignoceluldsica (%) da fracao sélida resultante da hidrélise 4cida do
bagac¢o de acerola em diferentes concentracdes de H,SO,.

% Soélido Fracao soélida (%)
H,SO4  recuperado Celulose Hemicelulose Lionina Outros
(v/v) (%) Glicose Xilose g
0 76,1 £0,1° 33,9 +2,9° 9,6 + 0,8 29,8 +2,1¢ 26,7
0,17 71,6+04™ 39,7+ 1,0° 10,0 +0,8° 292 +0,9¢ 21,1
0,34 67,5+0,1% 44,7 £ 0,6 9,0 +0,1%° 29,8 + 1,0 16,5
0,5 64,8+03% 453 +1,4%° 83+0,2° 345+0,1° 11,9
1,5  62,0+0,5¢ 48,9 + 0,6° 52+0,2° 39,5+ 1,0° 6,4
2,5 61,8 +0,9¢ 483 +0,1° 4,1+0,1% 432 +1,5° 4.4
35  64,7+12% 493 + 0,6 3,5+0,1¢ 473 +0,8° 0
45 61,7 + 4,3 452 + 0,6 1,7 +0,5 42,1 +0,4° 11

Meédias com a mesma letra na mesma coluna ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: proprio autor.

Tabela 8 — Composicao lignoceluldsica (%) da fragdo solida resultante da hidrdlise acida da
borra de acerola em diferentes concentracoes de H,SOy.

Fragdo solida

% So6lido
H,SO4  recuperado Celulose Hemicelulose o
(vIv) (%) : : Lignina Outros
Glicose Xilose

0 82,1+0,1° 303 +2,6° 3,6 +£0,4° 38,3 +0,9% 27,8

0,17  75,0+04° 36,8 + 1,6% 9.4 +0,4° 343 +1,5° 19,5

0,34  68,5+2,5° 403 + 1,8° 8,4 +03° 352+ 1,8 16,1
0,5 669+05%  36,7+29% 54+ 0,4° 39,4 + 0,6™° 18,5
1,5 63,8+0,1% 392+ 1,6° 2,6+0,3° 38,2 + 1,9%° 20
2,5  63,8+1,7%°  345+0,1% 2,8+0,1° 41,1 1,7 21,6
35 63,5+1,1% 39,9 +2,3° 2,5+0,1° 433 +2.4° 14,3
45  61,5+0,8° 40,5 +2,7° 2,7+0,4° 43,0 £2,2° 13,8

Médias com a mesma letra na mesma coluna ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: proprio autor.
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Para ambos os residuos as maiores porcentagens de sélidos recuperados foi alcancada
utilizando apenas agua. A medida que se adiciona 4cido, os teores de sélido diminuem, o que
¢ esperado, ja4 que quanto maior a concentragdo de acido mais compostos sdo solubilizados,
especialmente a xilose, arabinose e acido acético, como observado nas Tabelas 4 e 5,
mostradas anteriormente. Os resultados demonstram maior efeito do acido na extragao de
hemicelulose, no qual baixas concentragdes levam a extracdo dos agucares da hemicelulose,
enquanto que a glicose ndo ¢ tdo fortemente afetada. Na verdade, observa-se o aumento do
teor de celulose com o aumento da concentragdo de H,SO4 para ambos os residuos, assim
como o aumento do teor de lignina, j4 que com a perda de hemicelulose o solido fica
concentrado em celulose e lignina. Para o bagaco a partir de 0,34% de acido os teores de
celulose nao apresentaram diferengas significativas, o que aconteceu também com o residuo
da borra a partir de 0,17% de H,SOs,.

Os teores de hemicelulose sdo maiores nas condi¢des mais brandas de tratamento. A
partir de 0,34% de acido os teores decairam, alcangcando 1,7% de hemicelulose no bagago
quando 4,5% de H,SO, foi usado. Ja para a borra, 2,7% de hemicelulose foi mantida no sélido
com a mesma concentracdo de H,SO,4. No entanto, os resultados das concentragdes de 2,5 ¢
3,5% nao apresentaram diferencas significativas quando comparado a concentragao de 4,5%.
Arabinose nao foi detectada em nenhum dos sélidos tratados, o que indica que todas as
condigoes foram efetivas na remocgao deste agucar.

A lignina aparece com altos teores nos solidos pré-tratados. O maior teor obtido foi
com 3,5% de H,SO4 obtendo-se 47,3% e 43,3% para os residuos do bagago e da borra

respectivamente.

4.4.2 Analise comparativa da recuperacio dos acgtlicares

A Figura 11 mostra o percentual de agucares (xilose + arabinose) recuperados nas
fracdes solidas e liquidas apos hidrolise acida para os dois residuos estudados. Na Figura 11-
A tem-se um aumento linear no percentual de agucares medidos na fragdo liquida até 0,5% de
acido, enquanto a fracdo solida ndo apresenta grandes variagdes. Posteriormente observa-se o
decaimento das porcentagens da fragdao so6lida e pouca variagdo nos percentuais da fragdo
liquida. Com 4,5% de 4cido observa-se pequeno decaimento no somatdrio de agucares que
pode ter ocorrido devido a degradagdo dos agucares dada a severidade do tratamento na
condicdo mais drastica avaliada. Na Figura 11-B observa-se pouca variacdo no somatorio das

porcentagens de agucar a partir de 0,17% de acido para a borra. A fracdo liquida tem um
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pequeno aumento com 0,5% de acido enquanto a fracdo solida decresce. Nas concentragdes
de acido superiores, a fragdo solida teve pouca variagdo. Portanto, para ambos os residuos,
1,5% de H,SO4 parece ser a concentragao na qual se atinge a maxima capacidade de extragao,

j& que a fracdo liquida teve pouca variagao.

Figura 11 — Porcentagem de agucares (xilose + arabinose) quantificados apos a hidrdlise 4dcida
em diferentes concentragdes de H,SO,4 para o bagaco (A) e borra de acerola (B).
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Fonte: proprio autor.

Os valores similares encontrados nas concentracdes entre 1,5 € 3,5% podem indicar de
fato a concentragdo de pentoses que esse residuo possui. Na Figura 11-A com 1,5% de acido
atingiu-se 18,3% de xilose + arabinose em ambas as fra¢des analisadas (liquida + sélida). O
somatorio de xilose + arabinose no bagago sem a aplicagdo do protocolo de remocao de

extrativos, mostrado na Tabela 3, foi de 16,4%. Essa diferenga pode ter sido decorrente da
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dificuldade encontrada na caracterizacao do material com o protocolo adotado. Na Figura 11-
B, para a mesma condigdo, observou-se 11,1% na soma da fracdo solida + liquida, sendo que
o valor obtido na caracterizacdo da borra (Tabela 4) sem a remog¢ao de extrativos foi de
10,2%.

A partir da andlise acima, verificou-se que faltava parte dos agucares no hidrolisado
apenas com agua (0% de H,SO4) para a amostra de bagaco de acerola, ja que o somatorio das
fragcdes liquida e solida resultou em 9,7%. Portanto, uma nova hidrolise nesse licor foi
realizada com o intuito de identificar a presenca de oligdmeros. Assim, adicionou-se acido de
modo a alcancar 4% de H,SO4 e levou-se a autoclave por 30 minutos a 121 °C para que os
oligdbmeros pudessem ser hidrolisados e medidos na forma de monossacarideos. Inicialmente,
a concentragdo de arabinose medida no licor era de 0,4 g/L, apds a segunda hidrdlise, o valor
alcangado foi de 2,8 g/L, cerca de 2,4 g/L a mais, o que confirmou a presenga de arabinose na
forma oligomérica no extrato aquoso. Com a concentragao de oligomeros identificada, pode-
se concluir que o valor de actcares total no liquido foi de 7,3%, e que somado a fracdo soélida,
atingiu-se 13,8%, ainda ndo atingindo os valores encontrados na caracterizacgao. Isso pode ter
ocorrido pela segunda hidrolise ndo ter sido suficiente para liberacdo dos mondmeros ou por
ter ocorrido a degradacdo dos mesmos. Nao foi verificado aumento significativo da
concentracdo de xilose nesse mesmo licor, ¢ nenhuma alteragdo nas concentracdes de
acucares na amostra da borra de acerola apds a nova hidrdlise, indicando que também ndo
houve a presenca de oligdbmeros de xilose. No entanto, no tratamento de bagaco de uvas,
proveniente da producdo de vinhos, dos 10% de hemicelulose presente, 74% foi obtida na
forma de oligdbmeros utilizando 0,8% de acido sulfurico a 120 °C e 90 min (COSTA;
TONON; GOTTSCHALK, 2018), um resultado que demonstra quanto a caracteristica da

biomassa pode interferir na extragdo dos agucares.

4.2.2 Hidrolise enzimatica

Apds a hidrolise acida, os solidos resultantes ricos em celulose foram submetidos a
hidrélise enzimatica para avaliar a sua digestibilidade e conversao em glicose. Para isso, das
condigdes estudadas, foram escolhidas duas condigdes de pré-tratamento para serem
avaliadas: as concentragdes de 0,5 e 1,5% de H,SO4 para ambos os residuos. Em 0,5% de
acido, praticamente toda a arabinose foi extraida, e cerca de 8,3% de xilose permaneceu nos
solidos apos o pré-tratamento do bagago. Usando 1,5% de 4cido, 5,2% de xilose permaneceu

nos solidos, valor que esta abaixo daquele encontrado a 0,5%. Além disso, a partir de 1,5% de
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H,S0O4a fragdo celulosica comega a ser solubilizada. A composi¢ao lignocelulodsica do sélido
residual do bagago pré-tratado pode ser observada na Tabela 7, mostrada anteriormente. O
pré-tratamento com 0,5% de H,SO4 resultou em um sélido com 45,3% de celulose, 8,3% de
hemicelulose e 34,5% de lignina, enquanto que aquele tratado com 1,5% de H,SO4 possuia
48,9% de celulose, 5,24% de hemicelulose ¢ 39,5% de lignina. As principais diferengas
observadas estdo nos teores de lignina e hemicelulose que sdao diferentes estatisticamente em
nivel de significancia de 5%, enquanto os teores de glicose ndo apresentaram diferenca
significativa.

Ja o solido residual da borra pré-tratado a 0,5% de acido possuia 36,7% de celulose,
5,4% de hemicelulose e 39,4% de lignina e o pré-tratado com 1,5% de acido apresenta 39,2%
de celulose, 2,6% de hemicelulose e 39% de lignina (Tabela 8). Apenas os teores de

hemicelulose foram estatisticamente diferentes em nivel de significancia de 5%.

4.2.2.1 Avaliacao da cinética de hidrdlise

O coquetel enzimatico utilizado para liberar glicose dos residuos de acerola ¢ indicado
na hidrolise de materiais lignoceluldsicos para a degradacdo de celulose a glicose. O
complexo enzimdtico ¢ formado por celulases contendo alto teor de PB-glucosidases e
hemicelulases, segundo o manual fornecido pelo fabricante (Novozymes). Antes da hidrdlise,
a atividade enzimatica do coquetel Cellic CTec2 foi medida resultando em 102 U/mL de
extrato enzimatico.

A hidrolise dos residuos de acerola foi realizada utilizando 6% (m/m) (g enzima/g
celulose) de extrato enzimdtico com concentragdo de 5% de solidos no meio. A Figura 12
mostra a concentracdo de agucares redutores medidos pelo método de DNS ao longo da

hidrolise enzimatica dos residuos pré-tratados com 0,5% e 1,5% de H,SO4.
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Figura 12 — Perfil da hidroélise enzimatica para os residuos do bagago (A) e da borra (B) de
acerola pré-tratados com acido. As amostras foram pré-tratadas com solu¢ao de H,SO4a 0,5
1,5% por 30 min a 121° C.
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Fonte: proprio autor.

Para ambos os residuos, o pré-tratamento com 0,5% de H,SO4 apresentou maiores
concentragdes de acucares redutores, alcangando 16,6 g/l de acucares redutores para o
bagaco e 13,7 g/L para a borra. Os residuos pré-tratados com 1,5% de H,SO4 alcancaram 10,4
g/L de acucares redutores para o bagaco e 5,6 g/L para a borra no tempo de 30 h.

Ja os teores de lignina nos residuos pré-tratados encontram-se dentro de uma faixa
estreita entre 35 a 39%. Apesar dos valores proximos, uma das justificativas para os
resultados distintos obtidos na hidrélise enzimatica sdo possiveis alteragdes na lignina dentro
da estrutura lignocelulodsica causadas pelo tratamento 4cido, o que pode causar a adsor¢ao das
enzimas.

A inibicao das enzimas pela lignina acontece principalmente por trés mecanismos: 1)
agindo como uma barreira fisica que restringe o acesso da enzima; 2) pela forma¢do de uma
ligagdo ndo produtiva entre a enzima e a lignina; 3) pela desativagdo das enzimas por
compostos aromaticos soluveis derivados de lignina que causam precipitagdo enzimatica ou
atuam diretamente como um inibidor da enzima (AGRAWAL et al., 2021). A ligagdo nado
produtiva entre a enzima e a lignina acontece quando pré-tratamentos hidrotérmicos ou com
acido diluido promovem mudangas estruturais na lignina, permitindo que ela se redeposite na
superficie do s6lido em forma de esferas, onde hd a adsorcdo das enzimas. Além disso, o
aumento da severidade do tratamento aumenta o numero de sitios para a adsor¢do improdutiva
das celulases (DOS SANTOS et al., 2019), o que parece descrever bem os resultados obtidos
com os residuos de acerola. Resultado semelhante foi observado na hidrolise de Avicel
(celulose microcristalina purificada) na presenga de lignina, na qual foi avaliada a adsor¢ao de

celobiohidrolase na lignina. Mudangas estruturais na lignina provocadas pela severidade do
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pré-tratamento hidrotérmico foram associadas ao aumento de ligagdes e inativacdo de
celulases na superficie da lignina. A aplicacao de acido durante o pré-tratamento, mesmo em
temperaturas mais baixas, também resultou em aumento da inibi¢do das enzimas (KELLOCK
et al., 2019). Maneiras de reduzir as ligagdes enzima-lignina s3o estudadas, como a utilizagao
de surfactantes e albumina de soro bovino que agem como um bloqueio na superficie da
lignina quando adicionadas antes da hidrolise (AGRAWAL et al., 2016; BHAGIA; KUMAR;
WYMAN, 2016).

4.2.2.2 Avaliaciao do rendimento da hidrdélise

Os célculos de rendimento de conversao em glicose e xilose foram realizados
analisando-se as amostras dos hidrolisados obtidos ap6s 30 h em HPLC (Tabela 9), arabinose

ndo foi detectada nas amostras.

Tabela 9 — Concentragao de glicose e xilose (g/L) e rendimentos de conversao de glicose e
xilose em 30 h de hidrolise.

Residuo % H,SO4 Glicose (@/L) Xilose (¢/L) Yiiiew;ee%/ g E’éﬂi’f;(ngi/)g

0,5 8,51+0,03 0,64+0,01 0,34 0,12
Bagaco
1,5 3,83+0,27 0,35+0,02 0,14 0,13
0,5 6,68+0,17 0,37+0,01 0,33 0,12
Borra
1,5 2,00+0,28 0,20+0,01 0,09 0,14

Fonte: proprio autor.

A quantificagdo por HPLC dos agucares presente nos hidrolisados enzimaticos
confirmou a tendéncia dos resultados mostrados anteriormente, quantificados pelo método de
DNS, no qual foi possivel detectar maiores concentragcdes de glicose para os residuos pré-
tratados a 0,5% de acido. As concentragdes obtidas foram de 8,5 e 3,8 g/L de glicose para o
bagaco pré-tratado com 0,5 e 1,5% de 4cido, respectivamente. Ja a hidrolise da borra resultou
em 6,7 e 2,0 g/ de glicose com os pré-tratamento acidos de 0,5 e 1,5% de 4acido. As
concentragoes de xilose ndo apresentaram variagdes tao expressivas permanecendo entre 0,6 a
0,2 g/L.

Como pode ser observado, os valores encontrados por HPLC foram inferiores aos
valores detectados por DNS. Além dos aglicares, outros compostos solubilizados durante a
hidrélise podem ter causado interferéncia na analise por DNS, como compostos fenélicos, e a

galactose, que nao foi quantificada (DESHAVATH et al., 2020). Apesar do pré-tratamento
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acido, ainda foi detectado a presenca de fendlicos nos hidrolisados enzimaticos. A analise de
compostos fenodlicos totais (CFT) resultou em 132,0 + 5,2 mg de acido galico/L e 135,8 + 6,4
mg de 4cido galico/L para os hidrolisados do bagago com 0,5% e 1,5% de 4cido,
respectivamente e 138,3 £+ 3,9 mg de 4cido galico/L e 78,0 + 6,4 mg de acido gélico /L para os
hidrolisados da borra pré-tratada com 0,5% e 1,5%. Como os resultados de CFT sdo bastante
proximos, poderiamos descartar efeitos de inibigdo desses compostos sobre a enzima,
evidenciando a hipdtese de que o desempenho da enzima foi reduzido pelo efeito do pré-
tratamento 4cido sobre a lignina.

Com os dados de concentracdo mostrados na Tabela 9, os maximos rendimentos de
glicose foram calculados e alcangaram 0,34 e 0,33 g/g de celulose, ou seja, 34% e 33% da
celulose presente no bagago e borra pré-tratados foi convertida em glicose, respectivamente.
Os baixos rendimentos de conversdo alcangados podem ter ocorrido devido as alteragdes
causadas pelo pré-tratamento na lignina presente na biomassa, e talvez uma etapa de
deslignificacao fosse necessaria para atingir rendimentos maiores. A hidrélise enzimatica com
Cellic CTec2 e Cellic HTec2 de bagago de maca, por exemplo, com a pectina e lignina
removidas previamente alcancou cerca de 67% de rendimento de acticares em 84 h (LIU et
al., 2019). Os resultados obtidos na conversao da celulose presente nos residuos de acerola e
no bagaco de maga citado acima mostram que apesar de serem residuos de frutas, e com
constitui¢do aparentemente diferente de biomassas lignoceluldsicos tradicionais, existe uma
dificuldade em atingir altos rendimentos, e diferentes pré-tratamentos precisam ser testados
para aumentar a digestibilidade caso haja interesse na glicose.

E importante destacar que os dois residuos possuem diferentes caracteristicas. O
bagaco ¢ formado por cascas e sementes enquanto a borra ¢ formada apenas por restos de
polpa. Os residuos do bagaco tinham maior teor de celulose do que os residuos da borra e os
residuos da borra tinham na sua composi¢do maiores teores de lignina do que celulose. Apesar

disso, a enzima apresentou rendimento semelhante para ambos os residuos.

4.3 BALANCO DE MASSA

Os resultados obtidos do pré-tratamento e hidrolise enzimatica foram utilizados para
desenvolver um balango de massa nas condi¢des de hidrolise estudadas, extrapolando os
resultados para 100 g de residuos de acerola. Os resultados de caracterizacdo obtidos sem a
remogao de extrativos foram considerados nos calculos. A Figura 13 apresenta o balanco de

massa do fracionamento do bagaco de acerola.
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Figura 13 — Balanco de massa calculado para o fracionamento do bagaco de acerola.
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Fonte: proprio autor.

O balan¢o de massa para o bagago mostra que 66,4 g dos solidos originais foram
recuperados do tratamento acido, sendo 30,2 g de glicose, 5,4 g de xilose e 19,8 g de lignina.
O somatorio de glicose na fragdo liquida (2,6 g) e solida (30,2 g) ultrapassa a quantidade
encontrada para glicose no residuo antes do pré-tratamento. Entretanto este valor ndo foi
considerado significativo devido a dificuldade do método de caracterizagdo, conforme
discutido anteriormente. O mesmo pode ser observado para a quantidade de arabinose
encontrada na fracao liquida, que foi de 7,3 g contra 5,5 g encontrados no residuo antes do
pré-tratamento. A arabinose ndo foi detectada no so6lido residual, o que evidencia que toda a
arabinose foi extraida com a concentracdo de acido utilizada. Dos 10,9 g de xilose
encontrados no residuo antes do pré-tratamento, 47% foi obtido na fracdo liquida, o restante
permaneceu no so6lido residual. Dos 30,5 g de lignina no solido apenas 19,8 g permaneceram
apds o pré-tratamento, o que pode indicar que parte da lignina do residuo solubilizou na
fragdo liquida.

O solido obtido ao final do pré-tratamento acido foi submetido a hidrélise enzimatica,
de onde se obteve 9,3 g de celulose, cerca de 31% da quantidade de celulose no sélido € 0,7 g
de xilose, que representa 13% da xilose no so6lido. Da hidrélise enzimatica obteve-se 49,1 g de
solido residual, que representa cerca de 74% da massa que foi submetida a hidrdlise.

O balango de massa mostrou que 25% da massa de bagaco tratada foi recuperada na
forma de mondmeros, onde toda a arabinose foi extraida, 53% da xilose e 38% da glicose

presentes no bagaco foram obtidos com os tratamentos acido e enzimatico.
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Figura 14 — Balango de massa calculado para o fracionamento da borra de acerola.
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Fonte: proprio autor.

O balango de massa do fracionamento da borra mostra que 66,9 g dos so6lidos originais
foram recuperados do tratamento acido, mostrando um valor semelhante ao encontrado para o
bagaco. Dos 66,9 g de solidos, 24,5 g sdo glicose, 3,6 g sdo xilose e 27,5 g lignina. Na fracao
liquida foi recuperado 2,9 g de glicose, 4,5 g de xilose e 1,0 g de arabinose. Assim como no
bagaco nao foi detectada arabinose no sélido residual, o que indica que toda a arabinose foi
extraida com o pré-tratamento. Dos 9,0 g de xilose encontrados no residuo antes do pré-
tratamento 50% foi obtido na fracdo liquida, valor semelhante ao encontrado para o bagago. A
lignina na borra permaneceu praticamente sem alteracdo apOs o pré-tratamento acido,
diferentemente do bagago que perdeu 35% de sua lignina com o tratamento.

Os 66,9 g de residuo pré-tratados foram submetidos a hidrolise enzimatica, da onde foi
liberado 7,3 g de glicose, cerca de 30% da quantidade de celulose no so6lido e 0,4 g de xilose,
que representa 11% da xilose no sé6lido. Da hidrolise enziméatica obteve-se 51,3 g de sdlido
residual, que representa cerca de 76% da massa submetida a hidroélise.

O balango de massa mostrou que 16% da massa de borra tratada foi recuperada na
forma de mondmeros, onde toda a arabinose, 54% da xilose e 34% da glicose presentes no

bagaco foram obtidos com os tratamentos acido e enzimatico.
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4 CONCLUSOES

Os carboidratos de residuos de acerola foram fracionados utilizando tratamento acido
e hidrolise enzimatica. As diferentes concentragdes de acido sulftrico utilizadas atingiram
diferentes fragdes dos residuos, sendo a pectina a mais facilmente atingida observado pela
liberacdo de arabinose, seguida da hemicelulose. Além de arabinose e xilose, foram
quantificadas maiores concentragdes de acido galacturénico nos hidrolisados do bagaco e
menores concentracdes no residuo da borra, o que evidencia maiores teores de fragdes de
pectina presente no bagago de acerola. Através dos resultados obtidos do protocolo de
caracterizagdo somados aos resultados de hidrolise 4cida, foi possivel identificar que o teor de
arabinose no bagaco pertence a uma fracao péctica, pois foi extraida facilmente com baixas

concentragdes de acido.

Entre as concentragdes de acido testadas, 1,5% de H,SO,4 foi efetiva na extragdo de
xilose, arabinose e acido galacturdnico, ja que os valores nao variaram quando concentragdes
maiores foram usadas. A hidrolise enzimatica de ambos os residuos acabou apresentando uma
baixa conversdo em glicose, de apenas 33%. Uma etapa para deslignificagdo do residuo
poderia ter sido realizada como forma de aumentar o rendimento em glicose, j4 que
tratamentos acidos sdo mais efetivos na remog¢ao da hemicelulose. Além disso, outros acidos
podem ser testados futuramente para avaliar o efeito sobre o fracionamento das pentoses e

sobre o rendimento da hidrdlise enzimatica.

O balango de massa mostrou que 53% da xilose e 38% da glicose presentes no bagaco
foram obtidos com os tratamentos acido e enzimatico. Resultados bem semelhantes foram
obtidos também para a borra, resultando em 54% da xilose e 34% de glicose obtidas no
processo. Toda a arabinose foi obtida com o tratamento acido com destaque para o bagaco. A
presenca de xilose e arabinose em altos teores se torna um diferencial nos residuos, e pode-se

ser avaliado o potencial de outros produtos, como a propria arabinose como adogante.

A identificacdo das fracdes presentes nos residuos de acerola possibilita novas
estratégias para seu fracionamento e 0 maximo reaproveitamento dos residuos provenientes

do processamento da acerola verde pode ser avaliado.
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ANEXO I - CURVAS ANALITICAS UTILIZADAS NAS QUANTIFICACOES
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Figura A1 — Curva padrdo de 4cido galacturdnico
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Figura A2 — Curva padrado de actcares redutores
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Figura A3 — Curva padrao de acido gélico
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ANEXO IT - CROMATOGRAMA OBTIDO NA ANALISE DE HPLC DE UMA DAS
AMOSTRAS

Figura A4 — Cromatograma obtido na anélise de HPLC da fracao liquida do bagaco
hidrolisado com 0,5% de &cido sulfurico e os picos de cada composto analisado.
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