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RESUMO

O processamento de frutas e hortalicas, em geral, gera uma quantidade significativa de
residuos, que frequentemente sdo descartados no meio ambiente, desperdicando seu potencial
para a obtencdo ou desenvolvimento de outros produtos de valor agregado. Dentro deste
contexto, a biomassa residual utilizada foi o0 agai, obtido do municipio de Anori, no interior do
Amazonas, e submetido a processos de padronizagdo e homogeneizagdo utilizando moinho de
martelo com malha de 0,45 mm. O objetivo desse estudo foi valorizar esses residuos, utilizando-
0s como substrato para a producdo de produtos de alto valor agregado na inddstria quimica,
como 4&cidos orgéanicos e biocombustiveis. No primeiro ensaio, utilizado a bactéria
Actinobacillus succinogenes DSMZ 22257 como inoculo, obteve-se uma concentragdo de
acidos organicos totais de 8,5g/L com hidrolisado de acai, sob condi¢cbes especificas de
concentracdo de acido sulfdrico e tempo de reacdo. No segundo ensaio, com as mesmas
condigdes, a producdo foi de 5,9 g/L de &cidos organicos. Para a producao de etanol, utilizou-
se a levedura Saccharomyces cerevisiae como indculo. O primeiro ensaio resultou em 1,4g/L
de etanol, enquanto o segundo, alcan¢ou producfes de 6,11; 12,30 e 18,02 g/L de etanol
respectivamente. A pesquisa demonstrou que os residuos de acai possuem um significativo
potencial de valorizacdo quando utilizados como substrato para a producéo de &cidos organicos
e biocombustiveis. O emprego de hidrolisado de acai evidencia a viabilidade técnica do
aproveitamento desses residuos para sustentabilidade promovendo a economia circular.
Portanto, a implementacdo de tecnologias para o processamento de residuos de agai pode
converter residuos em recursos valiosos, beneficiando tanto a economia como 0 meio ambiente.

Palavras-chave: acai; &cidos organicos; etanol (2G), bioetanol.



ABSTRACT

Fruit and vegetable processing generally generates a significant amount of waste, which
is often discarded into the environment, wasting its potential for obtaining or developing other
value-added products. In this context, the residual biomass used was acai, obtained from the
municipality of Anori, in the interior of Amazonas, and subjected to standardization and
homogenization processes using a hammer mill with a 0.45 mm mesh. The objective of this
study was to valorize these residues, using them as substrate for the production of high value-
added products in the chemical industry, such as organic acids and biofuels. In the first test,
using the bacterium Actinobacillus succinogenes DSMZ 22257 as inoculum, a total organic
acid concentration of 8.5 g/L was obtained with acai hydrolysate, under specific conditions of
sulfuric acid concentration and reaction time. In the second test, with the same conditions, the
production was 5.9 g/L of organic acids. For ethanol production, the yeast Saccharomyces
cerevisiae was used as inoculum. The first test resulted in 1.4 g/L of ethanol, while the second
achieved productions of 6.11, 12.30 and 18.02 g/L of ethanol, respectively. The research
demonstrated that acai residues have significant potential for valorization when used as a
substrate for the production of organic acids and biofuels. The use of acai hydrolysate highlights
the technical feasibility of using these residues for sustainability, promoting the circular
economy. Therefore, the implementation of technologies for the processing of acai residues can
convert waste into valuable resources, benefiting both the economy and the environment.

Keywords: Acai; organic acids; ethanol (2G), bioethanol.
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1 INTRODUCAO

A exploracdo sustentavel do meio ambiente, introduzindo novas matérias-primas em
substituicdo aquelas j& existentes e que sdo de origem fossil, como o petréleo, tem sido
largamente estudadas, visando a implementacdo de solucGes amigéveis a0 meio ambiente e
com alto valor agregado (BECKER, 2018). Logo, a utilizacdo de residuos florestais e/ou
subprodutos agroindustriais com a finalidade dessa producéo limpa pode vir a ser uma solucgéo
extremamente interessante, aonde ha o processo de conversdo desses residuos em produtos
de base bioldgica para a industria em uma economia circular verde (CORREIA et al. 2022).
Segundo Astrov et al. (2022), além das consideracdes econdmicas, existe uma preocupacao
com a disponibilidade dos recursos naturais, isso demanda o crescimento e o interesse na
obtencdo de produtos de base biotecnolégica.

Algumas biomassas residuais amazonicas se destacam, devido a sua alta producéo ao
longo do ano e valor bioldgico, como exemplo, a casca da mandioca e macaxeira que
atualmente sdo utilizadas na alimentacao animal (Matte et al. 2021); as oleaginosas, como 0
caroco de tucuma (Astrocaryum aculeatum), babacu (Attalea speciosa), andiroba (Carapa
guianensis) das quais sdo extraidos Oleos (Pereira et al, 2019); o ourico de castanha
(Bertholletia excelsa) utilizado na producéo de carvéo vegetal (Madeira et al. 2021); o carogo
de bacaba (Oenocarpus bacaba) e acai (Euterpe oleracea); além dos subprodutos
provenientes do processamento do abacaxi (SOUSA et al. 2020). Todos esses materiais tém
potencial para serem utilizados como matéria-prima em biorrefinarias de segunda geracao,
especialmente na producdo de bioetanol e acidos organicos.

Neste sentido, o uso de processos biotecnoldgicos que agreguem valores a recursos da
biodiversidade, tem assumido papel preponderante no processo de desenvolvimento
econémico. Tan e Lamers (2021), comentam que a bioeconomia recorre a fontes renovaveis
como matéria-prima ou recursos bioldgicos, empregando-as nos processos bioquimicos, se
tornando possivel equilibrar o uso de recursos naturais, utilizando recursos mais sustentaveis.

Embora tenha-se conhecimento sobre o papel da bioeconomia, dos processos
biotecnologicos e o0 quanto estes poderiam impactar diretamente ndo s6 no desenvolvimento
socioecondmico como também na preservacao da biodiversidade, ainda somos extremamente
dependentes de recursos fosseis para obtencdo de varios produtos com papéis fundamentais
em nossas cadeias produtivas, dentre esses, a producdo de acidos organicos e etanol de

segunda geracéo (2G).
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A principal caracteristica dos acidos organicos (AO) em termos quimicos, é a presenca
do grupo funcional carboxilico ligado a um hidrogénio ou a uma cadeia linear de atomos de
carbono (ANGEL-ISAZA et al. 2019). Estes sdo amplamente utilizados na indUstria de
alimentos como aditivos, controle da alcalinidade de produtos, conservantes, agentes
antimicrobianos e antioxidantes (MANI-LOPEZ et al. 2012).

Os acidos organicos também tém utilidade importante na inddstria de cosméticos, este
grupo de substancias tém sido usados como constituintes da composicdo de cremes de
rejuvenescimento facial. Takkellapati et al., (2018), dira que a utilizacdo da biomassa oriunda
do processamento de vegetais, em biorrefinarias, tem sido apontada como uma alternativa de
recurso renovavel e mais sustentavel para reduzir a dependéncia do setor de recursos
derivados de combustiveis fésseis e mitigar o seu impacto ambiental. Atualmente, sabe-se
que a maioria dessa producdo, sdo derivados da industria petroquimica (ASTROV et al.
2022).

A producdo de bioetanol de primeira geracdo (1G) baseia-se numa tecnologia
tradicional comprovada mundialmente que utiliza agUcares extraidos diretamente de culturas
alimentares com a utilizacéo de leveduras (NARISETTY et al. 2022). O bioetanol de segunda
geracdo (2G) € produzido a partir de biomassa lignoceluldsica e, além de melhorar a
sustentabilidade das biorrefinarias, ndo compete com a producéo de alimentos. As matérias-
primas lignoceluldsicas sdo compostas principalmente por celulose, hemicelulose e lignina.
Para superar esta estrutura complexa, € necessaria uma etapa de pré-processamento para
disponibilizacdo desses acucares (SOARES et al. 2022).

Neste cenario, a regido amazénica destaca-se por sua biodiversidade, principalmente
por sua flora e inlmeras espécies comestiveis, gerando uma quantidade significativa de
subprodutos pos-processamento, podendo estes serem utilizados como substrato na producéo,
por exemplo, de &cidos organicos.

As biorrefinarias representam unidades de processamento que se utilizam de materiais
de biomassa residual para produzir diversos produtos com valor agregado, dentre eles
quimicos, combustivel e energia (ASSIS et al. 2021 e FELIPE et al. 2015). Essas instalaces,
exploraram as fontes de biomassa de maneira integrada, visando a producao de bioenergia,
biomateriais e insumos bioquimicos, sendo a producdo de acidos organicos uma alternativa
extremamente interessante e potencialmente viavel tecnicamente, quando comparada as
usinas de petréleo que demandam consumo consideravel. Além disso, crises politicas como

o conflito entre RuUssia e Ucrania resultam em sansdes entre paises, afetando a economia
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global, correndo riscos de inflagdes altas, o que impacta o preco do petréleo em todo o mundo
(ASTROV et al., 2022). Portanto, a biomassa lignocelulésica surge como uma fonte
renovavel para a producao de produtos quimicos.

Dentre os subprodutos agroindustriais mais abundantes na regido amazoénica e com
potencial para serem utilizados como matéria-prima na producédo de acidos organicos e etanol
de segunda geracgdo, destaca-se o acai (Euterpe oleracea Mart.). O acai, um fruto nativo,
conhecido por seus potenciais beneficios para a saude devido a sua capacidade antioxidante,
e seu valor nutricional, é essencial para a economia, principalmente da regido norte, gerando
empregos, movimentando a economia, fornecendo alimentos que sustentam a renda da
populacdo local (PESSOA et al. 2019). A partir da obtencdo da polpa, uma quantidade
significativa de residuos é gerada, 0os quais podem ser aproveitados como matéria-prima na
obtencdo de &cidos organicos, entre outros compostos de interesse comercial.

Em suma, as inovagOes biotecnoldgicas tém se concentrado nas transformagdes
bioquimicas dos processos fermentativos para valorizacao do residuo lignocelulésico. O pré-
tratamento é a primeira etapa crucial, auxiliando na separacdo dos componentes celulose,
hemicelulose e lignina (TAKKELLAPATI et al. 2018). Acidos organicos como succinico,
latico, acético e formico tem apresentado resultados promissores quando derivados de fontes
bioldgicas, assim como o bioetanol. Portanto, os esfor¢os para desenvolver um processo
eficiente desses compostos tem sido fundamental.

Considera-se 0 processo de inovacdo, como uma nova e importante forma de
reutilizacdo dos residuos da Amazénia numa plataforma quimica (ARUN et al., 2020). Desta
forma, surgiu neste contexto, o objetivo geral de caracterizar essa biomassa e definir o melhor
processo a ser seguido, visto que ndo ha trabalhos referenciados. Serdo abordados os desafios
inerentes a esses processos e identificadas variaveis de analise que possibilitem compreender
as estratégias adotadas.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade de
utilizacdo do residuo de agai oriundo da cadeia produtiva do Amazonas, como fonte de
matéria-prima para a producdo de &cidos organicos e etanol de segunda geracdo por
fermentacdo. Direcionado nas linhas de pesquisas desenvolvidas nos Laboratorios de
Desenvolvimento de Bioprocessos — Escola de Quimica/ UFRJ, sob a orientacdo do Prof. Dr.
Nei Pereira Jr., e no Centro de Biotecnologia da Amazonia sob a coorientagdo do prof. Dr.
Edson Pablo Silva.
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2 JUSTIFICATIVA

A agregacao de valores a insumos amazonicos pode vir a ser uma agao extremamente
importante para o desenvolvimento da regido, utilizando destes de forma inteligente, a fim de
se disponibilizar no mercado produtos de interesse e com alto valor agregado. Sendo assim,
0 reaproveitamento de biomassa residual de acai amplamente descartada na regido Norte,
pode ser vir a ser uma alternativa viavel como matéria-prima na industria quimica a fim de se
obter acidos orgénicos e etanol de 2G via processo de fermentacdo, diminuindo a dependéncia
do petroleo e substituindo os tradicionais processos de producdo. As cepas de Actinobacillus
succinogenes consomem acgucares C6 e C5 na producao de &cidos, utilizando totalmente todas
as fracBes hemiceluldsicas. Considerando a crescente busca por alternativas sustentaveis na
producdo de biocombustiveis, o etanol surge como uma opg¢éo viavel e estabelecida, podendo
ser obtido a partir de aclUcares mediante um processo usando a levedura Saccharomyces
cerevisiae. No entanto, uma oportunidade ainda pouco explorada reside na utilizacdo de
residuos do processamento das sementes de acai como biomassa para essa finalidade. Esses
residuos sdo ricos em nutrientes, representam uma valiosa fonte de matéria-prima com
potencial.

Diante desse contexto, a investigacdo da viabilidade dessas biomassas como substrato
em processos de fermentacdo para obtencdo de moléculas especificas, torna-se uma
alternativa promissora. Essa abordagem néo apenas reduziria o descarte de residuos organicos
no ambiente, mas também adicionaria valor a materiais que, de outra forma, seriam

desperdicados.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Aproveitamento dos residuos de Agai (Euterpe oleracea) oriundos da cadeia produtiva
do Amazonas como fonte de matéria-prima para producdo de acidos organicos utilizando a
bactéria Actinobacillus succinogenes DSMZ 22257 e de etanol de 22 Geragao usando levedura

Saccharomyces cerevisiae comercial.

3.2 Objetivos Especificos

1. Ativar a cultura de Actinobacillus succinogenes DSM 22257;

2. Caracterizar o residuo oriundo do processamento do acai (Euterpe oleracea Mart.);

3. Avaliar a capacidade da bactéria produtora de acidos organicos em consumir
manose (principal acUcar de hidrolisados da semente do acai) em meio quimicamente
definido;

4. Otimizar o pré-tratamento com &cido sulfurico diluido, empregando a técnica do
Planejamento Experimental Fatorial Simples;

5. Avaliar a fermentabilidade do hidrolisado &cido das sementes do acai visando a
producdo de acidos organicos;

6. Realizar fermentacdo em meio quimicamente definido com elevadas concentracdes

de manose visando a producdo de etanol.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Frutas e hortalicas sdo fontes de nutrientes e vitaminas essenciais ao metabolismo
humano (WALLACE et al. 2020). Estas podem ser utilizadas em sua forma in natura ou
processada, levando a geracdo de subprodutos ou coprodutos (NIETO et al. 2021). O bioma
amazonico € conhecido por sua rica biodiversidade, especialmente por sua flora (De Las
Casas, 2019). Dentre suas variedades, € importante destacar que o acai tem sido
frequentemente utilizado para obter polpas e/ou outros produtos, como 0 chamado “vinho de
acai” (DA SILVA et al. 2021), frozen e polpas congeladas Carvalho et al. (2017), sendo que
todas essas formas de uso geram uma grande quantidade de residuos/rejeitos (SANTOS et al.
2020).

O uso desses residuos provenientes do setor agroindustrial é de grande interesse e
relevancia para a biotecnologia, principalmente para a Amaz06nia e seu ecossistema, uma vez
que ndo dependem de expanséo territorial, dando destinacOes adequadas e de alto valor
agregado a biomassa residual oriunda do processamento, dando agregacdo de valores desses

residuos.
4.1 Residuos Agroindustriais

Os processamentos das matérias-primas agroindustriais, oriundo das cadeias
produtivas, seja da Amazonia, ou de qualquer outra localidade, geram toneladas de residuos
organicos (CORREA et al. 2019). Tais residuos sdo constituidos de diversas composi¢oes,
minerais, quimicas, bioquimica, que podem ser reaproveitadas em outras aplicacdes,
garantindo uma fonte alternativa e trazendo vantagem econdmica e social para os produtores.
Segundo Maia et al., (2022) e Oliveira et al., (2021), essas biomassas residuais amazonicas
podem ser deslocadas a posigdo de valiosas matérias-primas para a obtencdo de produtos de

valor agregado, 0 que esta em consonancia com os principios da economia circular.

4.2 ACAI

O acai (Euterpe sp.) € um fruto proveniente do acaizeiro, uma palmeira pertencente a
familia Aracaceae, medindo 3 a 20 m de altura, com picos de produgéo de julho a dezembro
(LIRA et al. 2021). Sua cultura é de extrema importancia para o setor alimenticio,

apresentando utilidades significativas na industria farmacéutica e cosmética, passando de
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alimento basico local e regional da Amazénia brasileira para um alimento de moda
internacional, assumindo diferentes valores (nutricionais, simbdlicos e econémicos) através
de sua cadeia de commodities (BARBOSA E CARVALHO JUNIOR, 2022) e (SIQUEIRA e
BRONDIZIO, 2011).

Da producdo nacional, a regido Norte corresponde a 87,5% do total, o estado do
Amazonas ocupa a segunda posicdo no ranking de producdo no Brasil, com participacédo de
21,39% CONAB (2019), sendo o municipio de Codajas o maior produtor estadual. Nesta
atividade, predomina o extrativismo, embora, nos Gltimos anos, observa-se, um aumento
significativo das &reas cultivadas, devido ao fécil acesso aos diferentes mercados
consumidores, bem como pela sua importancia para a seguranca alimentar e nutricional. No
estado do Amazonas, o acai é cultivado por mais de 4 mil agricultores familiares e
empresarios, com cultivos extensos em alguns municipios. As maiores producdes de agai de
2019 a 2022, abrangem os municipios de Codajés, Borba, Eirunepé, Tefé, Anori, Manicoré,
Coari, Rio Preto da Eva, Carauari, Humaita, Labrea, Tapaud, Nova Olinda do Norte e
Benjamin Constant com a producao do acai Nativo 38.000 mil toneladas e acai Cultivo 35.930
mil toneladas (IDAM., 2020), conforme mapa da regido produtora.

Figura 1: Mapa das regides produtoras de acai desenvolvido & partir dos dados do Instituto de
Desenvolvimento Agropecudrio e Florestal Sustentavel do Estado do Amazonas (IDAM).

Mapa da Regido Produtora de Agai do Amazonas

Legenda:

I Regibes produtoras
de acai
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A safra do acai tem sido crescente ao longo dos ultimos anos, com incremento
significativo de receitas. Segundo Pessoa et al., (2019) e dados do relatério de Producao
agricola (IBGE, 2017), a safra agricola nacional de acai de 2016 a 2017 foi de 219,885
toneladas, aumento de 2% em relacdo ao ano anterior, gerando R$ 596,8 milhGes em receita.

Da regido Norte, o Paré se destaca, com 61,2% da safra total nacional (CONAB 2019).
Tal elevacdo na producdo, reflete diretamente na geracdo de subprodutos, que se descartam
inadequadamente e/ou subutilizados. De acordo com Sato et al., (2019), o caroco representa
até 85% do peso do fruto, ou seja, para cada 100 toneladas de acai, 80 t sdo de
residuos. Estima-se que mais de 1.000.000 toneladas de sementes sejam produzidas
anualmente e descartadas em locais inadequados, desperdicio que poderia ser evitado se

aproveitassem as caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais presentes nesses subprodutos.

4.2.1 Composicao e Valor Nutricional

E valido salientar que acerca dos residuos oriundos do processamento de vegetais, 0
mesmo esté relacionado com a sua composicao nutricional, que pode ser igual ou até mesmo
superior a partes comumente utilizadas (SILVA et al. 2016). Segundo Ferreira Monteiro et
al. (2019) as sementes de acai, sdo ricas em manana, e que ap0Os hidrdlise podem ser
convertidas em manose, glicose e outros monossacarideos. No trabalho de Ferreira Monteiro
et al. (2019), a composi¢do majoritaria das amostras moidas, em relagédo a fracdo carboidratos,
revelou a predominancia de manana, correspondente a 52,46% do seu peso seco total, e
quantidades menores de outros glicidios estruturais também foram identificadas, como 8,40%
glicose, 2,05% xilose, 1,51% galactose e 0,63% arabinose. A manose é comercializada como
um suplemento dietético, utilizada para melhorar a textura de alimentos como sorvetes, frutas
cristalizadas e molhos para saladas (HU et al. 2016).

Segundo Barros e Pessoa Jr. etal., (2021), as sementes de acai contém cerca de 4,48%
de extrativos, valores estes que podem ser variaveis, dependendo da espécie, entressafra e
localidade. Barbosa e Carvalho Junior (2022) e Ferreira Monteiro et al. (2019) quantificaram
valores de aproximadamente 9,89% de extrativos em acai seus trabalhos. Estes componentes
sdo removidos por meio de extragfes com solventes, 0s principais extrativos das sementes de
acai sdo os polifendis, principalmente os taninos condensados (proantocianidinas) que se
diferem em seus mondmeros constitutivos (flavan-3-6is) como catequina, epicatequina,
galocatequina e epigalocatequina (BARBOSA E CARVALHO JUNIOR, 2022).
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4.2.2 Aplicacgdes Tecnologicas

Algumas alternativas de aproveitamento dos residuos gerados do processamento do
acai tem sido estudadas, entretanto, poucas solucdes com capacidade operacional
(BARBOSA e CARVALHO JUNIOR (2022). As iniciativas exploradas, para uso mais
tradicionais, sdo a producdo de insumos alimentares. Outras podem ser executadas como a
producdo de manose e polifendis.

As tendéncias em sustentabilidade ambiental mostram que os processos tradicionais
estdo dando uma nova cara a de geracao de valor nos produtos alimenticios, e em outras areas
de atuacdo como a fisico-quimica, bioguimica e quimica, trazendo vantagem competitiva. A
figura 2 traz as diversas possibilidades de utilizacdo dos subprodutos do acai nos diversos
nichos tecnoldgicos e areas, podendo ser uma matéria-prima multifuncional, isso devido

principalmente as suas caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais.

Figura 2: Utilizacdo de subproduto de acai em diferentes setores.
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Diante da busca por solucBes sustentaveis para o residuo da semente do agai, a
aplicacdo em insumos alimentares representa uma nova vertente para sua cadeia produtiva.
Este direcionamento visa ndo apenas reduzir o descarte de residuo, mas também aproveitar
esses residuos para producdo de insumos a base de polifendis e manose (BARBOSA;
CARVALHO JUNIOR 2022).

Em termos fisico-quimicos, os residuos de acai podem ser empregados como
biomassas lignocelul6sicas, apresentando rendimentos de massa e as caracteristicas fisico-
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quimicas dos derivados lignocelulésicos. Estudos indicam um rendimento de cerca de 64%
do CNC tipo I, com 45% de grau de cristalinidade. A lignina extraida é rica em grupos
metoxil, alcool p-cumarilico e acido p-cumarico (LINAN et al., 2021).

Na &rea de Eco-aglomerados, 0s painéis de particulas lignoceluldsicas passam por
merceriza¢do quimica para remocdo do SiO 2 e da formacdo de protuberéncias globulares,
resultando em uma superficie da fibra mais rugosa. Isso facilita a aderéncia entre as fibras e
a resina de poliuretano a base de mamona, melhorando as propriedades fisicas (absorcao de
agua e intumescéncia em espessura), e mecanicas (modulo de ruptura, colagem e retirada de
parafuso (DE LIMA MESQUITA et al. 2018).

Em termos bioquimicos, os residuos de acai podem ser utilizados na extracdo e
producdo verde de D-manose. A manana, principal componente das sementes maduras, pode
ser obtida através da hidrélise &cida e catdlise enzimatica do hidrolisado residual.
Aproximadamente 50% do peso seco total e 80% dos carboidratos totais das sementes sao
compostos pela manana. Estudos indicam que a hidrolise acida a 3% de acido sulfurico, a
121°C por 60 min, pode resultar em cerca de 41 g/L de manose, com um rendimento
aproximadamente de 30%. A hidrolise enzimatica dos 70% restantes da manana nas sementes
pode aumentar a concentracdo de manose para 146,3 g/L, com um rendimento de até 96,8%,
tornando a extracdo de manose de residuos vegetais uma alternativa viavel (WANG, P. et al.
2022 e ZHANG et al. 2009).

Outra aplicacdo bioquimica é absorcdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAPs) em residuos lignocelulésicos por meio de tratamento enzimatico. Os (HAPS)
representam uma importante classe de carcindgenos (agentes quimicos, fisicos ou biolédgicos
que podem causar cancer), que estdo presentes como contaminantes em diversas fontes
agroalimentares. O pre-tratamento enzimatico da lignina aumenta a disponibilidade dos
grupos funcionais da lignina por despolimeriza¢ao enzimatica para aumentar a capacidade de
adsorcédo dos HAPs (OLIVEIRA et al., 2019).

Nas aplicagBes quimicas incluem o uso de residuos de acai como biomassa em
gaseificadores para geracao de energia. O carvao ativado resultante empregado como um
adsorvente de azul de metileno em aguas residuais téxteis brutas (PESSOA et al., 2019). Em
compositos cimenticios para aplicacdes em argamassas de revestimento de paredes e reforco
de pequenos pontos estruturais, apos tratamento alcalino (DE AZEVEDO et al. 2021).

Os residuos de acai também podem ser utilizados como catalisador para sintese de

biodiesel, a atividade catalitica tem alto teor de 6xidos metalicos e carbonatos com sitios
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basicos de superficie, tornando-os altamente eficientes, mostrando sua atividade em teor de
éster acima de 92,5% (MARES et al. 2021). Na producdo de xilana com aplicac¢des industriais
e biomédicas, o residuo desengordurado submetido a extracdo sucessiva com agua quente e
10% ag. KOH. Os polissacarideos extraidos com solucdo alcalina recuperados por diélise,
com um rendimento de 5,9%. Seguido de um tratamento de congelamento-descongelamento,
que apos centrifugacdo deu origem a uma fracdo soluvel em agua fria e insolGvel em agua
fria (rendimento de 4,2%). A composicdo de monossacarideos da fracdo insoltvel em agua
fria apresentou principalmente xilose (97,2%) e pequenas quantidades de &cidos urbnicos
(2,8%), indicando a presenca de uma xilana nesta fragdo (CANTU-JUNGLES et al. 2017).

Os residuos de acai podem ser aproveitados como uma alternativa no processamento
de PP (polipropileno) e PEAI (poliestireno de alto impacto). A incorporacdo da fibra nos
compdsitos pode oferecer aumento significativo na resisténcia ao impacto de ambos 0s
polimeros, indicando uma nova abordagem para fortalecer termoplésticos e uma alternativa
inovadora para o reprocessamento de PP e HIPS utilizados (DA COSTA CASTRO et al.
2010).

4.2.3 Importancia Socioecondémica

A utilizacdo eficiente do residuo de acai segundo Jorge (2020), pode ter um impacto
significativo na regido, especialmente se adotar o conceito de biorrefinaria para explorar de
forma mais abrangente as caracteristicas da biomassa. Além das préaticas tradicionais que sdo
adequadas e pertinentes como a compostagem e adubos organicos. Barbosa e Carvalho Junior
(2022) sugerem atividade com foco na producdo de manose, e coprodutos polifendis e xarope
de agUcar, destaca-se como uma atividade com uma oportunidade de negdcio promissora.
Estima-se que um investimento liquido de US$ 64,2 milhdes para construgéo e operagéo de
uma biorrefinaria de residuos de acai, visando a produ¢do de manose poderia resultar em uma
receita anual de 74,7% e um lucro liquido de US$ 31,4 milhdes por ano (Jorge 2020). Tal
investimento traria beneficios socioecondmicos para regido, fortalecendo a cadeia produtiva
do acai, dando valor agregado a esse subproduto que é descartado. Além disso, a producdo de
etanol ou acidos organicos seria um beneficio adicional desse empreendimento, contribuindo

para o desenvolvimento local.

4.3. ACIDOS ORGANICOS

Os 4acidos organicos sdo compostos quimicos gque possuem um ou mais grupos
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carboxila (COOH) ligados a uma cadeia de carbono. Eles sdo amplamente encontrados na
natureza e desempenham papéis essenciais em diversos processos bioldgicos, industriais e
ambientais (NELSON e COX 2019). Esses compostos sdo caracterizados por sua capacidade
de doar prétons (ions H*) em solucdo aquosa, o que os torna acidos de acordo com a teoria de
(BR@NSTED, e J. N.; LOWRY 1923). Os acidos organicos desempenham um papel
fundamental na inddstria de processamento, podendo ser encontrado na forma de sais com
caracteristicas acidas (SHELTON, 1963). Razaghpour et al. (2022) destacam sua ocorréncia
natural em frutas e vegetais, citando como exemplos o acido acético, &cido citrico, acido
maélico, acido oxalico, além do acido latico que surge durante a fermentacdo do leite.

Além desses é&cidos mencionados anteriormente, outros acidos organicos
desempenham papéis importantes em diversos processos industriais e biolégicos como o

succinico, propionico e latico.

4.3.1 Acido Succinico

O acido succinico é um acido dicarboxilico (C-4) que é considerado um dos produtos
quimicos mais promissores porque fornece alternativas sustentaveis (produzido a partir de
fontes renovéaveis via fermentacdo), apresentando desempenho competitivo em comparacao
as rotas petroquimicas (ALEXANDRI et al., 2017 e LI et al. 2011). E um importante bloco
de construcdo ou precursor de varias commodities quimicas, suas varias aplicacdes nas
industrias farmacéutica, agricola, alimenticia e quimica. O desenvolvimento de acido
succinico de base bioldgica é atualmente considerado o mercado que mais cresce na
bioeconomia (FILIPPI et al., 2021). Também conhecido como acido butanodidico, é um &cido
dicarboxilico, sua estrutura quimica, é representada por C4HsO4 (LO et al., 2020).

O método quimico € mais barato que o método de base bioldgica, no entanto, ele
depende muito de substratos de petréleo ndo renovaveis, consequentemente o preco flutua
muito (YANG et al., 2020).

Figura 3: Formula estrutural do &cido succinico.
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HO
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O

) Fonte: OLIVEIRA et al., (2014)
4.3.2. Acido Propi6nico

O é&cido Propidnico € um componente quimico a base de C3, com férmula quimica
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CH3CH>COOH, (Fig. 4) é um liquido incolor e com odor desagradavel (Castro et al. 2021).
Também seu nome oficial é baseado em IUPAC que é um acido monocarboxilico, de cadeia
saturada e aberta. E convertivel em um sal chamado propionato. Seu nome do grego protos =
primeiro e pion = gordura, decorre porque € o menor &cido com propriedades de acidos
graxos. Quando em estado liquido puro transparente, pode ser corrosivo, com cheiro
levemente adocicado (Castro 2014).

A utilizacdo de acido propionico em ragdes animais e como conservantes de alimentos
representa aproximadamente 66% de sua demanda, enquanto na sintese de herbicidas por
19%. Na sintese de propionato de acetato de celulose responde por cerca de 11% de seu uso,
e outras aplicacBes, como intermediarios, compreendem aproximadamente de 4% (Liu et al.
2012).

Figura 4: Formula estrutural do &cido Propi6nico.

(0]
CH3 | ‘
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Fonte: Castro (2014).

4.3.3 Acido Latico

O é&cido lactico é tradicionalmente obtido mediante processos de fermentacdo
(principalmente) ou por meio de sintese quimica, este tem sido amplamente utilizado nas
inddstrias alimenticia, cosmética, téxtil, quimica e farmacéutica (FU et al. 2023). O acido
lactico possui isdmeros oticos: acido L-lactico e acido D-lactico, que podem ser produzidos
por sintese quimica (acido DL-l4ctico) ou fermentacdo microbiana (acido L-lactico, acido D-
lactico ou acido DL-I4ctico). O processo de fermentagdo microbiana utiliza condicdo amenas
de producdo com baixo consumo de energia. As bactérias lacticas podem produzir acido
lactico degradando o agucar por meio de homofermentacdo ou heterofermentagédo
(WISCHRAL et al. 2019). Durante o processo de crescimento anaerdbico de bactérias lacticas
homofermentativas obrigatdrias, no caso de excesso de substrato, fontes de energia como a
glicose sdo convertidas em piruvato através da via Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP-P), e 0

piruvato €, subsequentemente, metabolizado em acido lactico (BUSTOS et al. 2005).
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Figura 5: Formula estrutural do &cido latico.

O

OH
OH

Fonte: Carolina Salgado de Oliveira; Vilela Borges (2020).

4.3.4 Producéo

A producdo de &cidos por rota bioquimica constitui uma alternativa valiosa, cujo
processo de produgdo envolve conversdo dos acglcares fermentaveis. Através de pesquisas
relacionadas ao tema, ndo se encontrou trabalhos da producao de acidos organicos por meio
de hidrolise de material pré-tratado de acai, o estudo preliminar deste trabalho visa avaliar
essa possibilidade.

Para Wang et al. (2018) a producdo por rota bioguimica, embora, com pardmetros
técnicos comparaveis a rota petroquimica, ainda € mais onerosa, dependendo do acido.
Excecdo € a producdo de acido latico que € majoritariamente produzido por fermentacao.
Assim, para reduzir os custos, as biomassas estdo sendo investigadas para a producédo via
fermentacdo de agucares simples.

O desenvolvimento de bioprocessos neste trabalho, de forma geral, foi direcionado
para a producdo de produtos quimicos de base bioldgica, utilizando residuos da cadeia de
abastecimento alimentar, devendo esse ser considerado associado a extracdo de componentes
de valor agregado de residuos agroindustriais.

A avaliacdo de crescimento do mercado global de acidos organicos em 2020 foi de U$
6,3 BilhGes, registrando um crescimento anual de 0,5% a.a. desde 2018, mesmo durante
pandemia de Covid-19. Com a situacdo se estabilizando, dados recentes da
(Grandviewresearch, 2019) (Figura 6) estimam uma expansédo da taxa de crescimento anual
composta por (CAGR) de 5,4% entre 2020 e 2028, devido a presenca de varios produtos no

mercado e sua expectativa de um crescimento exponencial da demanda.
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Figura 6: Relatorio de taxa de crescimento anual (CAGR) dos acidos organicos.
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Fonte: Grandviewresearch (2019).

Os &cidos organicos encontram aplica¢cdo como insumos nas industrias de alimentos,

bebidas, agricultura, farmacéutico, estando o mercado desses acidos bem estabelecidos.

4.3.5. Cenario Competitivo

Os principais fabricantes no mercado de acido &cidos organicos incluem portfélio

Tabela 1: Principais fabricantes dos acidos organicos.

FABRICANTES

Grupo Polint

Cargill Inc.

BASF SE

Archer Daniels Midland (ADM)
PVS Quimica Inc.

Quimica Geral EUA

Fonte: Grandviewresearch (2019).

diversificado de produtos, ampla gama de aplicacdes e suporte tecnico aos clientes sao fatores
que fortalecem a posicdo dessas empresas no mercado. Também emprega Vvérias estratégias
de crescimento, como parcerias, contratos e expansoes para fortalecer sua posicéo atual no
mercado (MODORINTELLIGENCE, 2021). Algumas dessas empresas estdo listados na
tabela 1:

27



4.3.6. AplicacBes dos Acidos Organicos

Estas substancias possuem grupos funcionais de &cido carboxilico, tornando-se
produtos quimicos importantes para a producdo de varios outros compostos como: acidos
graxos, lipidios e polimeros biodegradaveis (XU et al. 2018).

A mudanca de habito dos consumidores que buscam cada vez mais por produtos
alternativos para o cuidado da pele, bem como na industria de alimentos e bebidas, a busca
incessante por inovagdes com o intuito de capturar esse crescente mercado consumidor.

Suas aplicagbes comerciais encontram varios nichos de mercado, como aplicacdes:
médicas. A presenca de grupos carboxila confere hidrofilicidade a molécula, o que significa
que ao utilizar acidos organicos, os grupos carboxila podem facilmente participar da formacéo
de ligacdes de hidrogénio, que é a fonte da formacdo de solventes utilizados em alguns
medicamentos. Além disso, a sua aplicacdo na biomedicina como agentes antimicrobianos e
intensificadores de liberacdo de farmacos, amplia seu potencial como produtos farmacéuticos
ou agentes antimicrobianos (SWEBOCKI et al. 2023).

Alguns solventes eutéticos profundos (DES) s@o sintetizados usando biomoléculas
naturais (carboidratos, acidos carboxilicos etc.). Um bom exemplo é uma mistura de acido
malico, agua, prolina e acido latico, que aumenta a solubilidade da berberina (um
medicamento anti-inflamatdrio e antibacteriano) (WIKENE et al. 2015). Outro exemplo de
acido organico interagindo com uma proteina é o acido isobutilfenilpropanol, também
conhecido como ibuprofeno (MAZALEUSKAYA et al. 2015). Também outra proteina
relacionada ao Nitroimidazol (acido latico) (Leiros et al., 2004), além disso, o0 acido oxalico
é usado para transportar biomoléculas como anticorpos monoclonais. Estudos sobre a eficacia
de misturas de cloreto de colina e &cido glicolico demonstraram que estes anticorpos
especificos sdo atualmente utilizados no tratamento do cancer (SWEBOCKI et al. 2023).

Em aplicacbes alimenticias, o acido succinico é utilizado como acidulante e
intensificador de sabor em alimentos, por exemplo, como condimentos, bebidas e salsichas
(MANCINI et al. 2022). Algumas medidas de controle implementadas para reduzir a
contaminacgdo dos rebanhos de aves nas granjas incluem acidificacdo da racdo de frangos,
como uso do &cido latico (BAI et al. 2022).

Outro emprego industrial de base polimérica, € o uso do acido latico para embalagens,
filamentos poliméricos para fabricacdo do PLA, material biodegradavel (Suganthi et al.

2020). Assim também o 4&cido succinico, como 1,4-butanodiol, succinato de
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polibutileno, resinas alquidicas e plastificantes, impulsionem o crescimento futuro do

mercado de polimeros (XU et al., 2018).

4.3.7. Blocos de Construcdo e Produtos Quimicos

As operacBes de multiprodutos tém que ter flexibilidade para se adaptar as situagdes
de mercado em constante mudanca de matérias-primas e produtos, oferecendo condi¢coes
técnicas dos processos de fermentacdo e operacdo de utilidade flexivel. Neste sentido, uma
das principais considera¢des para o desenvolvimento de novas tecnologias que pode ser
utilizado para a produgdo de novos produtos quimicos é o conceito de blocos de construcdo
de plataforma. Este conceito € baseado no fato de que um unico bloco de construcdo tem o
potencial de criar um numero significativo de produto acabado.

Na selecdo dos acidos organicos que seriam descritos como blocos de construgdo, uma
equipe do Pacific Northwest National Laboratory (PNNL) e NREL apresentou uma lista de
30 candidatos potenciais foi selecionada usando um processo de revisdo baseado no modelo
petroquimico de blocos de construgdo, dados quimicos conhecidos, propriedades, foi reduzida
para 12 potenciais produtos quimicos de base bioldgica (KAMM et al., 2008).

Segundo Chen et al., (2021) os produtos quimicos de bloco relatados podem ser
produzidos a partir do agucar por processos biologicos e conversfes quimicas considerados
sdo moléculas com multiplos grupos funcionais com o potencial de ser transformado em
novas familias de moléculas uteis. O doze blocos de construcdo a base de acucar séo 1,4-
di4cidos (succinicos, fumaricos e malicos), &cido 2,5-furanodicarboxilico, acido 3-
hidroxipropi6nico, acido aspartico, acido glucarico, acido glutdmico, acido itaconico, acido
levulinico, 3-hidroxibutirolactona, glicerol, sorbitol e xilitol/arabinitol (KAMM et al., 2008).

Um grupo de blocos de construcdo de segundo nivel também foi identificado como
candidatos viaveis. Estes incluem acido glucénico, acido latico, acido mal6nico, acido
propidnico, os triacidos citrico e aconitico, acido xilénico, acetoina, furfural, levuglucosan,
lisina, serina e treonina (KAMM et al., 2014).

4.3.8. Principais Formas de Obtencéo

4.3.8.1. Rota Quimica
Atualmente, a maioria da producdo comercial é resultado da sintese quimica

envolvendo a hidrdlise de derivados de petrdleo, que esta associada a um processo prejudicial
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ao meio ambiente que produz algum grau de poluicdo (BARLETTA et al., 2022).

4.3.8.2 Rota Fermentativa

Devido a preocupagfes com o impacto econdmico e ambiental, a atencdo voltou-se
para a producdo de acidos organicos por fermentacdo microbiana, a producdo com este tipo
de biomassa residual em vez de meios de culturas (BELLO et al., 2022).

Os produtos de base bioldgica sdo produzidos por diferentes métodos e processos
(fisicos, quimicos, bioldgicos e quente), para este fim, & necessdrio conhecimento em
biorrefinaria estabelecendo uma base tecnoldgica (BELLO et al. 2022).

Existem varios processos de fermentacdo para a producéo de acidos organicos, o que
difere sdo: tipos de fermentacdo e os microrganismos utilizados. Esses processos podem ser
realizados em meios liquidos ou sélidos, podendo também ser utilizadas leveduras, bactérias
e fungos filamentosos (MORAES, 2019).

O processo de fermentacdo pode ser realizado de trés formas: batelada simples,
alimentada ou continua. As principais diferencas desses processos sao: o tipo de fermentacéao
e 0s microrganismos utilizados. Esses processos podem ser realizados em superficies
(liquidas ou solidas), podendo também ser utilizadas leveduras, bactérias ou fungos
(MORAES, 2019). O processo de fermentacdo pode ser realizado de trés formas: batelada
simples, alimentada ou continua (PEREIRA et al., 2008).

A fermentacgdo esta se tornando cada vez mais parte integrante do desenvolvimento de
novos produtos com alto valor agregado e estd substituindo as rotas tradicionais para a

producdo de importantes produtos quimicos.

4.3.9 Microrganismo Acidogénico Selecionado para Producéo de Acido Organico

A producdo microbiana de &cido organico a partir de matéria-prima renovavel, é de
grande importancia para o desenvolvimento sustentavel, devido ao seu enorme potencial
econdmico. Para producéo de &cido sera utilizada a bactéria Actinobacillus succinogenes do
banco alemdo DSMZ. Estudos recentes demonstraram que a glicose, xilose e arabinose podem
ser metabolizadas de forma simultanea, o que pode aumentar a conversdao de substrato e,
conseguentemente, melhorar a economia ao utilizar biomassa lignoceluldsica como fonte de
carbono (Ferone et al. 2018 e Wang, J. et al. 2022). O crescimento requer um controle regular
do pH devido aos efeitos inibitdrios de subprodutos como acidos acético e formico, furfural

e 5-hidroximetilfurfural durante a fermentacdo. A concentracdo de succinato é influenciada
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pelo efeito sinérgico de uma mistura de acucares, alguns dos quais sdo metabolizados

simultaneamente para fornecer energia e/ou intermediarios para consumo de outros agucares.

4.3.10 Metabolismo do Actinobacillus succinogenes

Vérias cepas de bactérias e leveduras sdo conhecidas por fermentar a glicose celulésica
em acidos e outros produtos quimicos e biocombustiveis (Borges (2011). Na presenca de CO2,
a atividade da fosfoenolpiruvato (PEP) carboxquinase aumenta, convertendo a PEP em
oxaloacetato e posteriormente em succinato. Na auséncia de CO», a PEP € convertida em
piruvato e depois em formato, acetato e etanol pela atividade da piruvato quinase Lo et al.
(2020). A. succinogenes pode crescer em uma variedade de fontes de carbono, incluindo
xilose, glicerol, sacarose e celobiose. Embora cepas de Actinobacillus succinogenes
produzam anaerobicamente misturas de acidos organicos apds exposicao ao CO2, conforme
figura 7, em ambientes enriquecidos seu metabolismo favorece a formacéo de &cido succinico
porque o gliceraldeido derivado da glicose (molécula de 3 carbonos) é convertido em AS pela
adigdo de CO2 (Lo et al. (2020).

Figura 7: Representacdo das vias do catabolismo da glicose para acido succinico e outros
metabdlitos. Os sobrescritos indicam o nimero de atomos de carbono por molécula do
composto correspondente.
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Fonte: Lo et al. (2020).
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4.4, ETANOL

O bioetanol é um biocombustivel que pode ser produzido a partir de diferentes
biomassas: sacarineas, amilaceas e lignoceluldsicas. As duas primeiras sdo consideradas
tecnologias maduras e sdo utilizadas no Brasil e nos Estados Unidos da América que juntos
sdo responsaveis por 85% da producdo mundial desse biocombustivel. As biomassas
lignocelulosicas incluem residuos da agroindustria como bagaco e palha de cana, palha de
arroz, palha de milho e palha de trigo (PEREIRA et al. 2021). Neste sentido, o bioetanol é
uma alternativa sustentdvel aos combustiveis fésseis. A producdo de etanol a partir de
aclcares C6 é um processo bem estabelecido usado mundialmente para produzir etanol 1G
utilizando Saccharomyces cerevisiae como agente fermentativo (PEREZ et al. 2022).

4.4.1 Producéo de Etanol

O etanol 2G, também conhecido como bioetanol, normalmente podem ser produzidos
a partir de residuos lignocelulésicos, como cana-de-agucar, sorgo sacarino, milho (Iram et al.
2022). A demanda por etanol € atribuida ao aumento da producdo em todo o mundo.
Comercialmente, sdo produzidos a partir de carboidratos como glicose, amido e sacarose, sdo
alguns mais comumente usados.

Segundo um relatorio recente de Hoang; Nghiem (2021) a producdo mundial de etanol
em 2019 foram 110 bilhGes de litros. No Brasil, em 2022, a producédo total de etanol registrou
alta de 2,5%, totalizando 30,7 milhdes de m® (Gov. 2022) . A produc&o de etanol aumentou
8%. A taxa média anual de crescimento da producdo de etanol para o periodo 2013-2022 foi
de 1,1%. O tamanho do mercado global de alcool foi avaliado em US$ 2,2 bilhdes em 2021
e devera crescer a uma taxa composta de crescimento anual (CAGR) de 4,3% de 2022 a 2030
Grandviewresearch (2020). O crescimento do mercado é impulsionado pelo aumento do
consumo de etanol.

A conversdo de acucar em etanol ¢é realizada principalmente pela

levedura Saccharomyces cerevisiae que pode ser representada pela seguinte equacgdo quimica.

CeH1206—>2C2Hs0H+2CO
Os dois maiores produtores de bioetanol de (1G)sdo os Estados Unidos (56%) e o

Brasil (28%), que utilizam culturas amilaceas (principalmente grdos de milho) ou culturas
Figura 8: Relatdrio de taxa de crescimento anual (CAGR) para etanol.

32



acucareiras (principalmente caldo de cana) como principal matéria-prima (Iram et al. 2022).

Fonte: Grandviewresearch (2020).
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A producédo e o mercado de bioetanol tém sido impulsionados pela necessidade de
transicdo para fontes de energia mais sustentaveis e renovaveis. Aléem de ser um
biocombustivel promissor, o bioetanol também possui uma variedade de aplicagfes em
diversos setores. Desde sua utilizacgdo como combustivel para veiculos, na producdo de
produtos quimicos, o bioetanol desempenha um papel crucial na economia moderna e na
reducéo das emissdes de carbono. A medida que avancamos em direcdo a uma sociedade mais
sustentavel, é essencial explorar e expandir ainda mais as aplicagfes do bioetanol,
aproveitando ao maximo seu potencial como uma fonte verséatil e renovavel de energia e

materiais.

4.4.2 Aplicacdes para Etanol

Derivado principalmente de fontes renovaveis, possui diversas aplicagbes e
desempenha um papel crucial em varias areas. Aqui estdo algumas aplicagdes importantes do

etanol:
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Combustivel Sustentavel: O etanol é reconhecido como um combustivel sustentavel,
contribuindo para a reducdo das emissdes de gases de efeito estufa. O consumo a partir de
fontes renovaveis, ndo emite enxofre e produz menos particulas e poluentes perigosos
(PERIYASAMY et al. 2023).

Indistria Automotiva: A mistura de etanol na gasolina, conhecida como etanol
combustivel, adotada na industria automotiva, contém nos termos da Lei n°9.478, de 6 de
agosto de 1997, este teor deve ser estabelecido pelo Poder Executivo entre 18% e 27,5%
BRASIL (2022). Proporciona ndo apenas uma reducdo nas emissfes, mas também
melhorando o desempenho dos motores.

Indastria Quimica: O etanol desempenha um papel fundamental na industria quimica
como uma matéria-prima versatil para a producdo de produtos quimicos, solventes, produtos
quimicos basicos como etileno, propileno, tolueno, xilenos, estireno e benzeno a partir do
bioetanol (CSEFALVAY et al. 2020). Sua natureza renovavel contribui para a busca de
alternativas mais sustentaveis na fabricacdo de produtos quimicos.

Geracdo de Energia Elétrica: A utilizacao do etanol na geracao de energia elétrica, por
meio de tecnologias como células a combustivel, representa uma inovagdo importante na
matriz energética, contribuindo para a sustentabilidade ambiental. A tecnologia de células de
combustivel representa uma inovacdo promissora no campo da energia limpa, caracterizada
por sua elevada eficiéncia energética (Antolini 2007). As Células a Combustivel de Etanol
Direto de Baixa Temperatura (DEFCs) destacam-se devido as vantagens oferecidas pelo
etanol liquido, que possui alta densidade energética. Além disso, as DEFCs sdo atraentes pela
sua origem sustentavel, sendo produzidas a partir de biomassa, 0 que as torna ideais para

aplicacBGes em transporte e dispositivos portateis (Sheng et al. 2020).

4.4.3 Principais Formas de Obtengéo

Produzido a partir de fontes renovaveis, como aclcares e amidos encontrados em
plantas. Existem varias formas de obtencao de bioetanol, como:

Fermentacdo de Aclicares monomericos:

Uma das principais fontes para a producdo de bioetanol é a fermentacao de agucares
provenientes de culturas como a cana-de-aclicar (IRAM et al. 2021). Uma das mateérias-
primas mais eficientes para a producéo de bioetanol devido ao alto teor de sacarose, é a cana-
de-acucar (SANDHU et al. 2022).
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Fermentacéo de Hirolisados de Amido:

Outra abordagem comum € a utilizacdo de amidos presentes em culturas como milho.
De acordo com (Liu et al. (2023), o milho é uma fonte importante para a producdo de
bioetanol, apresenta diversas vantagens, incluindo rapida regeneracdo, abundancia e baixo
custo. Consequentemente, tem atraido significativa atencdo como uma boa fonte para a
producdo de bioetanol, conduzindo a otimizacdo da matriz energética e a melhoria do
ambiente ecologico.

Hidrdlise Enzimética de biomassa lignocelulésica:

Hidrdlise enzimatica é empregada para quebrar materiais celulésicos em acgucares
fermentaveis. Conforme destaca LI et al. (2023), durante o processo, 0s acUcares de segunda
geracdo obtidos pela hidrolise da biomassa lignoceluldsica também podem ser utilizados para
produzir uma ampla gama de bioprodutos. Essa versatilidade dos microrganismos tem
potencial para impulsionar avancos significativos em diversos setores, além de seu papel
fundamental na fermentacgéo para produgdo do bioetanol.

A hidrolise enzimatica € uma opcao mais seletiva para liberar glicose da celulose em
condigdes brandas. O mecanismo de hidrolise enzimatica da celulose descreve a agéo
sinérgica de pelo menos trés classes de enzimas: as endoglucanases, as exoglucanases ¢ as 3-
glucosidases (BOHORQUEZ, 2017).

Endoglucanases (B-1,4-D-glucano glicanohidrolases), sdo enzimas que atuam na
hidrolise das ligagcdes B-1,4-glicosidicas internas nas cadeias poliméricas de celulose,
clivando-as, facilitando sua degradacdo. Esse processo resulta na producdo de
oligossacarideos insoluveis e celodextrinas soltveis, com graus de polimerizacao de até seis
unidades de glicose (CASTRO e PEREIRA JUNIOR, 2010).

Exoglucanases (B-1,4-D-glicano celobiohidrolases), catalisam a clivagem das ligagdes
B-1,4-glicosidicas nas extremidades, liberando pequenos oligossacarideos, principalmente
celobiose. Essas enzimas desempenham um papel crucial na hidrélise dos terminais redutores
e terminais ndo redutores (CASTRO e PEREIRA JUNIOR, 2010).

B-Glicosidase (B-D-glicohidrolase ou celobiase), é responsavel pela hidrélise da
celobiose, liberando monossacarideos (principalmente D-glicose). Além de promover a
liberacdo de glicose, essa enzima desempenha um papel importante no controle da inibi¢ao

por celobiose das endoglucanases e exoglucanases (FARINAS, 2011).
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4.4.4 Microrganismos Produtores

Os principais microrganismos produtores de etanol incluem diferentes cepas de
leveduras, sendo a mais comum é Saccharomyces cerevisiae, também ha outros tipos como
Pichia stipitis, Pachysolen tannophilus, Wickerhamomyces anomalus X19 (Ben Atitallah et
al. 2022). A levedura Saccharomyces cerevisiae € particularmente amplamente utilizada na
producdo de etanol, devido a sua capacidade de fermentar aglcares presentes em matérias-
primas como cereais e vegetais.

Cabe destacar que a produgdo de etanol por microrganismos &€ um processo
biotecnologico crucial, aplicado em larga escala na industria de biocombustiveis. A
fermentacdo alcoolica realizada por essas leveduras converte os agUcares presentes em
matérias-primas vegetais em etanol e dioxido de carbono, gerando assim uma fonte

sustentavel de combustivel.

4.4.5 Bioetanol e Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel

O objetivo de desenvolvimento sustentavel, (energia acessivel e limpa) ODS 7, inclui
um aumento na quota de energias renovaveis; abrange eletricidade, cozinha, aquecimento
(Huck 2023). Além do ODS 7, os biocombustiveis contribuem para atingir o ODS 13 (agéo
climética), diminuindo as emissdes de carbono no setor de transporte (NAZARI et al. 2021).
Ademais, no ambito do ODS 8 (trabalho digno e crescimento econémico), a industria abriria
novas oportunidades de emprego que vao desde a construcdo e operacdo de unidades de
producdo e transporte de matéria-prima (Singh et al. 2017). Conforme a meta de (consumo e
producdo responsavel) ODS 12, a biomassa disponivel poderia aumentar o consumo interno
(GIURCO 2020). Unidade de valor econémico (Industria, Inovagéo e Infraestrutura), ODS 9
retrata a contribuicdo da inddstria do bioetanol para alcancar diferentes objetivos de

desenvolvimento sustentavel.

4.4.6 Pré-Tratamento

O pré-tratamento de biomassa é um método que facilita caminhos para converter
biomassa em produtos valiosos. Melhora a seletividade do processo para determinados
produtos, por aumentar a conversdo de celulose, hemicelulose e lignina pela abertura das
fibras poliméricas, tornando os polimeros de biomassa mais acessiveis (ZADEH et al., 2020).

Esquema ilustrativo na figura 9.
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Para Den et al. (2018) o pré-tratamento considerado bem-sucedido, deve-se atender:
- Alta digestibilidade da matéria-prima liberados na fracéo liquida.

- Recuperacéo dos carboidratos para evitar a perda de rendimento de converséo.

- Reducdo de compostos inibidores durante o pré-tratamento.

- Reduzir o consumo de agua, energia e produtos quimicos toxicos.

Figura 9: Representacdo esquematica da atuacdo do pré-tratamento em materiais
lignocelulosicos.

Lignin
Cellulose

Pre-treatment

\

TR

Hemicellulose

Fonte: Zadeh et al. (2020).

4.4.7 Métodos de Pré-Tratamento

Para Liu, (2020) existem pelo menos trés etapas na conversdao de biomassa: pré-
tratamento; craqueamento ou transformacdo de biomassa em moléculas intermediérias; e
conversdo (das moléculas intermediarias para produtos desejados).

No pré-tratamento o processo pode ser fisico, fisico-quimico, quimico ou bioldgico
Castro (2014).

Os métodos fisicos, como cominuicao/trituracdo mecanica, diminuem o tamanho e a
densidade das particulas de biomassa, afetando o fluxo de calor e a transferéncia de massa em
processos subsequentes (KUMAR et al., 2020).

J& os fisico-quimicos sdo utilizados para operar em uma abordagem hibrida, afetando
os parametros fisicos, bem como sua ligacdo quimica (clivagem de ligacdo) e interacdes
intermoleculares, sdo chamados de técnicas fisico-quimicas. Os aspectos como temperatura
ou pressdo sdo usados em conjunto com um processo quimico. Essas técnicas costumam ser
intensas e podem romper a estrutura do complexo lignoceluldsico por meio de processos

como a explosdo com vapor, hidrotratamento, irradiacdo de micro-ondas e oxida¢do Umida
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(TAYLOR et al. 2019).

Explosdo com vapor catalisada por CO2 — neste caso, 0 material é impregnado com
CO- que se transforma no correspondente acido e incrementa o processo hidrolitico (Castro,
2014).

Explosdo a vapor ou auto-hidrolise - o material é tratado com vapor de 4gua saturado
em alta pressdo e temperatura. Apds um tempo, o sistema € rapidamente despressurizado e
repressurizado, o que significa que o vapor é forcado a entrar na rede porosa dos residuos
fibrosos e, apds a descompressdo, se expandird rapidamente, causando uma ‘explosdo’
(TAYLOR et al. 2019).

Agua superaquecida/ou hidrotratamento térmico (LHW) - Os processos hidrotérmicos
também podem ser usados como uma ferramenta para o pré-tratamento de residuos. Em geral,
sdo muito semelhantes a explosdo de vapor, mas, 0 processo € normalmente conduzido em
em temperaturas proximas a ebulicdo da d&gua temperatura. No entanto, temperaturas na faixa
de 160 a 250 °C podem ser utilizadas, mas com pressdo muito menor (=5 bar). Este pré-
tratamento causa a hidrélise parcial da hemicelulose e também reduz o teor de lignina
(TAYLOR et al., 2019).

Os métodos quimicos, removem geralmente 0s minerais e metais alcalinos da
biomassa, melhoram seu valor calorifico e aumentam outras propriedades da biomassa,
passando também por etapas importantes cujo intuito é melhorar as caracteristicas das
matérias-primas a serem utilizadas durante o processo de obtencdo do produto (KUMAR et
al. 2020).

O pré-tratamento acido é um processo que utiliza acidos como catalisadores para a
hidrélise das fragbes polissacaridicas, em temperaturas que variam de extremas a moderadas,
com o objetivo de hidrolisar a celulose e a hemicelulose. Os acidos auxiliam na solubilizacéo
dos componentes sélidos da matriz lignoceluldsica de residuos de biomassa. O processo pode
ocorrer com diferentes graus de severidade, baixo para hidrélise da hemicelulose e mais alto
para a hidrolise da celulose. O grau de sinergismo é definido como o efeito sinérgico entre a
temperatura, concentracdo de acido, tempo de exposicao (TAYLOR et al. 2019).

Ozondlise: Devido a deficiéncia eletronica do ozénio, ele atacara preferencialmente,
(compostos aromaticos e fendlicos). Dessa forma, a destruicdo da lignina é mais seletiva do
que outras areas de degradacdo na matriz de residuos lignocelulésicos. Além disso, a
hemicelulose também pode sofrer alteracdes leves. Este pré-tratamento também é usado em

conjunto com tratamentos acidos para reduzir o teor de lignina que é geralmente insoltvel em
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acido (TAYLOR et al. 2019);

Pre-tratamento alcalino - a presenca de alcalis durante o processo de hidrolise permite
a extracdo de uma parte dessas fracdes (lignina e hemicelulose), ao mesmo tempo, em que é
reduzida a cristalinidade das fibras do componente celuldsico. O pré-tratamento alcalino leva
a solubilizagdo de lignina e hemicelulose. Isso é conseguido pela clivagem de ligacGes éster
e saponificacdo alcalina de ésteres acetil liberando acetato na auséncia de altas temperaturas
operacionais (SAHOO et al. 2018).

Deslignificacdo oxidativa - neste processo ocorre a degradacdo da ligninaem presenca
de H20O.,

Processo organosolv - uma mistura de acido e solventes organicos (geralmente etanol)
¢ utilizada neste processo para o rompimento das ligacdes internas da lignina e da
hemicelulose (CASTRO, 2014).

Nos pré-tratamentos bioldgicos sdo utilizados biocatalisadores (enzimas) ou

microrganismos para clivar seletivamente as ligacdes presentes no material lignocelulésico.

4.4.8 Pré-Tratamento com Acido Diluido

A hidrolise acida em meio aquoso é frequentemente usada para tornar a celulose mais
acessivel, mas ndo como um procedimento de fracionamento, mas porque retém a maioria da
lignina e da fracdo residual de celulose. Este € um método simples, barato e bem estudado
segundo (CASTRO, 2014 e KAUR; KUHAD, 2019). Em condic¢es de hidrélise, a lignina é
parcialmente dissolvida no meio acido, embora parte da lignina precipite ap0s o resfriamento;
esse fendmeno dificulta a acdo posterior das enzimas hidroliticas, sendo fonte de problemas
ao longo do processo. O uso de catalisadores acidos fortes, como o acido sulfarico, reduz a
lignina insoltvel e simplifica o processamento (VERGARA et al., 2018).

Em suma, a conversdo de lignocelulose em aclcares e lignina requer um pré-
tratamento para tornar os polissacarideos prontamente disponiveis, especialmente com a
adicdo de métodos enzimaticos. A hidrolise com acido sulfdrico diluido é um dos métodos de
pré-tratamento mais comumente usados para o fracionamento do complexo lignocelulésico,
embora apresente algumas desvantagens, como formacao de inibidores, presenca de lignina
insolivel (VERGARA et al., 2018).
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5 METODOLOGIA

5.1 Material

A biomassa residual de agai foi adquirida do municipio de Anori, situado no interior
do Amazonas, e posteriormente transportadas para o Ndcleo de Produtos Naturais (NPN) do
Centro de Bionegdcios da Amazonia. No laboratdrio, as amostras foram submetidas a um
processo de padronizacdo e homogeneizacao utilizando moinhos de facas e/ou martelo com
malha (0,45mm). Esse procedimento foi realizado para garantir que as fibras fossem
analisadas de forma precisa, sem interferéncias decorrentes da variacdo do material

padronizado.

5.2. Microrganismos e Meio de Ativacgéo

A cepa Actinobacillus succinogenes (DSMZ 22257) foi adquirida do banco de células
alemao, liofilizada e cedidas para o Centro de Biotecnologia da Amaz6nia-CBA Laboratdrio
de Desenvolvimento de Bioprocessos — UFRJ, onde foi feita a ativagéo celular, a manutencao
do microrganismo e criopreservacao em freezer -80°C.

A ativacdo foi realizada em meio TSB (Tryptic Soy Broth — Caldo de Triptona de
Soja), da marca Kasvi, contendo uma mistura de peptona de caseina 17,0 g/L, cloreto de
sodio 5,0 g/L, peptona de soja 3,0 g/L, glicose 2,5 g/L e fosfato dipotassico 2,5 g/L. O
microrganismo apresenta a forma de bacilos, mas por ser pleomoérfico pode também se
apresentar em uma forma mais oval conforme teste GRAM. As condic¢des de ativacdo em
meio liquido, foram feitas em meio TSB a uma concentracdao de 30 g/L e as células foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Ap6s a ativacdo, essas células foram armazenadas em
criotubos a -80°C utilizando glicerol 20%, criogénio protetor para evitar a formacdo de
cristais de gelo que afetam a viabilidade celular.

Para o processo de producdo de etanol 2G, a partir de hidrolisados &cidos utilizou-se
uma cepa de levedura comercial S. cerevisiae, que foi utilizada para a fermentacgéo alcodlica
em meio quimicamente definido e hidrolisado de sementes de acai. As fermentagfes ocorrem
em frascos agitados/fermentdémetros, nas condi¢cdes foram 35°C e 150 rpm com o tempo
variando de 3,5h a 6h.
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5.3. Caracterizacdo do Material Residual

5.3.1 Determinacao do Teor de Extrativos

Para determinar o teor de extrativos, os procedimentos foram conduzidos utilizando
um aparelho Soxhlet, composto por baldo extrator de 250 mL acoplado ao condensador de
bolas, que foi aquecido a 80°C e resfriado por banho-maria a 3°C (Quimis). Foram
adicionados 4,0g de material padronizado em cartucho e colocados no soxhlet, juntamente
com 150mL de solvente (etanol), no periodo de 5h. Apos essa etapa, o solvente foi recuperado
em rotaevaporador (Buchi), para restar somente o extrativo, entdo o baldo foi colocado em
estufa a 105°C por 24h. Apds esse tempo retirou-se 0 material e pds em dessecador por 20
minutos e pesados para quantificagdo do teor de extrativos (MORAIS, ROSA e
MARCONCINI, 2010).

5.3.2 Avaliagéo do Teor de Lignina

Para a determinar do teor de lignina, utilizou-se 1,0g do material, sem umidade e
extrativos. Essa quantidade foi inserida em almofariz, ao qual foi adicionado 17,0 mL de
acido sulfaricoa 72% (v/v), em seguida, o material foi macerado por 15minutos com o auxilio
de um pistilo e deixado em repouso por 24h. Apos esse periodo de digestdo, adicionou-se
153 mL de &gua destilada ao almofariz para transferir todo o contetido para o baldo de 300mL
conectado a um condensador espiral para manter o material em aquecimento e refluxo por 4
horas. Posteriormente, o contetdo do baldo despejado em funil de vidro sinterizado tipo 4,
acoplado em kitassato e bomba de vacuo para filtracdo. Apos a lavagem com &gua destilada,
o precipitado retirado no funil foi levado a estufa a 105°C por 24h. Apds esse tempo, retirou-
se 0 material da estufa e colocou-se em dessecador por 20 minutos e pesados para
quantificacdo do teor de lignina (MORAIS, ROSA e MARCONCINI, 2010).

5.3.3 Avaliacéo do Teor de Celulose

Antes de iniciar o procedimento de extracdo da holocelulose, foi preparado um banho
com glicerina aquecidos em chapa para manter a temperatura a 70°C juntamente com
agitacdo. Em frasco de Erlenmeyer de 500mL, foram adicionados 0s seguintes componentes:
3,0g do material previamente desprovidos de umidade e extrativos, 2,59 de clorito de Sédio
(NaClOz), 1 mL de &cido acético e uma barra magnética para garantir a agitacdo durante a

reacdo. Em seguida foram adicionados 120mL de 4gua destilada, levados ao aquecimento por
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lhora. ApoOs esse periodo adicionou-se novamente 0 mesmo quantitativo de todos o0s
reagentes por mais 1 hora. Finalmente, pela tltima vez, os mesmos quantitativos de todos os
reagentes foram adicionados e a reacdo foi mantida por mais 3 horas. Posteriormente, 0
conteudo do Erlenmeyer foi filtrado em funil de vidro sinterizado tipo 2 e lavado com agua
destilada. Em seguida, o material foi levado a estufa por 18 h. Apos esse periodo, deixados
em dessecador por 20 minutos e pesados para determinacdo do teor de holocelulose
(MORAIS, ROSA e MARCONCINI, 2010).

5.3.4 Avaliacdo do Teor de a-celulose

Pesou-se 1,0g da holocelulose disposta em almofariz, adicionou-se 15mL de
hidroxido de sodio (NaOH) a 17,5%, entdo macerado por 8 minutos. Ao final desse tempo
foi adicionado agua destilada e filtrado em filtro sinterizado tipo 2. O funil com material
recolhido, entdo, colocado em estufa 105°C por 18horas. Decorrente este tempo levado ao
dessecador por 20 minutos e pesado para determinacdo do teor de a-celulose (MORAIS,
ROSA e MARCONCINI, 2010).

5.3.5 Avaliacéo do Teor de Cinzas

Pesou-se 2,0g das amostras em capsulas, previamente aquecida em mufla a 550°C,
resfriada em dessecador por 20 minutos e pesada. A Incineragdo em mufla se deu em 600°C
por 3 horas. Resfriadas em dessecador por 20 minutos e pesadas, a avaliagdo feita em
duplicata, método (LUTZ 2008).

5.3.6 Avaliagéo do Teor de Umidade
Para avaliacdo do teor de umidade pesou-se de 3 g da amostra em placas de petri,
previamente tarada, aqueceu-se durante 12 horas a 105°C em estufa de circulacdo de ar

(Marconi), resfriadas dessecador e pesadas, (LUTZ 2008).

5.3.7 Potencial Hidrogeniénico (pH)

Pesou-se 5 g da amostra em um béquer e diluidos em 45 mL de agua destilada. O
conteddo foi agitado até que as particulas se diluissem, considerando que se tratava de
subprodutos, em seguida filtrado. O pH foi determinado utilizando um aparelho (PHS-3E)
previamente calibrado, utilizando solug¢des tampdes pH 4, 7 e 10. Repetiu-se o procedimento
em triplicata (LUTZ 2008).
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5.3.8 Grau Brix e Indice de Refracdo

Antes de iniciar o procedimento, ajustou-se o refratbmetro para a leitura de nem 1,333
com agua a 20°C, de acordo com as instrucdes do fabricante. Em seguida foram transferidas
de 3 a 4 gotas da amostra homogeneizada para o prisma do refratbmetro. Apos aguardar a
equilibracdo da amostra no prisma do equipamento, realizou-se a leitura diretamente na
escala para determinar graus Brix.

Para determinacdo do indice de refracdo, seguiu-se a mesma metodologia, ajustando
a escala para (nD20). Inicialmente, foi realizada a calibracéo padrdo com &gua e, em seguida

feita a leitura da amostra. A metodologia foi baseada em (LUTZ 2008).

5.3.9 Determinacdo de Acucares Sollveis Totais

Os acUcares totais foram determinados pelo método Antrona (LENG et al. 2016). A
extracdo segue uma base utilizando etanol 95%. As leituras foram feitas usando um
espectrofotémetro digital UV-visivel (Modelo GTA-97) em um comprimento de onda de 620
nm usando uma curva padrdo de glicose (100 ug/mL) variando de 5 a 40 pg. Os resultados

sd0 expressos como porcentagem (g/100 g).

Figura 10: Curva Padrédo de Agucares Soluveis Totais (Método da Antrona).
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5.3.10 Extracéo de Compostos Fendlicos

Os extratos de compostos fendlicos foram obtidos utilizando o método de (AN et al.
2022). Foram utilizados 0,1 g do material triturado, misturadas com 10 mL de metanol 80%
(v/v) e levadas ao banho ultrassénico por 30 min a 4°C. A mistura foi centrifugada a 4000

rpm durante 15 minutos e o sobrenadante foi coletado.

5.3.11 Determinagdo de Compostos Fenolicos (CF) do Residuo de Acai

A determinacdo dos compostos fendlicos do residuo de acai foi realizada pelo método
de Folin-Ciocalteau descrito por (ZITHA et al. 2022). Primeiramente foi preparada uma
curva padrdo utilizando &cido galico. Uma aliquota de 0,25 mL do extrato foi misturada com
2,75 mL do reagente Folin-Ciocalteau (3%, v/v), agitada em misturador rotativo e deixada
em repouso por 5 min. Em seguida, foram adicionados 0,25 mL de carbonato de sddio (10%,
p/v), agitados e incubados no escuro por 60 min. A absorbancia foi medida a 765 nm
utilizando um espectrofotdbmetro UV/visivel. Os resultados foram expressos em
miliequivalentes de acido galico por 100 g de peso seco da amostra (mg GAE/100 g FM).

Figura 11: Curva Padréo de Acido Galico.
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5.3.12 Avaliacdo de X-Ray Fluorescence (XRF)

Para avaliar a composi¢éo inorganica, todas as amostras foram caracterizadas por
fluorescéncia de raios-X por energia dispersiva, do modelo Shimadzu EDX-720, usando tubo
de raios X de Rddio (Rh) com tensdo de 15 kV (Na a Sc) e 50 kV (Ti a U) com corrente
maxima de 1000 pA, colimador de 10 mm, tempo de integracao de 100s, tempo morto do

detector de 39%, refrigerado com nitrogénio liquido.

5.3.13 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos trés materiais lignoceluldsicos apds
0 pré-tratamento acido, foi realizado no CMABIo (Centro Multiusuario para Andlise de
Fendmenos Biomédicos) da Universidade do Estado do Amazonas-UEA. A técnica foi
utilizada, para avaliar a morfologia da matéria-prima em diferentes etapas de degradacédo
celulosica. A metalizacdo foi feita com ouro por 4 minutos utilizando metalizador JOEL
Smart Coater (camada de ouro cerca de 20 nm). Os ensaios em microscopia eletrénica de
varredura foram realizados mediante o uso do equipamento Joel JSM-IT500HR (SOUZA et
al., 2007).

5.4 Avaliagdo da Utilizacdo de Manose como Fonte de Carbono para o Crescimento de A.

succinogenes

5.4.1. Pré-In6culo

O pré-inéculo foi preparado com o meio TSB 30g/L suplementado com manose, nas
concentragdes 15, 30, 40 e 50¢/L para adaptar as células a este tipo de substrato. Preparou-
se 79 mL de meio TSB e a manose em cada frasco, de acordo com a concentracao estipulada
em g/L 1 ml da cultura estoque, para manter o volume do frasco em 80 ml. Conforme
procedimento do Ladebio e (CHEN et al. 2021).

5.4.2 Fermentagéo

Para fermentacdo em frasco Erlenmeyer de 500 mL foi utilizado o volume de 200 mL
de meio estéril com a composicao quimicamente definida contendo: extrato de levedura 5g/L;
KH2PO4 3g/L, NaCl 1g/L; MgCl. 0,3g/L; MgSO. 0,3g/L; NaHCO3 0,1g/L, e 0 pré-indculo
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com volume de 20mL (10% v/v), variando a concentracdo de manose.

5.5 Avaliacdo da Fermentabilidade do Hidrolisado de Acai como Substrato em Diferentes
Estratégias de Condugcao.

5.5.1. Planejamento Fatorial para Otimizac&o do Pré-Tratamento Acido

Ap6és ter sido feito a preparacdo e padronizacdo de tamanho da matéria-prima, a
condicdo para esta etapa foi similar a executada por Castro et al. (2021), conforme detalhado
abaixo: concentracdo de H,SO. para o planejamento fatorial foram nas condicGes (nivel
inferior 0,5% (v/v) e nivel superior 1,0% (v/v)). Com relacdo a concentracdo de solido (g) /
liquido (mL) foram nas condic¢Bes (nivel inferior 1/40 e nivel inferior 1/20). O tempo de
exposicdo de pré-tratamento acido em autoclave a 121°C foram (nivel superior 30 min e nivel
inferior 60min). Remocéo de hemicelulose (fase aquosa) através de filtracdo a vacuo, filtros
de 0,22 um e a fase s6lida contendo a chamada celulignina, apés realizadas a caracterizacdo
completa de carboidratos.

Na Tabela 3 sdo mostrados os parametros utilizados nesta etapa da pesquisa.
Estipulado os niveis minimos e maximos a ser executado na hidrdlise &cida do residuo do
acai para extracdo da manose como fonte de carbono. Em seguida foi executado o
Planejamento Fatorial 2% que gerou um total de 8 experimentos, correspondentes a

distribuicdo fatorial e 3 relativos as réplicas do ponto central, totalizando 11 ensaios).

Tabela 2: Variaveis analisadas no planejamento fatorial fracionario e seus respectivos niveis
codificados

o Niveis
Variaveis
-1 +1
Concentracdo de H2SO4 (%) 0,5 1,0
Concentracéo de solido (g) / liquido (mL) 1/40 1/20
O tempo do pré-tratamento acido (min) 30 60
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Tabela 3: Esquema do programa Estatistica do planejamento fatorial.

Matriz de Experimentos e Resposta

(Manose)
Item S:L  [H:S04] Tempo
1 0,025 0,5 30
2 0,050 0,5 30
3 0,025 1,0 30
4 0,050 1,0 30
5 0,025 0,5 60
6 0,050 0,5 60
7 0,025 1,0 60
8 0,050 1,0 60

9(C) 00375 0,75 45
10(C) 00375 075 45
11(C) 00375 075 45

5.5.2 O Meio de Fermentacdo para Actinobacillus succinogenes

O meio de fermentacdo foi composto de trés partes: (1) uma mistura de nutrientes e
sais, (2) hidrolisado acido (3) tamp&o de fosfato. A mistura de nutrientes e sais consistiu em
(em g L™?): 6,0 g/L extrato de levedura; 1,0 g L™ NaCl; 0,2 MgCl. .6H.0; 0,2 CaCl; - 2H,0g

L. A solugdo de hidrdlise, foi conforme planejamento experimental.

5.5.4 Fermentacao

Nesta etapa todos os experimentos foram realizados com o hidrolisado, tendo a
manose como substrato para a producdo de acidos organicos, mantendo-se os valores de
concentracdo dos demais componentes presentes na solugdo. Os experimentos foram
executados em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio contendo (6,0 g/L
extrato de levedura; 1,0 g L NaCl; 0,2 MgCl; .6H.0; 0,2 CaCl, - 2H20g L, (previamente
estéril), adicionado o pré-indculo (20 mL) preparado com o meio TSB 30g/L. As condicGes

de cultura na incubadora foram temperatura a 37°C e agitacéo a 80 rpm.
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Figura 12: Fluxograma de esquema das etapas para o processo de fermentacéo.
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criotubos a -80°C TSB 30g/L, e manose com volume de
utilizando 10g/L temperatura de 20mL (10% v/v).
glicerol 20%. 37°C 80rpm, por 8 a
12 horas.

5.6 Amostragem para Analise

Durante os experimentos, foram retiradas aliquotas de 2 mL a cada trés horas,
utilizando pipetas estéreis. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 10
minutos, o sobrenadante foi filtrado em membrana com uma porosidade de 0,22 um para as
dosagens de aclcares e produtos. Para andlise de oxigénio dissolvido (OD), as amostras
foram lavadas e completadas com agua destilada, sendo em seguida homogeneizadas, para

promover a ressuspensdo das células antes da quantificacado.
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Figura 13: Diagrama para o0 processamento das amostras.

Amostra

Sobrenadante I Sedimento

Centrifugacio

I
I I

Filtracio em membrana Lavagem
I I
Di[ui;ﬁo Diluicio

Dosagem de aciicares e Quantificagao de

produtos em HPLC biomassa por
espectrofotometria

5.6.1 Determinacao de Acucares Presentes na Amostra

A quantificacdo de agucares (manose, glicose, xilose, arabinose, sacarose, celobiose)
foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) Waters, com detector de
indice de refracdo (RID), acoplado a uma coluna Hi-Plex. As condi¢Bes operacionais para a
fase movel foram: agua MilliQ acidificada (H2SO4), com vazédo 0,6 mL/min, a pressdo 200
psi, 0 volume da amostra 5 pL, a temperatura externa do forno 85°C, a temperatura interna
do detector 40°C.

5.6.2. Determinacéo da Concentracéo de Acidos

As concentracdes de acido succinico, acido acético e formico e foram determinadas
por CLAE em cromatdgrafo ‘Waters’ (Sistema de bombeamento modelo 510, Coluna Hi-
Plex, as condicBes operacionais utilizadas serdo na fase mével, 4gua acidificada (H2S0a),
vasdo da fase movel 0,9 mL/min, pressio maxima 2000 psi, volume de amostra 20 pL,

temperatura externa do forno 50°C, temperatura interna do detector 35°C.
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5.6.3. Determinacéo da Concentracéo de Etanol

As concentragdes de etanol foram determinadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em um cromatdgrafo SHIMADZU, utilizando uma fase movel, agua
acidificada (H2SO4) e coluna HPX 87 H. As condigdes operacionais incluiram o uso de
H2SO4 fase movel, uma vazdo de fase mdvel de 0,6 mL/min, tempo de corrida 20 min,

temperatura forno de 60°C.
5.6.4 Observacédo Microscopica

Apdbs o crescimento das bactérias no meio, uma amostra foi retirada e preparado
esfregaco em laminas de vidro, a coloracdo foi realizada conforme o método de Gram, e
analisada em microscopio binocular com ampliagdo de 1000X.

A Figura 20 mostra uma fotomicrografia de uma colénia de células, usando a técnica
colorimétrica de Gram. Pode-se visualizar que a morfologia, da célula apresentou cor rosa,
confirmando os ingredientes e estruturas do tipo Gram (-), de acordo com a parede celular de

Actinobacillus.
5.6.5 Determinacdo da Curva Padréo para Actinobacillus succinogenes

Para elaboracéo desta curva, foram cultivadas em frascos de penicilina de 100mL,
contendo 70mL de meio de ativacdo, dispostos em shaker a 170rpm a 37°C. Apo6s 12 h de
incubacédo, resuspensas em agua destilada e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos.

Na determinagdo da massa seca, retirou-se 2 mL do seu sobrenadante e colocadas em
filtros previamente pesados e colocados em estufa a 60°C. A massa seca determinou-se pelo
peso do filtro apds secagem.

A partir da suspensao das células foi feita curva padrdo e as absorbancias lidas em
espectrofotébmetro a 600 nm, utilizando-se agua destilada como branco.

A curva relaciona a concentracdo celular medida a 600nm, observando os valores do
coeficiente de correlagdo (R2), para determinar o valor da concentragédo celular em g/L para
cada experimento realizado. A concentracdo de biomassa em cada ponto foi dada pela
seguinte expressao:

Y
X=<——b)*d
a

Onde (YY) é a absorbancia medida pelo espectrofotébmetro a 600 nm e (d) é a diluicdo
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feita para ler a amostra, (a) coeficiente angular e (b) coeficiente linear.

5.6.6 Variaveis Respostas

O fator de rendimento em acido (Yes), a produtividade volumétrica (Qp), 0

rendimento em células (Y xss) e a concentragdo de acidos foram os parametros utilizados para

avaliar o processo fermentativo.
a) Fator de rendimento de produgéo de 4cido (g/g):
Ypis = - (APIAS) = (P —Po) / (So— S)
Onde:
P: concentracao final de acido (g/L)
Po: concentracdo inicial de acido (g/L)
S: concentracdo final de substrato (g/L)

So: concentragdo inicial de substrato (g/L)

b) Produtividade VVolumétrica (g/L.h):
Qp=(P—Po)/ts

Onde:

P: concentracao final de acido (g/L)
Po: concentracdo inicial de acido (g/L)

tr. tempo de fermentacéo (h)

c¢) Fator de rendimento de crescimento celular (g/g):
Yxis = - (AXIAS) = (X — Xo) / (So - S)

Onde:

X: concentracdo final de células (g/L)

Xo: concentracdo inicial de células (g/L)

S: concentracdo final de substrato (g/L)

So: concentragéo inicial de substrato (g/L)
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5.6.7 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) do microrganismo, foi realizado no
CMABIo (Centro Multiusuario para Analise de Fendmenos Biomédicos) da Universidade do
Estado do Amazonas-UEA. A técnica foi para avaliar a morfologia das duas cepas:
Actinobacillus succinogenes (DSMZ 22257). Os ensaios em microscopia eletrnica de
varredura foram realizados mediante o uso de um microscopia eletronica de varredura Joel
(JSM-IT500HR) e metodologia SOUZA (2007). Para fixagéo preparou-se solugédo de fixacdo
Karnovsky modificado (glutaraldeido 2,5%, para formaldeido 2,5%, em tampéao Cacodilato
de Sodio 0,2 M pH 7.2); cortou-se pequenos pedacos da amostra (cerca de 1 cm) e transferir
para uma placa de 24 poc¢os contendo a solucdo de fixacdo Karnovsky. Deixou-se a amostra
submersa na solucdo, em repouso por 24h em temperatura ambiente. Pés-fixacdo, apds 24h,
lavou-se 5 vezes cada amostra com solucdo tampéao Cacodilato de Sédio 0,2M pH 7.2;
e pos fixou-se em solucdo de Tetroxido de Osmio 2% e Ferrocianeto de Potassio 16% (0s
dois na proporc¢do 1:1); e lavados com agua destilada. A desidratagdo feito em série gradual
de alcool (30%, 50%, 70%, 90% e 3x 100%) por 10 minutos em cada concentracdo. A
Secagem, realizar a secagem em aparelho de Ponto Critico automatico Leica EM CPD300;
Posicionado em blocos nos stubs (porta-amostras), sobre uma fita dupla face de carbono. A
Metalizacdo se deu com ouro por 4 minutos utilizando o metalizador JEOL Smart Coater

(camada de ouro de cerca de 20 nm), seguindo a visualizacao.

5.7 Avaliacdo da Utilizacdo de Hidrolisado de Acai como Substrato em Diferentes

Estratégias de Conducdo para Producéo de Etanol.

Esta etapa parte dos experimentos foram realizados com o hidrolisado, tendo a
manose extraida como principal fonte de carbono, e parte do experimento com manose
sintética, alterando suas concentrag@es iniciais. Foi executado em fermentdmetros de 500 mL
contendo 200 mL de meio, adicionado a levedura Saccharomyces cerevisiae. As condi¢oes
de cultura na incubadora foram 35°C e 150 rpm.
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Figura 14: Fluxograma de esquema das etapas para o processo de fermentacéo.
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5.8 Analise Estatistica

O planejamento experimental é uma ferramenta que busca facilitar o estudo de um
sistema, sendo representado por um conjunto de ensaios estabelecidos com critérios
estatisticos e cientificos para avaliar a influéncia de suas varidveis. Para realizacdo dos testes
foi aplicado um planejamento fatorial, este facilitou a compreensdo, comparagdes e busca
tendéncias, diferencas e similaridades (BOX e HUNTER, 1987; Rodrigues; lemma (2014).

Foi apresentado também uma analise estatistica dos dados com médias e desvio
padrdo coletados neste estudo, fornecendo uma visdo abrangente, resultados, a fim de
responder as questdes de pesquisa. Os dados obtidos foram avaliados estatisticamente pela
analise de variancia (ANOVA), a comparacdo das médias foi realizada pelo teste de Tukey
(P <0,05), sendo considerado significativo para todos os casos, seguindo as indicagdes de
Banzatto; Kronka (2006). Os calculos estatisticos foram efetuados pelo programa Statistica
8.0.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Residuo do Acai Utilizado

A auséncia de registros basicos sobre a morfologia e a caracterizacao dos residuos de
acai dificulta a resolucdo de problemas associados ao aproveitamento das sementes apés a
extracdo da polpa, (FERREIRA MONTEIRO et al. 2019). Embora seja tecnicamente possivel
utilizar as sementes para a producdo de etanol, Ferreira-Pereira et al. (2021) comentam que
para tal, estudos de caracterizagdo, sdo cruciais para compreensao do processo. Para o
desenvolvimento do presente trabalho, estdo apresentados visualmente os diferentes aspectos
das sementes de Euterpe oleracea ap6s o seu processamento (Figura 15). A figura
representada pela letra (A), ilustra o residuo das sementes apds o processo de despolpe; a
letra (B) é a imagem das sementes moidas em moinho de martelo. A imagem codificada pela
letra (C) mostra a lignina extraida das sementes por meio da digestdo com acido sulfarico a
72% (v/v) por 24h, ap6s etapas de condensacgdo e refluxo por 4h em condensador. A figura
codificada pela letra (C) representa a holocelulose extraida da semente pela adi¢do de clorito
de sodio (NaClO») e &cido acético. Por fim, a figura codificada pela letra (E) mostra a
alfacelulose extraida a partir da holocelulose, adicionando-se hidroxido de sédio (NaOH) a
17,5% (m/v).

Figura 15: Resultados visuais das caracterizac¢des lignoceluldsicas das sementes de acai: (A)
Residuo proveniente de despolpamento, (B) Biomassa moida em moinho de martelo, (C) Lignina,
(D) Holocelulose e (E) Alfacelulose.

6.2 Caracterizacao Fisico-Quimica do Residuo.
O acai é conhecido por suas propriedades nutricionais e caracteristicas fisico-
quimicas, aqui alguns resultados encontrados neste trabalho, em relagdo a semente (chamada

residuo).
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Tabela 4: Resultados da caracterizacao fisico-quimica das sementes de acai.

Variaveis/ Valor/porcentagem
Componentes * desvio padrao
pH 5,47+ 0,005
°Brix 3,15+ 0,005
indice de Refracéo 1,33+ 0,001
Umidade 7,30 £ 0,06
Cinzas 1,53 +0,05
Acucares Totais 2,01 +0,42
Extrativos 11,48 +0,002
Lignina 29,00 +141
Holocelulose 60,42+0,87
Alfacelulose 30,81+2,31
Hemicelulose 29,61+2,97

O cromatograma apresentado na figura 16 representa o perfil de aclcares do
hidrolisado citado acima na tabela 4. Observa-se que manose é o agucar predominante no
residuo de acai, com um tempo de retencdo em 11,3 caracteristico da manose. A analise
cromatografica fornece informagdes valiosas sobre a distribuicdo e a quantidade relativa de
acucares presentes na amostra, o que € essencial para a caracterizacdo completa de biomassa
lignoceluldsica e para o desenvolvimento de processos de producdo de substancias de
interesse comercial.

Figura 16: Cromatograma de perfil de agucares
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Observando-se a Tabela 1, verifica-se que o pH, apds suspensdo em agua apresentou
valores de aproximadamente 5,5, o valor esta dentro da faixa esperada para o extrato aquoso
da semente de acai, sugerindo uma moderada acidez, o que também foi corroborado por
Zavarize (2021) que registrou pH de 5,78 +0,04 para o extrato das sementes de acai.

Com relacdo aos demais constituintes, o °Brix refere-se a concentracdo de sélidos
sollveis, dissolvidos na 4gua, como agucares, sais, proteinas, entre outros, e, dessa forma, a
leitura do valor medido abrange todos esses componentes na solugdo (CAVALCANTI et al.
2006). O valor de 3,15 indica uma baixa concentracdo de sélidos solveis, o que esta em
conformidade com as caracteristicas do extrato das sementes de acai.

O teor médio de umidade da amostra foi de 7,30%, o0 que indiretamente representa o
percentual de desidratacdo da amostra, enquanto os valores reportados por outros trabalhos
variaram de 10 a 12% (De Lima et al. 2021), porém o resultado divulgado por Barros et al.
(2021) foi de 7,17%, valor bem aproximado ao do presente trabalho.

Levando em consideracdo o teor de cinzas, a amostra revelou a presenga de minerais
(1,53%), resultado aproximado ao reportado por Barros et al. (2021) que foi de (1,01%) e
por Rocha et al. (2022) que foi de (1,1%). No caso do acai, essa quantidade pode ser
influenciada pelos minerais naturalmente presentes no fruto. O baixo teor de cinzas e o
elevado teor de polissacarideos indica que essa biomassa (sementes e fibras) tem potencial
para ser utilizada como matéria-prima para a conversdao em biocombustiveis, como bioetanol
e outras substancias de interesse comercial (Shukor et al. 2016). Ao contrario, o alto teor de
cinzas poderia inibir as enzimas R-mananase e celulase, responsaveis pela conversao de
carboidratos complexos (como manana e celulose) em acucares simples (DE LIMA et al.
2021).

Ao observar a quantidade de acUcares totais presentes no residuo, os resultados
mostram valores médios de 2,01 g/100g de acucares totais disponiveis, esse resultado é
comparavel a outro reportado na literatura, como: 2,71 g/100 g (Oliveira et al., 2020). Na
auséncia de dados para serem comparados aos teores de acgucares totais nas sementes de acai,
verificou-se a quantificacdo na polpa através do trabalho de Neves et al. (2015) destacaram
o teor de acUcar total na polpa de acai variando de 1,86 a 1,92 g/100 g, e Buratto et al. (2021)
relataram que as concentrac@es encontradas foram de 1,41 (%) peso.

Antes de se desenvolver qualquer bioprocesso tem-se que conhecer primeiramente a
composicdo da matéria prima a ser utilizada. A composicéo lignocelulésica do residuo de
acai apresentou os seguintes valores em termo de composicdo polissacaridica: 60,42% de

56



holocelulose, 30,81% de alfacelulose, 29,61% hemicelulose e em relacdo ao teor de lignina
o valor ficou proximo de a 30%. Os valores percentuais para a semente de acai descritos por
Barros et al. (2021) foram menores que os descritos no presente trabalho, tendo sido relatado
para celulose 45,49%, hemicelulose 21,08% e lignina com 24,36%. O alto teor de celulose
contido nas sementes indica que o material tem grande potencial para a conversao em

acuUcares sendo, portanto, de interesse para a producéo de acidos organicos e etanol.

6.3 Compostos Fenolicos
Na tabela 6, estdo apresentados os valores relativos a presenca de compostos
fenolicos, expressos em equivalente ao acido galico (AG), devido a capacidade do residuo

em reduzir do reagente Folin-Ciocalteau, em compostos fendlicos.

Tabela 5: Determinacao de compostos fenolicos.

Compostos Fendlicos

Amostra (AG mg. g}
Residuo agai com extrativo 14,45+0,042
Residuo de acai sem extrativo 5,90+0,26"

Nota: *Valores apresentados sendo a média e 0 + desvio padrdo (n=3). Médias seguidas por letras diferentes na
mesma coluna diferem estatisticamente de acordo com o design One-Factor Categorico (p < 0,01).

Ao avaliar os resultados relacionados a compostos fendlicos nas amostras de semente
de acai, uma possuia extrativos e a outra ndo possuia. O residuo com extrativo, apresentou
uma média de 14,4473+0,04 mg. g%, enquanto no residuo sem extrativo, a média foi de
5,901340,2651 mg. g*. Isso sugere que o residuo de acai com extrativo possui uma
concentracdo significativamente maior de compostos fendlicos em comparacdo com o
residuo de acai sem extrativos. Essa diferenca fica evidente que esta relacionado a presenca
dos extrativos que podem conter uma variedade de compostos fenolicos adicionais. Foi
conduzida uma analise estatistica dos resultados, com intuito de fornecer uma confirmacgéo
adicional da diferenca observada nas concentracfes entre as duas amostras.

A andlise desses resultados pode ser discutida em termos de design experimental,
através do design One-Factor Categdrico (um fator com diferentes niveis) ou um design geral
categorico de um fator. Nesse caso, o fator categdrico foi a presenca ou auséncia de extrativos
no residuo de acai. A notacdo "a" e "b" sugere que ha diferenca significativa entre as médias

desses dois grupos.
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Valores de p inferiores a 0,01 indicam que os termos foram significativos, e que ha
diferenca na média dos tratamentos. Porém é preciso avaliar as condicdes de ensaio, por
exemplo, o teste me indica que é desejavel (desirability) utilizar o tratamento maior
quantidade de compostos fenodlicos (Level 1), contudo, quanto mais compostos fendlicos a

amostra possui, maior a chance de inibicdo do crescimento do microbiano.

Figura 17: One-Factor Categoric, design geral multinivel e categérico de um fator utilizando o
software Stat-Ease 360
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6.4 Fluorescéncia de raios X da amostra in natura (FRX)

Os resultados de Fluorescéncia de Raios-X (FRX) fornecem informacdes valiosas
sobre a composicdo elementar do residuo de acai. A fim de se identificar os elementos
presentes nas biomassas, foram realizadas analises de fluorescéncia de raios X, tendo em
vista 0 valor de cinzas (1,53%) encontrado na etapa de caracterizacdo das sementes. Os
valores desses elementos encontram-se na Tabela 7. Observa-se que 0s componentes
inorganicos presentes nas sementes de acai podem ser divididos em macronutrientes e

micronutrientes.

Tabela 6: Anlise do perfil de minerais nas sementes de agai por FRX.

Elements K Ca Ru Fe Mn S Si Ag Pd Cu Rb

Acai % 39,67 23,13 1231 7,16 587 485 427 095 0,74 0,73 0,28
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O potassio é necessario no metabolismo de carboidratos. Assim como o fésforo, os
sais de potassio mais comuns sdo 0 monobasico e o dibasico. A constituicdo de potassio no
residuo de agai foi de 39,67%, que atua como cofator para algumas enzimas. Baron; Fiala
(2012) afirmam que a participacdo de minerais € bastante complexa e a falta pode ate resultar
em déficits nutricionais e dificuldades associadas a fermentacdo. E para isto também sdo
necessarios 0s micronutrientes.

Com 23,13%, o célcio é outro macronutriente importante, desempenhando varias
funcBes em processos bioldgicos, como na estabilidade das membranas celulares. A presenca
adequada de calcio ajuda a manter a integridade das membranas, permitindo que as células
retenham seus conteddos internos e protegendo contra danos (JAHED et al. 2023). Atua
como um cofator para muitas enzimas, ativando-as e facilitando reacdes metabolicas
essenciais para o crescimento celular e a producédo de energia.

O enxofre, fornecido sob a forma de (NH4)2SO4 é a fonte mais comum e é essencial
na producdo de proteinas e aminoacidos (Suzuki et al. 2019), tendo sido encontrado o teor
de 4,85% desse elemento. Sua importancia se da em especial na sintese de metionina e
cisteina.

Vale ressaltar que resultados semelhantes sdo descritos por Barros et al. (2021) em
que se destacam teores de K (30,64%), Si (23,67%) e Ca (16,04%). Guerreiro et al. (2022)
relataram resultados para o K (45,24%), Ca (17,60%) e Fe (11,60%), confirmando os altos
percentuais de potassio, calcio e ferro, que é caracteristica de matérias-primas provenientes
de biomassa vegetal organica. As diferencas na composicdo de vegetais cultivados em
diferentes regides podem ser significativas e sdo influenciadas por diversos fatores
ambientais e geograficos, como tipo de solo, clima, altitude (temperatura), variedade do
vegetal, praticas agricolas e época de cultivo.

A composicdo centesimal dos outros elementos presentes em quantidades muito
baixas na célula viva, é importante para as func¢des bioldgicas e para maioria dos fabricantes
de enzimas (Baudin 2021) estd apresentada na mesma tabela. Os mais necessarios para o
metabolismo microbiano sdo Fe, Zn, Mn e Mg. A falta desses micronutrientes pode afetar a
taxa de crescimento e, por consequéncia, o rendimento no processo (Khalaf et al. 2023).
Neste trabalho, o ferro (Fe) apresentou o percentual de 7,16%. Este elemento atua como um
regulador, sendo essencial para o metabolismo microbiano, desempenhando papéis
importantes em processos como respiracao, sintese de DNA, metabolismo de aminoéacidos e
protecdo contra estresse oxidativo. Sua disponibilidade pode influenciar significativamente
a fisiologia e o comportamento de microrganismos em diferentes ambientes (GROTTO
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2010). O manganés (Mn) esteve presente com 5,87% na composic¢do do residuo, também é
um cofator enzimatico importante.

Segundo Baudin (2021), oligoelementos como o cobre estdo presentes nas enzimas
da cadeia respiratdria, a presenca de cobre no residuo foi de (0,73%). A presenca de ruténio
no residuo de acai, foi de 12,31%, um dado interessante, pois o ruténio ndo é comumente
encontrado em fontes vegetais (VONG et al. 2019). Vale a pena notar que, o ruténio é um
metal de transicdo que tém diversas aplicagdes, algumas delas incluem: catalisadores em
sintese organica, terapia fotodindmica para o cancer e sensores eletroquimicos para deteccao
de amostras biologicas ANDRADE (2023). Pereira et al. (2008) comentam que 0s nutrientes
inorganicos podem atuar ainda de quatro maneiras na célula: transporte de nutrientes, levando
a sintese de metabdlitos necessarios para a funcdo celular; estimular o metabolismo como
cofatores em reacGes enzimaticas; contribuir para as propriedades osmoticas, podendo

também inibir o metabolismo celular.

6.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Com o intuito de avaliar as alteragBes na superficie e morfologia da celulose e a-
celulose nas sementes de acai apds o pré-tratamento quimico, esta técnica foi utilizada apenas
para analisar a morfologia das sementes de acai nas diferentes etapas do processo. E como
esperado, ap0s tratamento, as fibras de celulose se mostram mais amorfas e, portanto, mais
suscetiveis ao ataque enzimatico, caso, essa fracdo seja objeto de aproveitamento.

Na Figura 18, pode-se observar as sementes de acai apos obtencdo da celulose e -
celulose, formas e com cavidades nas regides amorfas da celulose (A) e na a-celulose (B)

observa-se a predominancia de fibras degradadas de sementes de acai.

Figura 18: Fotomicroscopia da celulose tratada (A), alfacelulose (B) de acai.

60



6.6 Planejamento Fatorial para o Pré-Tratamento Acido

No inicio de qualquer pesquisa, é sempre importante saber quais variaveis sao mais
importantes, sendo também necessario definir os limites superior e inferior dos pardmetros a
serem analisados, para que ao final do experimento se atinja o 6timo para a variavel resposta.
Para esse experimento, foi definido o seguinte planejamento fatorial, conforme matriz

experimental apresentada na tabela 11.

6.6.1 Matriz Experimental

O planejamento fatorial de 23 com trés pontos centrais foi executada no programa
Estatistica, gerando a matriz conforme tabela 11, e os resultados da variavel resposta
(manose) foram obtidos a partir da execucdo dos experimentos e quantificados em HPLC-
RID.

Tabela 7: Planejamento Fatorial para Meio de Fermentacdo com Hidrolisado (Matriz de
Experimentos).

Matriz de Experimentos e Resposta

(Manose)

S:L  [H2S0:;] Tempo Manose
1 1:40 0,5 30 15
2 1:20 0,5 30 3,2
3 1:40 1,0 30 2,7
4 1:20 1,0 30 6,1
5 1:40 0,5 60 2,6
6 1:20 0,5 60 5,0
7 1:40 1,0 60 3,4
8 1:20 1,0 60 7,2
9 1:26,6 0,75 45 4,3
10 1:26,6 0,75 45 4,7
11 1:26,6 0,75 45 47

6.6.2 Analise Estatistica de Variancia (ANOVA)

A andlise estatistica da variancia (ANOVA) (Tabela 12), obtida pelo planejamento

fatorial foi gerada a partir dos resultados obtidos no Statistica.
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Tabela 8: Andlise estatistica Anova.

ANOVA,; Var.:Manose; R?= 0,96709;
Factor R? ajustado: 0,89031 (Spreadsheet2)
2**(3-0) design; MS Pure Error=0,0533333
DV: Manose

Ss df  MS F p

()S:L 1596125 1 1596125 299,2734 0,003325
(2)[H2S04] 6,30125 1 6,30125 118,1484 0,008358
(3)Tempo  2,76125 1 2,76125 51,7734 0,018773

1by 2 1,20125 1 1,20125 22,5234 0,041644

1by 3 0,15125 1 0,15125  2,8359 0,234213
2 by 3 0,15125 1 0,15125  2,8359 0,234213

1
1
2
0

1*2*3 0,01125 0,01125 0,2109 0,691121
Lack of Fit  0,79640 0,79640 14,9325 0,060913
Pure Error  0,10667 0,05333
Total SS 27,44182 1

Estes resultados da analise de variancia (Anova) para modelo fatorial 23, design com
trés pontos centrais, e como varidvel de resposta a concentragcdo de manose fornecidos pelo
software Estatistica, resultou nos seguintes coeficientes de determinacio R?=0,96709; R?
ajustado=0,89031 (Spreadsheet2): O valor de R? é alto (aproximadamente 96.7%), indicando
que o modelo explica uma grande parte da variabilidade nos dados, observada na variavel de
resposta (concentragdo de manose). O valor de R? ajustado é 0,89031, que leva em
consideracdo o numero de preditores no modelo, para penalizar a inclusdo desnecessarias de
variaveis. Os valores de p inferiores a 0,05 indicam que os termos de modelo sdo
significativos.

No tocante a relagdo sélido:liquido (1), a concentragdo de H2SO4 (2) e o tempo de
pré-tratamento (3), cada um desses fatores sdo estatisticamente significativos na otimizagdo
do pré-tratamento acido do residuo do processamento do acai, pois os valores de p sdo todos
menores que 0,05. No entanto, a maior concentracdo de manose teve como indicativo a
relacdo sélido:liquido, apresentando a maior soma dos quadrados dos fatores (SS) e média
quadréatica (MS) de 15,96.

O teste F para cada fator é usado para determinar se a variabilidade nas médias dos
grupos e significativa em relacdo a variabilidade dentro dos grupos, neste experimento foi de
14,9.

Em relacgéo as interagdes entre os fatores: 1 by 2, 1 by 3, 2 by 3, apenas a relacéo entre
(1) e (2) (1 by 2), ou seja, entre a relacdo solido:liquido (1) e a concentracdo de &cido (2) foi
estatisticamente significativa. As demais interagbes ndo foram significativas, tendo o0s
valores de p > 0,05. A interacdo de todos os fatores em conjunto (1*2*3) ndo se mostrou

estatisticamente significativa.

62



A analise do Lack of Fit que avalia se 0 modelo se ajusta bem aos dados experimentais,
sugere que o modelo precisa ser melhorado, através de um novo planejamento experimental
em faixas mais amplas, em particular da relagdo S:L, como mostrado mais adiante no Grafico
de Pareto.

No que concerne ao Erro Puro (MS Pure Error), o valor relatado fornecido pelo
software foi de 0,5333. Este é o erro puro médio quadratico, que indica a variabilidade ndo
explicada pelo modelo. Pode-se notar pelo valor ser baixo, indica¢do de menor variabilidade.

No ensaio em que foi utilizado maior concentracdo de sélido:liquido, obteve-se a
maior concentragdo de manose, estando acima de 7,0 g/L (experimento 7) e acima de 4,0 g/L
nos pontos centrais (experimento 9,10 e 11). No entanto, para uma conducdo de experimento
com melhores resultados, é necessario ajustar 0s ensaios, considerando os indicativos

estatisticos.

6.6.3 Diagrama de Pareto

O Diagrama de Pareto (DP) é uma ferramenta Util nas analises estatisticas,
especialmente em quando se pretende realizar experimentos de qualidade. O DP € uma
representacdo grafica que mostra a distribuicéo de frequéncia de dados em ordem decrescente,
destacando os elementos mais significativos. Na préatica, o diagrama de Pareto é construido da
seguinte forma: (i) coleta de dados; (ii) calculo das frequéncias; (iii) ordenacéo dos dados e (iv)
construcdo do Diagrama.

No diagrama de Pareto, as categorias sdo representadas no eixo horizontal (x) e as
frequéncias no eixo vertical (y). Um grafico de barras é usado, onde as barras sdo dispostas em
ordem decrescente de altura, da esquerda para a direita. Além disso, uma linha acumulada é
plotada, mostrando a porcentagem cumulativa das frequéncias.

O diagrama de Pareto é valioso porque ajuda na priorizacao de esfor¢os de melhoria.
Ao focar nos poucos problemas ou causas que tém o maior impacto, 0s recursos podem ser
direcionados de forma mais eficaz para obter melhorias significativas na qualidade ou
eficiéncia do processo. Isso é fundamental em experimentos onde a maximizacdo dos
resultados € objetivo importante.

Os niveis dos fatores (S:L, [H2SO4], Tempo) s&o importantes para entender como as
mudancas de seus valores afetam a variavel de resposta (manose). Os efeitos principais (1, 2,
3) indicam a influéncia de cada fator individualmente na resposta. Neste caso, o fator S:L (1)

tem o efeito mais importante (maior magnitude), enquanto os outros dois fatores ([H2SO4] e
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Tempo) tém efeitos menores, embora também importantes. O efeito apresentado através do
diagrama de Pareto (Figura 19) revela a importancia estatistica mais relevante dos fatores e
interacdes entre eles e o maior efeito positivo foi gerado pela concentragdo soélido:liquido,
seguido pelo efeito da solucdo de concentracdo de H>SOa4 e do tempo de pré-tratamento,

sugerindo um aumento na concentracdo destes em um proximo planejamento.

Figura 19: Diagrama de Pareto resultado do Planejamento Experimental
do Pré-tratamento Acido das Sementes de Acai.
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Manose

2**(3-0) design; MS Pure Error=,0533333
DV: Manose

(s -1?,2995z

(2)[H,80.] 10,86961
(3)Tempo 7,195376

1by2 4745886

1by3 1684024

2by3 -1,68402

172*3 -,459279

As interaces entre fatores (1 by 2, 1 by 3, 2 by 3, 1*2*3) podem representar efeito

p=,05

cooperativo (sinérgico) ou antagdnico. Uma interacdo significativa pode indicar que o efeito
de um fator na resposta depende do nivel de outro fator. A interacdo 1*2*3 é significativa (-
4,59), indicando uma intera¢do complexa entre os trés fatores.

Como a magnitude dos fatores isoladamente foi acima do valor de p de 0,05,
significando que os resultados apresentam confiabilidade acima de 95%, é possivel
considerar os resultados como estatisticamente significativos, indicando que os efeitos

observados ndo sdo o resultado do acaso.

6.6.4 Superficie de Resposta

Os graficos de superficie de resposta tridimensionais (3D) foram gerados para
verificar a interacdo entre as variaveis: concentragdo de &cido e relagdo soélido/liquido;
relacdo solido/liquido e tempo, e concentracdo de acido e tempo. As curvas de superficie de
resposta para manose indicam que € necessario estabelecer niveis maximos para as
combinacdes como mostrado na figura 20, o que ndo foi completamente atingido com o0s

niveis definidos no planejamento experimental. De toda a forma o planejamento sinaliza para
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que se aumente a faixa dos niveis superiores dos fatores envolvidos na otimizagdo do pré-

tratamento das sementes de acai com vistas a produzir meios prontamente fermentaveis.

Figura 20: Superficie de resposta: interacdo entre (1) concentracdo de acido e relacdo
solido/liquido na producdo de manose; (2) interacdo entre o tempo e a relagdo solido/liquido.
(3) interacdo entre a concentracao de &cido e tempo.

Fitted Surface; Variable: Manose
2*(3-0) design; MS Pure Emor=,0533333
DV: Manose

Fitted Surface; Variable: Manose Fitted Surface; Variable: Mancse
2**(3-0) design; MS Pure Eror=,0533333 2"*(3-0) design; MS Pure Emor=,0533333
DV: Manose DV: Manose

QYRR

<2 <225

O pré-tratamento acido tem a tendéncia de incrementar a remogdo de hemicelulose,
liberando os acucares no hidrolisado e suas proporc@es variam conforme a temperatura, o

tempo e a concentracdo do &cido utilizados (WYMAN et al. 2013)

6.7 Producéo de Acidos Organicos

6.7.1 Morfologia da Bactéria Actinobacillus succinogenes.

As primeiras atividades realizadas com a cepa do microrganismo produtor de acidos
organicos foram relativas a verificagdo da sua morfologia, ou seja, se estavam em
conformidade com a descricdo para A. succinogenes por meio de teste Gram.

Primeiramente, por meio de microscopia Optica, durante os estudos de crescimento
celular para criopreservacao, foram efetuadas observacfes com o intuito de monitorar a
pureza da cultura. A Figura 21 (2) exibe a fotomicrografia de véarias colonias de células,
mediante o uso da técnica colorimétrica de Gram, verificando-se a coloracdo rosacea e

confirmando composicdo e textura da bactéria do tipo Gram (-), de acordo com a constituicéo
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da parede celular de Actinobacillus succinogenes. No entanto, ndo foi possivel confirmar com
clareza a morfologia do tipo bastonetes. Foi, entdo, necessario realizar uma outra técnica para
confirmar a morfologia das células bacterianas, empregando a microscopia eletrénica de

varredura, tendo sido revelada a forma de cocos.

Figura 21: Células de A. succinogenes visualizadas em microscépio com aumento de 1000
vezes pela técnica Gram (1); Microscopia eletrdnica de varredura da bactéria produtora de
acido organicos (2).

Guettler et al. (1999) descreveram Actinobacillus succinogenes como um
microrganismo cuja forma de suas células € do tipo bastonetes, ndo mével, ndo formador de
esporos, anaerobico facultativo e pleomorfico. A cepa estudada por esses autores apresentou
também a forma cocdide, analogamente a cepa utilizada no presente trabalho. Assim, A.
succinogenes apresenta o0 que se denomina na Microbiologia de polimorfismo, termo usado
para descrever bactérias que podem assumir diferentes formas morfoldgicas, como
bastonetes (bacilos) e cocos, dependendo das condi¢gdes de cultivo. Portanto, bactérias
polimorfas podem exibir uma variedade de formas celulares em resposta ao ambiente em que
estdo sendo cultivadas bem como ao seu estado fisiologico. Isso pode incluir a capacidade de

alternar entre formas de bastonete e cocos em diferentes condic¢des de cultivo.

6.7.2. Curva Padréo entre Concentragdo Celular (Peso Seco) e Absorvancia

A etapa de propagacdo celular é importante para a producdo de células que serdo
inoculadas na etapa de fermentacdo, € também para verificar se 0 microrganismo esta
adequadamente aclimatado ao meio de cultivo em que esta sendo crescido. Com o objetivo
de verificar esses pontos, a propagacéo celular (ativacdo e pré-indculo) foi realizada com o
monitoramento do crescimento celular. Para tal, foi levantada uma curva de calibracao entre
densidade 6tica (absorvancia) a 600 nm e peso seco (Figura 22) que, de acordo com a lei de
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Lambert-Beer, estabelece uma proporcionalidade direta entre esses dois métodos de

quantificacdo celular, em faixas definidas de validade, obviamente.

Figura 22: Curva de calibracédo entre absorvancia e peso seco da
bactéria Actinobacillus succinogenes.
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6.7.3. Cinetica de Crescimento da Bactéria Actinobacillus succinogenes em Meio

Quimicamente Definido

A curva do crescimento bacteriano em relagdo ao consumo da manose fonte de
carbono, fornece informag0es valiosas sobre a relagdo entre o crescimento microbiano e a
disponibilidade de um substrato especifico, neste caso, a manose no tocante a habilidade de
A. succinogenes em consumir manose para a sua plasticidade celular. Desta forma consegue-
se inicialmente provar o conceito relacionado a utilizacdo do substrato/fonte de carbono mais
abundante no residuo objeto dessa dissertacdo de mestrado.

A concentracdo celular atinge o valor maximo de 2,1 g/L em 9 horas de cultivo. Esse
crescimento expressivo ndo ocorreu apenas pelo consumo de manose (consumo percentual
de 6,7%), na medida em que o meio béasico para o crescimento bacteriano foi o TSB
(Trypticase Soy Broth). Esse meio é de utilizagdo geral para cultura de microrganismos
exigentes e ndo exigentes. Os digeridos enzimaticos de caseina e soja fornecem os
aminoacidos e outras substancias nitrogenadas complexas, e a dextrose entra ha composi¢do

como fonte de energia.
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Figura 23: Cinética de Crescimento de Actinobacillus
succinogenes e consumo de manose.
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Assim, o crescimento bacteriano apreciavel ndao se deve apenas a manose como fonte
de carbono. Certamente outros componentes do meio foram consumidos para suportar 0 a
incorporagdo de carbono a massa celular, tendo em vista ser o TSB um meio rico em
nutrientes para a célula. A taxa especifica da bactéria neste meio foi de 0,287 h' e a
produtividade volumétrica de 0,21 g/L.h. De toda forma, esse ensaio permitiu provar o
conceito da habilidade da cepa em estudo consumir o principal agucar do residuo do acai.

Apobs 12 horas de crescimento celular observa-se reducdo na concentragdo celular
decorrente da morte das células.

A morte de células pode ocorrer por varias de razdes, muitas das quais estdo
relacionadas as condi¢fes ambientais, ao estado fisiologico das células e a fatores externos.
Algumas das causas comuns sdo elencadas na sequéncia: (i) esgotamento de nutrientes; (ii)
acumulo de produtos metabdlicos; (iii) acidez do meio: a acidificacdo do meio de crescimento
devido ao acumulo de metabdlitos pode ser prejudicial para o crescimento das células e sua
sobrevivéncia, sendo esta a razdo mais provavel para o declinio da concentracdo celular no
presente trabalho; (iv) contaminacdo microbiana; (V) estresse oxidativo; (vi) lesdes fisicas ou
mecéanicas, como agitacdo excessiva e (vii) senescéncia celular.

Esses sdo apenas alguns exemplos das muitas causas possiveis da morte celular em
meios de crescimento. A compreensdo desses fatores e o controle adequado das condicGes de
cultura sdo essenciais para otimizar o crescimento celular e garantir o sucesso de

experimentos em cultura celular.
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6.7.4 Estudo Preliminar da Fermentabilidade em Meio Quimicamente Definido para
Obtencao de Acidos.

Inicialmente foram conduzidos ensaios para se avaliar a capacidade da bactéria em
fermentar manose como substrato em meio quimicamente definido, cuja composicdo esta
descrita na se¢do (4.4.1.2). Para inoculacdo dos meios a concentracdo volumétrica de 10%
(v/v) de células de um cultivo anterior (pré-inéculo) foi utilizada. Variou-se apenas a
concentracdo inicial de manose, em 4 ensaios distintos (Tabela 10).

Depreende-se pelo perfil de acidos organicos produzidos que a bactéria produziu
varios acidos organicos e o metabolismo é tipicamente heterofermentativo. Embora a reducéo
percentual de manose tenha sido baixa, variando de 7,83% a 11,45%, os resultados exibidos
na Tabela 10 demonstram a capacidade heterofermentativa da bactéria Actinobacillus
succinogenes, que produziu os &cidos succinico, latico, formico, acético e propiénico com
concentracdes maximas obtidas em diferentes tempos de processo. Destaca-se a producao

majoritaria do acido férmico que atingiu maior concentracdo quando comparada aos demais.

Tabela 9: Avaliacdo da fermentabilidade de manose como substrato por Actinobacillus
succinogenes.

Si (g/L) ASméx AI—méx AFméx AAméx Apméx AO totais YAO/Si
(manose) | (g/L) QL) (9/L) (Q/L) (g/L) (g/L) (9/9)
154 0,4 0,6 4,3 0,4 0,2 59 0,383
28,1 0,4 0,5 2,6 0,8 0,1 44 0,156
40,1 0,4 0,5 1,1 0,7 0,1 2,8 0,070
48,9 0,4 0,6 2,4 0,4 0,1 3,9 0,079

ASmsx: concentracdo maxima de acido succinico.
ALnsx: concentragdo maxima de acido latico.
AFms: concentracdo maxima de acido férmico.
AAmsx: concentracdo maxima de acido acético.
AP concentragcdo maxima de acido propibnico.
AOuis: concentracdo de acidos organicos totais.
Y aorsi: fator de rendimento de &cidos orgénicos por manose inicial.

A heterofermentacdo € um processo microbiano em que varios produtos sdo gerados
a partir de uma unica fonte de substrato. Esse tipo de fermentacdo é frequentemente
observado em alguns grupos de bactérias, como as bacteérias laticas, que sdo conhecidas por
sua capacidade de fermentar uma variedade de acUcares e, dependendo da condi¢cdo de
cultivo, uma variedade de produtos, como acido latico, alcool etilico, diéxido de carbono,

outros acidos organicos e compostos volateis.
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Observa-se, ainda, a reducdo do fator de rendimento de acidos organicos produzidos
por manose inicialmente oferecida (Y aossi). A inibi¢cdo do metabolismo pela concentragédo de
substrato em células bacterianas é um fenémeno crucial que impacta diretamente a producéo
de &cidos organicos. Quando a concentragdo de substrato inicial aumenta, espera-se que a
producdo de acidos organicos também aumente. No entanto, em alguns casos, observa-se
uma reducdo no rendimento dos acidos organicos conforme a concentracdo de substrato
inicial se eleva. A inibigdo do metabolismo microbiano envolve fendmenos bioquimicos
complexos, como a repressdo catabdlica, a inibicdo entre o substrato e um produto
intermediério pelo mesmo sitio ativo das enzimas, ou ainda a liga¢do do produto formado em
um local diferente do sitio ativo da enzima.

Adicionalmente, ha que se considerar 0 aumento da pressdo osmatica do meio externo
decorrente do aumento da concentracdo do substrato, 0 que leva ao comprometimento da
integridade celular, levando a perda de sua viabilidade (Maria et al. 2024).

Esse efeito pode ser atribuido a inibicdo competitiva ou a inibi¢cdo ndo competitiva.
Na inibicdo competitiva, a concentracdo elevada de substrato causa a competicdo entre o
substrato e um produto intermediario pelo mesmo sitio ativo na enzima. Como resultado, a
enzima se torna menos eficaz na conversdo do substrato em produto, diminuindo o
rendimento global.

Para contornar esses problemas, estratégias como a otimizacdo das condicdes de
cultivo, a modificagdo genética das enzimas envolvidas no metabolismo e a utilizagio de
métodos de controle do processo, como a batelada alimentada, podem ser empregadas. Essas
abordagens visam mitigar os efeitos da inibicdo do metabolismo, maximizando assim o
rendimento da producéo de acidos organicos em células bacterianas.

Em trabalho futuro sugere-se investigar com maior profundidade as baixas
concentragdes dos acidos organicos produzidos e o porqué do &cido succinico que d& o nome
a espécie utilizada nesses ensaios ndo ter sido acumulado de forma predominante nessas
condi¢Oes ensaiadas.

Actinobacillus succinogenes é um produtor expressivo de acido succinico, no entanto
na conducdo dos ensaios aqui relatados a sua producdo ndo logrou muito éxito. Xu et al.
(2022) sugerem que a aclimatagdo do microrganismo pode influenciar, ou, no caso do
presente trabalho, ter influenciado a inibicdo da taxa de captacdo de aclcar pela bactéria,
resultando no declinio do fluxo metabdlico que converte agclcares em acido succinico. Por
outro lado, as vias de sintese também podem ter sido inibidas. A utilizacdo de glicose e xilose

na producdo de acido succinico por A. succinogenes tem mais ocorréncias na literatura
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especializada do que utilizacdo de manose.

Outro aspecto importante a ser considerado relaciona-se ao fato de que a conducéo
dos experimentos se deu na auséncia de suprimento de CO». E fato conhecido que as bactérias
produtoras de &cido succinico, particularmente A. succinogenes, sdo capnofilica, isto é,
crescem em ambientes com altas concentracGes de CO», que € fixado pela enzima fosfoenol
piruvato (PEP) carboxiquinase, no metabolismo de glicidios com essa bactéria. Assim,
sugere-se que em proximos experimentos, se alimente o sistema com CO», a fim de se
deslocar o fluxo metabdlico no sentido da producdo de acido succinico em detrimento dos

outros acidos organicos (Jr. 2024).

6.7.5 Estudo Preliminar da Fermentabilidade em Meio Hidrolisado do Residuo de Acai.

Foi realizado um experimento de fermentacdo, com intuito de validar a
fermentabilidade do hidrolisado acido das sementes de acai na condicdo que promoveu a
maior concentracdo de manose (7,2 g/L), alcangada com a relagédo S:L de 1:20; concentracao
de &cido sulfarico 1,0 % v/v e tempo de 60 minutos (Tabela 8 - corrida 8). O hidrolisado
acido nessa condicgéo foi neutralizado e adicionado de TSB e extrato de levedura (ver se¢ao
4.5.4). Apés inoculacdo, a fermentacdo se transcorreu por 48 horas, quando amostras foram
retiradas para avaliar o perfil dos produtos.

Embora haja varios métodos de pré-tratamento do material lignocelul6sico, o
planejamento experimental ajudou a priorizar a maximizagdo dos melhores resultados de
liberacdo de manose, resultados proximos também foram obtido por GOMES (2018), com a
méaxima liberacdo de glicose (8,4g/L), quando a hidrolise foi realizada nas condi¢bes H2SO4
2,9% por 35min em autoclave 121°C, tendo como material lignocelulésico a palha da cana-
de-acucar.

Na Tabela 11, estdo apresentados os valores das concentracfes dos &cidos obtidos, na
qual se verifica a producdo majoritaria de acido succinico (2,9 g/L) e acido propibnico (3,3
g/L). Estes valores diferem daqueles do meio quimicamente definido, muito provavelmente
em funcdo do grau de redutibilidade que se refere a capacidade de um meio de cultivo de
fornecer elétrons para os microrganismos, o que influencia diretamente seu crescimento e
atividade metabdlica.

O grau de redutibilidade de um meio de cultivo é determinado pela presenca e
disponibilidade de substancias que podem ser utilizadas como doadoras ou receptoras de

elétrons pelos microrganismos. Por exemplo, um meio de cultivo rico em oxigénio dissolvido
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e nutrientes solGveis pode ser considerado altamente oxidado, pois fornece uma fonte
abundante de elétrons na forma de oxigénio para microrganismos aerobicos. Por outro lado,
um meio pobre em oxigénio e rico em compostos organicos complexos pode ser considerado
altamente redutor, pois oferece pouca ou nenhuma disponibilidade de oxigénio e, portanto,
0s microrganismos anaerobicos podem utilizar os compostos organicos como receptores de
elétrons.

O grau de redutibilidade dos glicidios esta diretamente relacionado a sua capacidade de
doar elétrons em reacdes quimicas. Muitos glicidios apresentam poder redutor, o que significa
que podem ser oxidados, doando elétrons para outras substancias.

A figura 24 exibe os acidos produzidos na fermentacdo do hidrolisado das sementes
de acai para a melhor condi¢cdo do planejamento experimental, comprovando o carater

heterofermentativo da bactéria agente do bioprocesso em tela.

Tabela 10: Fermentabilidade do hidrolisado &cido das sementes de acai na condigdo que
promoveu a maior concentragdo de manose.

Si (g/L) ASmix AL max AFmax AAmax APrmax AO totais Y aorsi
(manose) | (g/L) | (9/L) | (9b) | (glL) | (9/L) (g/L) (9/9)
7,2 2,9 0,6 0,2 13 3,5 8,5 1,18

Figura 24: Cromatograma da fermentagdo do hidrolisado &cido das sementes de agai referente
ao ensaio apresentado na Tabela 11.
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Em uma heterofermentacéo, varios produtos podem ser formados a partir da glicose,

dependendo das condigdes especificas da reagdo e dos microrganismos envolvidos. A
probabilidade de formacéo preferencial de determinados produtos pode ser influenciada pelo
grau de redutibilidade da glicose e pelas afinidades dos diferentes componentes da via
metabdlica pela glicose e seus produtos intermediarios.

No entanto, embora o grau de redutibilidade da manose possa influenciar a velocidade
e a direcdo das reacdes bioquimicas, a probabilidade de formac&o preferencial de produtos em
uma heterofermentacdo também dependerd de uma série de outros fatores, tornando dificil

prever com precisdo qual produto serd dominante com base apenas no grau de redutibilidade
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desse substrato.

Além disso, a biologia celular e molecular envolve uma série de mecanismos de
controle e regulacdo, como retroalimentacdo (feedback), modulacéo alostérica, regulacéo por
hormonios e expressdo génica, que podem influenciar significativamente os caminhos
metabolicos e as taxas de produgdo de diferentes produtos. Assim, mesmo com um
conhecimento detalhado das propriedades bioquimicas dos substratos e enzimas envolvidos,
muitas vezes € necessario considerar uma variedade de fatores e realizar experimentos

empiricos para entender com mais profundidade as respostas dos sistemas bioldgicos.
6.8 Producao de Etanol com Base na Fermentabilidade de Manose

A utilizacdo de matérias-primas alternativas para a producdo de etanol e seus
subprodutos tém sido vista como uma possivel solucdo para enfrentar os desafios
relacionados a crise energética. Espera-se que com custos de conversdo reduzidos e 0s
rendimentos aumentados, essas abordagens tornem-se ainda mais atrativas.

A fermentacéo alcoolica do hidrolisado acido, como o das sementes de agai, por acédo
de leveduras, é um processo importante e 0s principais produtos obtidos em proporcdes

equimolares sdo: o etanol e o dioxido de carbono conforme equagao estequiométrica.

CH,0, —» 2C,H.OH + 2CO,
180g 2x469 2x449
1 0,511 0,48

Para cada 180 g de glicose ou hexose, sdo produzidos 92 g de etanol, o0 que equivale a
511 g de etanol por kg de glicose. O coeficiente de Gay-Lussac (rendimento tedrico) é de 51,1%
em massa, sendo este utilizado para o célculo da taxa de conversdo de glicose em etanol
(JACKMAN, 1991).

Em todos os experimentos de fermentacdo alcoolica utilizou-se o fermentdmetro,
sistema largamente empregado nas industrias viti-vinicolas. Seu funcionamento é simples e de
resposta rapida, na medida em que se mede gravimetricamete a liberacdo do CO2, que se
relaciona estequiometricamente com o etanol, denominado de “etanol equivalente”. De toda

forma o etanol no meio ao final da fermentacdo também foi medido por HPLC.
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6.8.1 Avalicdo preliminar da Fermentabilidade Alcodlica do Hidrolisado Acido das

Sementes do Acai.

As sementes de agai, previamente tratadas com H.SOs diluido, e o pré-tratamento
realizado nas seguintes condi¢Ges (sélido:liquido: 1:10 para as sementes moidas;
concentragdo de H2SOa4: 1% (v/v); tempo: 1h; volume: 200mL). Apds a hidrolise acida, o
meio foi submetido a fermentagdo alcodlica, com pH previamente calibrado para 4,5 e
inoculado com uma concentragdo Saccharomyces cerevisiae comercial de (Xo= 17,5 g pu/L).
Em seguida, o fermentdmetro contendo o meio hidrolisado inoculado foi levado para
incubadora do tipo shaker, onde ficou sob incubacéo durante o total desprendimento de CO»,
na temperatura de 35°C e agitacao de 150rpm. Apds este periodo de observacao, o contetdo
do frasco foi distribuido em tubos de centrifugacdo, que foram centrifugados a 10.000 rpm
durante 10 minutos, seguindo a quantificacdo de acUcares e etanol através de HPLC-RID.

Na preparacédo do ensaio 2- o hidrolisado destinado a fermentacéo, foi preparado com
H2SO.4 diluido, realizado nas condigdes (solido:liquido: 1:10 para as sementes moidas; a
concentracdo de H2SO4: 1%; o tempo: 1h; e o volume: 200mL). Em um segundo momento,
duplicou-se a concentracéo inicial de células (35 g pu/L) e o sistema foi incubado nas mesmas
condicGes do ensaio anterior. A fermentacdo alcodlica foi através da inoculacao de inoculada
com 35 g pu/L da levedura descrita comercial, nas mesmas condi¢fes de temperatura e
agitacéo.

O acompanhamento cinético desses dois experimentos, estdo representados nos
graficos da Figura 25. Os perfis sdo bastante semelhantes, pois os sistemas foram inoculados
com altas densidade celulares, ndo havendo diferencas significativas nas taxas de
fermentacdo. De toda forma, fica demonstrado a capacidade de S. cerevisiae em fermentar o
hidrolisado de acai. Para se lograr maiores concentracGes de etanol é imperioso buscar
condicOes a fim de se aumentar a concentragdo de manose no meio hidrolisado.

De acordo com os dados da Tabela 12, pode-se observar que no primeiro experimento
(Xo=17,5 g pu/L), ao final do processo fermentativo houve a conversdao da manose inicial
levando a producdo de 1,27 g/L (EtOH equivalente) e 1,40 g/L de etanol (EtOH HPLC),
correspondente a eficiéncia de fermentacdo de 88%. Ja no segundo experimento, obteve-se
praticamente a mesma concentracao de etanol do que no caso anterior, 0 que correspondeu a
eficiéncia de fermentacdo de 86%, evidenciando que nessas concentracdes elevadas de
in6culo ndo h& diferencas no desempenho fermentativo da levedura. A produtividade
volumétrica de ambos os experimentos foi de 0,7 g/L.h, considerando o tempo em que se
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atingiu a concentracdo maxima de etanol (2 horas).

Tabela 11: Fermentabilidade do hidrolisado de sementes de acai com duas

tem | X0 So Sf Tempo Acufn%la do C(EtOH) C(EtOH)  Qp  Yes
(@ (pu)lL) (g/L) (glL)  (h) ©) Teo (g/L) Exp(g/L) (g/L.h) (9/9)

1 17,5 361 080 35 0,24 127 a 140a 0,70a 050a
2 35,0 370 070 35 0,25 1,33a 140a 0,70a 050a

concentragdes de inoculo.

Figura 25: Producdo de etanol a partir de hidrolisado de sementes de acai. In6culo de 17,5 g
pu/L (& esquerda) e 35,0 pu/L (a direita).
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Nota: *Valores apresentados (n=2). Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna néo diferem estatisticamente
de acordo com o teste de T-Student (p >0,05).

Avaliando os resultados do segundo experimento, pode-se perceber que mesmo
aumentando a concentracdo de células para 35 g/L, a producdo de etanol ficou limitada a
concentracdo inicial de substrato, semelhante a do primeiro ensaio. A taxa de producao
especifica (Qp) e a eficiéncia da fermentacdo (Y pis) também se mantiveram igual ao primeiro
experimento. Ao comparar com resultados de Liu et al. (2015), que obteve concentracédo de
etanol de 5,8g/L do bagaco da cana que ja tem um bioprocesso consolidado, foi bem
promissor para ensaios preliminares e consolidar melhores resultados para o residuo de acai.
De toda forma, o conceito foi provado e a fermentabilidade demonstrada.

Esses resultados sugerem uma eficiente fermentacéo alcoolica das sementes de acai,

com elevado rendimento de etanol em relagdo ao substrato consumido. Para avaliar se havia
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diferencas significativas entre elas, utilizou-se analise estatistica Teste t-Student para
amostras independentes: comparando as médias de duas amostras independentes do (Ensaio
1 vs Ensaio 2) de produgéo de Etanol. Em um intervalo de confianga de 95%, a diferenca
entre as médias é minima, indicando que ndo houve uma diferenca estatisticamente
significativa na producgéo de etanol entre os dois ensaios. Assim, para se aumentar a producao
de etanol, ha necessidade de  considerar o aumento da concentracdo de manose no
hidrolisado, para se alcancar maior producdo de etanol, conforme também descrito por
(CORDEIRO, 2016).

6.8.2 Avalicdo da Capacidade de Saccharomyces cerevisiae em Fermentar Manose em
meio quimicamente definido.

Nessa série de experimentos, trés concentragdes de manose no meio foram
investigadas: 50, 100 e 150 g/L com concentra¢Bes de inoculo de 25; 22,5 e 37,5 g/L,
respectivamente. Os experimentos foram conduzidos em frascos de fermentdmetro e o
acompanhamento realizado por medidas gravimétricas. O objetivo foi avaliar o desempenho
da levedura em fermentar manose eficientemente a semelhanca da fermentacdo do seu
isdmero glicose.

Os perfis cinéticos desses trés ensaios estdo apresentados a seguir, assim como a

tabela 13 que exibe as variaveis de resposta das fermenta¢@es conduzidas.

Figura 26: Fermentacao alcodlica em meio quimicamente definido (So=50 g/L).
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Figura 27: Fermentacédo alcodlica em meio quimicamente definido (So=100 g/L).
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Figura 28: Fermentacao alcodlica em meio quimicamente definido (So=150 g/L).

~@— CO2 Acumulado
-A\ - Etanol Equivalente

T T T T T T T T T T T
16

14 - - 80
A ~~~
12 %
m N
Y 1 -60 o
5 107 <
< ] @
> ©
£ 84 =
3 | L4032
< 6 w
N ©
(@] 1 c
o ,J s
- 20 W

2_
0 T T T T T T 0
0 1 2 3 4 5 6
Tempo (h)

77



Tabela 12: Variaveis de resposta da fermentagdo alcodlica de manose em meio quimicamente

definido.
ltem Xo So Sk Tempo CO, EtOHequiv, Qp Yeris
(gpull) (g/L) (g/L) (h) Acumulado (9) [g/L] [o/L.h]  (9/9)
1 25,0 50 0 5 4,02 21,40 a 6,11a 0,428a
2 22,5 100 0 6 5,20 55,35b 12,30b 0,550b
3 37,5 150 0 6 7,62 81,12 ¢ 18,03¢c 0,540 b

Nota: *Valores apresentados (n=3). Valores seguidos por letras diferentes na mesma coluna séo
estatisticamente significativos de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Ressalta-se que em todos os experimentos houve um consumo total de substrato, e
concentracdes progressivamente aumentadas com o aumento da concentracao inicial de
manose. A capacidade de fermentar manose, principal actcar no hidrolisado de residuos de
acai, foi notavel, com valores de produtividade volumétrica variando de 6,11 a 18,03 g/L.h,
0 que consideramos surpreendente, considerando que a produtividade da fermentacdo
alcodlica industrial (de sacarose) varia entre 5 e 8 g/L.h (Pereira Jr. 2024)

Outro dado interessante refere-se aos fatores de rendimento de etanol em relacéo a
manose consumida (Yess). Na concentragdo mais baixa de manose (50 g/L), Yess
correspondeu a 84% de eficiéncia de fermentacio. A medida que se aumentou a concentragao
inicial de manose a eficiéncia de fermentacdo foi superior ao maximo obtenivel
estequiometricamente, o que pode ser interpretado como eficiéncia de 100%.

A ideia de uma eficiéncia de fermentacdo superior a 100% pode parecer
contraintuitiva a primeira vista, ja que implica em produzir mais produto do que o esperado
teoricamente. No entanto, isso pode ocorrer por varias razfes, algumas das quais estdo
relacionadas com a natureza do processo de fermentacdo e outras com possiveis erros
experimentais. Seguem algumas explica¢des possiveis: (i) perda de agua particularmente em
se tratando de fermentagbes rapidas, com grande desprendimento de CO»; (ii) falta de
precisdo das medidas; (iii) formagéo do produto oriundo de outra fonte que ndo do substrato
principal.

As diferencas observadas nos parametros analisados indicam que as Fermentagdes 2
e 3 apresentaram um desempenho superior em termos de producdo. Essas variagGes podem

ser atribuidas as diferentes condicdes iniciais, como concentracdo de manose, e ilustram a
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importancia do controle desses fatores para otimizar o processo fermentativo com o
hidrolisado de acai.

Para comparar os trés experimentos, usou-se Teste Tukey, para comparacdo os trés
ensaios. Os resultados do teste Tukey indicam que h& evidéncias de diferencas significativas
entre os grupos (experimentos) para etanol produzido. Analisando os principais resultados
apresentados, utilizando analise estatistica de variancia ANOVA:

Para os trés ensaios de producdo de etanol executado no Bioestat, a soma dos
quadrados (SQ) foi de 3590. O valor de (p), muito proximo de zero, indicou que existe
diferenca entre a média dos 3 tratamentos. As medias do primeiro tratamento foi 21,39; o
segundo de 55,35; o terceiro de 81,12. Os resultados do Teste Tukey mostraram diferencas
significativas entre todas as médias pareadas, com valor de p<0,05. Em resumo, os resultados
indicaram que os tratamentos tém impacto significativo na producgéo de etanol. Sugerindo

que os tratamentos sdo eficazes em influenciar a producéo de etanol.
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7. CONCLUSOES

As sementes de agai processadas apresentaram propriedades fisico-quimicas que as
tornam adequadas para diversas aplicacdes, como producdo de acidos orgénicos e bioetanol.
O pH moderadamente &cido (5,47) € compativel com caracteristicas tipicas do acai,
contribuindo para sua refrescancia. A umidade de 7,30% indica boa desidratacdo,
promovendo a preservacdo do material. O teor de cinzas (1,53%) indica a presenca de
minerais e potencial para processos fermentativos como fontes de macro e microelementos.

A composicdo lignocelulésica do residuo de agai apresentou 60,42% de holocelulose,
30,8% de a-celulose e 29,6% de hemicelulose indicando seu elevado potencial para producao
de acidos organicos e etanol de segunda geracgao.

Os resultados também indicaram que a escolha do pré-tratamento deve considerar a
concentracdo de inibidores e 0 seu impacto potencial no crescimento e atividade do
microrganismo, exigindo uma abordagem equilibrada para otimizar os resultados desejados.

Ficou clara, por meio dos graficos de superficie de resposta, construidos apds o
planejamento experimental fatorial, a necessidade de se proceder a outro planejamento
experimental sequencial, explorando principalmente a relagdo sélido:liquido visando a
obtencdo de hidrolisados ricos em manose. Ha que se compreender ainda as interagdes entre
os fatores do planejamento para que os meios hidrolisados sejam prontamente fermentaveis,
com minima geracéo de compostos inibitorios a atividade microbiana.

Os graficos de superficie de resposta destacam as interagfes entre as variaveis e
indicam que concentracdes maximas devem ser estabelecidas para otimizar a producdo de
manose e que devem ser considerados para futuros trabalhos com os residuos de acai.

Diversos acidos organicos foram identificados, tanto em meio quimicamente definido
quanto no meio hidrolisado, como &cido succinico, latico, férmico, acético e propiénico. As
concentracdes maximas e os tempos de producdo variaram entre eles, sugerindo diferentes
perfis metabdlicos ao longo da fermentacdo. Isso destaca a importancia de se considerar a
consisténcia e repetibilidade dos experimentos para garantir resultados direcionados. Apesar
do potencial do microrganismo A. succinogenes, como produtor de &cido succinico, 0s
resultados ndo foram expressivos. Sugere-se ensaios adicionais para inducéo e expressao do
acido em destaque e desenvolvimento de processo que incorpore o suprimento de CO2, tendo
em vista a caracteristica capnofilica de Actinobacillus succinogenes.

A producéo de etanol indicou uma boa concordancia entre os resultados experimentais

e as expectativas teoricas. Considerando melhores resultados, outros parametros podem ser
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utilizados para se obter maiores concentragbes de manose por meio do pré-tratamento acido
com parametros otimizados, a ser aplicado na fermentacao alcoolica das sementes de acai.
Deve-se também buscar pelo aproveitamento da fracao celuldsica das sementes de acai, tendo

em vista seus percentuais elevados, apos hidrdlise enzimatica.
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