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O uso dos residuosagroindustriais (RAI) tem se destacado por sua constituicdo (celulose, hemicelulose,
amido etc.) —que ao ser hidrolisada, liberaacgUcares fermentesciveis — e, devido ao fato de o Brasil possuir
um forte setor agroindustrial, o pais apresenta uma grande disponibilidade e variedade de RAI. Assim,
tendo em vista propora utilizagado de RAIs disponiveisno Sul da Bahia para obtencédo de bioetanol,
investigou-se uma mistura equivalente (p/p) de casca de cacau (CC) e bagaco de malte (BM). As melhores
condigBes de processo, que resultaram em 224,37 umol/g de aclcares redutores (glicose) por peso de
residuos, foram definidas com o auxilio da ferramenta estatistica de Planejamento Experimental para o
pré-tratamento [razdo de solidos totais de 5,3% (p/v), 0,5% (v/v) de HCI, 15 min de autoclavagem] e para
a hidrolise [pH = 4,0, carga enziméticatotal de amilases comerciais por peso de solidos totais de 40 U/g,
70 °C e 30 min]. O meio hidrolisado obtido foi entdo fermentado por 18 h, resultando em 4,06% (v/v) de
etanol, e osresultados obtidos até o momento indicam que a misturade CCe BM, ao invés do uso individual
destes residuos, pode ser destinada a diferentes bioprocessos. Observou-se também que o aumento da
proporgdo de CC na mistura diminui a massa hidrolisada, devido a sua diferente composic¢do quimica, o
gue comprova a necessidade de avaliar diferentes técnicas de pre-tratamento paradiferentes proporcoes de
RAI e assim otimizar a obtencdo de aglcares fermentesciveis.

Palavras-chave: bioetanol, planejamento experimental, valorizacéo de residuos lignoceluldsicos.

The use of agro-industrial residues (AIR) has stood out due to its constitution (cellulose, hemicellulose,
starch, etc.) —which, when hydrolyzed, releases fermentable sugars —and, due to the fact that Brazil has a
strong agro-industrial sector, this country has a great availability and variety of RAI. Thus, with a view to
proposing the use of RAIs available in southern Bahiato obtain bioethanol, an equivalent mixture (w/w) of
cocoa husk (CC) and brewer’s spent grain (BSG) was investigated. The best process conditions, which
resulted in 224.37 umol/g of reducing sugars (glucose) per weight of total solids, were defined with the aid
of the Experimental Design statistical tool for the pretreatment[ratio of total solids of 5.3% (w/v), 0.5%
(v/v) HCI and autoclaving time of 15 min] and for the hydrolysis [pH = 4.0, total enzymatic charge by
weight of total solids of 40 U/g (commercial amylases), 70 °C and 30 min]. The hydrolyzed medium
obtained was then fermented for 18 h, resulting in 4.6% (v/v) of etanol, and the results obtained so far
indicate that the mixture of CC and BM, instead of the individual use of these residues, can be destined to
different bioprocesses. It was also observed that increasing the proportion of CC in the mixture decreases
the hydrolyzed mass, due to its different chemical composition, which proves the need to evaluate different
pre-treatment techniques for different proportions of RAI and thus optimize the obtainment of sugars
fermentable.

Keywords: bioethanol, experimental design, valorization of lignocellulosic residues.

1. INTRODUCAO

Os residuos agroindustriais (RAI), como cascas, aparas, bagagos etc., sdo basicamente
constituidos por celulose, hemicelulose, amido, lignina e outros compostos; celulose,
hemicelulose e amido sdo polissacarideos formados, por exemplo, por glicose e xilose que por
sua vez podem ser fermentadas por microrganismos especificos e a lignina € um composto inerte
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que confere rigidez ao vegetal [1, 2]. No entanto, essas estruturas vegetais precisam ser
apropriadamente degradadas para se obter os monossacarideos fermentesciveis (ou agucares
redutores — AR, em especial, a glicose) e assim obter produtos de maior valor agregado [3], por
exemplo, o bioetanol (ou etanol de segunda geracdo). Considerando as diferentes composi¢des de
cada RAI, diferentes combinac@es de técnicas podem aplicadas para se promover inicialmente a
degradacdo da estrutura vegetal, denominada de etapa de pré-tratamento (fisicos, quimicos,
mecanicos etc.) sequida da etapa especifica de hidrélise enzimatica para liberacdo dos AR. E
durante a etapa de pré-tratamento que também se deve promover a remog¢do da lignina que tende
a ser tOxica para a etapa fermentativa [3-5].

E importante mencionar que o Brasil, por ser um pais com setores agropecuario e
agroindustrial fortes, possui uma grande variedade de residuos que podem ser valorizados. Um
dos mais tradicionais é o bagaco da cana de aglcar que ja tem seu destino bem estabelecido na
producdo de bioetanol [6]. Considerando-se ainda que cada regido do Brasil possui atividades
agroindustriais diferentes, é possivel compreender como é importante que se proponha o uso dos
residuos locais e se estimule os principios de economia circular e biorrefinaria [7]. Para este
presente trabalho, foram selecionados dois residuos comuns na regido Sul da Bahia: cascas de
cacau (CC), provenientes do processamento do cacau a chocolate, e bagaco de malte (BM),
proveniente da producéo de cerveja. O Brasil foi o sétimo maior produtor de cacau em 2022, com
o0 estado da Bahia sendo responsavel por 47% da producédo nacional que foi de 310 mil toneladas
[8, 9]. As cascas de cacau podem chegar a representar 75% do peso do fruto, e correspondem ao
residuo gerado em maior quantidade no beneficiamento do fruto [10, 11]. J4 em relacdo a
producdo de cerveja, o Brasil ocupa o terceiro lugar mundial com a industria cervejeira nacional
produzindo cerca de 14,1 bilhdes de litros de cerveja por ano [12] e vale ressaltar que o bagaco
de malte corresponde a 85% dos residuos produzidos e estima-se que para cada litro de cerveja
produzida seja gerado 0,2 kg de BM [13, 14].

Levando em consideracdo que as composi¢fes quimicas dos RAI variam em fungéo de fatores
climéticos, geograficos e sazonais, tem sido relatado composices médias para a CC de
aproximadamente 22% de celulose e 11% de hemicelulose [10] e para 0 BM valores médios
aproximados sdo de 17% de celulose e 23% de polissacarideos nao celulésicos [13]. Para o
pré-tratamento de CC [15-18] e BM [19-22] tem sido propostas diferentes metodologias, por
exemplo, moagem, calor mido, calor gerado por eletromagnetismo, pressao, uso de quimicos
como bases, acidos e liquidos ibnicos, plasma pressurizado etc. Porém, alguns desses tratamentos
utilizados sdo onerosos ou requerem equipamentos complexos ou reagentes de alta toxicidade, o
gue muitas vezes inviabiliza sua aplicagdo em uma maior escala.

Sendo assim, o presente trabalho se propds a empregar técnicas de menor complexidade e
menor custo para o pré-tratamento e hidrolise de umamistura (blend) equivalente (p:p) de CC e
BM, ao invés de estuda-los individualmente, de forma a se estimular o uso de residuos variados
disponiveis localmente. Dessa forma, foi realizado o pré-tratamento termo-acido e a hidrolise
enzimaticacom amilases comerciais, para se selecionar as melhores condic6es para obtencéo de
acucares redutores (AR); para este fim, empregou-se a ferramenta estatistica de Planejamento
Experimental. Os resultados obtidos com a fermentacéo do meio hidrolisado sdo encorajadores
pois demonstram o bom potencial da misturade residuos para se obter aclcares fermentesciveis
que podem ser empregados em estudos complementares para a obtencéo de bioetanol ou outros
bioprodutos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo dos residuos

Cascas de cacau (Theobroma cacao) (CC) foram obtidas de produtores da regido de Ilhéus e
Itabuna (Bahia, Brasil). Posteriormente foram cortadas manualmente e secas em estufa (QUIMIS
Q317M-43) a 70 °C até peso constante (cerca de 24 horas). Em seguida, elas foram trituradas em
moinhos de facas (TRF 400, Trap) de forma se obter uma granulometriasemelhante a do bagago
de malte. O bagaco de malte (BM), proveniente da producdo de uma cerveja tipo Pale ale, foi
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obtido na Microcervejaria da UESC (llhéus/BA, Brasil). Este foi seco em estufa sob as mesmas
condicdes da (CC), porém, sem a necessidade de trituracdo. Os residuos foram reservados em
recipientes fechados e armazenados a temperatura ambiente (~25 °C) até 0 momento de uso.

2.2 Hidrélise termo-acida e enzimatica

Com base em Ravindran et al. (2018) [22], a hidrolise de 10 g de uma mistura (blend)
equivalente (5:5 g/g) dos residuos CC e BM foi realizada em duas etapas consecutivas, em
Erlenmeyers de 250 mL. A primeira etapa, pré-tratamento termo-acido, foi realizado em autoclave
vertical (Prismatec CS18) (121 °C/ 1 atm) com a adi¢do de um determinado volume de solucéo
acida por tempo determinado. Apds resfriamento, o pH foi ajustado com gotas de solucéo
concentrada de NaOH. Em seguida, a segunda etapa, hidrélise enzimética, foi realizada
empregando duas solugdes enziméaticas comerciais sugeridas para o preparo de mostos
cervejeiros. Essas solucGes foram doadas pela empresa Prozyn BioSolutions (S&o Paulo, Brasil):
Maltezyn HT (E1) contendo em sua maioria a- ¢ f-amilases, e Star Max Super Beer (E2),
composta majoritariamente por a-amilases. A reagdo enzimatica foi conduzida em incubadora
tipo shaker (SL-221/F) com 120 rpm sob condi¢fes definidas de temperatura e tempo. Por fim,
para inativacao das enzimas, o meio hidrolisado foi mantido em ebulicdo numa chapaaquecedora
(Fiaston, 501) por cerca de 5 min seguida de 5 min de banho de gelo e consequente filtracdo a
vacuo do meio para separacdo das fracfes liquida (meio hidrolisado) e solida (solidos nédo
hidrolisados).

2.3 Estudo das condicdes de hidrdlise

As melhores condic@es de hidrélise foram investigadas com o auxilio da ferramenta estatistica
de Planejamento Experimental [23]. Os fatores (variaveis independentes) selecionados para a
etapa de hidrdlise temo-4cida foram: volume (V, mL) e concentracdo (HCI, mL/L) da solucéo
acida (HCI) e o tempo de autoclavagem (ta, min). J& para a etapa de hidrdlise enzimatica, os
fatores foram: o pH (pH), as cargas enzimaticas de E1 e E2 (U/g), o tempo (te, min) e atemperatura
(T, °C). As respostas (variaveis dependentes) consideradas foram: aclcares redutores (AR,
pumol/g), teor de sélidos sollveis (SS, °Brix) e propor¢do de massa ndo hidrolisada (R, % p/p). O
estudo foi conduzido com a aplicacdo de duas matrizes (PB12 e DCC 22) sendo a anélise
estatistica realizada com o software Protimiza Experimental Design® (https://experimental-
design.protimiza.com.br/).

2.3.1 Matriz PB12

O estudo se iniciou com umamatriz do tipo Plackett Burman (PB12) com oito fatores variando
em:Vde 90 a150 mL,HCl de 5a 20 mL/L, tade 15a25 min,pHde4a 7, Ele E2de0Oa 10
U/g, te de 30 a 90 mine T de 30 a 70 °C. Com os valores obtidos das respostas foi realizada a
Anélise dos Efeitos com 80% de confiabilidade.

2.3.2 Matriz DCC 2?

Com a definicdo, na etapa anterior, dos valores fixos para: ta = 15 minutos, El1 e E2 = 10 U/g,
te = 30 min e pH = 4,0, foi realizada, em sequéncia, umamatriz do tipo Delineamento Composto
Central (DCC 22) com dois fatores, V e HCI, variando, respectivamente, de 150 a 190 mL e de 0
a 5 mL/L. Por limitacdes técnicas momentaneas, ndo foi possivel realizar o ponto central em
triplicata e por este motivo foi realizada apenas a Andlise dos Efeitos com 85% de confiabilidade.
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2.4 Andlise da composicdo dos residuos e do uso das solucdes enzimaticas

Sob as melhores condic¢Ges de hidrolise definidas para uma mistura 5:5 (g/g) de CC e BM:
V=190 mL, HCl =5 mL/L, ta= 15 minutos, E1e E2=10U/g, T =70 °C, te= 30 min e pH = 4,0,
foram investigadas duas novas propor¢Ges CC:BM (g/g): 9:1 e 1:9. Também foi realizada uma
condicdo apenas com a etapa termo-acida visto que as amilases sdo enzimas complementares na
hidrolise de material lignocelulésico. Os meios hidrolisados obtidos foram analisados quanto a
AR (umol/g), SS (°Brix) e R (%).

2.5 Fermentacao e destilacdo

Para a fermentacéo, foram empregados 150 mL de meio hidrolisado (clarificado) obtido nas
melhores condi¢Oes definidas para uma mistura 5:5 (g/g) dos residuos CC e BM contendo
AR = 193,23 umol/mL que foi autoclavado (15 min) e recebeu 5 g/L da levedura comercial
Saccharomyces cervisiae CA-11, doada pela empresa LNF (Bento Gongalves-RS, Brasil). A
incubacdo foi realizada em shaker (SL-221/F, SoLab) a 30 °C por 18 h, em seguida, 0 meio foi
centrifugado a 10.000 g (Thermo scientific, 16R) por 10 min para separa¢do de solidos. O meio
clarificado foi destinado & destilagdo realizada em escala de bancada com baldo volumétrico de
fundoredondo (250 mL) e umamantaaquecedora (FISATON, 201E) com a temperatura mantida
entre 78 — 81 °C e um condensador encamisado de vidro. O volume do condensado (etanol) foi
recolhido em uma proveta graduada de 20 mL e o teor alcodlico foi estimado como % (v/v)
considerando o volume da fermentacéo.

2.6 Determinacao dos acUcares redutores (AR) e atividade enzimatica

A determinacdo da concentracdo de agucares redutores (AR), expressos como glicose, foi
realizada por meio da metodologia do DNS (&cido dinitro-salicilico) [24]. A reacédo foi conduzida
com 0,5mL daamostrae 0,5 mL do reagente DNS que foram mantidos em banho-maria (15 min)
sendo a reacdo interrompidaem banho de gelo (10 min). Antes da leitura da absorbancia, foram
adicionados aos tubos 4 mL de &4gua destilada (fator de diluicdo fans = 10). A leitura foi realizada
em espectrofotémetro (Bel, SP 2000 UV) a 540 nm. O valor da absorbancia (abs) usado no calculo
foi descontado do valor apresentado pela condicdo branco realizada substituindo a quantidade de
amostra por agua destilada. Também foi realizada a curva padrdo de glicose na faixa de 0,5 a
2,5 umol/mL que apresentou uma inclinacdo (a) de 0,10557 umol/(mL.abs) (R? = 0,9989). O
calculo foi feito com base na Equacdo 1, sendo considerado o fator de diluicdo da amostra (fai),
guando necessario. Os valores obtidos de AR foram também expressos por peso de residuos
utilizado (umol/g); para isso, multiplicou-se pelo volume de meio hidrolisado obtido e dividiu-se
pela massa inicial de residuos (10 g).

AR (umol/mL) = (abs) - (@) * (fai) * (fans) (01)

Para a atividade de amilase dos extratos comerciais utilizados, foi considerada uma unidade
de atividade (U) como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de AR, expresso em
glicose, por unidade de tempo. A reacdo enzimaética ocorreu com base em Cunhaet al. (2016)
[25], com adaptacGes, em banho termostatizado (TE-2005) a 40 °C por 30 min com 2 mL de
solucéo tampéo acetato (100 mM / pH 6,0) contendo 0,375% (p/v) de amido e 0,5 mL da amostra
(fenz = 5). Em seguida, a enzima foi inativada com choque térmico e procedeu-se a determinagéo
de AR (Eqg. 01) sendo entéo calculada a atividade de amilase na solu¢do enzimatica comercial
(U/mL) conforme representado na Equacdo 2. Sob estas condigdes a solucdo Maltezyn HT
apresentou atividade de 11,56 U/mL e a Star Max Super Beer de 26,56 U/mL. Para o célculo do
volume (mL) de solugdo enziméticaa ser empregado na hidrolise, multiplicou-se o valor da carga
enzimatica desejada (E1 ou E2, U/g) pela massa inicial de residuos (10 g) e dividiu-se pela
atividade de amilase da solugdo (U/mL).
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(AR (fenz)

Amilase (ﬁ) B (02)

2.8 Determinacao dos sélidos solUveis (SS) e da proporcao de massa ndo hidrolisada (R)

Os solidos soluveis (SS) foram determinados pela leitura em refratémetro portatil (RHB90),
com graduacdo em °Brix (%, p/v), de andlise direta. A porcentagem de massa de residuos néao
hidrolisada (R, % p/p) foi calculada pela razdo percentual entre a massa apés a hidrdlise (my, g) e
antes da hidrdélise (m = 10 g).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Definicdo das melhores condicGes de hidrolise

3.1.1 Matriz PB12

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos para as respostas: agucares redutores (AR, umol/g),
solidos sollveis (SS, °Brix) e razdo de massa hidrolisada (R, % p/p), com a execucdo da matriz
PB12. A Analise dos Efeitos realizada para as respostas obtidas é apresentada na Tabela 2, sendo
gue a analise principal foi realizada com base na resposta AR e a analise complementar com as
respostas SS e R.

Tabela 1- Matriz Plackett-Burman (PB12) codificada para a hidrolise de 10 g de cascas de cacau e
bagaco de malte (5:5, p:p) com os fatores: volume (V, mL) e concentracéo (HCI, % v/v) de acido
cloridrico, tempo de autoclavagem (ta, min), pH, cargas enzimaticas de amilases comerciais (E1 e E2,
U/g), temperaturade reagéo (T, °C) e tempo (te, min) e as respostas: aclcares redutores (AR, umol/g),
sélidos soluveis (SS, °Brix) e propor¢éo de massa ndo hidrolisada (R, %).

Fatores Respostas
\% HCI t, El E2 T t AR SS R
RUN (mL) (mL/L)  (min) pH (Ulg) (Ulg) (°C)  (min) | (umol/g) (°Brix) (% p/p)
1 |+1(150) -1(5,0) +1(25) -1(4,0) -1(0) -1(0) +1(70) +1(90)| 540 3,00 3518
2 |+1(150) +1(20,0) -1(15) +1(7,0)0 -1(0) -1(0) -1(30) +1(90)| 15,00 3,20 36,88
3 |-1(90) +1(20,00 +1(25) -1(4,0) +1(10) -1(0) -1(30) -1(30)| 58,73 6,00 68,85
4 | +1(150) -1(5,0) +1(25) +1(7,0) +1(10) +1(10) -1(30) -1(30)| 158,40 4,60 34,77
5 |+1(150) +1(20,0) -1(15) +1(7,0) +1(10) -1(0) +1(70) -1(30)| 196,20 6,40 50,19
6 |+1(150) +1(20,0) +1(25) -1(4,0) +1(10) +1(10) -1(30) +1(90)| 101,64 560 4568
7 | -1(90) +1(20,0) +1(25) +1(7,0) -1(0) +1(10) +1(70) -1(30)| 93,43 8,80 42,11
8 | -1(90) -1(5,0) +1(25) +1(7,0) +1(10) -1(0) +1(70) +1(90)| 53,46 7,60 48,17
9 | -1(90) -1(5,0) -1(15) +1(7,0) +1(10) +1(10) -1(30) +1(90)| 59,40 6,00 51,56
10 | +1(150) -1(5,0) -1(15) -1(4,0) +1(10) +1(10) +1(70) -1(30)| 175,16 4,60 39,21
11 | -1(90) +1(20,0) -1(15) -1(4,0) -1(0) +1(10) +1(70) +1(90)| 57,02 7,20 5311
12 | -1(90) -1(5,0) -1(15) -1(4,0) -1(0) -1(0) -1(30) -1(30)| 101,45 3,00 45,29
13 | 0(120) 0(12,5) 0(0) O0((5,5) 0(5) O0(B) 0(0) O0(0) | 4562 480 4571
14 | 0(120) 0(125) 0(20) 0(55) O0() 0() 0(50) 0(60) | 51,08 500 46,29
15 | 0(120) 0(12,5) 0(0) O0(5,5) 0(B) O0() 0(0) O0(60) | 8894 520 42,13
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Considerando a resposta AR, é possivel observar que o maior resultado (196,20 umol/g) foi
obtido nas condig¢Bes do ensaio 5 e a segunda maior resposta (175,16 pumol/g) foi obtida com o
ensaio 10. De acordo com a Andlise dos Efeitos (Tabela 2), apenas os fatores V, E1, E2 e te
apresentaram efeitos estatisticamente significativos (p < 0.16) para esta resposta. Com base nos
efeitos positivose semelhantesde E1 e E2 (Tabela 2) e, devido ao volume de solugdes disponiveis
no momento da pesquisa, optou-se por fixar seus valores no maior nivel (10 U/qg).
Adicionalmente, como o fator te apresentou um efeito negativo (Tabela 2), assim seu menor nivel
(30 min) foi selecionado. Para o fator V, seu efeito positivo (Tabela 2) sugere melhores resultados
de AR em condig¢des mais proximas do seu maior nivel (150 mL). Dessa forma, considerando que
a relacdo de solidos por volume é um fator importante para fendmenos de transferéncia de massa
e de calor, optou-se por investigar este fator numa nova etapa de anélise variando entre 150 e
190 mL. Shet et al. (2018) [18] observaram para a hidrdlise acida de CC que o aumento da
concentracdo de sélidos por volume de hidrélise (de 3 a 7% p/v) resultou nareducéo de AR devido
a uma menor disponibilidade de acido.

Ainda, considerando a resposta AR, os niveis avaliados de HCI, to, pH e T nédo foram
estatisticamente significativos (Tabela 2), no entanto, foi possivel selecionar o menor valor para
ta (15 min) e o maior valor de T (70 °C), com base nos valores dos seu efeitos. Para o pH, o valor
de 4.0 foi selecionado visto que ao final da etapatermo-acida o pH do meio tende a ser mais acido,
0 que exigiria uma menor correcdo do pH antes da etapa enzimatica. J4 em relagdo ao fator HCI
este também foi selecionado para a nova etapa de investigacdo com umanova faixa de valores: 0
a 5mL/L, com menores concentracdes. O tempo de autoclavagem definido por Shet et al. (2019)
[26] para a hidrélise termo-acida de 10% (p/p) de CC foi bem maior (~54 min) além do uso de
solucdes de HCI bem mais concentradas (4,41% v/v), ou seja, foram adotadas condi¢fes mais
drasticas do que as empregadas neste presente trabalho e por este motivo os autores obtiveram
25,14 g/L de acUcares redutores (ndo diferenciados entre glicose, arabinose, xilose, celobiose e
galactose).

Tabela 2: Analise dos Efeitos principais dos fatores: volume (V, mL) e concentragao (HCI, % v/v) de

acido cloridrico, tempo de autoclavagem (ta, min), cargas enzimaticas de amilases comerciais (E1 e E2,

U/g), pH, tempo (te, min) e temperatura de reacéo (T, °C) sobre as respostas: aclUcares redutores (AR,

pmol/g), sélidos soluveis (SS, °Brix) e propor¢éo de massa néo hidrolisada (R, % p/p) para a matriz
PB12.

AR (umol/mL) SS (°Brix) R (%, p/p)
Efeito Er.Pad. t(6)* valor-p | Efeito Er.Pad. t(6)* valor-p Efeito Er.Pad.  t(6)" valor-p

Média | 84,06 987 852 0,0001% | 540 012 4393 <00001* | 4568 122 37,35 <0,0001*
v 3805 2207 172 01355* | -187 027  -679  00005* | -11,20 273  -409  0,0064*
HCl | 521 2207 -024 08213 | 1,40 0,27 509  0,0022% | 711 273 260  0,0407*
ta 2220 2207 -101 03535 | 087 027 315 00197* | 025 273  -009 09311
pH | 1275 2207 058 05846 | 1,20 027 437 00047* | -394 273  -144  0,1997*
E1 | 3565 2207 161 01575% | 1,07 0,27 388  0,0082* | 9,39 273 343  0,0139*
E2 | 3580 2207 162 01559* | 1,27 027 461  00037* | -302 273  -110 03117
T 1434 2207 065 05399 | 153 0,27 558  00014* | -251 273 092 03941

te -81,91 22,07 -3,71  0,0100* | -0,13 0,27 -0,49 0,6448 -1,64 2,73 -0,60 0,5706

* valores estatisticamente significativos (p < 0,20) com 80% de confiabilidade.
#Valor-t para o teste estatistico com 6 Graus de Liberdade.

Os maiores valores da resposta SS (> 7.0 °Brix) foram obtidos nos ensaios 7, 8 e 11 que, em
comum, foram realizados nos niveis maximos de V e T, com apenas umacarga enzimatica: E1 ou
E2 (Tabela 1). Estes resultados foram diferentes do observado para AR, demonstrando que as
condicdes que resultam nos melhores valores de SS nédo sdo totalmente equivalentesaquelas que
resultam nos melhores valores de AR. A Andlise dos Efeitos (Tabela 2) para a resposta SS
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demonstrou que, exceto por te, os fatores foram estatisticamente significativos. Dentre estes
efeitos, observa-se, de forma diferenciada ao observado para AR, que o fator V apresentou efeito
negativo, sugerindo volumes menores de acido para aumentar os valores de SS, 0 que pode ser
explicado pela menor relagdo: sélido/volume. E importante ainda ressaltar que outras particulas
provenientes da etapa termo-acida podem contribuir para 0 aumento de SS, ndo apenas AR, e isso
pode ser uma forma de compreender o comportamento diferenciado dos fatores V, HCl e ta para
a resposta SS em comparacdo com a resposta AR. Os maiores niveis de HCI, ta, pH, E1, E2 e T
foram indicados (Tabela 2) para 0 aumento significativo de SS, sendo que os efeitos de E1, E2,
pH e T estdo de acordo com o que foi discutido previamente para a resposta AR.

Por fim, considerando a resposta R [proporcdo % (p/p) de residuos ndo hidrolisados], os
melhores resultados [R < 40% (p/p)] foram obtidos nas condic¢des dos ensaios 1, 2, 4 e 10 (Tabela
1). Dentre estes, 0 ensaio 10 foi apontado também como a melhor resposta para AR. Para R, a
Anélise dos Efeitos indicou como favoraveis a sua reducdo os maiores niveis de V e E1 e 0s
menores niveis de HCI e E2 (Tabela 2). Estes resultados sugerem que, para uma maior reducgéo
da massa de residuos ndo hidrolisados, deve-se buscar a aplicacdo de cargas enzimaticas mais
variadas (neste presente trabalho foram aplicadas apenas a- € p-amilases) e a andlise de V e HCI
esta em acordo com o que foi observado para a resposta AR. No estudo da hidroélise enzimética
de BM realizado por Ravindran et al. (2019) [20], por exemplo, foram aplicadas celulases e
hemicelulases e o valor otimizado de AR (186 mg/g) foi maior do que o obtido neste presente
trabalho, porém, com um tempo de reacéo consideravelmente maior (120 h). O maior valor de AR
obtido por estes autores € um reflexo das enzimas utilizadas pois elas sdo muito especificas para
hidrélise de material lignocelulésico e as amilases podem ser entendidas como enzimas
complementares para este fim. A aplicacdo de extratos multienzimaticosé, portanto, uma opcéao
de grande eficiéncia catalitica, como aplicado por Paz et al. (2019) [21] por exemplo, e deve ser
investigada para a mistura dos residuos CC e BM. Assim, tendo sido fixas as condi¢des de:
ta=15 min, pH =4,0, E1=E2 =10 U/g, T =70 °C e te = 30 min, foram definidos novos valores
para V e HCI que foram investigados com uma segunda matriz de planejamento experimental.

3.1.2 Matriz DCC 22

Os novos resultados obtidos com a segunda matriz realizada (Tabela 3) também foram
submetidos a Analise dos Efeitos (Tabela 4).

Tabela 3- Matriz codificada do Delineamento Composto Central (DCC 22) para a hidrélise de 10 g de

cascas de cacau e bagaco de malte (5:5, p/p) com os fatores: volume (V, mL) e concentragéo (HCI, %

v/v) de acido cloridrico e as respostas: a¢lcares redutores (AR, umol/g), sélidos solaveis (SS, °Brix) e
proporcdo de massa néo hidrolisada (R, % p/p).

Fatores Respostas
% HCI AR SS R
RuN (mL) (mL/L) (umol/g)  (°Brix) (% p/p)
16 -1(150) -1(0,0) 150,80 32 62,4
17 +1(190) -1 (0,0) 83,37 2,2 63,7
18 -1(150) +1 (5,0) 148,53 4,4 51,0
19 +1(190) +1 (5,0) 224,37 6,6 52,8
20 0(170) 0(25) 167,47 42 51,3

Dentre os ensaios realizados, destaca-se o ensaio 19 (Tabela 3) —realizado nos maiores niveis
dos dois fatores analisados — como sendo o de maiores: AR (224,37 umol/mL) e SS (6,6 °Brix),
sendo que este valor de AR apresentou um acréscimo de 12,6% em relagdo ao valor obtido com o
ensaio 5 (Tabela 1). Entretanto, os valores de R (Tabela 3) foram maiores do que na primeira
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etapa do estudo (Tabela 1) o que sugere, semelhante ao que foi observado para SS, que uma maior
reducdo da massa de residuos devido a hidrélise ndo necessariamente resultara nos maiores
valores de AR visto que as composi¢Ges quimicas dos residuos sdo variadas. De acordo com
Torres-Mayanga et al. (2019) [27] a hidrdlise hidrotérmica de BM resultou na liberacdo de
diferentes monossacarideos sendo as maiores concentragdes (> 10 mg/g) de arabinose e xilose.
A Analise dos Efeitos para a resposta AR (Tabela 4) revelou que apenas o fator HCI foi
estatisticamente significativo com efeito positivo sobre a média, indicando que o emprego do
acido é eficiente mesmo em concentracdo baixa. J& o fator V néo foi estatisticamente significativo
e devido ao desempenho apresentado pelo ensaio 19 (Tabela 3); assim, foi selecionada a condigéo
de 190 mL de solucédo &cida (HCI = 5 mL/L), o que representa uma razdo de solidos de 5,26%
(p/v). As analises complementares das respostas obtidas neste presente trabalho revelaram
(Tabela 4) que V e HCI foram estatisticamente significativos para SS mas ndo foram para R.

Tabela 4: Analise dos Efeitos principais dos fatores: volume (V, mL) e concentracao (HCI, % v/v) de
acido cloridrico sobre as respostas: acglcares redutores (AR, umol/g), s6lidos sollveis (SS, °Brix) e
proporcgao de massa néo hidrolisada (R, % p/p) para a matriz DCC 22

AR (umol/mL) SS (°Brix) R (%, p/p)
Efeito Er.Pad. t(1)* valor-p | Efeito Er.Pad.  t(1)* valor-p | Efeito ErPad. t(1)*  valor-p

Média | 154,91 6,28 24,66  0,0258* | 4,12 0,04 103,00 0,0062* | 56,24 2,47 22,77 0,0279*
\ 2,10 7,02 0,30 0,8148 0,30 0,04 6,71 0,0942* | 0,77 2,76 0,28 0,8258

HCl | 3468 7,02 494 01272 | 1,40 0,04 31,30  0,0203* | -5,57 2,76 -202  0,2928
* valores estatisticamente significativos (p < 0,15) com 85% de confiabilidade.
#Valor-t para o teste estatistico com 1 Grau de Liberdade.

Vale também ressaltar que diferentes acidos podem ser investigados para a hidrélise dos
residuos, sendo 0 H2SO4 muito empregado com por exemplo, Rojas-Chamorro et al. (2020) [28]
utilizaram H2S0a4 a 1% (p/v) em BM com umamaior proporcao de sélidos e liquido (8:1 p/p) nas
condicdes de 130 °C /26 min. Ja Imman et al. (2021) [29] realizou o pré-tratamentode 10 g/mL
de folhas de abacaxi com &gua guente (mantida em fase liquida pela adi¢do de nitrogénio) com
adicdo de 0,6 mol/L de &cido e observaram que 0 H2SO4 (mais do que com HCI e HNO3) era
capaz de aumentar a conversdo da biomassa em AR chegando a quase 92% de conversao.

3.2 Fermentacéo e avaliagdo da composicao dos residuos e da etapa enzimatica

Nesta etapa do estudo, visou-se: fermentar o meio hidrolisado, avaliar propor¢des maiores de
CC e BM na mistura de residuos para a hidrdlise e avaliar o impacto da etapa de hidrolise
enzimatica com amilases.

Assim sendo, 0 meio hidrolisado obtido sob as melhores condicdes definidas para a hidrélise
termo-éacida da mistura dos residuos CC e BM foi fermentado por S. cerevisiae CA-11 e foi obtido
um teor médio de etanol de 4,6 = 0,7% (v/v) (ou ~3,6 g/L). Comparativamente, a CC hidrolisada
com HCI por Shet et al. (2018) [18], resultou em uma quantidade maior de AR (4,09 g/L) porém,
quando fermentado por Pichia stipitis NCIM 3498, resultou em um teor alcodlico menor (2 g/L).
A S. cerevisiae CA-11 é umacepa comercial primariamente destinada a fermentacédo de caldo de
cana para producdo de cachaca e outras cepas podem ser investigadas pois cada uma apresenta
propriedades diferentes.

Ainda considerando as melhores condicdes de hidrélise definidas, avaliou-se o efeito de
maiores propor¢des de CC e BM. A hidrdlise da misturacom maior proporcéo de BM [CC:BM =
1:9 (p:p)] resultou nos seguintes valores de AR = 201,67 pumol/g, SS = 6,2 °Brix e R = 36,88%
(p/p) e, com uma maior proporgdo de CC [CC:BM = 9:1 (p:p)] os valores obtidos foram: AR =
172,12 pymol/g, SS = 4,0 °Brix e R = 45,18%. Em relacdo ao ensaio 19 (Tab. 3), a propor¢édo
CC:BM =19 (p/p) apresentou um valor de AR 22% menor e com a propor¢do CC:BM =1:9 (p/p)
foi obtido um valor de AR semelhante (10% menor). Conforme mencionado anteriormente, as
fragdes celuldsicas de cada residuo sdo diferentes assim como suas composicdes de lignina,



G.A. Garcia et al., Scientia Plena 19, 066201 (2023) 9

composto responsavel pela rigidez do material vegetal. A composicdo (%, p/p) de ligninaem CC
pode chegar a valores em torno de 70% o que chega a ser até 3 vezes maior do que no BM [13,
18]. Em relacdo a rigidez e a reducdo de massa devido a hidrdlise, pode-se ainda observar que a
condicdo CC:BM = 1:9 (p/p) apresentou, favoravelmente, o menor R em compara¢do com a
condicdo 1:9 (p/p) e o ensaio 19 (Tabela 3). A hidrolise acida de CC investigada por Shet et al.
(2018) [18], por exemplo, resultou em um melhor rendimento, mas foi realizada em condicdes
bastante diferenciadas como: temperaturaambiente, com tempo de 7 h de hidrélise, empregando
uma razdo entre sélidos maior (8,36% p/v) e uma solucdo mais concentrada de HCI (3,6 N).

Considerando-se entdo a hidrdlise de umamistura base dos residuos (CC:BM = 5:5 p/p) apenas
com a etapa termo-4cida, foram obtidos os seguintes resultados: AR = 22,47 umol/g, SS =
3,1°Brix e R = 46,82% (p/p). Estes resultados reforcam a importancia e eficiéncia das solucdes
enzimaticas, pois, em comparacdo com o ensaio 19 (Tabela 3), houve uma reducdo de cerca de
90% no valor de AR e 53% no valor de SS. O valor obtido de R pode ser sugerido como um
resultado semelhante ao obtido no ensaio 19 (Tab. 3) por ser apenas 11% menor. Vale ainda
ressaltar que o emprego de coqueteis multienzimaticos (celulases, hemicelulases, xilanases etc.)
também sdo capazes de aumentar a eficiéncia da etapa de hidrélise enzimatica devido a
especificidade de cada enzima. Neste presente estudo, foram investigadas apenas as amilases que
apresentam acdo limitada sobre a composicéao lignoceluldsica dos residuos utilizados, e 0 emprego
de outras enzimas possivelmente resultard em melhores desempenhos de hidrélise e devem ser
investigados.

4. CONCLUSAO

A geracéo de residuos é inevitavel e estd associada a diferentes ramos de atividade. Entretanto,
a proposta de reutilizacdo dos residuos agroindustriais tem carater emergencial e recorrente. Neste
estudo foi possivel avaliar a hidrdlise termo-4cidae enzimaticade umamisturade casca de cacau
(CC) e bagaco de malte (BM), ao invés da hidrélise isolada de cada residuo. Os resultados obtidos
foram satisfatorios e foi possivel observar que CC é mais resistente a hidrélise que o BM, o que
pode ser compreendido pelas diferencas de composi¢do de cada residuo. O estudo das condi¢Bes
das etapas de pré-tratamento termo-acido e hidrdlise enzimatica revelaram, por exemplo, a
importancia de fatores como a concentracdo de sdlidos totais, a concentracdo da solucédo acida e
a carga enzimdtica a ser empregada por massa de sdlidos totais. Em relacdo as condicBes e
metodologias aplicadas neste presente trabalho, pode-se ainda observar varias possibilidades de
estudo em relacdo & utilizacdo de condi¢Bes mais drasticas de temperatura e tempo para o pre-
tratamento e a0 emprego de coquetéis enzimaticos com maior variedade de enzimas para uma
atuagdo mais eficiente sobre a biomassa lignocelulésica. Com meios hidrolisados mais ricos em
pentoses e hexoses é possivel aumentar consideravelmente a conversao a etanol por meio da
fermentacéo utilizando diferentes cepas de leveduras.
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