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RESUMO 

 

O aproveitamento do caroço de Açaí (Euterpe oleracea Mart), com fins energéticos 

tem sido pouco estudado, por tanto buscou-se nesse trabalho estudar a produção de 

etanol de segunda geração a partir da hidrólise enzimática do caroço de açaí in natura 

e tratado com solvente em duas condições de temperaturas (60 e 70 °C). A enzima 

utilizada neste estudo β-glucosidase, conforme especificações técnicas (Tabela 5). As 

amostras do caroço de açaí, passaram por lavagem, secagem à temperatura 

ambiente, e em estufa com circulação de ar a 105 ± 5 ºC, até peso constante, moagem 

e tratamento com solvente. O teor de umidade e o rendimento em base úmida do 

caroço de açaí “in natura” foi de 39,59 e 60,41%. A análise morfológica por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV), permitiu fazer uma análise da estrutura e 

da presença de elementos químicos (C, O, Si e Al) no caroço e na fibra. O extrato 

etanoico do caroço de açaí apresentou capacidade satisfatória (82%) para sequestrar 

radicais livres (atividade antioxidante), frente ao radical livre DPPH. Como resultados 

do processo de hidrólise enzimática, o caroço de açaí sem tratamento (CANT60) 

mostrou ser uma biomassa lignocelulósica promissora para a obtenção de etanol de 

segunda geração, por conter um alto teor de celulose (40,29%), além de apresentar 

bons rendimentos na liberação de glicose (13,687 g.L-1) após a hidrólise enzimática. 

Os teores médios de cinzas para CANT e CAT foram de 0,15 e 0,13%. No tratamento 

com solvente do caroço de açaí, na conversão de celulose em glicose, o rendimento 

ficou abaixo de 25%, nas duas condições de temperaturas (60 e 70 °C), pois não foi 

capaz de desestruturar a parede vegetal da biomassa, em especial, celulose, 

hemicelulose e lignina, tornando os açúcares fermentescíveis disponíveis no processo 

de hidrólise enzimática, devido aos possíveis inibidores gerados no tratamento. 

Mediante a análise dos dados experimentais, podemos dizer que a melhor condição 

da hidrólise enzimática do caroço de açaí foi o CANT60 e que a glicose obtida pela 

hidrólise enzimática do caroço de açaí foi bem assimilada pela levedura 

Saccharomyces cerevisiae para a produção de etanol. 

 

Palavras-chave: Caroço de açaí, hidrólise, etanol. 
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ABSTRACT 

 

The use of Acai seed (Euterpe oleracea Mart), for energy purposes has been little 

studied, therefore we sought in this work to study the production of second generation 

ethanol from enzymatic hydrolysis of core açai in natura and treated with solvent two 

temperature conditions (60 to 70 °C). The enzyme β-glucosidase used in this study as 

technical specifications (Table 5). The Açai core samples, passed through washing, 

drying at ambient temperature, in an oven with air circulation at 105 ± 5 °C until 

constant weight, grinding and solvent treatment. The moisture content and the yield on 

a wet basis of acai core "in natura" was 39.59 and 60.41%. Morphological analysis by 

scanning electron microscopy (SEM), allowed to analyze the structure and the 

presence of chemical elements (C, O, Si and Al) in the core and fiber. The -ethanoic 

acid extract of acai seed showed satisfactory capacity (82%) to scavenge free radicals 

(antioxidant activity), against free radical DPPH. As a result of the enzymatic hydrolysis 

process, the core acai without treatment (CANT60) proved to be a promising 

lignocellulosic biomass to obtain second generation ethanol, it contains a high 

cellulose content (40.29%), besides presenting good income in the release of glucose 

(13.687 g L-1) after enzymatic hydrolysis. The average ash content for CANT and CAT 

were 0.15 and 0.13%. Treatment with acai core of the solvent in the conversion of 

cellulose into glucose, the yield was below 25%, in both temperature conditions (60 to 

70 °C), it was not able to disrupt the plant wall biomass in particular cellulose, 

hemicellulose and lignin, making fermentable sugars available on the enzymatic 

hydrolysis process, because of possible inhibitors generated during the treatment. By 

analyzing the experimental data, we can say that the best condition of enzymatic 

hydrolysis of acai core was CANT60 and glucose obtained by enzymatic hydrolysis of 

acai seed was well assimilated by the yeast Saccharomyces cerevisiae for ethanol 

production. 

 

Keyword: Core of açaí, hydrolysis, ethanol. 
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1 INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 

1.1 INTRODUÇÃO 

O Brasil encontra-se em posição privilegiada para assumir a liderança no 

aproveitamento integral das biomassas, pelo fato de ser um dos maiores potenciais 

de matérias-primas renováveis do planeta, pela grande disponibilidade de culturas 

agrícolas de grande extensão. Neste contexto, o Brasil é o segundo maior produtor de 

etanol do mundo responsável por 37% de toda a produção mundial (ÚNICA,2009). 

Dentre todas as utilizações possíveis para biomassa, a geração de energia 

pode ser considerada a mais expressiva. Em efeito, a sua combustão constituiu 

tradicionalmente a fonte de energia mais importante desde o descobrimento do fogo, 

e teve uma participação significativa até a Revolução Industrial, quando outras fontes 

alternativas de energia foram disponibilizadas, de forma a acompanhar o surto do 

desenvolvimento e a respectiva demanda por produtos industrializados (INFANTE & 

VEIRAS, 2003). 

O bioetanol de segunda geração vem sendo produzido pela hidrólise e 

fermentação de materiais lignocelulósicos desde o fim do século XIX, mas somente 

nos últimos 20 anos essa tecnologia tem sido proposta para atender o mercado de 

combustíveis. Praticamente todos os resíduos de biomassa, produzidos nas 

atividades agrícolas e industriais, e mesmo o lixo urbano, apresentam elevados teores 

de materiais lignocelulósicos (MACEDO et al., 2008). 

A hidrólise enzimática materiais lignocelulósicos é conduzida por celulases, 

sendo que os dois maiores grupos de celulases que estão envolvidos no processo de 

hidrólise são: endoglucanases e exoglucanases (SUN & CHENG, 2002). As celulases 

quebram a celulose em celobiose, que é subsequentemente clivada à glicose pela β-

glucosidase (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000). Em geral a hidrólise 

enzimática encontra-se associada a métodos de pré-tratamentos, que “abrem” o 

material e reduzem a recalcitrância da estrutura dos materiais lignocelulósicos com o 

objetivo de tornar a hidrólise eficiente (KARIMI et al., 2013). 

Os métodos de pré-tratamentos incluem, métodos físicos (mecânicos ou 

térmicos), métodos químicos, métodos biológicos e, quando possível, a combinação 

de um ou mais métodos (TALEBNIA et al., 2010). Sendo cada vez mais comuns 
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estudos que se concentram em investigar os chamados métodos híbridos que 

incorporam as vantagens de diferentes pré-tratamentos (TAKARA & KHANAL, 2012). 

O açaí (Euterpe oleraceae Mart), é um dos produtos de maior consumo da 

região norte do país do qual tem-se como resíduo, o caroço, que são considerados 

resíduos urbanos e, atualmente, se configuram como um enorme inconveniente ao 

bem-estar e higiene sanitária das cidades no norte do Brasil, como Belém (SILVA & 

ROCHA, 2003), onde esses caroços são jogados em terrenos baldios a céu aberto e 

que nos últimos anos tem se mostrado como um resíduo de processamento, para o 

qual foram desenvolvidas poucas alternativas tecnológicas para seu aproveitamento. 

A possibilidade de converter o resíduo obtido após o processo de obtenção 

da polpa do açaí em etanol de 2ª geração, utilizando a enzima β-glucosidase, seria 

interessante do ponto de vista comercial e principalmente ambiental, pois toneladas 

dessa biomassa deixariam de ser descartadas a céu aberto e teriam um destino que 

é a produção do bioetanol de 2ª geração (autor). 

Poucos estudos para o aproveitamento do caroço com fins energéticos são 

relatados na literatura, dentre os quais se destaca a queima do resíduo, para produção 

de energia. No entanto, este processo de queima é caracterizado como um processo 

de baixo valor agregado e, a princípio, ecologicamente incorreto. Além disso, há 

poucos relatos até o momento do aproveitamento do caroço de açaí, sendo 

aproveitado como biomassa para a produção de etanol de 2ª geração (autor), o que 

motivou para a realização deste trabalho. 

1.2 OBJETIVOS 

1.2.1 Objetivo Geral 

 Estudar a produção de etanol de segunda geração a partir da hidrólise do 

caroço de açaí. 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 Realizar a caracterização do caroço de açaí in natura; 

 Realizar a caracterização do caroço de açaí tratado com solvente; 
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 Realizar hidrólises enzimáticas do caroço de açaí in natura e tratado com 

solvente em duas condições de temperaturas (60 e 70 °C); 

 Avaliar o rendimento de açúcares liberados na etapa de hidrólise 

enzimática do caroço de açaí in natura e tratado com solvente nas duas 

condições de temperaturas (60 e 70 °C); 

 Determinar a melhor condição de hidrólise enzimática do caroço de açaí; 

 Realizar a fermentação do hidrolisado do caroço de açaí obtido na melhor 

condição (in natura e/ou tratado com solvente) pela levedura comercial, 

Saccharomyces cerevisiae; 

 Avaliar os índices de produtividade de etanol;  

 Estudar a cinética enzimática pela equação Michaelis-Menten e a 

representação de Lineweaver-Burk. 
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2 REFERÊNCIAL TEÓRICO 

2.1 AÇAÍ 

O açaí (Euterpe oleracea, Mart) pertencente à família Arecaceae, que 

engloba, aproximadamente, 200 gêneros e cerca de 2600 espécies, cuja distribuição 

é predominantemente nas áreas tropicais e subtropicais (JONES, 1995). 

Embora na terminologia vulgar seja mais conhecida como açaí, outras 

denominações são de uso frequente nas áreas de ocorrência na Amazônia brasileira, 

porém de forma mais restrita, se destaca os seguintes nomes: açaí do Pará, açaí do 

baixo amazonas, açaí de touceira, açaí de planta, juçara e juçara de touceira 

(CALZAVARA, 1972; CAVALCANTE, 1991; VILLACHICA et al., 1996). 

2.1.1 Descrição Botânica 

Palmeira cespitosa, com até 25 perfilhos (brotações) por touceira em 

diferentes estágios de desenvolvimento. As plantas adultas têm estipes de 3 a 20 m 

de altura e 7 a 18 cm de diâmetro. As folhas são compostas, pinadas com arranjo 

espiralado de 40 a 80 pares de folíolos. A inflorescência do tipo cacho possui flores 

estaminadas e pistiladas. A disposição das flores é ordenada em tríades, de tal forma 

que cada flor feminina fica ladeada por duas flores masculinas. O fruto do açaizeiro é 

uma drupa globosa, de 1 a 2 cm de diâmetro e peso médio de 1,5 gramas. O epicarpo, 

dependendo do tipo, é roxo ou verde na maturação.  

O mesocarpo polposo (1 mm de espessura) envolve o endocarpo volumoso e 

duro que acompanha a forma do fruto e contém a semente em seu interior. 

Popularmente o que chamam de semente é o pirênio, pôs a semente é ainda envolvida 

pelo endocarpo. A semente apresenta na maturação um endosperma sólido do tipo 

ruminado e um embrião pequeno, mas desenvolvido.  

As plântulas apresentam dois a três primórdios foliares antes de apresentarem 

uma folha completa que é bífida. O sistema radicular é do tipo fasciculado, com raízes 

emergindo do estipe da planta adulta até 40 cm acima da superfície do solo 

(NASCIMENTO, 2008). 
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Principal subproduto da indústria de processamento do açaí, o caroço é uma 

semente oleaginosa, formada por um pequeno endosperma sólido ligado a um 

tegumento, que na maturidade é rico em celulose (53,20%), hemicelulose (12,26%) e 

lignina (22,30%) (RODRÍGUEZ-ZÚÑIGA et al., 2008) e que mesmo após a remoção 

da polpa ainda apresenta elevados teores de celulose e hemicelulose (ALTMAN, 

1956). Na Figura 1, é apresentada a anatomia do fruto do açaizeiro. 

 

Figura 1. Anatomia do fruto do açaizeiro (corte transversal): (1) Embrião, (2) 

Endocarpo, (3) Cicatriz, (4) Polpa, (5) Pericarpo + Tegumento e (6) Mesocarpo 

 
                              Fonte. Autor, 2016. 

2.1.2 Ecologia 

Populações naturais de açaí são encontradas em solos de igapó e terra firme, 

porém com maior frequência e densidade em solos de várzea. Em algumas áreas, 

principalmente na região do estuário do rio Amazonas (Pará), grandes áreas são 

cobertas quase que exclusivamente por açaizeiros (maciços). Estas áreas 

caracterizam-se por uma pluviosidade bem distribuída, superior a 2.000 mm anual e 

por poucos meses com precipitação mensal menor do que 60 mm.  

Os açaizeiros sobrevivem períodos de inundação, característica que os 

tornam bastante competitivos e provavelmente dominantes em algumas áreas. A 

espécie é típica de floresta madura, cresce lentamente, necessita muita umidade, mas 

uma baixa exigência de luz, mesmo para o desenvolvimento das plântulas.  

A dispersão das sementes pode ser feita por aves de médio a grande porte, 

roedores e mesmo pela água quando o local for susceptível às enchentes. Muitas 

plântulas não sobrevivem à competição principalmente intraespecífica. Após alcançar 
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1 m de altura ou 2 a 3 anos de vida, nota-se geralmente o início do crescimento do 

estipe (NASCIMENTO, 2008). 

No sistema de Classificação de Cronquist (1981) o açaizeiro está ordenado 

na seguinte sequência hierárquica: 

 

Divisão: Magnoliophyta 

          Classe: Liliopsida 

                    Subclasse: Arecidae 

                              Ordem: Arecales 

                                        Família: Arecacea 

                                                  Subfamília: Arecoidae 

                                                            Gênero: Euterpe 

                                                                      Espécie: Euterpe oleracea Mart. 

 

O epíteto genérico é uma homenagem a Euterpe, deusa da mitologia grega 

(MARCHIORi, 1995) e traduzido do grego significa “elegância da floresta” (HODGE, 

1965), em alusão à beleza da planta (STRUDWICK & SOBEL, 1986). O nome 

específico “oleracea” significa que parece ou exala odor semelhante ao do vinho, 

devido à cor e ao aroma da polpa, principalmente quando em início de fermentação. 

2.1.3 Produção Anual 

O Estado do Pará, principal produtor, participou com 55,4% da produção 

nacional de açaí extrativo, no ano de 2014, foi de 198.149 toneladas, representando 

um decréscimo de 2,0% em relação à de 2013. Completam este total os Estados do 

Amazonas (33,6%), Maranhão (7,0%), Acre (2,0%), Amapá (1,1%), Rondônia e 

Roraima (0,9%). Importante salientar que esta não é a produção total de açaí, cujo 

cultivo vem aumentando, porém, por se tratar de uma cultura permanente, não é 

acompanhada pela PEVS (IBGE, 2014). 

Em 2014, houve mudança do principal município produtor, sendo que a 

primeira colocação coube a Limoeiro do Ajuru (PA), seguido por Codajás (AM); Oeiras 

(PA); Itacoatiara (AM); e Muaná, Mocajuba, Inhangapi, Ponte de Pedras, Afuá e São 

Sebastião da Boa Vista (PA) (IBGE, 2014).   
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Na Tabela 1 são apresentados os 20 maiores municípios produtores de açaí 

que concentram 70,2% da produção nacional. 

 

Tabela 1. Quantidade produzida e participações relativa e acumulada do açaí (fruto), 

dos 20 maiores municípios produtores e respectivas Unidades da Federação, em 

ordem decrescente (IBGE, 2014) 

Municípios produtores e 
respectivas Unidades da Federação 

Qtde Produzida [t] 
Participação [%] 

Relativa Acumulada 

Brasil 198.149 100,0 - 

Limoeiro do Ajuru-PA 26.500 13,4 13,4 

Codajás-AM 25.000 12,6 26,0 

Oeiras do Pará-PA 12.000 6,1 32,0 

Itacoatiara-AM 7.500 3,8 35,8 

Muaná-PA 6.905 3,5 39,3 

Mocajuba-PA 6.600 3,3 42,6 

Inhangapi-PA 6.200 3,1 45,8 

Ponta de Pedras-PA 6.158 3,1 48,9 

Afuá-PA 6.125 3,1 52,0 

São Sebastião da Boa Vista-PA 5.891 3,0 54,9 

Igarapé-Miri-PA 4.700 2,4 57,3 

São Miguel do Guamá-PA 4.280 2,2 59,5 

Lábrea-AM 3.500 1,8 61,2 

Magalhães Barata-PA 3.000 1,5 62,8 

São Domingos do Capim-PA 2.850 1,4 64,2 

Manacapuru-AM 2.600 1,3 65,5 

Manicoré-AM 2.460 1,2 66,8 

Anori-AM 2.446 1,2 68,0 

Luís Domingues-MA 2.257 1,1 69,1 

Humaitá-AM 2.188 1,1 70,2 

Fonte. IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenação de Agropecuária, Produção da Extração 
Vegetal e da Silvicultura 2014 

 

O caroço de açaí nos últimos anos tem se mostrado como um resíduo de 

processamento, para o qual foram desenvolvidas poucas alternativas tecnológicas de 

aproveitamento. Esse resíduo se tem apresentado como um transtorno ambiental para 

as cidades do norte do Brasil, principalmente Belém e Manaus (SILVA & ROCHA, 

2003) e ainda continua assim nos dias de hoje. 
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2.2 BIOMASSA 

Conjunto de materiais orgânicos gerados por organismos autótrofos do reino 

vegetal (fito massa) ou acumulados nos seres heterótrofos do reino animal 

(zoomassa). Os organismos fotossintéticos (autótrofos) são capazes de transformar a 

energia solar em energia química, mediante a atuação biogeoquímica dos cloroplastos 

contidos na clorofila das plantas. Essa energia é retida e acumulada nos espaços 

intermoleculares e é liberada em processos que envolvem oxidação, redução e 

hidrólise, que podem ser de natureza termoquímica, bioquímica e biológica (COELHO, 

1982). 

Dentre todas as utilizações possíveis para biomassa, a geração de energia 

pode ser considerada a mais expressiva. Em efeito, a sua combustão constituiu 

tradicionalmente a fonte de energia mais importante desde o descobrimento do fogo, 

e teve uma participação significativa até a Revolução Industrial, quando outras fontes 

alternativas de energia foram disponibilizadas, de forma a acompanhar o surto do 

desenvolvimento e a respectiva demanda por produtos industrializados (INFANTE & 

VEIRAS, 2003). 

Segundo VÁSQUEZ et al. (2007), a tendência de estudos é desenvolver 

processos biotecnológicos que permitam a utilização de biomassas residuais de 

composição lignocelulósica, como palha de milho e arroz, bagaço de cana-de-açúcar 

e resíduos da indústria de celulose, abundantemente geradas nos setores agrícolas e 

florestais, para a produção de bioetanol de segunda geração. 

O bioetanol de segunda geração vem sendo produzido pela hidrólise e 

fermentação de materiais lignocelulósicos desde o fim do século XIX, mas somente 

nos últimos 20 anos essa tecnologia tem sido proposta para atender o mercado de 

combustíveis. Praticamente todos os resíduos de biomassa, produzidos nas 

atividades agrícolas e industriais, e mesmo o lixo urbano, apresentam elevados teores 

de materiais lignocelulósicos (MACEDO et al., 2008). 

2.2.1 Biomassa Lignocelulósica 

As biomassas lignocelulósicas constituem o material mais abundante em 

nosso planeta, tornando-se atrativas para produção de etanol, bem como para outros 
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biocombustíveis. Esses materiais lignocelulósicos vêm sendo estudados como fonte 

de açúcares fermentáveis para a produção de etanol devido a sua disponibilidade e 

baixo custo (MARTÍN et al., 2007; KUMAR & MURTHY, 2011), além disso, seu uso 

reduz a emissão de carbono para a atmosfera, são biodegradáveis e contribuem para 

a sustentabilidade (HAHN-HÄGERDAL et al., 2006). 

Os materiais lignocelulósicos são formados por estruturas duras e fibrosas, 

compostas majoritariamente pelos polissacarídeos celulose e hemicelulose (cerca de 

70% da massa seca), entremeados por outra macromolécula formada por álcoois 

aromáticos, a lignina, aos quais se encontram unidos por ligações covalentes e de 

hidrogênio (LEE, 1997). Em menores proporções, e dependendo da origem do 

vegetal, também podem ser encontrados resinas, ácidos graxos, fenóis, taninos, 

compostos nitrogenados e sais minerais, principalmente, de cálcio, potássio e 

magnésio (NEUREITER et al., 2002). 

A biomassa lignocelulósica é composta por celulose que é uma matriz amorfa 

que age como uma barreira natural ao ataque de micro-organismos e/ou enzimas, 

sendo esta, basicamente, um esqueleto que é circundado pela hemicelulose e pela 

lignina que dá certa rigidez, estando todos intimamente associadas entre si, conforme 

apresentado na Figura 2. A participação desses constituintes na biomassa varia muito 

de uma espécie vegetal para outra, ou até mesmo, dentro da mesma espécie. Este 

fato é observado quando são analisadas partes diferentes do vegetal (MILEO, 2011). 

 

Figura 2. Estrutura lignocelulósica de uma biomassa vegetal evidenciando um 

esqueleto de celulose circundado por hemicelulose e lignina 

 
                                     Fonte. Adaptado de CANILHA et al., 2010. 
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As tecnologias para a obtenção de bioetanol de segunda geração, produzido 

a partir de materiais lignocelulósicos, envolvem a hidrólise dos polissacarídeos da 

biomassa em açúcares fermentáveis e sua posterior fermentação. Para executar essa 

tarefa, o processo de hidrólise utiliza tecnologias complexas e multifásicas, com base 

no uso de rotas ácidas e/ou enzimáticas para a separação dos açúcares e remoção 

da lignina (PEREIRA Jr. et al., 2008). Desta maneira, faz-se necessário conhecer a 

estrutura e as principais características dos principais componentes da biomassa 

lignocelulósica: celulose, hemicelulose e lignina. 

2.2.1.1 Celulose 

A celulose (23 a 50% da matéria seca da biomassa lignocelulósica) é um 

polímero linear que possui como unidade básica de repetição a celobiose, um dímero 

de glicose, e tem como função dar proteção, forma e suporte às células vegetais 

(Figura 3). As cadeias de celulose são constituídas por camadas unidas por forças de 

Van der Waals, sendo que em sua estrutura que contém unidades de β-D-glicoses 

unidas por ligações glicosídicas β-1,4 carbono-carbono e por ligações de hidrogênio 

da mesma molécula (intramoleculares) e entre os grupos de hidroxila das moléculas 

adjacentes (intermoleculares) (PIETROBON, 2008). 

 

Figura 3. Estrutura molecular da celulose 

 

                                                                          Fonte. Adaptado de KLEMM et al., 2005. 

 

É devido às suas fortes ligações de hidrogênio que a celulose possui estrutura 

rígida e é praticamente insolúvel em água e em solventes orgânicos comuns 

(CARVALHO, 2011). A organização das cadeias de celulose forma regiões cristalinas 

intercaladas por regiões amorfas (Figura 4), sendo que a região cristalina é fortemente 



39 
Referencial Teórico 
 
 
 
 

 

organizada conferindo resistência e proteção contra a degradação externa, e a região 

amorfa não possui uma organização molecular, tornando-a mais susceptível à 

degradação externa (FENGEL & WENEGER, 1989). 

 

Figura 4. Representação esquemática da organização das cadeias de celulose 

 
                                                                         Fonte. Adaptado de GURGEL, 2010. 

2.2.1.2 Hemicelulose 

 Por sua vez, a fração hemicelulósica (15 a 45% do material lignocelulósico 

seco) consiste em cadeias ramificadas de açúcares, cujas unidades incluem 

principalmente aldo pentoses, como xilose e arabinose, e aldohexoses, como glicose, 

manose e galactose. Esta macromolécula contém ainda, ácidos hexurônicos, como 

os ácidos β-D-glucurônico, D-4-O-metilglucurônico e β-D-galacturânico, e 

deoxiexoses (Figura 5). A variedade de ligações e de ramificações, assim como a 

presença de diferentes unidades monoméricas, contribui para a complexidade da 

estrutura hemicelulósica e suas diferentes conformações (KOOTSTRA et al., 2009). 

 

Figura 5. Componentes da fração hemicelulose 

PENTOSES HEXOSES ÁCIDOS HEXURÔNICOS DEOXIEXOSES 

   
β-D-xilose β -D-glucose Ácido β-D-glucurônico α-L-ramanose 

   
α-D-arabinopiranose β-D-manose Ácido α-D-4-metilglucurônico α-L-ramanose 

  
α-L-arabinosefuranose β-D-galactose Ácido α-D-galactorônico 

                                                                                                                             Fonte. MORAIS, 2005. 
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Diferentemente da celulose, a hemicelulose apresenta baixa massa molecular 

(100-200 unidades glicosídicas) e não contém regiões cristalinas, sendo, portanto, 

mais suscetível à hidrólise química sob condições mais brandas. Porém, a 

fermentação dos açúcares de cinco carbonos (pentoses) ainda não é tão desenvolvida 

quanto os processos envolvendo a glicose (SUN & CHENG, 2005). 

A Tabela 2, apresenta as principais características da celulose e 

hemicelulose. O entendimento destas características é de fundamental importância 

para a definição das estratégias de aproveitamento das biomassas como matérias-

primas para a produção de bioetanol e de outras substâncias químicas. 

 

Tabela 2. Diferenças entre hemicelulose e celulose 

CELULOSE  HEMICELULOSE  

Unidades de glicose unidas entre si 
Unidades de diferentes pentoses e hexoses 

ligadas entre si 

Alto grau de polimerização (1000 a 15000 
unidades de glicose) 

Baixo grau de polimerização (60 a 300 
unidades de açúcares) 

Forma arranjo fibroso Não forma arranjo fibroso 

Apresenta regiões amorfas e cristalinas Apresenta somente regiões amorfas 

É atacada lentamente por ácido inorgânico 
diluído a quente 

É atacada rapidamente por ácido inorgânico 
diluído a quente 

É insolúvel em álcalis É solúvel em álcalis 

                                                                                                             Fonte. PEREIRA Jr. et al., 2008. 

2.2.1.3 Lignina 

 A estrutura bioquímica da fração lignina (10 a 30%) não está relacionada a 

moléculas simples de açúcar, não sendo pretendida por isso, para a produção de 

bioetanol por rotas fermentativas. Essa fração, no entanto, desempenha um papel 

fundamental para o sucesso da tecnologia de hidrólise, uma vez que dificulta o acesso 

à celulose. A estrutura da lignina apresenta forma tridimensional e é formada por 

unidades de p-propilfenol, com substituintes metoxila no anel aromático, unidas por 

ligações do tipo éter e que estabelecem ligações cruzadas entre si. Sendo assim a 

lignina possui uma elevada massa molecular, e é formada a partir da junção de vários 

ácidos e álcoois fenilpropílicos (p-cumarílico, coniferílico e sinapílico) (Figura 6) 

(JIMÉNEZ, 2009). 
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Figura 6. Estrutura dos álcoois, (a) álcool cumarílico, (b) álcool coniferílico e (c) 

álcool sinapílico precursores da lignina  

 

A lignina representa um dos maiores estoques de carbono/energia da 

natureza e é o maior depósito de estruturas químicas aromáticas, constituindo-se em 

uma fonte potencial de valiosos insumos para a indústria química. Apesar de ser 

possível produzir diversos produtos com base na lignina, atualmente o foco dos 

estudos tem se voltado para o uso desse material como fonte de energia para os 

processos, o que garantiria a autossuficiência e, eventualmente, até a possibilidade 

de exportar alguma energia elétrica excedente. Naturalmente, essa situação é positiva 

tanto para a viabilidade econômica da tecnologia quanto para os quesitos ambientais, 

já que reduziria a dependência por recursos energéticos fósseis externos (PEREIRA 

Jr. et al., 2008). 

O grau de solubilidade da lignina varia em função do tipo de material 

lignocelulósico e das condições hidro líticas empregadas. A interação entre lignina, 

celulose e hemicelulose, determina a estrutura da parede celular dos materiais 

lignocelulósicos, conforme apresentado na Figura 7.  

 

Figura 7. Representação esquemática da estrutura das fibras lignocelulósicas 

 
                                                                                           Fonte. MUSSATO, 2010. 



42 
Referencial Teórico 
 
 
 
 

 

2.2.1.4  Extrativos 

 Os extrativos são compostos orgânicos da biomassa vegetal e podem ser 

extraídos em solvente orgânico ou em água (SANTOS, 2008). Dentre os extrativos 

dos materiais lignocelulósicos mais comuns encontram-se ácidos graxos, ceras, 

Terpenos, óleos essenciais, compostos aromáticos (aldeídos, ácidos, álcoois, 

flavonoides, quinonas) e sacarose residual. Estes compostos existem na forma de 

monômeros, dímeros e polímeros, podendo agir como inibidores nos processos de 

conversão de biomassa (WOLF, 2011). 

A presença dos extrativos ocorrerá em diferentes tipos e concentrações de 

acordo com a parte da planta que está sendo analisada e que podem incluir: cascas, 

folhas, frutos e sementes (FENGEL & WEGENER, 1989; ROWEL et al., 2000). De 

acordo com Baudel (1999), os extrativos interagem com reagentes utilizados nos 

processos de hidrólise e deslignificação da biomassa, bem como na quantificação da 

lignina presente na mesma, acarretando resultados errôneos na caracterização do 

material.  

Segundo Sluiter et al., (2010), estes componentes são facilmente extraídos 

com água ou solventes e na biomassa podem contribuir de forma significativa, em até 

30% ou mais, para o fechamento do balanço de massa, o que poderá interferir com a 

subsequente caracterização dos carboidratos e da lignina. 

2.3 ENZIMAS 

As enzimas são moléculas proteicas de alta massa molecular que atuam 

como catalisadores biológicos. São capazes de diminuir a energia de ativação (ordem 

de 1014) requerida para formar um complexo de transição ativado que dará origem a 

um produto, aumentando a velocidade da reação sem alterar a constante de equilíbrio 

ou a variação de energia livre (SHULER, 1992; CAMPBELL, 2000; LEMOS, 2006). 

Segundo a Comissão de Enzimas (EC) da União Internacional de Bioquímica 

e Biologia Molecular (IUBMB), as enzimas estão classificadas em seis grandes grupos 

de acordo com o tipo de reação em que atuam. Estes grupos são: oxirredutases; 

transferases; hidrolases; liases; isomerases e ligases (SHULER, 1992). 
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As enzimas hidrolases são extensivamente utilizadas por vários segmentos 

industriais. Dentre as hidrolases podemos citar as enzimas celulases, as quais são 

obtidas, principalmente, a partir de fungos dos gêneros Trichoderma e Aspergillus. 

Seu uso industrial inclui: hidrólise enzimática: produção de glicose; tratamento de 

resíduos; indústria têxtil: remoção manchas, clarificação, desengomagem; indústria de 

alimentos: extração de chá verde, proteína de soja, óleos essenciais, aromatizantes, 

produção de agar; indústria de polpa, de papel, no tratamento de resíduos, 

fermentação e na produção de bioetanol (KIELING, 2002; CHAPLIN, 2004; CIB, 2004; 

RUEGGER & TAUK-TORNISIELO, 2004; UFSC, 2004; ZHANG, 2006). 

2.3.1 Celulases 

O conjunto de enzimas envolvidas na degradação da celulose é denominado 

complexo celulase. Segundo Lynd & Zhang (2002) e Peixoto (2006), tal complexo, 

oriundo de micro-organismos, animais e plantas, é divido em três grupos de acordo 

com seu local de atuação no substrato celulósico: 

 Endoglucanases (EC 3.2.1.4): enzimas responsáveis por iniciar a hidrólise 

e pela rápida solubilização do polímero celulósico (redução do grau de polimerização), 

devido à sua fragmentação em moléculas menores. Tais enzimas hidrolisam 

randomicamente as regiões internas da estrutura amorfa da fibra celulósica, liberando 

oligossacarídeos e, consequentemente, novos terminais, sendo um redutor e um não 

redutor;  

 Exoglucanases: enzimas divididas em celobiohidrolases (CBHs) e 

glucanohidrolases (GHs). As GHs (EC 3.2.1.91), embora raras, possuem estratégia 

de hidrólise da fibra celulósica de elevada importância, pois são capazes de liberar 

glicose diretamente do polímero. As CBHs (EC 3.2.1.91) são responsáveis pela 

liberação de celobiose (dímero de glicose) a partir de extremidades da celulose. As 

exoglucanases participam da hidrólise primária da fibra e são responsáveis pela a 

morfogênese, que é um fenômeno que envolve uma ruptura física do substrato, 

acarretando na desestratificação das fibras, pelo aumento das regiões intersticiais. A 

morfogênese promove aumentos na taxa de hidrólise da celulose, por tornar as 

regiões cristalinas mais expostas às celulases; 
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 β-glicosidases (EC 3.2.1.21): enzimas que têm a propriedade de hidrolisar 

celobiose e oligossacarídeos solúveis (com menos de sete unidades monoméricas) 

em glicose. Em muitos estudos são utilizados substratos modelos para a 

determinação de celulose total e/ou para facilitar a diferenciação entre as atividades 

enzimáticas dos três tipos de enzimas como: algodão, papel de filtro, avicel, solka floc, 

celulose de algas, celulose bacteriana e celulose micro cristalina (MARTINS, 2005).  

2.4 ETANOL DE SEGUNDA GERAÇÃO 

O etanol vem sendo usado como combustível para veículos automotores no 

Brasil desde os anos 1920 e foi introduzido legalmente na matriz energética nacional 

a partir do decreto 19.717 de 1931, assinado por Getúlio Vargas, que previa a adição 

de 5% de bioetanol anidro à gasolina. No entanto, somente com o advento do 

programa Proálcool, em novembro de 1975, que seu papel ficou claramente definido 

em longo prazo, permitindo que o setor privado investisse maciçamente no aumento 

de produção.  

A motivação do governo para lançar o Proálcool foi respaldada no peso 

devastador da conta do petróleo na balança de pagamentos do país, que importava 

na época mais de 80% do petróleo que consumia (LEITE & LEAL, 2007), nesse 

período o preço do barril de petróleo triplicou devido principalmente às diversas crises 

do petróleo, sendo as duas mais graves ocorridas na década de 1970.  

A queda de preço e a volta do fornecimento internacional de petróleo, fez com 

que a política de promoção do álcool no Brasil fosse sendo esquecida e somente após 

um período de estagnação de cerca de 15 anos é que a produção de etanol voltou a 

crescer novamente.  

Rosa e Garcia (2009) comentaram que esse crescimento está ligado a dois 

fatores principais: a legislação de diversos estados norte–americanos que determinou 

em 2003 que o éter metil-ter butílico – MTBE, aditivo à gasolina que apresentava 

problemas ambientais, fosse substituído pelo etanol; e a introdução do etanol, no 

Brasil, igualmente em 2003, de veículos com motor flexfuel. Enquanto isso, o álcool 

sofreu influência da cana-de-açúcar que também estava ligada a produção do açúcar, 

sendo esse mercado inversamente proporcional a produção e comercialização do 

álcool, logo com o gradativo aumento na produção de cana desde o início da década 
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de 90 até meados de 2006, elevou-se a produção de açúcar no Brasil (PORTELA, 

2011), como apresentado na Figura 8. 

 

 

Figura 8. Histórico da produção de açúcar e álcool no Brasil 

 

                                                                                                     Fonte. ÚNICA, 2009. 
 

O álcool a partir da cana-de-açúcar, cultura com tradição desde a época 

colonial, obteve melhores condições na implantação do Proálcool, em detrimento ao 

álcool produzido de outras fontes vegetais como, por exemplo, a mandioca que não 

dispunha de meios produtivos desenvolvidos e confiáveis. Segundo Carvalho, 2008, 

a indústria sucroalcooleira no país se modernizou e continuou alcançando novos 

patamares de produtividade, despontando como uma das maiores produtoras de 

álcool etílico do mundo.  

Atualmente, a produção de biocombustíveis convencionais defronta-se com 

sérias dificuldades para atingir os níveis desejados, o que constitui forte estímulo à 

adoção de tecnologias mais avançadas capazes de melhorar o desempenho da 

produção no setor, onde se destaca o etanol de segunda geração. Este tipo de etanol 

se diferencia do convencional por utilizar rotas ainda em desenvolvimento, 

especialmente com base em resíduos lignocelulósicos, chamado, também, de etanol 

lignocelulósico.  

Dentre os resíduos utilizados, temos os resíduos agrícolas (palha de trigo, 

bagaço de cana-de-açúcar, resíduos de milho e arroz) e os resíduos florestais (pó e 

restos de serraria, pontas e galhos finos de espécies florestais nativas ou exóticas) se 
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destacando como fonte de maior interesse graças ao baixo custo destas matérias-

primas (SILVA, 2010).  

Na Figura 9, estão apresentadas as possíveis rotas para produção de 

bioetanol a partir de diferentes biomassas. 

Figura 9. Rotas tecnológicas para produção de etanol de primeira e segunda 

geração 

 
                                                                     Fonte. Adaptado de BNDES & CGEE, 2008. 

2.4.1 Pré-Tratamentos 

A fermentação de açúcares fermentescíveis a etanol, ainda é seriamente 

restrita em função do fato de a digestibilidade da celulose presente nos materiais 

lignocelulósicos ser dificultada por sua característica físico-química, estrutura e 

composição, mas pode ser facilitada com etapas prévias de pré-tratamentos (ALVIRA 

et al., 2010; WANG et al., 2014). 

Apesar dos materiais lignocelulósicos constituírem uma excelente fonte de 

açúcares hexoses (C6) e pentoses (C5), eles são considerados substratos complexos 
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constituídos basicamente de celulose e hemiceluloses recobertas por uma 

macromolécula aromática complexa (lignina), formando a micro fibrila celulósica, além 

de uma fração menor remanescente representada por minerais e extrativos (ADEN et 

al., 2002; RABELO, 2008; GÍRIO et al., 2010).   

Essa estrutura complexa caracteriza a recalcitrância do material 28 

lignocelulósico, e torna difícil a sua despolimerização em açúcares fermentescíveis 

por restringir a acessibilidade do material ao ataque enzimático (ADEN et al., 2002; 

PU et al., 2013). 

De modo geral, o pré–tratamento deve ser muito eficiente em termo de 

rendimento, seletividade, funcionalidade (garantindo acessibilidade da celulose aos 

agentes hidro líticos), simplicidade operacional, segurança, higiene industrial e 

atributos ambientais, enquanto consiste em reduzido consumo de insumos químicos, 

energia e utilidades (BAUDEL, 2006). 

Os principais objetivos do pré-tratamento são: reduzir o grau de cristalinidade 

da celulose, dissociar o complexo lignina-celulose, aumentar a área superficial da 

biomassa, preservar as pentoses maximizando os rendimentos em açucares e evitar 

ou minimizar a formação de compostos inibidores do processo tanto na etapa de 

hidrólise quanto na etapa de fermentação (HSU,1996).  

O pré-tratamento é essencial para a obtenção de resultados viáveis do ponto 

de vista econômico e tecnológico na produção de etanol (ROCHA et al., 2014). Os 

métodos de pré tratamentos utilizados devem ser adequados a cada tipo de biomassa, 

em função das suas diferentes características físico-químicas (KARAGÖZ et al., 

2012).   

Os métodos de pré-tratamentos incluem, métodos físicos (mecânicos ou 

térmicos), métodos químicos, métodos biológicos e, quando possível, a combinação 

de um ou mais métodos (TALEBNIA et al., 2010). Sendo cada vez mais comuns 

estudos que se concentram em investigar os chamados métodos híbridos que 

incorporam as vantagens de diferentes pré-tratamentos (TAKARA & KHANAL, 2012).  

Na Figura 10, são apresentados os diferentes tipos de pré-tratamentos 

utilizados para a produção de etanol de segunda geração.  
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Figura 10. Diferentes pré-tratamentos para a produção de bioetanol 

 

                                                                                         Fonte. Adaptado de SINGH et al., 2014. 

 

Na Tabela 3, é possível verificar as principais características dos pré-

tratamentos aplicados à biomassa. 

 

Tabela 3. Métodos de pré-tratamentos de materiais lignocelulósicos para hidrólise 

enzimática  

Métodos 
Operações (fatores) que 
ocasionam mudanças na 

estrutura do substrato 
Tipo de mudança Referências 

Físico Moagem e trituração (bola, energia 
vibratória, rolo duplo, pressão, 
martelo); radiação (raios de elétrons 
Y, micro-ondas); altas temperaturas 
(pirólises e explosão a vapor). 

Aumento da área superficial e 
tamanho dos poros da partícula, 
diminuição do grau de 
polimerização. 

AZUMA et al., 1985 

KOULAS et al., 1992  

RAMOS et al., 1993 

Químico Bases, ácidos, gases, agentes 
oxidantes e redutores, solventes 
orgânicos. 

Deslignificação, diminuição do grau 
de polimerização e cristalinidade da 
celulose associada com o inchaço 
da amostra, aumento da porosidade. 

FARID et al., 1983, 

SZCZODRAK et al., 1986 

BES et al., 1989 

Biológico Bolor branco (Pleurorus, Pycnoporus, 
Ischnoderma, Phlebia e etc.). 

Deslignificação e redução do grau 
de polimerização da celulose e 
hemicelulose. 

ROLZ et al., 1986 

MES- HARTREE et al., 1987 

Combinado Tratamento alcalino associado, com 
explosão a vapor, moagem 
acompanhada com tratamento 
alcalino ou tratamento ácido. 

Degradação da hemicelulose, 
deslignificação, aumento da área 
superficial e tamanho dos poros. 

PURI & PEARCE, 1989 

                                                                                                Fonte. SZCZODRAK & FIEDUREK, 1996. 
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2.5 HIDRÓLISE DE MATERIAIS LIGNOCELULÓSICOS 

Os polímeros de glucídios, presentes nos materiais lignocelulósicos, 

necessitam de ser convertidos em açúcares simples, antes do processo de 

fermentação, através de um processo denominado de hidrolise. A hidrolise (ou 

sacarificação) quebra as ligações de hidrogênio, e glicosídicas, nas fracções de 

hemicelulose e de celulose, reduzindo-as aos seus açúcares constituintes: pentoses 

e hexoses. Estes açúcares podem depois ser fermentados em bioetanol, enquanto 

que a lignina resulta num subproduto do processo (DEMIRBAS, 2005; TAHERZADEH 

& KARIMI, 2007), tal como se apresenta na Figura 11.  

 

Figura 11. Processos globais de hidrolise e fermentação de celulose e hemicelulose 

 

 

 

A etapa de hidrólise consiste na degradação das cadeias poliméricas da 

celulose em monômeros de glicose. Há dois principais tipos de hidrólise, a ácida e a 

enzimática. A ácida envolve um catalisador ácido e sua conversão é rápida, sendo 

necessário um minucioso controle da reação com o objetivo de evitar a formação de 

produtos indesejáveis e inibidores do processo. Na hidrólise enzimática o catalisador 

é de origem biológica, os quais possuem ações altamente específicas sendo 

necessário um controle específico do meio de reação (OLIVEIRA; VASCONCELOS, 

2006). 

2.5.1 Hidrólise Enzimática 

Em função da produção de etanol de segunda geração, têm-se dado maior 

atenção à eficiência e ao custo do processo de hidrólise enzimática, o qual é utilizado 

para conversão de materiais lignocelulósicos em açúcares monoméricos ou 

Celulose Hidrolise Glicose Fermentação Bioetanol

Hemicelulose Hidrolise
Pentoses

Hexoses
Fermentação  Bioetanol
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fermentescíveis (LARABIA et al., 2013; AMIRI et al., 2014). No processo de 

sacarificação, são obtidos açúcares simples a partir de carboidratos complexos como 

amido, celulose, hemicelulose, pectina, entre outros (KARIMI et al., 2006). 

O rendimento da hidrólise enzimática depende de muitos fatores, tais como: 

tipo de pré-tratamento do substrato, o qual visa expor as cadeias de celulose; área 

superficial; cristalinidade; arranjo molecular; tamanho da partícula; porosidade do 

material; inibição da atividade enzimática pelos produtos finais, termo estabilidade das 

enzimas; concentração e adsorção do substrato; tempo de duração da hidrólise; pH 

do meio; temperatura; concentração de substrato e de enzima no meio, e taxa de 

agitação (SILVA, 2009). Em geral, no processo de obtenção do etanol de segunda 

geração, a hidrólise enzimática se encontra associada a métodos de pré-tratamentos, 

que alteram a estrutura da parede celular do material e reduzem a recalcitrância da 

estrutura dos materiais lignocelulósicos com o objetivo de tornar a hidrólise eficiente 

(KARIMI et al., 2013). 

Quando realizada para materiais lignocelulósicos pode ser um processo lento, 

por ser prejudicada pelas características estruturais do substrato, tais como o 

conteúdo de lignina e hemicelulose, a área de superfície e a cristalinidade da celulose 

(ALVIRA et al., 2010). Em geral encontra-se associada a métodos de pré-tratamentos, 

que “abrem” o material e reduzem a recalcitrância da estrutura dos materiais 

lignocelulósicos com o objetivo de tornar a hidrólise eficiente (KARIMI et al., 2013). 

A hidrólise enzimática pode ser realizada em processo simultâneo com a 

fermentação. Todavia, a diferença de temperatura entre os processos é um dos 

principais fatores que limitam a obtenção eficiente de produtos quando realizados em 

um mesmo processo (MARQUES et al., 2008). Segundo Krishna (2000) a hidrólise 

enzimática é superior à hidrólise ácida, em vários aspectos, como mostra a Tabela 4. 

 

Tabela 4. Comparação entre hidrólise enzimática e hidrólise ácida 

Parâmetro Hidrólise ácida Hidrólise enzimática 

Pré-tratamento 
Taxa de hidrólise 

Temperatura 
Pressão 

Rendimento 
 

Formação de subprodutos 

Pode ser necessário 
Rápida (min.) 
Alta (200 °C) 

Alta 
Depende do material e dos detalhes 

do Processo 
Provável formação 

Necessário 
Lenta (h) 

Baixa (45 °C) 
Atmosférica 

Depende do material e dos detalhes do 
processo 

Não há formação 

                                                                                                                    Fonte. KRISHNA et al., 2000. 



51 
Referencial Teórico 
 
 
 
 

 

2.6 FERMENTAÇÃO 

A fermentação envolve a ação de microrganismos, que utilizam os açúcares 

como substrato. Durante o processo libertam etanol e outros subprodutos. Estes 

microrganismos utilizam tipicamente açúcares com 6 carbonos, sendo o mais comum 

a glicose. Assim, materiais lenho-celulósicos que contenham elevados níveis de 

glicose, ou precursores de glicose, são os mais facilmente convertíveis em etanol 

(DEMIRBAS, 2005).  

A hidrolise da celulose produz glicose, a qual e facilmente fermentada pelos 

microrganismos atualmente disponíveis. A hidrolise da hemicelulose produz hexoses 

e pentoses: manose, galactose, xilose, arabinose e glicose, as quais nem todas são 

fermentáveis pelas estirpes existentes (DEMIRBAS, 2005). 

2.6.1 Microrganismos Envolvidos na Fermentação de Etanol  

Contrariamente à produção de bioetanol baseada na fermentação de 

sacarose ou amido, a produção de bioetanol a partir de materiais celulósicos se baseia 

na fermentação de uma mistura de açúcares, na presença de compostos inibidores 

(ácidos orgânicos de baixo peso molecular), derivados de furanos, compostos 

fenólicos e compostos inorgânicos, libertados e formados durante as etapas de pré-

tratamento e de hidrolise das matérias-primas (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).  

A utilização de materiais lenho-celulósicos como matéria-prima para a 

produção de bioetanol impõe, assim, requisitos exigentes aos microrganismos 

potenciais a ser utilizados no processo de fermentação alcoólica (ZALDIVAR et al., 

2001).  

Os microrganismos para fermentação alcoólica podem ser descritos em 

termos da gama de parâmetros que condicionam a sua atividade (gama de 

temperaturas, gama de pH, tolerância ao álcool, produtividade, tolerância osmótica, 

especificidade enzimática, estabilidade genética e tolerância a inibidores), e de outros 

requisitos, tais como, compatibilidade com os produtos, processos e equipamentos 

existentes (DEMIRBAS, 2005). 
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2.7 CINÉTICA ENZIMÁTICA 

Enzimas são catalisadores de sistemas biológicos extremamente eficiente e 

específicos. Uma enzima acelera a velocidade de uma reação de aproximadamente 

um milhão de vezes, em comparação com a taxa de reação do mesmo na ausência 

da enzima. A maioria das reações biológicas não ocorrem a taxas perceptíveis na 

ausência de enzimas (NELSON & COX, 2000).  

Uma das mais simples reações biológicas catalisadas por uma enzima é a 

hidratação do CO2. O catalisador nesta reação é anidrase carbónica. Esta reação é 

parte do ciclo de respiração, que expele o CO2 a partir do corpo. Anidrase carbônica 

é uma enzima altamente eficiente - cada molécula de enzima pode catalisar a 

hidratação de 105 moléculas de CO2 por segundo (VOET & VOET, 1995). 

As enzimas são altamente específicas, uma enzima em particular, catalisa 

apenas uma única reação química ou um conjunto de reações químicas e outras 

semelhantes, como é o caso de qualquer catalisador, as enzimas não alteram o ponto 

de equilíbrio da reação. Isto significa que a enzima acelera a reação para a frente e 

precisamente o reverso pelo mesmo fator. Por exemplo, considere a interconversão 

de A e B (NELSON & COX, 2000). 

	ܣ ⇄  ܤ

Suponhamos que, na ausência da enzima a constante de velocidade para a 

frente (K1) é 10-4 s-1 e a constante de velocidade reversa (K2) é de 10-6 s-1. A constante 

de equilíbrio (Keq) é dada pela razão das duas constantes de velocidade (ZUBAY et 

al., 1995). 

௘௤ܭ ൌ
ሾܤሿ
ሾܣሿ

ൌ
ଵܭ
ଶܭ

ൌ
10ିସ

10ି଺
ൌ 100																																																																																											ሺ1ሻ 

No equilíbrio, a concentração da espécie B é 100 vezes maior do que a 

concentração da espécie A. No entanto, na ausência de uma enzima a reação pode 

demorar mais tempo para atingir o equilírio, enquanto que na presença de uma 

enzima, o equilíbrio pode ser atingido dentro de um segundo. A enzima reduz a altura 
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da barreira de energia para a reação, aumentando assim a velocidade da reação, uma 

vez que as taxas de reação nos dois sentidos são afetadas. A constante de equilíbrio 

não é afetada pela presença da enzima, como mostrado na Figura 12 (NELSON & 

COX, 2000). 

 

Figura 12. Energia de ativação para uma reação de A → B com e sem catalisador 

 
                                                                                Fonte. Adaptado de Nelson & Cox, 2002. 

 

Onde, EA1 e EA2, são a energia de ativação para a reação no sentido de A → B na 

ausência e na presença de um catalisador e ΔG0, é a variação de energia livre para a 

reação. 

 

A constante de equilíbrio relativa a ΔGo é: 

௘௤ܭ ൌ ݁
ష∆ಸబ
ೃ೅ 																																																																																																																															ሺ2ሻ 

A variação da energia livre de Gibbs (ΔGo) e a constante de equilíbrio (Keq), 

são iguais para as reações catalisada e não catalisada. 

Uma razão para a eficiência e a especificidade de uma enzima é a forma como 

a enzima interage com a molécula reagente (substrato), em reacções catalisadas por 

enzimas. A enzima e o substrato interagem para formar um complexo enzima-

substrato. As interações entre o substrato e o sítio ativo são fracas (interações não 

covalentes), isto é, o substrato não se liga de forma covalente ao sítio ativo, mas 
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fracamente interage com ele através de interações tais como, pontes de hidrogénio, 

interações de van der Waals, etc (NELSON & COX, 2000). 

O mecanismo de reações catalisadas por enzimas é frequentemente 

estudado através de medições cinéticas em sistemas de reação da enzima-substrato. 

Estes estudos incluem a determinação das taxas das reacções catalisadas por enzima 

a diferentes concentrações de substrato e da enzima (VOET & VOET, 1995). 

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste inicialmente na 

análise da evolução dos valores de concentração de um ou mais componentes do 

sistema de cultivo, em função do tempo de fermentação. Entende-se como 

componentes, o microrganismo, os produtos do metabolismo e os nutrientes ou 

substratos que compõem o meio de cultura (SCHMIDELL et. al., 2001). 

Os parâmetros cinéticos são usados para comparar as atividades das 

enzimas. As enzimas aumentam a velocidade em torno de 5 e 17 ordens de magnitude 

(NELSON & COX, 2002). A velocidade de uma reação enzimática é influenciada por 

diversos fatores, tais como, pH, temperatura, pressão, concentração de substrato, 

concentração de produto, presença de inibidores, concentração de enzimas, etc 

(GAMBARATO, 2010). 

2.7.1 Teoria de Michaelis-Menten (AULT, 1974) 

De acordo com a teoria de Michaelis e Menten, para uma reação enzimática 

com um único substrato, a enzima livre (E) e o substrato (S) estão permanentemente 

em equilíbrio com o complexo ES durante a reação:  

 

A primeira parte da reação corresponde a uma simples dissociação, a 

segunda parte (a transformação de ES), será um processo muito mais lento do que 

aquela dissociação. A constante k2 será muito mais baixa do que k1. Portanto, a 

velocidade de formação do produto (velocidade da reação enzimática, v) não estará 

dependente da velocidade de formação do complexo ES, mas apenas da taxa de 

decomposição deste complexo, isto é, 

ݒ ൌ ݇ଶሾESሿ																																																																																																																																	ሺ3ሻ 
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A constante de dissociação de ES (Ks), pode facilmente ser determinada a 

partir da Equação4, pois corresponde ao inverso da constante de equilíbrio desta 

Equação, denominada de constante de Michaelis (Km). Portanto será: 

݇௦ ൌ 	݇௠ ൌ
݇ିଵ
݇1

ൌ
ሾܧሿ. ሾܵሿ
ሾܵܧሿ

																																																																																																				ሺ4ሻ 

A conjugação das Equações 3 e 4, permite obter a equação de Michaelis-

Menten do seguinte modo: 

ሾ்ܧሿ ൌ ሾEሿ ൅ ሾܵܧሿ																																																																																																																				ሺ5ሻ 

Substituindo [E] na Equação 4, temos: 

݇௠ ൌ
ሺሾ்ܧሿ െ ሾܵܧሿሻ. ሾܵሿ

ሾܵܧሿ
																																																																																																								ሺ6ሻ 

Resolvendo a Equação 6, temos: 

ሾܵܧሿ ൌ 	
ሾ்ܧሿ. ሾܵሿ
݇௠ ൅	ሾܵሿ

																																																																																																																				ሺ7ሻ 

Substituindo agora o valor de [ES ] na Equação 4, temos: 

ݒ ൌ 	
݇ଶሾ்ܧሿ. ሾܵሿ
݇௠ ൅	ሾܵሿ

																																																																																																																							ሺ8ሻ 

Quando a concentração do subtrato for muito elevada, todas as moléculas da 

enzima estarão ligadas a moléculas do substrato ([ET] = [ES], enzima saturada) e a 

enzima estará funcionando ao máximo da sua velocidade; portanto, do ponto de vista 

teórico, poderá escrever-se nessas condições, temos: 

݇ଶሾ்ܧሿ ൌ ݇ଶሾܵܧሿ ൌ 	 ௠ܸá௫																																																																																																						ሺ9ሻ 
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A equação de Michaelis-Menten é obtida com a substituíndo a Equação 9 na 

Equação 8. 

ݒ ൌ ୫ܸୟ୶ሾݏሿ
௠ܭ ൅ ሾSሿ

																																																																																																																									ሺ10ሻ 

A equação de Michaelis-Menten (Equação 10) relaciona a velocidade inicial 

de uma reação enzimática com a concentração de substrato e a Vmax pela constante 

Km. Em condições de saturação, a velocidade limite de uma reação catalisada 

enzimaticamente é descrita pela constante Kcat também chamada número de 

renovação (NELSON & COX, 2002). 

A cinética foi introduzida para estudar as etapas de uma reação enzimática e 

os parâmetros experimentais mais importantes fornecidos pela cinética de estado 

estacionário que são o Kcat e o Kcat /Km (NELSON & COX, 2002). O conhecimento da 

concentração de enzima permite uma boa medida de eficiência catalítica da relação 

kcat/Km e de Vmax/Km. O limite sobre o valor de kcat/Km é ditada por k1. Este é controlada 

unicamente pela taxa de difusão do substrato ao sitio ativo da enzima. Este, por sua 

vez, está relacionada com a viscosidade do solvente. Isso limita o valor de k1 de 108-

109 M-1 s-1 (MARANGONI, 2003). 

A concentração de substrato que produz a metade da velocidade máxima é a 

constante de Michaelis (Km), que é a característica para cada enzima agindo sobre 

um determinado substrato. O valor de Km é muito variável, para a maioria das enzimas, 

pois ela depende do tipo de substrato e em condições ambientais tais como pH, 

temperatura, força iônica, e polaridade, no entanto, ela situa-se geralmente entre 10-1 

e 10-7 M (VANNICE, 2005). É importante lembrar que Km é igual Ks apenas quando a 

ruptura do complexo ES ocorre muito mais lentamente do que a ligação do substrato 

para a enzima, ou seja, quando k -1 » k2 (MARANGONI, 2003).  

No modelo de equilíbrio de Michaelis e Menten, o passo de ligação ao 

substrato é assumido para ser rápido em relação à taxa de decomposição do 

complexo ES. Portanto, a reação de ligação de substrato é considerada no equilíbrio. 

A constante de dissociação de equilíbrio para o complexo ES (Ks) é uma medida da 

afinidade de enzima para o substrato e que corresponde ao substrato de concentração 

de 1/2 Vmax (MARANGONI, 2003). 



57 
Referencial Teórico 
 
 
 
 

 

A teoria/equação de Michaelis-Menten se aplica apenas a reações químicas 

catalisadas por enzimas com um só substrato. Contudo, a maioria das reações 

enzimáticas do metabolismo celular são reações com mais de um substrato. A cinética 

enzimática destas reações é consideravelmente mais complexa. Por este motivo, e 

apenas no caso das enzimas que seguem a cinética de Michaelis-Menten, utiliza-se 

comummente um truque: satura-se a enzima relativamente a todos os seus substratos 

com excepção daquele que se pretende estudar, ficando assim a velocidade da 

reação dependente da concentração de um único substrato (NELSON & COX, 2002).  

2.7.2 Lineweaver-Burk 

A equação de Michaelis-Menten pode ser transformada algebricamente em 

equações que são mais uteis no tratamento gráfico dos dados cinéticos experimentais. 

A linearização da equação de Michaelis-Menten é uma representação dos duplos 

reciplicos mostrado na Figura 13, também chamada representação de Lineweaver–

Burk (MARANGONI, 2003). 

 

Figura 13. Gráfico de Lineweaver-Burk ou duplo recíproco 

 
                                                         Fonte. Adaptado de Nelson & Cox, 2002. 

 

Com a inversão da equação de Michaelis (Equação 10) se obtém a Equação 

11, chamada de equação de Lineweaver–Burk. 
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1

଴ܸ
ൌ

K௠
୫ܸୟ୶ሾSሿ

൅
1

୫ܸୟ୶
																																																																																																												ሺ11ሻ 

Para as enzimas que obedecem a equação de Michaelis o gráfico de 1/V0 

versus 1/[S] é representada por uma reta que permite que as estimativas iniciais de 

parâmetros cinéticos para que possam ser avaliadas como a interceptação 1/Vmax 

(coeficiente linear) e a inclinação Km/Vmax (coeficiente angular) e algumas 

transformações lineares, são realizadas para se chegar a estimativas das constantes 

cinéticas Km e Vmax. O valor do ponto de intercepção entre a reta e o eixo x é uma 

extrapolação de dados experimentais obtidos em laboratório (SCHMIDELL et. al., 

2001; MARANGONI, 2003; FREY & HEGEMAN, 2007). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

O processo simplificado para a obtenção do etanol do caroço de açaí a partir 

da hidrólise enzimática é apresentado na Figura 14. 

 

Figura 14. Fluxograma simplificado para a obtenção de etanol do caroço de açaí 

 CAROÇO DE AÇAÍ 
 (in natura)

 
PRÉ-TRATAMENTO 

 

 Lavagem com H2O corrente 

 Secagem ambiente (T = 28,5 °C, 24 h)

 Secagem em estufa com circulação de ar (T = 105 °C)

 Moagem em moinho de facas

 Peneiramento

 
CARACTERIZAÇÃO DO 

CAROÇO DE AÇAÍ 
 

 Umidade, voláteis, cinzas e carbono fixo 

 Lipídeos, Proteínas

 Fibras, Celulose, Hemicelulose

 Lignina

 
HIDRÓLISE ENZIMÁTICA

(CANT e CAT, T = 60 e 70 °C)

 

 
SEM TRATAMENTO 

COM SOLVENTE (CANT)
(in natura)

 

TRATADO COM 
SOLVENTE (CAT)

(n-Hexano e EtOH)

 
FERMENTAÇÃO ALCÓOLICA
(Melhor Condição de Hidrólise)

 

 
 ALCÓOL

(Obtido Por Destilação)
 

 

                                                                                   Fonte. Autor, 2016. 
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3.1 MATERIAIS 

3.1.1 Enzima 

 A enzima utilizada neste estudo correspondeu a preparação comercial β-

glucosidase, também conhecida como celobiase (NS22118, Cellulosic Ethanol 

Enzyme Kit), cedida pela Novozymes S/A (Bagsvaerd, Dinamarca), fornecida pela 

Novozymes Latin America (Araucária-PR, Brasil). As especificações técnicas sobre o 

produto são apresentadas na Tabela 5. 

  

Tabela 5. Atividade da enzima, densidade, pH, temperatura e dosagem 
recomendada 

Enzima  Código 
Atividade

[CBU.g-1] 

Densidade 

[g.mL-1] 
pH 

Temperatura 

 [°C] 

Dosagem 

 [% m/m] 

β-glucosidase NS22118 750  1,2 2,5–6,5 45–70 0,2–0,6 

                                                                                                                  Fonte. NOVOZYMES, 2010. 

3.1.2 Matéria-Prima 

 As amostras do caroço de açaí (CA), in natura, foram obtidas em pontos de 

vendas localizado em feiras livres de Belém-PA (1°28'28.77"S e 48°28'19.22"W) no 

mês de junho de 2015. A coleta foi realizada logo após o despolpamento dos frutos 

para obtenção da polpa (suco) do açaí. 

3.2 MÉTODOS 

3.2.1 Tratamento do Caroço de Açaí (CA) 

 A preparação da amostra (CA) consistiu de lavagem com água corrente para 

a retirada dos resíduos da coleta e outras impurezas. Secagem ambiente (T ≈ 28,5 

°C) em meio absorvente para a remoção do excesso de umidade, durante 24 h. Após 

este período, o CA foi submetido a secagem em estufa com circulação de ar 

(MARCONI-035) a 105 ± 5 ºC, até peso constante. 
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3.2.1.1 Moagem 

 O CA seco (6,0 kg) foi triturado em moinho de facas (WILLEY, Modelo           

WLS-3004) e acondicionado. 

3.2.1.2 Distribuição do tamanho da partícula 

 A distribuição granulométrica do CA foi realizada em um agitador magnético 

de peneiras (BERTEL, Modelo 1868), durante 30 minutos com agitação de 15 rpm, 

tendo sido utilizadas peneiras da série padrão Tyler de 8, 10, 14, 28 e 48 mesh 

(MENTOR, Modelo RX-29-10). Para a determinação da fração mássica retida, foram 

realizados ensaios em triplicata. A percentagem retida foi calculada de acordo com a 

Equação 12. 

ሾ%ሿ	ܽ݀݅ݐܴ݁	ܽݏݏܽܯ ൌ ൬
ସ଼ܦ

଼ܦ ൅ ଵ଴ܦ ൅ ଵସܦ ൅ ସ଼ܦଶ଼൅ܦ
൰ . 100																																									ሺ12ሻ 

Onde, D8, D10, D14, D28 e D48, correspondem a abertura das peneiras [mm]. 

3.2.1.3 Tratamento com solvente 

O tratamento com solvente foi realizado em extrator de Soxhlet (1000 mL), 

previamente tarado, contendo exatamente, 350 g do caroço de açaí seco e moído. 

Foram realizadas duas extrações: a primeira foi feita a remoção de lipídeos com           

n-hexano (Pe = 68 °C, P.A, CRQ, Brasil) e a segunda foi feita a remoção do pigmento 

com etanol (Pe = 78,5 °C, P.A, CRQ, Brasil), sendo o tempo de extração para cada 

solvente de 12 e 24 horas, respectivamente. Após o final de cada extração, o excesso 

de solvente contido no copo extrator, foi removido, sendo em seguida, submetido a 

secagem em estufa (FABBE, Modelo 119, São Paulo/SP) a 105 ± 5 ºC, até peso 

constante. Para cada uma das extrações foram usados a relação soluto-solvente de 

1:5 (m/m). Os ensaios foram realizados em duplicata. 

O solvente de cada extração foi removido em evaporador rotativo 

(HEIDOLPH, Laborota 4000), a pressão reduzida na temperatura de 50 ºC até, 

aproximadamente, 1/5 do seu volume. Os extratos hexânico (CAH) e etanoico 
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(CAEtOH) foram transferidos para frascos de vidro âmbar e armazenado em freezer 

doméstico (Cooler H-300 Eletrolux) a -10 ºC. Os rendimentos dos extratos foram 

calculados pela razão entre a massa de extrato seco em relação à massa da amostra 

seca. 

3.2.2 Caracterização do CA 

3.2.2.1 Umidade 

 A determinação do teor de umidade foi realizada em estufa (FABBE, Modelo 

119, São Paulo/SP) a 105 ± 5 ºC, até peso constante, de acordo com método 935.29 

da AOAC (2002). 

3.2.2.2 Voláteis 

 A determinação do teor de voláteis foi realizada de acordo com a norma ASTM 

D 3175-07 (2004), as quais foram adaptadas para análise em forno mufla (LINN 

ELEKTRO THERM, LM 312.6 SO 1729). As amostras foram submetidas a 

temperaturas de até 950 °C durante o período de 10 minutos. 

3.2.2.3 Cinzas 

 A determinação de cinzas foi realizada por incineração da amostra em forno 

mufla (LINN ELEKTRO THERM, LM 312.6 SO 1729) a 525 ºC, de acordo com a norma 

ASTM D 3174-04 (2007). 

3.2.2.4 Carbono fixo 

 A determinação de carbono fixo foi realizada de acordo com método ASTM 

D6316-09 (1993). O teor de carbono fixo é uma medida indireta, sendo calculado de 

acordo com a Equação 13. 

ሾ%ሿ	݋ݔ݅ܨ	݋݊݋ܾݎܽܥ ൌ 100 െ ሺ%ܿ݅݊ݏܽݖ ൅%݉ܽݏ݅ܽ݅ݎ݁ݐ	݈݋ݒáݏ݅݁ݐሻ																									ሺ13ሻ 
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3.2.2.5 Lipídeos 

A determinação de lipídeos foi realizada por extração com solventes                

(n-hexano), em extrator Soxhlet, de acordo com método 963.15 da AOAC (2002). 

3.2.2.6 Proteínas bruta (Método de Kjeldahl) 

O teor de proteína foi determinado de acordo com o método 991.20 da AOAC 

(2000), as amostras foram submetidas a digestão com adição de H2SO4 concentrado 

até o ponto de ebulição em bloco digestor (TECNAL, Modelo, TE-1001, Brasil). Em 

uma segunda etapa, o material digerido foi destilado em destilador de nitrogênio 

(MARCONI, MA-036). O nitrogênio total (NT) foi calculado de acordo com a Equação 

14. 

்ܰ ൌ
ሺ ௔ܸ െ ௕ܸሻ. .ܨ 0,1.0,014.10

ଵܯ
																																																																																								ሺ14ሻ 

Onde, NT é o teor de nitrogênio total na amostra (%); Va e Vb são os volumes (mL) da 

solução de ácido clorídrico gastos na titulação da amostra e do branco, 

respectivamente; F é o fator de correção para o ácido clorídrico 0,01 mol.L-1 e M1 é a 

massa da amostra (g). O cálculo da proteína bruta (PB) foi realizado de acordo com a 

Equação 15. 

஻ܲ ൌ 	்ܰ.  ሺ15ሻ																																																																																																																												ேܨ

Onde, PB é o teor de proteína bruta na amostra (%); NT é o teor de nitrogênio total na 

amostra (%) e FN = 6,25 (fator usado para converter o nitrogênio em proteína). 

3.2.2.7 Fibras 

 A determinação de fibras foi realizada de acordo com a norma padrão “Dosage 

des fibres VAN SOEST, Weened”, desenvolvida pelo INRA, Narbonne (BUFFIERE & 

LOISEL, 2007). 
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3.2.2.8 Celulose e Hemicelulose 

Para a determinação dos teores de celulose e hemiceluloses foi necessário 

extrair a holocelulose (celulose + polioses) da amostra. Para a extração da 

holocelulose, foram transferidos para um Becker (250 mL), 5,0 g do CA (seco e moído) 

livre de extrativos, contendo 60 mL de água destilada, 10 mL de hipoclorito de sódio 

(6%) e 7 mL de ácido acético glacial. O sistema foi aquecimento em banho-maria                 

(T = 80 °C), durante 60 minutos, com agitação constante.  

A separação do resíduo foi realizada por filtração a vácuo em um funil de placa 

sinterizada n°4 (previamente tarado). Este procedimento foi repetido até o 

aparecimento de um resíduo branco. A lavagem do resíduo foi realizada com 300 mL 

de água ultrapura, posteriormente, foi seco em estufa (FABBE, Modelo 119, São 

Paulo/SP) a 105 ± 5 ºC, até peso constante. O teor de homo celulose foi calculado 

pela razão entre a massa de resíduo seco em relação à massa da amostra seca. 

Para a determinação de celulose, o resíduo (holocelulose) foi transferido para 

um balão de destilação (500 mL), contendo, 200 mL de hidróxido de potássio a 15% 

(m/v). A mistura foi aquecida sob refluxo até a ebulição, durante 60 minutos. A 

separação do resíduo foi realizada por filtração a vácuo em um funil de placa 

sinterizada n°4 (previamente seco e tarado). A lavagem do resíduo foi realizada com 

água ultrapura (3 x 100 mL, T ≈ 100 °C), posteriormente, foi seco em estufa (FABBE, 

Modelo 119, São Paulo/SP) a 80 ± 2 ºC, até peso constante.  

O teor de celulose foi calculado pela razão entre a massa de resíduo seco em 

relação à massa de homo celulose. A diferença entre o teor de holocelulose e o teor 

de celulose representa o teor de hemicelulose no CA. 

3.2.2.9 Lignina Insolúvel (Klason - TAPPI, 1999) 

Em um Erlenmeyer (250 mL) contendo 5,0 g do CA (seco e moído), foram 

transferidos 50 mL de ácido sulfúrico a 72% (m/m). A mistura foi submetida a agitação 

constante em um agitador magnético (FISATOM, Modelo 752A) durante 24 h em 

temperatura ambiente (T ≈ 28,5 °C). Após esse período, a mistura foi transferida para 

um balão de destilação (1000 mL), contendo 500 mL de água destilada e aquecido 

sob refluxo (T ≈ 50 °C) durante 5 horas.  
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A lignina insolúvel foi separada por filtração a vácuo em cadinho de placa 

sinterizada (n° 4), previamente tarado. Depois de lavado com água destilada (5 x 100 

mL, T ≈ 50 °C), o resíduo foi seco em estufa (FABBE, Modelo 119, São Paulo/SP) a 

105 ± 5 ºC, até peso constante. O teor de lignina insolúvel foi calculado de acordo com 

a Equação 16. 

ሾ%ሿ	ܽ݊݅݊݃݅ܮ ൌ ቆ൬
ଶܯ

ଵܯ
൰ . 100ቇ െ  ሺ16ሻ																																																																										ݏܽݖ݊݅ܿ

Onde, M1 é a massa do CA utilizando na hidrólise descontado o teor de umidade (g); 

M2 é a massa de lignina insolúvel seca (g) e cinzas (%). 

3.2.3 Avaliação da Atividade Antioxidante 

Com o objetivo de agregar valor a biomassa do caroço de açaí, foi realizada 

a dosagem da capacidade antioxidante do pigmento (CAEtOH), obtido no Item 3.2.7.1, 

pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).  

A solução estoque de DPPH (60 mM) foi preparada a partir da dissolução de 

2,4 mg de DPPH (Sigma-Aldrich) em 100 mL de metanol (HPLC, Tedia, Brasil). A 

solução deve ser preparada no dia da análise e armazenada em frasco de vidro 

âmbar. As soluções do extrato CAEtOH foram preparadas em metanol nas seguintes 

concentrações: 250, 125, 62,5, 31,25, 15,63, 7,81 e 3,91 μg.mL-1
.  

A determinação da atividade antioxidante foi realizada, mediante a construção 

da curva padrão de DPPH nas concentrações de 5 a 30 µM. A leitura dos 

extratos/diluições foi realizada em um espectrofotômetro digital (THERMO 

SCIENTIFIC, Modelo Genesys 10S UV-Vis) a 517 nm. A prova em branco foi feita com 

2,0 mL de metanol e 0,5 mL de DPPH. As análises foram realizadas em triplicatas. 

A atividade antioxidante foi calculada de acordo com a Equação 17. 

ሾ%ሿ	ܣܣ ൌ ൬
஽௉௉ுݏܾܣ െ ஺௠௢௦௧௥௔ݏܾܣ

஽௉௉ுݏܾܣ
൰ . 100																																																																						ሺ17ሻ 

Onde, AbsDPPH e AbsAmostra, são as absovâncias [nm] do controle e da amostra, 

respectivamente. 
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3.2.4 Potencial Hidrogeniônico (pH) 

A determinação do pH foi realizada em pH metro digital, de acordo com 

método potencio métrico 945.10 da AOAC (1997). O pH foi determinado por leitura 

direta em um titulador automático Titroline Plus (SCHOTT, D-85719, Germany), 

previamente calibrado com soluções tampões de pH 4,0 e 7,0. 

3.2.5 Microscopia Eletrônica de Varredura//Espectrometria de Energia 

Dispersiva de Raios-X (MEV/EDS) 

 A análise das amostras (caroço e fibras do caroço de açaí in natura) foram 

realizadas no Laboratório de Microscopia Eletrônica de Varredura da Faculdade de 

Engenharia Química do Instituto de Tecnologia da Universidade Federal do Pará, em 

um Microscópio Eletrônico de Varredura de bancada (HITACHI, TM 3000), operando 

a 15 kV com sistema acoplado para análise química semi-quantitativa por EDS, com 

software para análise line scan (análise química ao longo de uma linha dentro de uma 

região selecionada), operando sempre no modo elétrons retro espalhados (BSE – 

backsccatered secondary electrons). 

3.2.6 Hidrólise Enzimática  

3.2.6.1 Determinação da atividade enzimática 

 A atividade enzimática total foi determinada de acordo a International Union 

of Pure and Applied Chemistry (1996). Segundo Ghose (1987), uma unidade de 

atividade enzimática libera 1 μmol de açúcar redutor por 1 mL de caldo por minuto      

(UI = μmol.mL-1.min-1), sendo expressa em unidades de papel filtro (FPU, Filter Paper 

Unit) ou atividade em papel filtro, por mililitro (FPU.mL-1).  

Em diferentes tubos de ensaio, contendo uma tira de papel de filtro Whatman 

nº 1 (1,0 cm x 6,0 cm), pesando aproximadamente 50 mg, foram transferidos 0,5 mL 

do complexo enzimático e 1 mL de solução tampão citrato de sódio 50 mM (pH 4,8). 

A incubação foi realizada em estufa microbiológica (MEDICATE, MD-1.6) a     

50 ± 2 °C durante 60 minutos. Após o tempo de incubação, foram adicionados 3 mL 
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do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS), posteriormente, os tubos foram colocados em 

banho maria até ebulição (T ≈ 100 °C) durante 5 minutos, depois foram adicionados 

20 mL de água destilada, em seguida, os tubos foram levemente agitados para a 

completa homogeneização da mistura.  

Para a prova em branco o complexo enzimático foi substituído pela solução 

tampão acetato de sódio (5 mL, pH 4,8). Os ensaios foram realizados em triplicata. 

Para o cálculo da atividade enzimática, foram considerados a quantidade absoluta de 

glicose de 2,0 mg (Equação 18). 

݁ݏ݋݈ܿ݅݃	݃݉	2,0 ൌ
2,0

0,18016μmol	
																																																																																					ሺ18ሻ 

Esta quantidade de glicose é produzida por 0,5 mL de enzima em 60 minutos, 

isto é, na reação de FPU: 

݁ݏ݋݈ܿ݅݃	݃݉	2,0 ൌ
2,0

ሺ0,18016	. 0,5	.60μmol.݉ିܮଵ,݉݅݊ିଵሻ
																																									ሺ19ሻ 

݁ݏ݋݈ܿ݅݃	݃݉	2,0 ൌ 0,37	μmol.݉ିܮଵ.݉݅݊ିଵ	ሺܷିܮ݉.ܫଵሻ																																														ሺ20ሻ 

ଵିܮ݉.ܷܲܨ ൌ
0,37

.ܿ݊݋ܥ 	݁ݏ݋݈ܿ݅݃	݃݉	2,0	ܽ	݁ݐ݊݁ݎ݂݁݁ݎ	ܽ݉݅ݖ݊݁	݁݀
ሺܷିܮ݉.ܫଵሻ										ሺ21ሻ 

1 UI = μmol.mL-1.min-1 de substrato convertido 

1 UI = μmol.mL-1.min-1 de “glicose” (açúcar redutor como glicose) convertido 

1 UI = 0,18016 mg.min-1 (quando o produto é glicose) 

  

Para determinar a concentração de enzima necessária para produzir 

exatamente 2,0 mg de glicose, foram feitas três diluições (m/v), plotando-se a 

concentração de glicose liberada versus a concentração de enzima em um gráfico 

semi-logarítmico.  

݋çãܽݎݐ݊݁ܿ݊݋ܥ ൌ
1

	݋çã݅ݑ݈݅ܦ
ൌ ൬

݋çã݅ݑ݈݅݀	ܽ݊	ܽ݉݅ݖ݊݁	ܽ݀	݁݉ݑ݈݋ܸ
	݋çã݅ݑ݈݅݀	݁݀	݈ܽݐ݋ݐ	݁݉ݑ݈݋ܸ

൰																							ሺ22ሻ 
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Com o valor da concentração de enzima conhecida, foram calculadas as unidades de 

acordo com a Equação 23. 

ଵିܮ݉.ܷܲܨ ൌ
2,0

0,18016	. ஼ܸ 	. .ݐ ሾܽ݉݅ݖ݊ܧ	ݑ݈݅݀í݀ܽሿ	
																																																						ሺ23ሻ 

Onde, VC é o volume do caldo enzimático utilizado na hidrólise (mL), t é o tempo de 

hidrólise (min) e 0,18016 é igual a 1 μmol de glicose (mg). 

3.2.6.2 Açúcares redutores totais (ART) 

 As concentrações de açúcares redutores totais (ART) foram determinados 

pelo método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) descrito por Miller (1959), mediante a 

construção da curva padrão de glicose nas concentrações de 0,1 a 1,0 g.L-1. A 

concentração de glicose foi determinada em um espectrofotômetro digital (THERMO 

SCIENTIFIC, Modelo Genesys 10S UV-Vis) a 540 nm. 

3.2.6.3 Hidrólise enzimática do caroço do açaí 

Nas reações de hidrólise enzimáticas, foram utilizados caroços de açaí in 

natura (CANT) e tratado com solvente (CAT). 

3.2.6.4 Ensaios preliminares de hidrólise 

Estes ensaios, objetivaram, avaliar a melhor condição de pré-tratamento do 

CA (Item 3.2.1.3), usado no processo de hidrólise enzimática com massa reduzida. 

Foram realizados doze ensaios, divididos em quatro condições experimentais: 

CANT60 e CAT60 (T = 60 °C); CANT70 e CAT70 (T = 70 °C). A concentração inicial 

da polpa do CA correspondeu a 40 g.L-1. A carga enzimática (total) usada para cada 

ensaio foi de 10% em massa com relação a massa do substrato (m/m).  

Os ensaios foram realizados em tubos de ensaio de 100 mL, contendo 1,0 g 

do CA pré-tratado, 20 mL de água destilada e 5 mL de solução tampão de citrato        

(pH = 4,8). A incubação foi realizada em estufa microbiológica (MEDICATE, MD-1.6) 

nas temperaturas de 60 e 70 °C. 
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Foram realizadas coletas para os tempos de 6, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 

e 192 horas. A inativação enzimática foi realizada em água fervente (T ≈ 100 °C) 

durante 5 minutos. A separação do hidrolisado da polpa foi realizada por filtração à 

vácuo em cadinho de placa sinterizada (n° 1).  

As concentrações de ART´s foram determinadas, conforme descrito no Item 

3.2.6.2. Em paralelo, foi realizada a prova em branco para cada ensaio, substituindo-

se o complexo enzimático pela solução tampão acetato de sódio (25 mL, pH = 4,8). 

Os ensaios foram realizados em triplicatas. 

3.2.6.5 Ensaios de hidrólise enzimática 

Mediante a análise preliminar dos resultados de hidrólise do CA com massa 

reduzida (Item 3.2.8.1, novos ensaios foram realizados em Erlenmeyer de 500 mL, 

contendo, cerca 10 g CA, 250 mL de água, o pH foi ajustado com solução tampão de 

citrato para 4,8. A concentração inicial da polpa do CA foi de 40,14 g.L-1 (CANT60), 

40,100 g.L-1 (CAT60), 40,08 g.L-1 (CANT70), e de 40,08 g.L-1 (CAT60).  

A carga enzimática (total) usada para cada ensaio foi de 10% em massa com 

relação a massa do substrato. Em paralelo, para cada ensaio, foi realizada a prova 

em branco substituindo-se o complexo enzimático pela solução tampão acetato de 

sódio (250 mL, pH = 4,8). Os ensaios foram realizados em duplicatas. 

 Os frascos foram submetidos a incubação em estufa microbiológica 

(MEDICATE, MD-1.6) nas temperaturas de 60 ± 2 °C e de 70 ± 1 °C, com agitação 

periódica, foram realizadas coletas de nos tempos de 6, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 

e 192 horas. Os hidrolisados foram submetidos a inativação enzimática em banho 

maria (T ≈ 90 °C) durante 1 hora, após este período, a mistura foi filtrada em cadinho 

de placa sinterizada (n° 1). As concentrações de ART’s foram determinadas, conforme 

descrito no item 3.2.6.5. 

Os rendimentos da hidrólise foram expressos como: (R1) relação entre a 

concentração final de glicose (g.L-1) em relação a concentração de inicial da polpa do 

caroço de açaí (g.L-1), (R2) relação entre a concentração final de glicose (g.L-1) em 

relação a concentração inicial de celulose (g.L-1) e (R3) relação da concentração final 

de glicose (g.L-1) em relação inicial de glicose (g.L-1). 
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A concentração de celulose foi calculada pela seguinte relação: massa do 

caroço de açaí (g), multiplicado pelo teor de celulose contido na amostra (40,25%), 

divididos pelo volume total do hidrolisado (L). Conhecido a quantidade de celulose 

contida na amostra, se efetuou o cálculo da quantidade teórica de glicose (g). 

3.2.7 Fermentação Alcóolica 

A fermentação alcoólica foi realizada em balão de vidro (fundo redondo) de 

250 mL, contendo, 200 mL do hidrolisado com o pH ajustado para 4,5 com ácido 

sulfúrico 1:1 (v/v), a inoculação do mosto foi feita com a adição de 2 g de fermento 

comercial seco instantâneo (Saccharomyces cerevisiae, FLEISCHMANN), 

correspondendo a uma concentração inicial da levedura de 1% (m/v).  

A mistura foi submetida à incubação em agitador magnético (FISATOM, 

modelo 52M) a 33 ± 1 °C, com agitação constante de 120 rpm, durante 24 horas. As 

concentrações de ART’s foram determinadas, conforme descrito no item 3.2.6.5. O 

etanol produzido foi obtido por destilação simples. Os ensaios foram realizados em 

triplicatas. 

 

Figura 15. (1) Hidrolisado do caroço de açaí (C0 = 40 g.L-1) e (2) reator batelada 

 

                                                                                        Fonte. Autor, 2016. 
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Na fermentação alcoólica de açúcares, por ação de leveduras, os principais 

produtos obtidos em proporções equimolares são: o etanol e o dióxido de carbono, 

conforme a equação estequiométrica: 

 

 

 

Para cada 180,1559 kg de glicose, são produzidos 92,1376 kg de etanol, ou 

seja, cada quilograma de glicose corresponde a 511,4326 kg de etanol. A massa de 

etanol dividido pela massa específica do etanol (789,23 kg.m-3) resulta em 0,648014 

L de etanol por kg de glicose. Esse resultado é denominado "rendimento 

estequiométrico da fermentação”, ou seja, o volume em litros de etanol que pode ser 

produzido por quilograma de glicose.  

O coeficiente de Gay-Lussac (rendimento teórico) é de 51,1% em massa, 

sendo este, usado para o cálculo da taxa de conversão de glicose em etanol 

(JACKMAN, 1991).   

O rendimento da fermentação (Rf), a produtividade (Qp) e quantidade de 

produto formado em relação à quantidade de substrato limitante consumido (YP/S), 

foram calculados pelas Equações 24, 25 e 26. 

ܴ݂ሾ%ሿ ൌ
	ሺா௧ைுሻா௫௣ܥ	

	ሺா௧ைுሻ்௘௢ܥ
. 100																																																																																																	ሺ24ሻ 

Onde, C(EtOH)Exp, é a concentração de etanol experimental (g.L-1) e C(EtOH)Teo 

concentração de etanol teórico (CGlicose (g.L-1) x 0,5114326). 

.ሾ݃	݌ܳ .ଵିܮ ݄ିଵሿ ൌ
	ሺா௧ைுሻா௫௣ܥ	

	ݐ
																																																																																									ሺ25ሻ 

Onde, ܥሺா௧ைுሻா௫௣, é a concentração de etanol experimental (g.L-1) e t, é o tempo de 

fermentação (h). 
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௉ܻ/ௌ	ሾ݃. ଵሿିܮ ൌ
ሺா௧ைுሻி௜௡௔௟ܥ	 െ	ܥሺா௧ைுሻூ௡௜௖௜௔௟	
ሺீ௟௜௖௢௦௘ሻூ௡௜௖௜௔௟ܥ െ	ܥሺீ௟௜௖௢௦௘ሻி௜௡௔௟	

																																																										ሺ26ሻ 

Onde, C(EtOH)Final e C(EtOH)Inicial, são as concentrações inicial e final de etanol (g.L-1) e 

C(Glicose)Inicial e C(Glicose)Final, são as concentrações inicial e final de glicose (g.L-1). 

3.3 AJUSTES DOS PARÂMETROS CINÉTICOS DAS REAÇÕES DE 

HIDRÓLISES ENZIMÁTICAS DO CA 

 Este estudo foi baseado na modelagem cinética a partir dos dados 

experimentais da hidrólise enzimática do CA, obtidos por diferentes tratamentos 

(CANT e CAT), foram ajustados aos modelos de Michaelis-Menten e Lineweaver-

Burk. Os parâmetros cinéticos das reações enzimáticas foram ajustados pelo 

aplicativo SOLVER na planilha eletrônica EXCEL 2016 (16.0.4366.1000).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 TRATAMENTO DO CAROÇO DE AÇAÍ 

 O teor de umidade e o rendimento em base úmida do caroço de açaí “in 

natura” foi de 39,59 e 60,41%, respectivamente. De acordo com o perfil da curva de 

secagem do caroço de açaí (Figura 16), indica que a secagem ocorreu nas primeiras 

8 horas, correspondendo ao primeiro período da taxa decrescente. Isto sugere que o 

caroço de açaí apresenta em sua estrutura externa uma maior concentração de água. 

 

Figura 16. Curva de secagem do caroço de açaí (T = 105 °C, Var = 0,5 m.s-1) 

 

 

 Na Figura 17, é apresentada a curva granulométrica do caroço de açaí, a 

fração média do caroço de açaí não peneirado foi de 52,82%, correspondente a um 

diâmetro de 2,362 mm.  Neste estudo, foram utilizadas partículas de diâmetro 48 mesh 

(0,295 mm), o rendimento médio foi de 3,40%. O processo de moagem foi repetido 

até que fosse obtida uma quantidade de substrato suficiente para a realização dos 

experimentos. 
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Figura 17. Curva granulométrica do caroço de açaí 

 

 

Na literatura são encontrados estudos sobre a influência do tamanho de 

partícula na conversão de biomassa. Entretanto, há muita divergência nos resultados 

obtidos, alguns autores defendem a ideia de que partículas pequenas, contribuem 

para uma melhor eficiência na conversão de biomassa, enquanto outros, sugerem que 

há pouca ou nenhuma diferença quando são utilizadas partículas de diâmetro 

reduzido (ZHENG et al. 2007; LIU et al. 2013; VIDAL Jr. et al., 2011. 

Por outro lado, a redução do tamanho de partícula da biomassa é um processo 

bastante oneroso (LIU et al., 2013). A redução do tamanho da partícula tem como 

principal objetivo, aumentar sua superfície de contato, melhorar a transferência de 

calor e massa no processo, bem como, reduzir a cristalinidade das fibras de celulose, 

de modo a alcançar melhores conversões (ZENG et al., 2007; LIU et al., 2013). 

4.2 CARACTERIZAÇÃO DO CAROÇO DE AÇAÍ 

Na Tabela 6, são apresentados os resultados da caracterização do caroço de 

açaí in natura (CANT) e tratado com solvente (CAT). Os teores de umidade, lipídeos, 

proteínas, fibra bruta hemicelulose, celulose, lignina, voláteis, carbono fixo e cinzas, 

apresentam variações na composição quando comparados com outros resultados da 
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literatura Altman (1956) e Kabacznik & Rogez (1998). Estas diferenças podem estar 

relacionadas às características morfológicas e químicas ou pode ser atribuído a 

diferentes fatores, como solo, clima, período de colheita e sazonalidade etc. 

  

Tabela 6. Composição média do caroço de açaí (g/100 g em base seca) 

Composição [%] 
Amostra 

ALTMAN (1956) 
KABACZNIK & 
ROGEZ (1998) CANT CAT 

Umidade 10,15 9,85 13,6 58,3 

Lipídeos 0,61 --- 3,48 1,65 

Proteínas 6,25 4,86 5,02 5,56 

Fibra Bruta 29,79 28,64 62,95 81,29 

Hemicelulose 5,5 3,82 14,19 --- 

Celulose 40,29 39,55 39,83 --- 

Lignina 4 1,07 8,93 --- 

Voláteis 0,5 --- --- --- 

Carbono Fixo 0,83 0,76 --- --- 

Cinzas 0,15 0,13 1,55 5,97 

Total [%] 98,07 88,68 86,6 152,77 

 

 Para o CANT e CAT, os balanços de massas não totalizaram 100%, dados 

citados na literatura também mostram fato semelhante para o bagaço de cana-de-

açúcar (91%), palha de trigo (95%), sabugo de milho (95%) e grama (88,4%) 

(PANDEY et al., 2000; SUN & CHENG, 2002).  

 De acordo com Marabezi (2009), valores entre 98 a 102% para o balanço de 

massa são considerados aceitáveis, uma vez que esta margem de erro leva em 

consideração o número de etapas de análises, ou mesmo o número de análises, que, 

combinados com o erro individual, acarretam lapsos ou sobreposições de resultados. 

4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) é um radical livre, utilizado para avaliação 

da capacidade antioxidante. Este ensaio se baseia no princípio de que o radical DPPH 

recebe um hidrogênio da molécula antioxidante resultando em redução do DPPH 
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(Radical livre) para DPPH (Reduzido). Na reação ocorre a mudança da cor violeta 

para o amarelo, a qual é monitorada por espectrofotometria (MISHRA et al., 2012). 

Na Figura 18, são apresentados os resultados da capacidade antioxidante do 

extrato etanoico do caroço de açaí in natura (CAEtOH) frente ao radical DPPH 0,3 

mM. A maior atividade antioxidade (82%) correspondeu a menor concentração do 

CAEtOH (3,91 µg.mL-1) e a menor atividade antioxidante (34,48%) correspondeu a 

maior concentração do CAEtOH (250 µg.mL-1). A fração do CAEtOH para reduzir em 

50% (EC50 = 172,93 µg.mL-1) a concentração inicial do radical DPPH não foi o mais 

ativo. 

  

Figura 18. Avaliação do potencial antioxidade do CAEtOH pelo método DPPH      

(0,3 mM, t = 30 min) 

 

Em geral, a atividade antioxidante do açaí, é atribuida aos flavonoides, 

substâncias naturalmente presentes nas plantas e exibem importantes efeitos 

benéficos sobre a saúde humana como os efeitos anti-isquêmico, antiagregantes 

plaquetários, anti-inflamatórios, o que torna esses polifenóis particularmente úteis na 

prevenção de patologias humanas em que produção de radicais livres desempenha 

um papel fundamental, como aterosclerose, lesão isquêmica, envelhecimento, 

doenças neurológicas degenerativas (Parkinson e Alzheimer), inflamação e câncer 

(SAKANO et al., 2005). 

34,48

59,66

70,29
75,60

78,68 80,98 82,00
77,29

58,27

0

20

40

60

80

100

250,00 125,00 62,50 31,25 15,63 7,81 3,91 4,91 5,91

A
ti

vi
d

ad
e 

A
n

ti
o

xi
d

an
te

 [
%

]

CAEtOH [µg.mL-1]



77 
Resultados e Discussão 
 
 
 
 

 

4.4 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA/ESPECTROMETRIA DE 

ENERGIA DISPERSIVA DE RAIOS-X (MEV/EDS) 

 Na Figura 19, é apresentada a micrografia do caroço do açaí in natura (corte 

transversal). A micrografia 1, apresenta uma estrutura aberta com espaços vazios (1), 

pontuações (2) e fibras (3) unidas pela presença de hemicelulose e lignina. Na 

micrografia 2 (ampliação), é possível observar a presença de cristais sílica na forma 

de roseta (Pontos 1, 2, 3 e 4).  

 

Figura 19. Micrografias do corte transversal caroço de açaí (mesocarpo). Ampliação 

de 500x (1) e ampliação de 1,2k (2) 

    Fonte. Autor, 2016. 

 

Na Figura 20, é apresentada a micrografia das fibras caroço do açaí in natura. 

A micrografia 1, apresenta uma estrutura cilíndrica compacta, flocos de medula (1), 

cutícula (2), pontuações (3) e cristais de sílica (4) dispostos aleatoriamente. Na 

micrografia 2 (ampliação), é possível observar a presença de cristais sílica dentro das 

cavidades globulares (Pontos 1, 2, 3 e 4). 
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Figura 20. Micrografias do perfil longitudinal fibra do caroço de açaí. Ampliação de 

300x (1) e ampliação de 1,2k (2) 

Fonte. Autor, 2016. 

 

A análise química semi-quantitativa por EDS do corte transversal do 

mesocarpo do caroço de açaí (Figura 19.2), registrou os seguintes elementos, C, O, 

Si e Al (Figura 21). Os teores de C variaram entre 43,251 a 56,019%, os teores de O 

variaram entre 40,165 a 48,509%. Nos pontos 3 e 4 os teores de Si foram de 7,821 e 

14,097%, respectivamente. No ponto 2, o teor de Al foi de 0,982% (Tabela 7). 

 

Figura 21. Espectros de EDS do corte transversal do mesocarpo do caroço de açaí 

in natura 

 
Fonte. Autor, 2016. 
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Tabela 7. Análise química semi-quatitativa do mesocarpo do caroço de açaí            

in natura (corte transversal) 

Ponto C [%] O [%] Si [%] Al [%] Total 

1 51,491 48,509 --- --- 100 

2 51,032 40,165 7,821 0,982 100 

3 56,019 43,981 --- --- 100 

4 43,251 42,652 14,097 --- 100 

 

A análise química semi-quantitativa por EDS da fibra do caroço de açaí (Figura 

20.2), registrou os seguintes elementos, C, O, Si e Al (Figura 22). Os teores de C 

variaram entre 52,025 a 60,486%, os teores de O variaram entre 36,964 a 43,446%. 

Nos pontos 1, 2 e 3 os teores de Si variaram entre 0,854 a 1,955%. Nos pontos 1 e 3, 

o teor de Al foram de 7,67 e 6,415% (Tabela 8). 

 

Figura 22. Espectros de EDS da fibra (perfil longitudinal) do caroço de açaí in natura 

 

Fonte. Autor, 2016. 
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Tabela 8. Análise química semi-quatitativa da fibra do caroço de açaí in natura (perfil 

longitudinal) 

Ponto C [%] O [%] Si [%] Al [%] Total 

1 52,025 39,451 0,854 7,67 100 

2 60,486 36,964 2,55 --- 100 

3 54,113 37,517 1,955 6,415 100 

4 56,554 43,446 --- --- 100 

 

4.5 ATIVIDADE ENZIMÁTICA TOTAL 

Para determinar a atividade do complexo enzimático, foram realizadas três 

diluições em solução de citrato de sódio 50 mM (pH = 4,8): 1:500, 1:250 e 1:100, 

correspondendo as concentrações iniciais de enzimas de 0,0023, 0,0046 e 0,0077 

(v/v). Com os dados obtidos, construiu-se um gráfico (Figura 23) onde se relaciona a 

concentração de enzima em função da massa de glicose liberada. 

 

Figura 23. Atividade enzimática (método das diluições) 
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y = Log[CEnz] = 0,5086.(2 mg glicose) – 3,5615 

Log[CEnz] = -2,5443   

10Log[CEnz] = 10-2,5443 

[CEnz] = 0,002856 

   

A atividade enzimática total do complexo enzimático foi realizada de acordo 

com a Equação 23. O valor da atividade do complexo enzimático obtido (129,57 

FPU.mL-1) foi utilizado para os cálculos de volume de enzima necessário para os 

ensaios de hidrólise. 

4.6 HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 

Os ensaios preliminares de hidrólise do caroço de açaí foram importantes para 

definir as melhores condições experimentais adotadas neste estudo. Nestes ensaios, 

foram considerados apenas o açúcar fermentescível glicose como produto da hidrólise 

para avaliar a eficiência do tratamento por meio do cálculo de seu rendimento, 

desconsiderando-se assim, os demais açúcares produzidos. 

Os resultados obtidos no processo de hidrólise enzimática do caroço de açaí 

in natura (CANT) e tratado com solvente (CAT) em 192 horas (Figura 24), 

apresentaram taxas de conversão na temperatura de 60 °C de 8,24 e 4,55% (CANT60 

e CAT60) e na temperatura de 70 °C de 5,48% e 2,89% (CANT70 e CAT70). 

 

Figura 24. Hidrólise enzimática do caroço de açaí (Tubo de ensaio, C0 = 40 g.L-1)  
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 Os resultados experimentais ficaram abaixo dos rendimentos teórico 44,47% 

e 24,59% (CANT e CAT60) e de 29,95% e 15,58% (CANT70 e CAT70). O rendimento 

experimental foi calculado pela razão entre a massa de resíduo seco em relação à 

massa de amostra. Para o cálculo do rendimento teórico foi considerado a 

porcentagem de celulose determinada experimentalmente do caroço de açaí in natura 

(40,29%), sendo calculado de acordo com a equação estequiométrica: 

 

 

 

Os resultados sugerem que o tratamento do caroço de açaí com solvente 

(CAT) influenciou na taxa de glicose liberada, ficando abaixo do não tratado (CANT), 

nas duas temperaturas. Outros fatores podem ter influenciado nas baixas taxas de 

conversão da biomassa caroço de açaí, como por exemplo, agitação e pH. 

4.6.1 Estudo Comparativo da Hidrólise Enzimática do Caroço de Açaí 

Nesta etapa, objetivou-se realizar um estudo sobre a hidrólise enzimática do 

caroço de açaí in natura (CANT) e tratado com solvente (CAT), bem como comparar 

seu potencial como fonte de glicose. Nas Tabelas 9 e 10, são apresentados os 

resultados (médios) da hidrólise do caroço de açaí. 

De acordo com os resultados apresentados (Tabelas 9 e 10), as maiores 

concentrações de glicose foram obtidas para as polpas CANT60 (13,68 g.L-1) e 

CANT70 (11,59 g.L-1). As menores concentrações foram obtidas para as polpas 

CAT60 (9,22 g.L-1) e CAT70 (4,93 g.L-1) 

As maiores taxas de conversão de celulose em glicose obtidas em 192 h de 

reação foram de 84,58% (CANT60) e 71,80% (CANT70), as menores de 57,06% 

(CANT60) e 30,38% (CAT70). Pelo cálculo estequiométrico de celulose convertidos 

em glicose é de 90,03%, ou seja, o CANT60 foi o que apresentou o melhor resultado 

(84,58%). O aumento da concentração de glicose com o decorrer do tempo, não foi 

constante a partir de um determinado tempo, o que era de ser esperado, devido a 
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diminuição da concentração de substrato para a enzima, ocasionando a diminuição 

da taxa de formação do produto 

 

Tabela 9. Hidrólise enzimática do caroço de açaí (T = 60 °C, VT = 250 mL, pH = 4,8) 

t [h] 
CANT60 (CA = 10,035 g) CAT60 (CA = 10,025 g) 

Glicose [g.L-1] 1Rend [%] 2Rend [%] 3Rend [%] Glicose [g.L-1] 1Rend [%] 2Rend [%] 3Rend [%] 

6 1,12 2,78 6,90 6,21 0,34 0,86 2,13 1,92 

24 2,14 5,34 13,25 11,93 0,97 2,43 6,03 5,43 

48 3,45 8,58 21,30 19,18 1,85 4,61 11,44 10,30 

72 6,18 15,40 38,23 34,42 3,99 9,95 24,70 22,24 

96 7,45 18,56 46,07 41,48 4,83 12,05 29,90 26,92 

120 8,23 20,50 50,88 45,80 5,24 13,06 32,42 29,19 

144 8,74 21,77 54,03 48,65 5,41 13,49 33,48 30,14 

168 11,50 28,64 71,09 64,00 7,57 18,88 46,85 42,18 

192 13,68 34,08 84,58 76,15 9,22 22,99 57,06 51,37 

 

 

Tabela 10. Hidrólise enzimática do caroço de açaí (T = 70 °C, VT = 250 mL, pH = 

4,8) 

t [h] 
CANT70 (CA = 10,020 g) CAT70 (CA = 10,070 g) 

Glicose [g.L-1] 1Rend [%] 2Rend [%] 3Rend [%] Glicose [g.L-1] 1Rend [%] 2Rend [%] 3Rend [%] 

6 1,70 4,23 10,51 9,46 0,47 1,16 2,87 2,58 

24 4,14 10,32 25,65 23,09 1,06 2,64 6,55 5,89 

48 5,93 14,77 36,72 33,06 1,76 4,36 10,82 9,74 

72 6,21 15,47 38,46 34,63 2,07 5,13 12,72 11,46 

96 6,83 17,01 42,29 38,07 2,41 5,99 14,87 13,38 

120 9,03 22,49 55,90 50,33 2,97 7,37 18,30 16,48 

144 9,79 24,38 60,60 54,56 3,75 9,31 23,10 20,80 

168 10,61 26,44 65,72 59,17 4,46 11,07 27,47 24,73 

192 11,59 28,89 71,80 64,64 4,93 12,24 30,38 27,35 
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A eficiência das hidrólises enzimáticas para as polpas CANT60, CAT60, 

CANT70 e CAT70 foi de 40,29%. O calculo da eficiência no processo de hidrólise do 

caroço de açaí foi realizado pela razão entre o rendimento experimental em relação 

ao rendimento teórico. Os perfis cinéticos para as diferentes condições do processo 

de hidrólise do caroço de açaí, são apresentados na Figura 25, 26, 27 e 28. 

 

Figura 25. Perfil cinético da hidrólise enzimática do CANT60 (C0 = 40 g.L-1) 

 

 

 

Figura 26. Perfil cinético da hidrólise enzimática do CAT60 (C0 = 40 g.L-1) 
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Figura 27. Perfil cinético da hidrólise enzimática do CANT70 (C0 = 40 g.L-1) 

 

 

 

Figura 28. Perfil cinético da hidrólise enzimática do CAT70 (C0 = 40 g.L-1) 
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durante 24 horas, com as seguintes características: concentração inicial média de 

glicose de 13,68 g.L-1 e pH de 4,5. Na Tabela 11, são apresentados os resultados da 

fermentação alcóolica do CANT60. 

 

Tabela 11. Fermentação alcóolica do hidrolisado do CANT60 (T = 33 ± 1 °C, 24 h) 

C(EtOH)Teo [g.L-1] C(EtOH)Exp [g.L-1] pHFinal Rend [%] Qp [g.L-1.h-1] YP/S 

5,8218 4,4360 5,15 87,08 0,1056 0,5869 

 

De acordo com os dados da Tabela 11, podemos observar, que no final do 

processo fermentativo, a concentração de glicose residual foi de 0,049 g.L-1, a taxa de 

conversão de glicose em relação a concentração inicial do hidrolisado foi de 99,64%.  

Durante a fermentação, houve variação do pH, quando o pH não está tão 

favorável ao desenvolvimento dos microrganismos, a afinidade com o meio se torna 

mais lenta, o que dificulta o consumo do substrato, podendo levar as leveduras a 

flocularem, quando floculadas e ao fundo, os microrganismos perdem atividade 

(CALEJJA, 1974 e LIMA, 1999). Nas condições experimentais avaliadas, não foi 

possível identificar a existência de inibição do processo fermentativo. Em todos os 

ensaios, o valor do pH permaneceu dentro da faixa de pH indicada como a ideal para 

esse tipo de fermentação (4 > pH < 6).  

O rendimento de etanol (0,4451 g.g-1) foi inferior ao valor máximo teórico de 

conversão (0,511 g.g-1), correspondendo a 87,08% e o rendimento em produto (YP/S 

= 0,5869 g.g-1), foi superior quando comparado com valores citados na literatura (0,46 

g.g-1) para fermentações industriais (DAUGULIS & SWAINE, 1987; LIMA, BASSO & 

AMORIM, 2001 e LIMA & MARCONDES, 2002). A produtividade de etanol (Qp = 

0,1056 g.L-1.h-1) em 24 horas de reação, está abaixo dos valores encontrados na 

literatura para reações de fermentação em batelada, 6,85-9,88 g.L-1.h-1 (TOSETTO, 

2002) e de 5,97-9,6 g.L-1.h-1 (FERREIRA, 2005).  

Variações nos parâmetros cinéticos podem ser atribuídos a vários fatores 

como: agitação, pH, cepa de levedura, temperatura e concentração de substrato. A 

concentração inicial de glicose no meio de fermentativo (13,68 g.L-1) para a produção 

de etanol é muito baixa. Há a necessidade de aumentar essa concentração, visando 

o aumento da produção sem impactar no custo operacional. 
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4.8 CINÉTICA DA HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DO CAROÇO DE AÇAÍ  

A partir dos resultados experimentais da hidrólise enzimática do caroço de 

açaí (CANT60, CAT60, CANT70 e CAT70), Item 3.2.6.5, foram determinadas as 

constantes de Michaelis-Menten (Km), de cinética da reação (kcat) e da velocidade 

máxima de reação (Vmax), baseado na equação de cinética enzimática proposta por 

Michaelis-Menten e na sua linearização (duplo recíproco), de acordo com a 

metodologia aplicada por Lineweaver-Burk. Os valores dos parâmetros cinéticos são 

apresentados na Tabela 12. 

 

 Tabela 12. Parâmetros cinéticos da hidrólise enzimática do caroço de açaí 

Parâmetros CANT60 CAT60 CANT70 CAT70 

Vmax [g.L-1.h-1] 
Exp 2,4944 6,9376 4,5536 11,2985 

Cal 2,4902 6,9486 4,5746 11,3217 

Km [g.L-1] 
Exp 1,2472 3,4688 2,2768 5,6493 

Cal 1,2364 3,4731 2,2830 5,6757 

kcat [h] 
Exp 41,5732 115,6263 75,8939 188,3084 

Cal 41,5038 115,8099 76,2436 188,6952 

Km/Vmax [g.L-1] 
Exp 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 

Cal 0,4965 0,4998 0,4991 0,5013 

R2 
Exp 0,9780 0,9652 0,9605 0,9892 

Cal 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 

 

Quando comparados os resultados da Vmax para as diferentes condições de 

hidrólise enzimática do caroço de açaí, se verifica um aumento na velocidade de 1,83 

vezes para o CANT60 (13,68 g.L-1) e CANT70 (11,59 g.L-1), e de 1,63 vezes para o 

CAT60 (9,22 g.L-1) e CAT70 (4,93 g.L-1), sugere que o aumento da temperatura não 

foi um parâmetro que tenha influenciado no meio reacional, e sim, o tipo de tratamento 

que foi submetido o caroço de açaí.  
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Os valores de Km, correspondem a metade da velocidade máxima para 

CANT60, CAT60, CANT70 e CAT70. O menor valor de Km foi de 1,2472 g.L-1 

(CANT60), quanto menor o Km, maior a afinidade do catalisador pelo substrato e 

maior a eficiência catalítica da enzima ao sitio ativo (WHITAKER, 1994). 

O valor obtido de Kcat para o CANT60, CAT60, CANT70 e CAT70 é de 33,33 

vezes maior que a constante de Michaelis-Menten (Km), pois a velocidade impôs um 

limite para com que a enzima e o substrato se difundissem para formação do produto.  

O Kcat serve para descrever a velocidade limitante de qualquer reação 

catalisada por uma enzima em condições de saturação, pois Kcat está relacionado ao 

número de moléculas do substrato convertidas em produto por uma única molécula 

de enzima em uma dada unidade de tempo por cada sítio ativo.  

Quando com os valores de Kcat é numericamente grande, o equilíbrio está a 

favor das formas E e S livres. Por outro lado, quando o Kcat é numericamente 

pequeno, o equilíbrio está a favor da formação do complexo ES. Portanto, Kcat é 

inversamente proporcional à afinidade da enzima pelo substrato, comportamento 

observado por este estudo.   

Os valores obtidos da inclinação (Km/Vmax) para as diferentes condições de 

hidrólise enzimática do caroço de açaí, não foram influenciados pelas condições de 

trabalho, pois apresentaram a mesma eficiência catalítica da enzima. O coeficiente de 

correlação (R2) obtidos nos ajustes dos resultados experimentais ao modelo proposto 

por Michaelis-Menten foi adequado para representar a cinética de hidrólise enzimática 

do caroço de açaí nas diferentes condições.   

Na Figura 29, são apresentados os perfis cinéticos da hidrólise enzimática do 

caroço de açaí, de acordo com a equação de Michaelis-Menten, ajustados pelo 

método dos mínimos quadrados, para as diferentes condições. 
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Figura 29. Representação da curva cinética da hidrólise enzimática do caroço de 

açaí (CANT60, CAT60, CANT70 e CAT70) 
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A determinação da constante de Michaelis-Menten e da velocidade máxima 

foram calculadas pela representação gráfica de Lineweaver-Burk, permitindo estimar 

a inclinação da reta (Km/Vmax = 0,5), o valor do ponto de intercepção no eixo y 

(1/Vmax = 0,4009, 0,1441, 0,2196 e 0,0885) que pode ser observado nas equações 

da reta (Figura 30) e a extrapolação dos dados experimentais (-1/Km = - 0,8018,             

-0,2883, -0,4392 e -0,1770). 
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Figura 30. Gráfico de duplo recíproco (Lineweaver-Burk) da cinética enzimática do 

caroço de açaí (CANT60, CAT60, CANT70 e CAT70) 
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Embora apresente algumas desvantagens em relação a outras linearizações 

da equação de Michaelis-Menten, este método permite-nos determinar Km e Vmáx com 

muito mais rigor que a curva de v0 em função de [S], permitindo ainda visualizar 

rapidamente o comportamento cinético da enzima em estudo. A maior desvantagem 

desta linearização é que a maioria dos valores experimentais são realizados com [S] 

relativamente elevadas e ficam acumulados no lado esquerdo do gráfico. Por outro 
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lado, para [S] relativamente baixas, pequenos erros de v0 transformam-se em erros 

muito maiores de 1/V, o que pode originar grandes erros de Km e de Vmáx. 

A ordem de reação das cinéticas enzimáticas da hidrólise do caroço de açaí 

(Fifura 31), foi estimando a inclinação da reta à curva do gráfico concentração 

substrato [S] versus o tempo t. O modelo que melhor se ajustou aos dados 

experimentais foi de ordem zero, a inclinação da reta se obteve o valor de k negativo. 

 

Figura 31. Ordem de Reação das cinéticas enzimática do caroço de açaí (CANT60, 

CAT60, CANT70 e CAT70) 
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5 CONCLUSÕES E RECOMENDAÇÕES 

5.1 CONCLUSÕES 

Tendo em vista os objetivos propostos neste estudo, de hidrolisar o caroço de 

açaí in natura e tratado com solvente para a produção de açúcar fermentescível, para 

produção de bioetanol, as seguintes conclusões são apresentadas. 

Os valores da composição físico-química do caroço de açaí in natura, estão de 

acordo com os valores apresentados na literatura. 

A análise morfológica do caroço do açaí in natura por microscopia eletrônica 

de varredura (MEV), permitiu fazer uma análise da estrutura e da presença de 

elementos químicos (C, O, Si e Al) no caroço e na fibra.  

O extrato etanoico do caroço de açaí apresentou capacidade antioxidante de 

82%, frente ao radical livre DPPH. Novos estudos necessitam ser conduzidos em 

busca do isolamento, da purificação e identificação dos compostos ativos da planta, 

bem como, para confirmar sua ação antioxidante, in vitro, usando outros radicais 

livres. 

A presença de lignina na hidrólise do caroço de açaí não deslignificado (CANT) 

não foi um fator limitante ao acesso as enzimas e, consequentemente, a presença de 

compostos fenólicos provenientes da presença de lignina no hidrolisado não 

desfavoreceu a conversão de celulose em glicose, o rendimento em relação a massa 

da amostra ficou acima de 25%, nas duas condições de temperaturas (60 e 70 °C). 

O tratamento com solvente do caroço de açaí, não contribuiu significativamente 

na conversão de celulose em glicose, o rendimento em relação a massa da amostra 

ficou abaixo de 25%, nas duas condições de temperaturas (60 e 70 °C). 

Os resultados apresentados sugerem que o tratamento com solvente, não foi 

capaz de desestruturar a parede vegetal da biomassa, em especial, celulose, 

hemicelulose e lignina, tornando os açúcares fermentescíveis disponíveis no processo 

de hidrólise enzimática, devido aos possíveis inibidores gerados no tratamento com 

solvente. 

O caroço de açaí sem tratamento (CANT60) mostrou ser uma biomassa 

lignocelulósica promissora para a obtenção de etanol de segunda geração, por conter 
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um alto teor de celulose (40,29%), além de apresentar bons rendimentos na liberação 

de glicose (13,687 g.L-1) após a hidrólise enzimática. 

A glicose (13,687 g.L-1) obtida pela hidrólise enzimática do caroço de açaí foi 

bem assimilada pela levedura Saccharomyces cerevisiae para a produção de etanol. 

Os parâmetros Vmax e Km obtidos nos ajustes cinéticos da hidrólise 

enzimática do caroço de açaí para CANT60, CAT60, CANT70 e CAT70 foram: Vmax 

igual a 2,4944, 6,9376, 4,5536 e 11,2985 (g.L-1.h-1); Km igual a 1,2472, 3,4688, 2,2768 

e 5,6493 (g.L-1). 

Mediante a análise dos dados referentes as condições experimentais              

(CA = 40 g.L-1, T = 60 °C, t = 192 h e pH = 4,8) a melhor condição da hidrólise 

enzimática do caroço de açaí foi o CANT60 com rendimentos de 84,54% em relação 

a concentração inicial de celulose e de 34,08% em relação a concentração inicial  da 

polpa do caroço de açaí 40 g.L-1). 

O etanol obtido após destilação, correspondeu a 87,08% em relação a 

concentração inicial de glicose (13,68 g.L-1). 

5.2 RECOMENDAÇÕES 

Aumentar a concentração de açúcares fermentescíveis no caldo hidrolisado do 

caroço de açaí, avaliando o uso de diferentes métodos para o incremento da 

concentração de massa seca do substrato no meio reacional de hidrólise.  

Realizar o balanço de massa e de energia e fazer a análise econômica do 

processo após a sua otimização (maximização do rendimento, produtividade e 

eficiência).  

Realizar ensaios de hidrólise enzimática em temperaturas abaixo de 60 °C para 

avaliar as taxas de conversão de celulose em glicose. 

Estudar o estudo de escala para a produção de etanol obtido pela hidrólise da 

biomassa caroço de açaí. 

 

 

 

.
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APÊNDICE I - Dados da secagem do caroço de açaí em estufa com circulação de ar 

(T = 105 °C, velocidade do ar de 0,5 m.s-1) 

 

Tempo [h] mA [g] Tamb. [oC] Amostra [%] mH2O [g] Umidade [%] 

0 19400,00 29,50 100,00 0,00 0,00 

2 16134,96 28,50 83,17 3265,04 16,83 

4 14077,83 29,00 72,57 5322,17 27,43 

6 12647,50 28,00 65,19 6752,50 34,81 

8 12182,94 28,00 62,80 7217,06 37,20 

10 12144,20 30,00 62,60 7255,80 37,40 

12 11929,73 28,50 61,49 7470,27 38,51 

14 11825,96 29,00 60,96 7574,04 39,04 

16 11794,14 30,00 60,79 7605,86 39,21 

18 11757,82 29,50 60,61 7642,18 39,39 

20 11751,59 29,50 60,58 7648,41 39,42 

22 11733,60 30,00 60,48 7666,40 39,52 

24 11720,11 30,00 60,41 7679,89 39,59 

          mA = Massa da amostra 
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APÊNDICE II – Curvas de calibração de glicose I 
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y = 0,0536x + 0,0919
R² = 0,9874
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APÊNDICE III – Métodos Para Determinação da Atividade Enzimática 

 

1. Solução Tampão de Citrato (pH = 4,8)  

Dissolver,10,5 g de ácido cítrico monohidratado em 37,5 mL de água 

destilada. Em seguida, adicionar hidróxido de sódio até que a solução atingisse o pH 

de 4,3 (aproximadamente 2,5 g). O volume da solução foi completado para 50 mL e 

em seguida, mediu-se o pH. Quando necessário, foi adicionada solução de hidróxido 

de sódio à solução para que o pH atingisse 4,5 a 1 mol.L-1. Para obter a concentração 

de 0,05 mol/L, a solução de 50 mL foi transferida para um balão volumétrico de 1 L, 

que teve seu volume aferido com água destilada. Neste momento o pH subiu para 4,8. 

2. Atividade Celulolítica (Método do ART) 

As atividades enzimáticas de celulase total (FPase), foram avaliadas segundo 

metodologia proposta por Miller (1959), Ghose (1987) e Adney e Baker (1996). A 

quantificação do teor de açúcares redutores liberados foi ensaiada pelo método do 

ADNS e os substratos utilizados foram: Papel de filtro, CMC e Avicel respectivamente. 

Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como aquela que libera um µmol 

do açúcar redutor correspondente por minuto nas condições do experimento. Os 

ensaios de atividade enzimática dos experimentos foram realizados em triplicata. 

3. Atividade Celulolítica (FPU)  

Expressa a atividade de celulase total, utilizando papel de filtro Whatman nº 1 

(1 cm x 6 cm, aproximadamente, 50 mg) como substrato. A atividade de FPase foi 

determinada homogeneizando-se 500 µL de amostra, 500 µL de tampão citrato pH 

4.8 e uma tira de papel de filtro (1x6 cm). A solução foi mantida a 50ºC por 1 h, em 

seguida, a reação foi interrompida em banho de água fria. A quantificação do teor de 

açúcares redutores liberados foi ensaiada pelo método do DNS, foi adicionado 500 µL 

de DNS, as amostras foram fervidas por 5 min e realizada a leitura espectrofotométrica 

a 540 nm. 
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4. Atividade da β-glicosidase 

A atividade da β-glicosidase foi realizada pelo método de Costons & Loomis 

(1969), adicionando- se 100 μL do reagente pPNPG (pNP- β-D – glicopiranosideo- 

Sigma) 15 mM, preparado em tampão citrato de sódio 50mM pH 4,8 e 100 μL do 

sobrenadante de cultura. A reação foi incubada por 1hora a 50 °C, para cessar a 

reação, foi adicionado 1 mL de carbonato de sódio 0,5 M. A leitura foi realizada a 410 

nm. 

5. Preparação da Solução de DNS 

O reagente DNS é preparado através da adição de 10,6 g de ácido dinitro-3,5-

salicílico e 19,8 g de hidróxido de sódio em 1000 mL de água destilada. Após 

dissolução total dos sólidos, adicionou-se 306,0 g de tartarato de sódio e potássio, 7,6 

mL de fenol (fundido) e 8,3 g de meta- bissulfito de sódio sendo o volume aferido para 

1416 mL com água destilada. Porém, verificou-se que deste modo o reagente sofria 

degradação se estocado por algum período, mesmo armazenado em frasco âmbar. 

Assim, o reagente DNS passou a ser preparado segundo BAZÁN (1993). 

Dissolveu-se 10,6 g de ácido dinitro-3,5-salicílico e 19,8 g de hidróxido de sódio em 

1000 mL de água. Adicionou-se a esta mistura 7,6 mL de fenol fundido a 50°C e 8,3 

g de meta-bissulfito de sódio. O reagente foi guardado em um frasco âmbar para 

proteger da luz e nomeado como solução mãe de DNS. Para a quantificação dos ART, 

foram transferidos 100 mL da solução mãe em um béquer sendo adicionados 30,6 g 

de tartarato de sódio e potássio, submetido a aquecimento até total dissolução dos 

sólidos. Após dissolução, o volume foi aferido para 146 mL, estando assim a solução 

pronta para uso. 

 

 


