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1. Introducdo

Na Gltima década, com o surgimento e o fortalecimento do conceito de biorrefinarias e
economia circular, ampliaram-se as discussdes sobre gerenciamento de residuos pela
valorizacdo em cadeia, para minimizacgao de impactos para saide e meio ambiente (MORONE
et al., 2019). Residuos industriais sdo extensivamente estudados como matérias-primas de
processos integrados por serem gerados em grandes quantidades e por ndo dependerem de terras
agricolas para producéo.

Considerando as limitagdes dos processos convencionais e a necessidade de explorar
novos cenarios para conversdo de residuos de frutas, este estudo prop&e processos alternativos
para producdo de etanol a partir de misturas de residuos de frutas utilizando processos
integrados, com etapa para remocéo e recuperacdo de D-limoneno.

2. Objetivos

2.1 Geral

Avaliar a integracdo do processo de recuperacdo de D-limoneno e producéo de etanol
de segunda geracdo utilizando residuos de frutas citricas e ndo-citricas como matéria-prima.

2.2 Especificos

- Realizar bioprospecc¢éo de fungos filamentosos e otimizar o processo de producéo de
enzimas microbianas para hidrolise enzimética dos residuos de frutas;

- Avaliar e otimizar o processo de hidrélise enzimatica dos residuos de frutas;

- Otimizar o processo de remocéo e recuperagdo de D-limoneno e avaliar o processo
fermentativo para producéo de etanol
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3. Metodologia

3.1 Residuos de frutas

Os residuos de frutas de banana, manga, abacaxi, laranja e limao foram coletados no
restaurante universitario da Universidade Federal da Fronteira Sul, e também ap0s o uso
comercial e residencial das frutas. Os residuos foram secos em estufa (40°C), moidos
separadamente em moinho de facas na granulometria de 20 mesh, e armazenados no freezer a
-20°C até utilizacao.

3.2 Composicao quimica

O teor de pectina foi determinado segundo metodologias descritas em Sudhakar; Maini
(2000). O teor de solidos totais, cinzas, extrativos, celulose, hemicelulose e lignina foram
determinados com base na metodologia do National Renewable Energy Laboratory (NREL).

3.3 Extracdo dos acgucares soluveis

Os residuos de frutas secas e moidos foram misturados entre si em proporcdes iguais,
formando uma mistura de residuos de fruta (MRF). A MRF foi misturada com agua destilada
em uma propor¢do de 10% (m/v) e mantida sob agitacdo mecénica durante 5 minutos
(BONATTO et al., 2021). Para determinacdo da concentracdo de agUcares redutores totais
(ART) foi utilizada metodologia colorimétrica com é&cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
(MILLER, 1959) e também por cromatografia de alta eficiéncia (HPLC) A fragdo liquida
resultante desta etapa foi posteriormente fermentada.

3.4 Prospeccao de fungos filamentosos para a producéo de enzimas visando a etapa
de hidrolise
3.4.1 Microrganismos

Para a producdo enzimatica foi utilizado o fungo Aspergillus niger que tem sido
estudado como produtor de enzimas de interesse biotecnolégico (CASABAR et al., 2020;
MARQUES et al., 2018; PRAJAPATI et al., 2020).
3.4.2 Producéo enzimatica e hidrolise

A producdo de enzimas foi conduzida utilizando os residuos de laranja, limao, abacaxi,
banana e manga como substrato em fermentacdo submersa. Esta etapa foi realizada com
objetivo de determinar se 0 microrganismo Aspergillus niger possui potencial para a producéo
do coquetel enzimatico.

Assim, o microrganismo foi cultivado em meio de cultura BDA durante 7 dias a 28°C.
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Posteriormente, cada indculo contendo 10° esporos mL™ foi transferido para Erlenmeyers com
substrato (10% m v1) e meio tampdo citrato de sédio 0,05M pH 4,8. As amostras foram
mantidas em agitador orbital 150 rpm por 28°C, e as aliquotas foram coletadas em 72 e 120
horas para quantificacdo da atividade enzimatica. Além disso, foi mantido na fermentacdo um
controle negativo contendo residuo de frutas e tampéo citrato de sodio pH 4,8 0,05M na
proporcdo (10% m v1). A fracdo sélida foi separada do sobrenadante por filtragdo e a fracio
liquida resultante foi considerada como o coquetel enzimatico e avaliada quanto a producéo de
enzimas pectinase e celulase (endo e exoglucanase).

A capacidade de hidrolise enzimatica dos coquetéis produzidos foi realizada com base
na metodologia proposta por Prajapati et al. (2020). Os coquetéis enziméticos produzidos foram
misturados com a MRF na proporc¢do de 1% (m v1). O meio foi mantido sob incubagio em
condicdes controladas de temperatura (45°C) e agitacao (150 rpm) e amostras foram coletadas
em 72 e 120 horas. Um controle negativo foi monitorado ao longo da hidrolise para confirmacéo
da capacidade hidrolitica. O experimento foi avaliado em termos de quantidade de acucar obtido
(mg aguicar g de biomassa), mensurado pelo método de Miller (1959) e também por HPLC.
3.4.3 Hidrolise com coquetel comercial

A etapa de hidrolise enzimatica utilizando celulase comercial foi baseada na
metodologia descrita por Gabhane et al (2014). A MRF foi misturada com tampéo citrato de
sddio 0,05M pH 4,8 na proporgdo de 1% (m v1) e posteriormente esterilizada. Apos, foi
adicionado 50 FPU/g de enzima celulase e o sistema foi incubado em shaker a 45°C e 150 rpm.
Amostras foram coletadas em 72 e 120 horas. Um controle negativo foi monitorado ao longo
da hidrolise para confirmacdo da capacidade hidrolitica.

3.4.4 Remocéo e recuperacao de d-limoneno

A recuperacdo do D-limoneno foi realizada em aparelho extrator Soxhlet, por 4 horas,
utilizando 8 gramas de biomassa contendo a MRF e 200 mL de hexano. Apos a extracdo foi
realizada a purificagdo do D-limoneno utilizando rota-evaporador. Foram utilizados 16 mL da
amostra extraida anteriormente a 120 rpm a 100°C. Apds a separacdo completa do D-limoneno
e do hexano, o teor de D-limoneno foi determinado por Cromatografia Gasosa- GC (CP-9100,
Chrompack), usando uma coluna capilar de silica fundida CP-Sil 5 CB (25 m 0,32 mm d.i.,
espessura de filme de 1,2 Im, Chrompack) operado com gas hélio, temperatura do injetor 280°C,

FID e programacéo de temperatura do forno a 110°C por 5 min e 20°C/ min a 220 °C, que foi
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mantida constante por 10 min.

Apobs a remocdo do D-limoneno o residuo solido foi hidrolisado com o coquetel
produzido pelo microrganismo Aspergillus niger e também pelo coquetel comercial conforme
o item 3.4.3.

3.4.5 Fermentacéo Alcodlica

As amostras hidrolisadas utilizando o coquetel enzimatico produzido e comercial foram
fermentadas, assim como a fracdo liquida resultante da extracdo de agucares sollveis. As
condicdes de fermentacdo foram baseadas na metodologia de Bonatto et al. (2021), e as analises
foram feitas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para analisar o perfil de
consumo de acgucares e producao do etanol.

4. Resultados e Discusséo

O coquetel enzimético produzido apresentou alta atividade de endoglucanase e
exoglucanase, apresentando atividades de 16,75+ 2,77 U/g e 51,58+ 1,11 U/g, respectivamente.
A avaliacdo da producdo de acUcares ap0Os a hidrolise mostrou-se mais alta em 120 horas,
obtendo-se 5,69+ 0,32 g/L e 23,30g/L+0,09 para a hidrélise utilizando a celulase comercial e 0
coquetel enzimatico produzido pelo Aspergillus niger, respectivamente. Os controles negativos
do coquetel enzimatico produzido e da celulase comercial indicaram a atuagdo das enzimas na
MRF.

A biomassa hidrolisada com a celulase comercial que ndo passou pela extracdo de D-
limoneno apresentou valores maiores de producédo de etanol, sendo o maior rendimento em 12
horas de fermentagdo com cerca de 8,51+2,21 g/L e 4,35,60+0,98 g/L de &cido citrico. J& a
biomassa que passou pela extracdo de D-limoneno apresentou rendimento menor na producéo
de etanol sendo com celulase comercial 0,94+0,05 g/L e 4,60+0,30 g/L de &cido citrico, e com
o0 coquetel produzido foi de 0,90+0,04 g/L e 3,43,60+0,31 g/L de &cido citrico.

5. Concluséo

O microrganismo Aspergillus niger possui potencial para a producdo do coquetel
enzimatico. O alto teor de acido citrico pode ter sido uma das causas para o baixo rendimento
de etanol durante a fermentacdo. A remoc¢do de D-limoneno em aparelho extrator Soxhlet,

utilizando hexano como solvente mostrou-se eficaz, sendo uma extragdo de baixo custo.
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