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RESUMO

A crescente demanda por fontes de energia sustentaveis impulsiona a busca por alternativas
renovaveis. Nesse contexto, a utilizagdo de residuos agroindustriais, ricos em carboidratos
estruturais e comumente descartados, para a producao de biocombustiveis surge como uma
alternativa promissora. Composto por cascas, partes de frutas e verduras possuem agucares
unidos em longas cadeias de celulose e hemicelulose, cercadas por lignina, o que dificulta sua
disponibilidade para microrganismos fermentadores produtores de biogés. Diante disso, torna-
se necessario o uso de pré-tratamentos que favorecam a conversao desses polissacarideos em
acucares fermentesciveis. Este trabalho teve como objetivo avaliar a aplicagdo do pré-
tratamento ultrassom de ponteira, seguido de hidrolise enzimatica, para a liberacdo de
agucares fermentesciveis. Foram testados seis tempos de ultrassom (5, 10, 15, 20, 25 e 30
minutos), sendo o tratamento de 10 minutos, aliado a acao das enzimas celulase (Celluclast) e
alfa-amilase, resultou na maior liberagdo de glicose (18.494,73 mg/L) e xilose (13.665,22
mg/L). No entanto, essa mesma condicdo apresentou também os maiores teores de
hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, compostos potencialmente inibidores do processo de
digestdo anaerobia. Conclui-se que o ultrassom ¢ um método eficiente de pré-tratamento para
promover a liberagdo de actcares a partir de residuos lignoceluldsicos, embora o controle da

formacao de inibidores seja necessario.

Palavras-chave:  Ultrassom; Pré-tratamento; Residuos  agroindustriais;  Material

lignoceluldsico; biocombustivel.



ABSTRACT

Given the increasing demand for sustainable energy sources drives the search for renewable
alternatives. In this context, the use of agro-industrial residues, rich in structural
carbohydrates and commonly discarded, to produce biofuels as a promising alternative.
Composed of peels and parts of fruits and vegetables, these residues contain sugars bound in
cellulose and hemicellulose chains, which hinders their availability to fermentative
microorganisms responsible for biogas production. Therefore, it becomes necessary to apply
pretreatments that promote the conversion of these polysaccharides into fermentable sugars.
This study aimed to evaluate the application of probe type ultrasonic pretreatment, followed
by enzymatic hydrolysis, to release fermentable sugars. Ultrasound treatment times were
tested of 5, 10, 15, 20, 25, and 30 minutes. The conditions of ultrasonic time as 10 minutes
combined with enzymatic hydrolysis using the cellulase (Celluclast) and alpha-amylase
resulting in the highest concentration of glucose (18,494.73 mg/L) and xylose (13,665.22
mg/L). However, this same condition showed the concentrations of hydroxymethylfurfural
(HMF) and furfural, which are potentially inhibitory compounds in the anaerobic digestion
process. It is concluded that ultrasound is an effective pretreatment method for promoting
sugar release from lignocellulosic residues, although controlling the formation of inhibitors is

necessary.

Keywords: Ultrasound; Pretreatment; Agro-industrial residues; Lignocellulosic material;

Biofuel.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteriza¢ao do problema e justificativa.

No século XX, houve um avango significativo da industria fundamentada na
exploragdo de combustiveis fosseis, como o petrdleo e o carvao, utilizados na producdo de
uma ampla variedade de produtos, incluindo combustiveis, farmacos, produtos quimicos,
fibras sintéticas, plasticos, solventes e ceras, entre outros (BENDER, 2000). Desde entdo, a
demanda por esses recursos tem crescido continuamente, impulsionada principalmente pela
intensificagdo da industrializacdo e pelo aumento da populacdo mundial, fatores que
contribuem para o crescimento do consumo energético global (OURIQUE, 2016). No entanto,
a queima e o uso intensivo de combustiveis fosseis acarretam impactos ambientais
significativos, com destaque para as alteracdes climaticas e a degradacdo ambiental
generalizada (BACH, 1981). Diante dos efeitos adversos associados ao uso de fontes nao
renovaveis e da limitacdo de suas reservas, tem-se intensificado, nas ultimas décadas, a busca
por fontes de energia alternativas, limpas e sustentaveis (ARAUJO, 2023).

Os biocombustiveis, fontes de energia com carater renovavel e com baixos indices de
emissdao de poluentes na atmosfera, podem ser classificados em primeira, segunda, terceira e
quarta geracao de acordo com a matéria-prima utilizada para sua produgao (DUARTE, 2022).
Sao considerados de primeira geragdo biocombustivel produzido a partir de plantagdes de
sementes oleaginosas comestiveis (MULLER et al., 2023), milho e cana-de-agticar. Os
biocombustiveis de segunda geracdo sdo produzidos a partir de residuos ndo alimentares,
biomassa lignocelulosico, como biomassa agricola e residuos florestais (NANDA, 2018).
Biocombustiveis de terceira gera¢do sdo derivados de microrganismos fotossintéticos, como
microalgas, com taxas de crescimento rapido e elevado teor de 6leo (Ortiz-Martinez et al.,
2019). A quarta geracao ¢ considerada um campo novo de pesquisa que necessita de estudos
para exploracdo. Seu objetivo ¢ utilizar culturas vegetais com alteragdes genéticas para
captagdo do Didxido de Carbono (CO:) da atmosfera (SYAFIUDDIN et al., 2020).

A utilizagdo de matérias-primas provenientes da producdo de alimentos pode provocar
um aumento nos precos globais dos alimentos, uma vez que reduz a quantidade disponivel
para alimentacdo humana (HAZRAT et al., 2020). A utilizacdo de matérias-primas que nao
concorram com a produgdo destinada a alimentagdo humana surge como uma alternativa, de

modo a garantir a viabilidade econdmica dos biocombustiveis (DUARTE, 2022).
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A producao de biocombustiveis baseadas em material lignocelulosico pode minimizar
a dependéncia energética em combustiveis fosseis, diminuindo — consequentemente — 0s
impactos negativos no meio ambiente (GABRIEL, 2009). Pois todo CO> liberado na queima
de biocombustiveis ¢ considerado neutro, pois o carbono emitido na combustio foi
consumido pelas plantas (SUBRAMANIAM; MASRON, 2020). Além disso, o descarte de
residuos decorrentes das atividades agroindustriais muitas vezes ¢ feito de forma incorreta,
levando a poluicdo do meio ambiente (LIMA, 2021). Com isso, a utilizacdo desse tipo de
residuo para produgdo de biocombustiveis pode mitigar os impactos ambientais da utilizagdo
de combustiveis fosseis e o descarte incorreto.

Residuos agroindustriais sdo subprodutos decorrentes das atividades de industrias
que utilizam matéria-prima proveniente da agropecudria. S3o compostos por cascas, frutas,
legumes e outros vegetais, materiais com abundancia de celulose e hemicelulose. A
quantidade de residuos agroindustriais gerados sofre variacao de acordo com o periodo anual,
a sazonalidade e a area plantada e colhida. Além disso, a agroindustria ¢ um dos seguimentos
que mais produz residuos organicos no Brasil. (DONAGEMMA, 2016). Evidenciando o
potencial da utilizagdo dessa matéria-prima.

A producdo de biocombustiveis a partir do material lignocelulosico envolve etapas
como o pré-tratamento e a hidrélise, que visam a liberagdo de aglcares fermentesciveis a
partir da biomassa. Esses agucares podem, posteriormente, ser utilizados em processos
biotecnoldgicos, como a digestdo anaerdbia, para a produgdo de biogds. (VOHRA et al.,
2014). Devido a sua relevancia para a eficiéncia do rendimento do produto obtido ao final das
etapas, este estudo concentra-se na etapa inicial do processo, a obtencdo dos acgucares
fermentesciveis por meio do pré-tratamento da biomassa. Com objetivo de avaliar qual tempo
do pré-tratamento ultrassom maximizam a liberagdo de agucares que podem ser fermentados

por organismos para produ¢do de biogas.

1.2. Material lignocelulésico

O material lignoceluldsico sdo as fontes renovaveis mais abundantes da natureza sdo
residuos organicos de biomassas gerados nas atividades agricolas e industriais (CASTRO et
al., 2010; MITSUHARA et al., 2023). Constituindo principalmente a parede celular das
plantas. Esse material ¢ composto por trés principais fragdes: celulose, hemicelulose e lignina
(Figura 1). Eles sdo ligados através de forgas ndo covalentes e por ligacdes cruzadas

covalentes (OURIQUE, 2016). O percentual de composicao do material difere de acordo com
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diversos fatores, como, espécie, idade do cultivo, periodo do ano da colheita, dentre outros

(FORTUNATI, 2016).

Figura 1 — Compostos constituintes dos materiais lignocelulésico.

Fonte: SHLESER, (1994)

1.2.1 Celulose

Segundo Silva et al., (2009) “A celulose ¢ o material organico mais abundante da
terra”, sendo o principal componente da parede celular das células vegetais. A celulose ¢ um
polimero linear formado por monomeros de D-glicose, interligados através de uma ligacao
glicosidica B-1,4. E um polimero de cadeia longa, com grau de polimerizagdo (DP), ou seja,
unidades de glicose por cadeia, variando entre 2000 e 20.000 unidades, estabilizados por
liga¢des de hidrogénio e forcas de Van der Waals.

Em relagdo a conformagao linear da cadeia de celulose, as fortes interagdes
intramoleculares e intermoleculares devido as ligagdes de hidrogénio conferem rigidez,
estabilizacdo, alinhamento e organizacgdo as cadeias de celulose (MITSUHARA et al., 2023).
Com essas caracteristicas e o grau de polimerizacdo as fibras sdo formadas pelas longas
cadeias poliméricas unidas por ligagdes de hidrogénio e interacdes de Van der Waals. Com
isso, a celulose se apresenta insoliivel na maioria dos solventes, além de bastante resistente a
hidroélise enzimatica (GALBE; ZACCHI, 2012; SHIRKAVAND et al., 2016).

A cadeia de celulose pode ser convertida em acucar fermentescivel (glicose) pela
atuacao de celulase, um complexo celulolitico formado por endoglucanase, exoglucanase e [3-

glicosidase (RUNGRATTANAKASIN et al., 2018).
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Figura 2 — Estrutura e ligagdes intramoleculares e intermoleculares da molécula

de celulose.

Extremidade redutora

Extremidade ndo redutora

Fonte: MARTINI (2009).

As cadeias de celulose apresentam duas regides — uma cristalina, resistente a hidrolise
e outra amorfa, menos resistente — A primeira, com alto grau de cristalinidade, presente em
cerca de 85% da estrutura, sdo regides de elevada ordem de conformagdo, devido a ligagdes
de hidrogénio, apresentam maior resisténcia mecanica a tragdo e a solvatagao, resultando na
insolubilidade em agua. A segunda, com regides amorfas, representa os outros 15% da
estrutura, apresentam regides desalinhadas, com partes das cadeias ndo alinhadas pelas
ligagdes de hidrogénio, resultando em uma resisténcia inferior a qual anterior (CYPRIANO et

al., 2017, GONCALVES, 2009; MITSUHARA et al., 2023).

Figura 3 — Regides amorfa e cristalinas das fibras celuldsicas.

Regides cristalinas

/ ~

I

Regido amorfa

Fonte: MARTINS (2020).
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1.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose apresenta composicao heterogénea e estrutura amorfa, consiste em
cadeias curtas e altamente ramificadas, composto por pentoses (xilose e arabinose) e hexoses
(manose, galactose e glucose) e acidos urdnicos (SHIRKAVAND et al., 2016), ligados por
ligacdes glicosidicas B-1,4 e B-1,3. O grau de polimerizagao (DP) da hemicelulose ¢ inferior
ao da celulose, com um DP aproximado entre 100-150 (TIMELL, 1967). Ademais, a
hemicelulose ¢ mais hidrofilica e mais facil de hidrolisar que a celulose (GALBE; ZACCHI,
2012). A fracao hemicelulésica atua como um elemento de ligacdo entre a celulose ¢ a lignina.
Sua estrutura menos rigida e soluvel permite maior flexibilidade, tornando-os menos

quebradicos (SILVA et al., 2009).

Figura 4 — Principais actcares e acidos que formam a hemicelulose.
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Fonte: RODRIGUES; CAMARGO (2008).

A xilana ¢ o principal componente da hemicelulose, tornando-o segundo
polissacarideo mais abundante na natureza (COLLINS et al., 2005). Sua estrutura ¢ composta
por uma cadeia linear principal de xilopiranose (forma ciclica da xilose) unidas por ligagdes
glicosidicas B-1,4. Os grupos laterais incluem diversos compostos (grupos acetil, acido
glucurdnico, arabinose, acido fertlico e outros) como demonstrado na Figura 5. Devido a sua
estrutura complexa torna-se necessario a utilizagdo de uma variedade de enzimas para sua

degradacdo e liberagdo de D-xiloses (FERREIRA, 2010).
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Figura 5 — Estrutura tipica da hemicelulose.
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Fonte: MUSSATO (2002).

Alguns microrganismos, como a levedura Saccharomyces cerevisiae, amplamente
utilizada na producdo industrial, embora fermente eficientemente hexoses, essa levedura ¢

incapaz de fermentar com eficiéncia pentoses como a xilose (MOURO, 2012).

1.2.3 Lignina

A lignina ¢ um polimero amorfo, aromatico e ndo soluvel em agua constituido por
unidades de fenilpropano (LUNDQVIST, 2002). Estd intimamente ligado a celulose e a
hemicelulose de forma covalente, conferindo rigidez e impermeabilidade a parede celular das
plantas (OURIQUE, 2016; MITSUHARA ef al., 2023). Esta presente em maior quantidade
em partes mais rigidas como cascas e caules, e estd associada a celulose agindo como um
reforgo estrutural, aumentando a resisténcia e protecdo das plantas, através da
impermeabilizacdo e defesa contra microrganismos (ZHAO et al., 2012). Os tecidos
lignificados dificultam a atuacdo de enzimas sobre a parede celular vegetal, conferindo
resisténcia ao ataque de microrganismos. Como consequéncia, essa estrutura atua como uma
barreira natural a hidrélise da biomassa. (CYPRIANO et al., 2017, PETRI, 2010;
MITSUHARA et al., 2023). Sua presenca representa um desafio na conversdao da celulose e

hemicelulose em agucares.
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1.2.4 Amido

O amido ¢ um polissacarideo presente nas células vegetais como resultado do processo
de fotossintese, atuando como um carboidrato de reserva, em que a energia da luz solar ¢
convertida em energia quimica (MAAREL et al., 2002). Abundante em graos de cereais (40 a
90% do peso seco), tubérculos (65 a 85% do peso seco), frutas (40 a 70% do peso seco) e
leguminosas (30 a 50% do peso seco) (LAJOLO; MENEZES, 2006).

Formado por unidades de D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas. Dois tipos de
polimeros de glicose estdo presentes no amido: amilose e amilopectina (Figura 6). A amilose
possui cadeia longas de unidades de D-glicose ndo ramificadas unidas por ligagdes
glicosidicas a-1,4. Consistindo em até 6.000 unidades de glicose. A amilopectina possui
cadeias lineares de unidades sucessivas de glicose ligadas por ligagdo glicosidica a-1,4 e por
cadeias laterais ligadas por ligagdes glicosidicas a-1,6. Consistindo em até 2.000.000 de

unidades de glicose (COCA, 2019).

Figura 6 — Estrutura quimica da Amilose e Amilopectina presentes no amido.
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Fonte: Adaptado de TESTER; KARKALAS; QI, 2004.

1.2.5 Proteinas

Presentes na parede celular vegetal, desempenham um papel importante na estrutura
da parede por meio de ligagdes cruzados com outros componentes (MCDOUGALL et al.,
1996). Entre as proteinas presentes nas células vegetais, a melhor descrita ¢ a extensina, uma
glicoproteina constituida de cerca de 40% de hidroxiprolina e outros aminodcidos (lisina,
serina e tirosina), essa proteina representa aproximadamente 5% da parede celular dos

vegetais dicotiledoneos, e 0,5% dos cereais.
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1.2.6 Pectinas

Sao polissacarideos complexos formados por acido galacturénico unidos por ligagdes
glicosidicas a-1,4, além de aglicares como ramnose, arabinose ¢ galactose. Esta presente na
lamela média das células vegetais, atuando como um suporte estrutural a parede celular,
regulacdo da permeabilidade e participagdo na adesdo celular entre as células vegetais. Além
de estar envolvido em processos de amadurecimento dos frutos, com enzimas, como
pectinases, degradando a pectina e levando a separacao celular e amolecimento do fruto.

E formada por duas fragdes interligadas, a ramnogalacturonana e a
homogalacturonama, ilustrado na Figura 7 (MCDOUGALL et al., 1996; THAKUR et al.,
1997). A fracdo de homogalacturonana corresponde a cerca de 60-65% do total da pectina
(CANTERI et al., 2012). Formada por unidades de 4cido galacturdnico e/ou o seu metil éster
unidos por ligagdes glicosidicas a-1,4. Apresenta importancia para aplicagdes tecnoldgicas
devido as suas caracteristicas de alta viscosidade e possibilidade de formar gel. A fragdo de
ramnogalacturonana pode ser dividida em dois tipos, a ramnogalacturonana I (RG-I) e
ramnogalacturonana II (RG-II). A primeira, RG-I representa 20-35% da pectina, formada por
repetidas unidades de acido galacturdnico ligado a ramnose e cadeias laterais de arabionse e
galactose (CANTERI et al., 2012). A segunda, RG-II ¢ estruturalmente mais complexa e
representa 10% da pectina, consistindo em unidades de 4cido galacturénico contendo cadeias

laterais de até 12 diferentes tipos de acucares (CANTERI et al., 2012).

Figura 7 - Representacdo esquematica da estrutura de pectinas.
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Fonte: Adaptado de Willats et al., (20006).
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1.3 Pré-Tratamentos

A producao de biocombustiveis a partir de biomassa lignocelulosico enfrenta diversos
desafios. Dentre eles, destaca-se a complexidade estrutural das cadeias de celulose e
hemicelulose, que ndo sdo diretamente aproveitadas por microrganismos em processos de
digestdo anaerobia, exigindo, portanto, etapas de pré-tratamento capazes de romper essas
estruturas. Outro obstaculo relevante ¢ a estreita associagdo entre celulose, hemicelulose e
lignina na parede celular das plantas, o que dificulta o acesso de enzimas ou reagentes
quimicos as fragdes polissacaridicas (MOSIER et al., 2005). Dessa forma, o pré-tratamento
torna-se uma etapa essencial para desestruturar a matriz lignoceluldsica e permitir a agdo
enzimatica sobre as fragdes celuldsica e hemiceluldsica (RADEVA et al., 2012), o que nao €
necessario em materiais a base de amido, cuja estrutura ¢ mais acessivel a hidrdlise.

Diferentes métodos de pré-tratamento podem ser aplicados para romper a estrutura da
biomassa lignoceluldsico. Atualmente, o pré-tratamento ¢ considerado um dos principais
gargalos biotecnologicos na produgdo de biocombustiveis a partir de residuos agroindustriais
(OURIQUE, 2016). Essa etapa tem o potencial de degradar parcialmente a lignina e a
hemicelulose, promovendo maior porosidade, aumento da area superficial acessivel e redugao
da cristalinidade da celulose, o que facilita a atuagc@o das enzimas (KUMAR, 2009).

Durante os ultimos anos, muitos métodos de pré-tratamentos foram desenvolvidos
para o pré-tratamento eficiente de biomassa (BEHARA et al., 2014). Hoje a combinagdo de
técnicas de pré-tratamentos ¢ uma pratica frequente. A escolha do método mais apropriado
depende de varios fatores, entre eles, as caracteristicas da biomassa, a eficiéncia na liberacao
de acucares, o impacto ambiental, a geracdo de inibidores, a viabilidade econdémica do
processo e entre outros. Na tabela 1, podemos citar as vantagens e desvantagens dos

principais métodos de pré-tratamento em residuos.



Tabela 1 — Principais técnicas de pré-tratamento em residuos lignocelulésicos para producgio de biogés.

Pré-tratamento

Vantagens

Desvantagens

Mecanico (Fisico)

Irradiacao (Fisico)

Acido (Quimico)

Alcalino (Quimico)

Oxidativo (Quimico)

Solvente organico (Quimico)

Explosao a vapor (Fisico-Quimico)

Extrusao (Fisico-Quimico)

Microbioldgico (Bioldgico)

Enzimatico (Biolégico)

Reducao da celulose cristalina e tamanho da
particula, aumento da area superficial.
Interrupgao das ligacdes de hidrogénio e celulose
cristalina, aumento da area superficial
Hidroélise da hemicelulose, alteragdo da estrutura
da celulose.

Hidrdlise da lignina, alterag¢do da estrutura da
celulose.

Remocao da hemicelulose e lignina.
Solubilizacdo da lignina/hemicelulose ou celulose.
Hidrdlise da hemicelulose e lignina, destrui¢do da
estrutura da celulose cristalina.
Destrui¢ao da estrutura da celulose, aumento da
area superficial.

Hidroélise da lignina e hemicelulose, alteragao da
estrutura da celulose, baixo consumo energético.
Alteragao da estrutura celulosica, deslignificacao,
hidrolise parcial da hemicelulose, baixo consumo

energético.

Alto gasto energético.

Alto gasto energético, problema de escala.

Alto custo com acidos, formacao de inibidores.

Alto custo com alcalinizante, formag¢ao de
inibidores.
Custo elevado, formagao de inibidores.
Alto custo com solventes, remogao do solvente.
Alto consumo energético, formacao de

recalcitrantes.
Alto consumo energético.

Processo lento, perda de carbono, necessario

grande area isolada.

Alto custo das enzimas, requerimento de

adicao continua.

Fonte: SIMOES et al., 2020.
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1.3.1 Métodos quimicos

Diversos métodos de pré-tratamento quimico foram investigados nas ultimas décadas.
O pré-tratamento quimico se provou promissor. No entanto, uma grande quantidade de
produtos quimicos e 4gua € necessaria na maioria dos tratamentos, necessitando de reciclagem
de produtos, descarte de residuos de solucdo, as vezes altas temperaturas, alto custo e
potencial poluicdo ambiental (BRODEUR, 2011). Alguns dos métodos quimicos mais

promissores ¢ estudados incluem o pré-tratamento acido e alcalino.

Pré-tratamento acido

E o método quimico mais comumente utilizado, em sua maioria em meio de acido
sulftrico, além de outros acidos como, fosforico, nitrico ¢ o carboxilico. Sua atuag@o, sem
distingdo de grupos ou cadeias especificas, ocasiona na producdo de diversos produtos de
degradacdo do aglicar e compostos aromaticos. Dessa forma, gera também na formacdo de
diversos subprodutos prejudiciais para o desempenho da fermenta¢do, ocasionando na
principal desvantagem desse método (BEHARA et al., 2014; GALBE; ZACCHI, 2012).

Alguns subprodutos que podem ser gerados com a utilizagdo desse pré-tratamento
incluem, o furfural (2-furaldeido) originados a partir das pentoses e acidos uroénicos derivados
da hemicelulose quando desidratadas. Além do subproduto Hidroximetilfurfural (HMF)
gerados a partir das hexoses, quando sofrem a mesma reagdo. Ademais, dependendo das
condi¢des que o material ¢ submetido podem gerar acido acético a partir da hidrdlise de
grupos acetilicos, compostos fendlicos e ndo fendlicos aromaticos (JONSSON; MARTIN,
2016).

Outras desvantagens relacionadas a este método incluem o elevado custo dos materiais
necessarios para construgdo de reatores, que devem suportar agentes corrosivos € formagao de
sulfato de calcio durante a reacdo. A reag¢dao pode ser conduzida de duas maneiras, a primeira
com altas concentracdes de 4cidos e baixas temperaturas, mais economicamente viavel, e a
segunda em baixas concentracdes de acido e altas temperaturas, possibilitando maior
aplicabilidade, devido a geracdo inferior de inibidores da fermentagdo (JONSSON; MARTIN,
2016).
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Pré-tratamento alcalino

Do ponto de vista operacional o método alcalino ¢ mais atraente, em comparagdo com
o método acido, pois emprega condigdes de pressdao e temperatura inferiores do que o pré-
tratamento acido. Seu método de acdo envolve reagdes de liberacdo e saponificacdo,
provocando inchaco das estruturas fibrosas onde a agua ocupa os espagos formados,
quebrando as ligagdes de hidrogénio entre a lignina e a por¢ao de celulose e hemicelulose. Os
principais compostos utilizados nesse método sao o hidroxido de sodio, hidroxido de calcio,
amonia e etileno diamina (NASCIMENTO, 2011).

Apesar desse método gerar menos inibidores da fermentagdo, sua utilizagdo ainda
pode gerar alguns compostos toxicos como, os acidos carboxilicos, acidos formico, acético e
latico. As principais desvantagens relacionadas a esse método ¢ a longa duracdo e a

necessidade de neutralizagdo da suspensao de pré-tratados (HAGHIGHI et al., 2013).

1.3.2 Métodos bioldgicos

Os métodos bioldgicos ¢ uma alternativa menos prejudicial ao meio ambiente, pois sua
utilizagdo nao requer o uso de muitos reagentes quimicos, pequeno consumo energeético € as
condigdes de reacdo sdao moderadas. Entretanto, as técnicas enfrentam problemas que
dificultam sua aplicagdo comercial em larga escala. Esses inconvenientes incluem o tempo de
reacdo longo, a necessidade de um amplo espaco de instalacdo e a necessidade de continuo
monitoramento do crescimento de microrganismos durante a operagdo (HAGHIGHI et al.,
2013). O objetivo desses tipos de métodos € a deslignificacao, remog¢do da fracdo de lignina
do residuo. Pois expor as fracdes de celulose e hemicelulose torna a hidrolise mais eficiente
(SHRESTHAN et al., 2017). O processo também pode melhorar a qualidade do substrato,
eliminando compostos que afetam a eficiéncia da posterior digestdo anaerobia. Os principais
métodos utilizados sdo o uso de microrganismo ou enzimas, objetivando a deslignificagao

(ZHENG et al., 2014).

Pré-tratamento utilizando microrganismos

Diversas espécies de bactérias e fungos sdo capazes de hidrolisar celulose e

hemicelulose de materiais lignoceluldsico, por meio de enzimas produzidas naturalmente

pelos seus organismos. Entretanto, os aglicares resultantes desse processo sdo, muitas vezes,
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intermedidrios de seus metabolismos, podendo ocorrer o consumo durante a reagdo e
consequentemente, diminuindo a eficiéncia do pré-tratamento (RABEMANOLONTSOA;
SAKA, 2016).

Pré-tratamento utilizando enzimas

A sacarificagdo por meio da hidrdlise enzimatica a partir de enzimas previamente
extraidas e isoladas ¢ considerada por diversos autores como essencial para a conversao
eficiente de celulose e hemicelulose em polimeros consumiveis por microrganismos durante a
etapa de fermentacdo, podendo inclusive ser utilizada em conjunto com outros métodos de
pré-tratamento. Celulases devem ser utilizadas para hidrolisar a fragdo celuldsica. Enquanto as
xilases empregadas para hidrolisar a fracdo hemicelulosica. (RABEMANOLONTSOA;

SAKA, 2016). Contudo, a utilizagdo de enzimas pode elevar o custo do processo.

1.3.3 Métodos fisico-quimico

Nessa categoria sdo utilizados agentes quimicos junto com processos fisicos. Os dois
objetivos sdo aumentar a area superficial do material solido e hidrolisar parcialmente a

biomassa. Os principais métodos incluidos nessas categorias sdo descritos a seguir.

Explosao a vapor

Nesse método, a biomassa a ser tratada ¢ submetida a alta pressdo (15 a 48 bar) e
temperaturas elevadas (200 a 250 °C) com periodos que variam entre 0,5 a 5 minutos. Logo
apods, o material ¢ exposto a pressdo atmosférica, reduzindo a pressdo abruptamente. Essa
descompressao subita ¢ responsavel pela quebra do complexo lignina e carboidratos
(PIELHOP et al., 2016). Atualmente esse método € o mais comumente utilizado para o
desenvolvimento de biorrefinarias comerciais (RAVINDRAN; JAISWAL, 2016). Algumas
desvantagens conhecidas sdo, a quebra incompleta da matriz de lignocarboidrato, a geragao de
compostos inibitérios devido as condi¢des severas do processo. (SUN; CHENH, 2002;

AGBOR et al., 2011).
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Explosiao de fibra com amonia

Tem etapas similares ao método anterior, com a biomassa colocada em contato com a
amonia a uma alta pressao (17,2 a 20,6 bar) e uma temperatura moderada (60 a 120 °C)
durante um periodo de geralmente 30 minutos. Logo seguido por um processo rapido de
descompressdo. O processo cliva as ligagdes entre a lignina e o complexo tornando as fragdes
de celulose e hemicelulose mais acessiveis a enzimas na posterior etapa de hidrélise (MOOD,
et al., 2013). As vantagens desse método incluem, o baixo consumo de energia em
comparagdo a explosdo a vapor devido a temperatura moderada, a minima geracdo de
inibidores (BALAT et al., 2008). Entre as desvantagens estdo a toxicidade da amonia e,
consequentemente, a necessidade de sua recuperacao devido ao descarte por questdes

ambientais e sanitarias (SILVA, 2013).

Explosao de CO:

Nesse método ¢ utilizado o gas didxido de carbono em seu estado supercritico, devido
a baixa viscosidade e alta pressdo do processo ele penetra nos poros da biomassa. Apos ser
dissolvido em agua, o CO2 formara acido carbonico, que auxilia na hidrolise da hemicelulose
(KIM; HONG, 2011). As vantagens desse método incluem, o baixo custo do dioxido de
carbono, a ndo geragdo de compostos indesejaveis e o ndo uso de temperaturas elevadas.
Entretanto, o alto custo dos equipamentos utilizados para suportar a alta pressao sdo desafios

que podem ser citados nesse processo em grande escala (ZHENG et al., 1995).

1.3.4 Métodos fisicos

Os métodos fisicos utilizam energia mecanica com o objetivo de reduzir o tamanho
das particulas e, consequentemente, aumentando a area superficial, causando a quebra de
ligagdes de cadeias das moléculas de carboidratos, diminuindo assim o grau de polimerizacao
(FAN et al., 2006; GUARPURAY, 1982; SOUSA et al., 2009). Usualmente, utiliza-se a
moagem ou trituragdo nesse processo, reduzindo o tamanho das particulas de 10-30 mm para
0,2-2 mm (KUMAR et al., 2009). Esses métodos sdo utilizados em conjunto com outros
métodos ou com a etapa de hidrolise enzimatica, aumentando a acessibilidade das enzimas a
celulose e hemicelulose por meio de mudangas estruturais na amostra, sem alterar sua

composi¢ao quimica. Os principais exemplos de pré-tratamentos nessa categoria sao: moagem
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de discos, moagem de bolas, extrusdo, irradiacdo de micro-ondas, irradiagdo de ultrassom
(KUMARI; SINGH, 2018; PONNUSAMY et al., 2019). A principal desvantagem relaciona a
esse tipo de pré-tratamento ¢ a alta demanda energética, dificultando assim sua utilizacdo em

larga escala (HENDRINKS; ZEEMAN, 2009).

1.3.5 Ultrassom

O ultrassom utiliza ondas sonoras para desorganizar e desestruturar o material,
facilitando etapas posteriores como a hidrélise enzimatica, tornando os carboidratos
estruturais mais acessiveis as enzimas. Esse método se destaca devido a possibilidade de
combinar com outros métodos, seu carater sustentavel, sem producao de poluentes e residuos
indesejaveis. (BUSSEMAKER; ZHANG, 2013).

A frequéncia da onda sonora determina o seu tipo. A faixa abaixo dos 20 Hz
corresponde ao infrassom, sdo ondas sonoras de frequéncia baixas imperceptiveis pelo ouvido
humano. Utilizado por equipamentos de barcos e submarinos chamados de SONAR (sound
navigation and ranging). As ondas sonoras com uma frequéncia entre 20 Hz e 20 kHz sdo
perceptiveis ao ouvido humano (Figura 8). A frequéncia acima de 20 kHz ¢ considerada
ultrassom, dividido em duas utilizagdes. A primeira faixa que compreende de 20 kHz a 1 MHz
ultrassom de poténcia, banda essa utilizada em estudos de pré-tratamento. A segunda faixa
acima de 1 MHz utilizada para diagnosticos clinicos. A tecnologia do ultrassom de poténcia
em materiais lignoceluldsico ¢ baseada na desestruturagdo do material através da aplicacao de

ondas acusticas de alta intensidade (VILKHU et al., 2011).

Figura 8 — Espectro sonoro.
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Ultrassom de ponteira

O ultrassom de ponteira ¢ uma técnica utilizada como pré-tratamento fisico para
promover a desestruturacdo de materiais lignocelulosicos, facilitando o acesso das enzimas
aos componentes da biomassa. Utiliza-se uma sonda para transmitir as ondas sonicas de
ultrassom ao meio, produzida por um transdutor, através de uma sonda metalica, como
ilustrado na figura 9. O gerador produz o sinal elétrico na frequéncia e poténcia especifica
desejada, a intensidade da onda e amplitude da vibragdo pode ser controlada alterando a
poténcia do gerador. Ja a transformagdo da energia elétrica em acustica ¢ realizada por um
transdutor piezelétrico. Por fim, a sonda ¢ imersa diretamente na amostra liquida ou
semiliquida e transmite a energia actstica ao meio tratado (PINJARI; PANDIT, 2010).

As sondas devem ser fabricadas com um material que oferega boa resisténcia a fadiga
dindmica, baixas perdas acusticas e resisténcia a erosdo produzida na cavitacdo. Ligas de

titdnio sdo os materiais mais utilizados para este fim (YU; GIURGIUTIU, 2009).

Figura 9 — Sistema do tipo sonda para aplicagdo de ultrassom de poténcia.
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Fonte: YU GIURGIUTIU (2009).

O mecanismo responsavel pela acdo do ultrassom ¢ a cavitagdo acustica, fenomeno
que ocorre a formacgdo, crescimento e colapso violento de microbolhas no meio tratado
(SUSLICK, 1989). A origem da cavitacao se deve ao fato que, quando a sonda ultrassonica
vibra em alta frequéncia (20 kHz ou mais) gera ondas sonoras que se propagam no meio,
gerando ciclos alternados de compressao (alta pressao) e expansao (baixa pressdo). Durante o

ciclo de expansdo, a pressao do liquido diminui permitindo a formagao de microbolhas. Estas
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microbolhas crescem progressivamente a cada ciclo, incorporando vapor e gases dissolvidos
ao seu interior ou por coalescéncia com outras bolhas adjacentes, até que a microbolha atinja
um tamanho critico, ocorrendo o colapso abrupto, estas etapas estdo representadas na Figura
10. Com esse colapso, a temperatura no interior das microbolhas pode chegar a cerca de
5.500° C, enquanto ao redor pode chegar a 2.100° C. A pressdo ¢ estimada em torno de 500
atm. Esse mecanismo de a¢do provoca a ruptura e desagregacdo da matriz lignocelulosica da

biomassa.

Figura 10 — Ilustra¢ao da formacao, crescimento e colapso das microbolhas

durante o ultrassom.
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Fonte: MARTINES; DAVOLOS; JAFELICCI JUNIOR (2000).

1.4. Hidrolise enzimatica

A producdo de biocombustiveis de segunda geracdo necessita de uma etapa de
hidrélise dos polissacarideos (celulose e hemicelulose) para disponibilizagdo dos carboidratos
para posterior digestdo anaerdbia. A etapa de hidrdlise pode ocorrer de duas formas, através
do emprego dos métodos de hidrdlise acida ou enzimética. Ambas possuem o mesmo
objetivo, a liberacdo de agucares fermentesciveis, porém se diferem no catalisador utilizado.

A hidrolise acida utiliza acidos concentrados (superior a 5%) ou diluidos (inferior a
5%). A desvantagem deste catalizador se refere a sua a¢do ndo especifica na cadeia celuldsica
e hemiceluldsica, sendo essencial o controle da reacdo para evitar reagdes paralelas
indesejaveis que levaria a uma redugao da eficiéncia do processo.

A hidrolise enzimatica utiliza enzimas que atuam de forma especifica em diferentes
sitios da cadeia celuldsica e hemicelulosica, sendo catalisadores de elevada especificidade,

minimizando a ocorréncia de reagdes secunddrias, promovendo uma maior eficiéncia ao
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processo. No entanto, o tempo lento de reagdo e uma alta sensibilidade a acao de inibidores de
reacdo sdo pontos indesejaveis desse processo (LUCARINI ef al., 2017). Levando em
consideragdo sua maior eficiéncia e o impacto ambiental reduzido da hidrolise enzimatica em
comparagdo a acida, este estudo utilizou o processo enzimatico para a disponibilizagdo dos

acucares fermentesciveis e a atuagdo das enzimas nesse processo estd descritas a seguir.

1.5 Tipos de enzimas

Enzimas sdo proteinas que tem a fun¢do de catalisar reagdes por promoverem um
mecanismo alternativo, no qual a barreira da energia de ativacdo ¢ menor do que a reagdo sem
sua presenca (ALBERTS et al, 1989). Esses catalisadores sdo capazes de aumentar a
velocidade de uma reacao quimica em milhares de vezes, quando comparada a uma reagao
espontanea (COCA, 2022). Além disso, ndo necessitam de temperaturas elevadas e sao
especificas (SILVA; FRANCO; GOMES, 1997). Diversos fatores podem inibir a atividade das
enzimas, entre eles, variagdes de pH, variagdes de temperatura, bloqueio do sitio ativo por um
composto semelhante ao substrato ou deformagdo da enzima por inibidores que inativam
coenzimas, cofatores ou produtos das reagdes (NELSON; COX, 2011). Os principais tipos de

enzimas estdo descritas abaixo.

1.5.1 Celulases

Sao hidrolases que catalisam a quebra das ligacdes glicosidicas -1,4 entre residuos de
D-glicose na molécula de celulose e seus derivados soluveis. A classificacdo das celulases
varia de acordo com local de atuag@o no substrato (HENRISSAT, 1991). Para a degradagdo da
celulose € necessario a agao de um complexo celulolitico envolvendo quatro enzimas (Figura
11), divididas em trés grupos: endoglucanases (EnG) atuam clivando ligagdes internas nas
cadeias celuldsicas; exoglucanases (ExG) atuam na regido externa da celulose; e [-
glicosidases (BG) hidrolisam oligossacarideos em glicose (LYND et al., 2002). Quando esse
complexo celulolitico atua conjuntamente apresenta um rendimento melhor do que a soma

dos rendimentos individuais, tal efeito € conhecido como sinergia.
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Figura 11 - Representagdo esquematica da agdo sinergistica das celulases
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Endoglucanase (EnG)

A enzima 1,4-B-D-glucana-4-glucano-hidrolise (EC 3.2.1.4) ¢é responsavel por iniciar a
hidrélise, reduzindo o grau de polimerizacdo. Atua aleatoriamente nas regides internas da
estrutura amorfa da cadeia celuldsica, liberando oligossacarideos de diversos graus de
polimerizacdo e novos terminais ndo redutores e terminais redutores livres para atuacao da

exoglucanase (LYND et al., 2002).
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Exoglucanases (ExG)

Catalisam a segunda ligacao glicosidica a partir da extremidade ndo redutora da
molécula, liberando celobiose e glicose (WOOD; KELLOGG, 1986). Esse grupo ¢
constituido pelas enzimas glucano-hidrolase (GH) e celobio-hidrolase (CBH) sdo capazes de
liberar glicose diretamente do polimero (LYND et al., 2002). A CBH participa da hidrélise
primaria da fibra e ¢ responsavel pela amorfogénese — ruptura fisica do substrato, acarretando
a desestratificacdo das fibras, pelo aumento das regides intersticiais e tornando regides
cristalinas em regides amorfas — promovendo aumento na taxa de hidrdlise da celulose
(ZHANG; LYND, 2004). Sua atuagdo ocorre tanto em terminais redutores (CBH 1) e
terminais nao redutores (CBH II) (AWAFO, 1997).

B-glucosidase (BG)

Por fim, a enzima celobiase ou B-glicosidase (EC 3.2.1.21). A BG tem a propriedade
de hidrolisar oligossacarideos (GP<7) e celobiose em glicose (LYND; ZHANG, 2002). Sua
presenga reduz a inibicdo das endoglucanases e exoglucanases pela diminuigdo da
concentracao da celobiose, composto este inibidor desses tipos de enzimas (PETROVA et al.,

2002), aumentando também a concentragdo de glicose no meio (WILSON, 2008).

1.5.2 Hemicelulases

Se refere a um grupo amplo de enzimas envolvidas na degrada¢ao da hemicelulose.
Uma vez que essa molécula ¢ formada por diferentes agucares e outros compostos, a sua

degradagdo necessita de enzimas especificas.

Xilanase

Sao glicosidases responsaveis pela hidrélise aleatorias das ligagdes B-1,4 das xilanas,
principal polimero da hemicelulose formado por unidades de D-xilose. Essa hidrdlise provoca
a liberagdo de xilo-oligossacarideos, que sera convertido em xilose pelas P-xilosidases

(WOOD; KELLOGG, 1986).
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B-xilosidase

Completam a degradacao da cadeia longa de xilana. Catalisando a hidrodlise de xilo-
oligossacarideos liberando D-xilose a partir da extremidade nao redutora (WOOD;
KELLOGG, 1986). Tendo em vista que a hemicelulose ¢ constituida de varios polimeros,
formados por diferentes agucares, a sua degradacdo completa necessita da a¢do de varias

enzimas especificas, a atuacao de algumas delas estd descrita a seguir.

Figura 12 — Estrutura da xilana com destaque na atuagdo da xilanase para

liberagdo de xilose.
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Fonte: Adaptado de GODOY et al., 2018.

Arabinofuranosidase

Catalisa a liberagdo de arabinose de polissacarideos, rompendo as ligacdes entre
arabinofuranose e outras unidades de aclcar em cadeias maiores. Atuando na ligagdo
glicosidica do terminal ndo redutor nas arabinanas e outros polissacarideos (WOOD;

KELLOGG, 1986).

a-Galactosidase

Catalisa a hidrolise das ligacdes glicosidicas entre a galactose e outros agucares.

Liberando galactose de polisacarideos e oligosacarideos que contém esse agucar. (WOOD;

KELLOGG, 1986).
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Manase

Catalisa a liberacao de manoses a partir do terminal ndo redutor das mananas e outros

polissacarideos formados de manoses (WOOD; KELLOGG, 1986).

1.5.3 Amilases

As enzimas aminoliticas sao um grupo de enzimas que hidrolisam moléculas de amido
em produtos, como dextrinas e outros polimeros compostos por unidades de glicose (GUPTA
et al., 2003). Essas enzimas podem ser classificadas de acordo com a especificidade pela
estrutura do substrato em: a-amilase, B-amilase, amilo-glucosidase, pululanase e isoamilase.
As o-amilase quebram, de forma aleatoria, ligacdes glicosidicas a-1,4 dos polissacarideos
com trés ou mais unidades de D-glicose. Sdo endoamilases, ou seja, atuam no interior da
molécula de amido. A B-amilase sdo exoamilases, atuam de forma sequencial a partir da
extremidade ndo redutora dos polissacarideos, promovendo a hidrélise da segunda ligagdo
glicosidica a-1,4 e liberando unidades de B-maltose (GUPTA et al., 2003). A amilo-
glucosidase, ¢ uma enzima que cliva as ligagoes glicosidicas a-1,4 ¢ a-1,6 do amido a partir
da extremidade ndo redutora (PANDEY et al, 2000). As pululanase e as isoamilase sdo
enzimas que atuam em ligagdes glicosidicas a-1,6 presentes em grupos ramificados de
polissacarideos como o amido. Sua atuagdo cliva grupos ramificados, facilitando a ac¢do de

outras enzimas.

Figura 13 — Classificacdo das enzimas aminoliticas.
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1.5.4 Pectinases

Se referem as enzimas que catalisam a degradacdo das cadeias constituidas por
unidades de &cidos galacturonicos, apesar da pectina conter outros agucares em sua
composicdo. De acordo com seu mecanismo de ag¢do, as enzimas pectinoliticas podem ser
classificadas principalmente em trés tipos: pectina esterase (desesterificante ou
desmetoxilante) remove os grupos metil éster; as despolimerizantes (incluem as enzimas
hidroliticas e as liases) catalisam a clivagem das ligacdes glicosidicas das substancias pécticas

e, as protopectinases que solubilizam protopectina para formar pectina (SAKAI et al., 1993).

1.6 Enzimas utilizadas no estudo

1.6.1 Celluclast

A Cellulast® ¢ uma celulase comercial derivada do fungo filamentoso Trichoderma
reesei, ¢ amplamente estudada e utilizada na industria devido a sua capacidade de degradar
completamente tecidos contendo celulose, catalisando a quebra da celulose em glicose e
celobiose. (BISCHOF; RAMONI; SEIBOTH, 2016). Consistem em um complexo celulolitico
com celobiohidrolases, endoglucanases e B-glicosidases (KUBICEK, 1992). A ac¢do sinérgica
de todos os trés tipos de componentes enzimaticos € necessaria para a hidrolise da celulose e
todo o sistema celulase atua para converter a celulose em glicose (LIU ef al., 2012). A enzima
também atua promovendo a reducao da viscosidade dos vegetais e promove um aumento do
rendimento no processo de extragao (NCBE, 2010).

Este complexo enzimatico foi utilizado na hidrdlise enzimatica com objetivo da
transformagdo da celulose em aglcares fermentesciveis (glicose), proporcionando um

ambiente nutritivo adequado para a fermentacao e producdo de biogas.

1.6.2 Alfa-amilase

A alfa-amilase ou a-amilase sdo endoamilases que atuam aleatoriamente ao longo da
cadeia de amilose e amilopectina hidrolisando as ligacdes a-1,4 e liberando
maltoligossacarideos (DECLERCK et al., 2000).

A amilase utilizada ¢ derivada da bactéria Bacillus licheniformis. Esta enzima ¢

amplamente utilizada na liquefagdo de amido, industria de papel, alimenticia, farmacéutica e
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acucareira (AKHER et al., 1973; NIGAM; SINGH, 1995) devido a eficiéncia na conversdo de
amidos em oligossacarideos (PEDERSON; NIELSEN, 2000).

1.6.3 Complexo enzimadtico

O complexo enzimatico ou mosto contém trés enzimas, amilo-glucosidase (AMG),
alfa-amilase e uma protease neutra. A enzima amilo-glucosidase ¢ largamente utilizada na
industria cervejeira para a hidrolise mais eficiente do amido, com capacidade de quebrar as
ligacdes a-1,4 e a a-1,6 das cadeias de amilopectina, levando a conversao de dextrinas em

agucares fermentesciveis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliagdo do efeito do pré-tratamento ultrassom e hidrdlise enzimatica em residuos

agroindustriais para otimizacdo da liberagdo de agticares fermentesciveis.

2.2 Objetivos especificos

1. Submeter o residuo de frutas e verduras (RFV) ao tratamento de ultrassom em

diferentes tempos.
2. Submeter o RFV pré-tratado por ultrassom a hidrolise enzimatica para as enzimas:
Celluclast, Alfa-amilase e Complexo enzimatico (Amilo-glucosidase, Alfa-amilase e

Protease).

3. Quantificar os agucares obtidos liberados ap6s os pré-tratamentos aplicados.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Residuo de Frutas e Verduras (RFV)

39

Foi utilizado como amostra padrao, denominada de Residuos de Frutas e Verduras

(RFV), uma composi¢ao especifica (Tabela 2) definida a partir de uma pesquisa de quais

frutas e hortalicas eram mais frequentemente descartadas da Central de Abastecimento de

Alimentos do Cearda (CEASA-CE) (SILVA JUNIOR et al., 2016).

Tabela 2 — Composic¢ao do Residuo de Frutas e Verduras (RFV)

Fruta ou verdura

Percentual (%)

Laranja
Cebola
Mamao
Milho verde
Abacate
Melancia
Melao
Abacaxi
Batata inglesa
Banana
Repolho
Goiaba
Tomate
Pimentao
Beterraba
Maga
Maracuja
Cenoura

Abobbora

47,16
8,63
6,18
6,11
5,35
3,85
3,47
3,46
3,40
3,33
2,65
1,32
1,13
1,05
1,04
0,74
0,50
0,42
0,21

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 14 — Residuo de Frutas e Verduras (RFV)

Fonte: Arquivo pessoal.

3.1.2 Enzimas

No presente estudo, utilizou-se as enzimas celulase comercial Celluclast® de
Trichoderma reesei, 1,5 L (Novozyme, Bagsvaerd, Dinamarca), a alfa-amilase de Bacillus
licheniformis, adquirida da Prodooze (Sdo Paulo, Brasil) e o complexo enzimatico com

Amilo-glucosidase, alfa-amilase e protease neutra, adquirida da Prodooze (Sao Paulo, Brasil).

3.2 Descricio geral das etapas experimentais

A fim de proporcionar uma visdo geral das atividades experimentais desenvolvidas
neste trabalho, a Figura 15 apresenta o fluxograma com a sequéncia das principais etapas
metodoldgicas. O processo tem inicio com a obten¢do da amostra de RFV, cuja composi¢ao
especifica esta descrita na Tabela 2, seguida pela preparacdo da amostra, que incluiu as etapas
de trituracdo e branqueamento térmico, realizado com o objetivo de reduzir a carga
microbiana. Em seguida, a amostra foi submetida ao pré-tratamento ultrassonico, aplicado por
seis tempos distintos. Apos essa etapa, foi realizada a determinagcdo da concentracao de
acucares redutores no residuo pré-tratado. Posteriormente, o material foi submetido a hidrélise
enzimdtica, conduzida em frascos Erlenmeyer. Ao término da reacdo, os frascos foram
aquecidos para promover a inativacdo das enzimas e interromper o processo de hidrolise. Por

fim, foram coletadas aliquotas, as quais foram centrifugadas para separagdo das fases solida e
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liquida. A fracdo liquida foi entdo filtrada e utilizada para a quantifica¢do de aglicares e outros

compostos por meio de Cromatografia Liquida.

Figura 15 — Fluxograma das etapas experimentais
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3 Métodos

3.3.1 Determinacdo da atividade das enzimas utilizadas

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada por meio de protocolos
previamente estabelecidos. Para a celulase (Celluclast), a atividade foi quantificada utilizando
o método descrito por Ghose (1987), baseado na liberacdo de aglicares redutores a partir da
hidrolise com leitura espectrofotométrica apos reagdo com DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico).
A atividade da alfa-amilase e da amilo-glucosidase foi determinada conforme o protocolo
proposto por Gongalves (1996), utilizando amido como substrato e também mensurando os
acucares redutores formados por meio da reacdo com DNS. Foi utilizado a atividade da amilo-

glucosidase como o parametro principal para a atividade do complexo enzimatico.
3.3.2 Obtengdo da amostra padrdao RFV
As frutas e hortalicas que compdem a amostra RFV foram coletadas da Central de

Abastecimento de Alimentos do Ceard (CEASA-CE) em parceria com a Empresa Brasileira

de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), a partir de materiais destinados ao descarte. A amostra
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foi submetida a um processo de homogeneizagdo, sendo triturada duas vezes em triturador

modelo TRAPP TRF-400, com o objetivo de reduzir o tamanho das particulas.

3.3.3 Branqueamento

Para garantir a conservacao dos residuos e viabilizar as andlises experimentais futuras,
foi realizado o branqueamento das amostras. Para esse procedimento, aproximadamente 200
gramas do residuo triturado foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 250 mL. Em
seguida, os frascos com o material foram submetidos a 110 °C por um periodo de 10 minutos,

em uma autoclave vertical linha AV, modelo AV-30.

3.3.4 Pré-tratamento ultrassom

Ultrassom

Apo6s os procedimentos realizado no residuo, conforme descrito no item 3.3.2 ¢ 3.3.3,
realizou-se o pré-tratamento ultrassom no residuo em diferentes condigdes de tempo a fim de
avaliar o melhor tempo para obtencdo de agucares fermentesciveis. O processo deu-se com a
utilizagdo de um instrumento sonicador (Sonicator Qsonic Model Q500), sonda padrao 4220,
poténcia de 500 W, frequéncia de 20 kHz, amplitude de 70% e tempos de 5, 10, 15, 20, 25 ¢
30 minutos, com intervalos intercalados de 10 segundos on e off em um béquer refrigerado
com gelo para evitar o superaquecimento. A sonda do equipamento foi imersa na amostra
RFV com profundidade de 3,0 cm. Apods as amostras tratadas serem deixadas para resfriar até

a temperatura ambiente, foram armazenadas em freezer para evitar contamina¢ao microbiana.

Determinacio da concentracio dos agticares redutores do residuo pré-tratado por

ultrassom

Para identificar quais tempos de ultrassom eram mais apropriados para realizagdo da
hidrélise enzimatica, foram quantificados, por espectrofotometria, os agucares redutores totais
liberados no ultrassom. Para a quantificacdo dos agtcares redutores, foi seguido o protocolo
descrito por Maldonade, Carvalho e Ferreira (2013), da Embrapa Hortaligas. As amostras
foram submetidas a reagdo com o reagente DNS e, em seguida, aquecidas a 100 °C por 5

minutos. Apds o resfriamento, as absorbancias foram medidas em espectrofotometro a 540
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nm. Os célculos foram realizados com auxilio da curva-padrao de DNS para obter os valores
em mg/L de acucares redutores. A analise estatistica foi feita utilizando o software Microcal
Origin 8.1 (Microcal Software Inc., Northampton, MA, EUA) por meio de analise de
varidncia (ANOVA) com nivel de confianga de 95% e probabilidade de 5% (p < 0,05).

3.3.5 Hidrolise enzimdtica

Hidrodlise enzimatica com o residuo pré-tratado

A hidrélise enzimatica foi conduzida conforme a metodologia MOYA et al., (2023).
Os ensaios enzimaticos foram conduzidos com os residuos pré-tratado por ultrassom por 10 e
20 minutos. Para cada tempo de pré-tratamento, o residuo foi submetido a diferentes
tratamentos enzimaticos: sem enzimas, somente Celluclast, somente alfa-amilase, somente
complexo enzimatico e uma combinacdo de Celluclast com alfa-amilase. Em frascos
Erlenmeyers de 250 mL vedado, para evitar perda de volume por evaporagdo, foram
adicionados a amostra de RFV (40% p/v) pré-tratado com ultrassom, 4,70 mL de tampao
citrato de sodio (50 mM, pH 5,0) e 0,05 mL de azida sédica 5,0% (50 mg/mL H>0). Seguida
pela adicdo das enzimas, a quantidade adicionada de cada enzima est4d descrita na Tabela 3.
Apos adicdo do volume apropriado de solucdo enzimatica, agua Milli-Q foi adicionada aos
frascos para obter um volume total de reagdo de 12,5 mL. A hidrolise enzimatica ocorreu em
incubadora orbital refrigerada com agitacdo (Tecnal — Modelo TE-421) a temperatura de 60°
C £ 3°C, agitacao de 150 RPM por um periodo de 72 horas. Ao final do processo, os frascos
Erlenmeyers contendo o meio de reagdo foram aquecidos a 100 °C por 10 minutos, para
inativacdo das enzimas e aliquotas de 2 mL foram coletadas para determinar a quantidade de
acucares obtido. Para isso, as amostras foram centrifugadas a 11.000 RPM por 10 minutos em
Centrifuga Spin microtubo para separagdo da fragdo liquida, filtrada em membrana (celulose e
acetato de celulose) de 0,22 um e posteriormente armazenadas para analise de agucares e

outros compostos por HPLC.



44

Tabela 3 — Volume de enzimas adicionado por ensaio.

Volume
Ensaio % p/v
adicionado (mL)

Sem enzimas 0 0
Celluclast 0,032 0,26
Alfa-amilase 0,01 0,08
Complexo 0,011 0,09
Celluclast e Alfa-amilase 0,042 0,34

Fonte: Elaborado pelo autor.

Determinacio da concentracdo dos acucares e outros compostos apdés hidrolise

enzimatica

A quantificagdo dos aglicares (Glicose, Xilose, Celobiose), acidos organicos (Acido
acético, Acido férmico), furfural ¢ HMF apds pré-tratamento por ultrassom e hidrolise
enzimdtica foram analisadas no equipamento High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC). O HPLC tem a vantagem de ndo ocorrer derivatizacdo e uma separac¢do isocratica
simples com 4cido sulftrico (H2SO4) como fase movel. Com os resultados obtidos, ¢ possivel
comparar e avaliar quais condigdes favoreceram a maior liberacdo de aclcares. A
identificacdo e quantificacdo dos picos cromatograficos das amostras foram realizadas
comparando-se os tempos de retencdo com padrdes auténticos. A andlise estatistica foi feita
utilizando o software Microcal Origin 8.1 (Microcal Software Inc., Northampton, MA, EUA)
por meio de analise de variancia (ANOVA) com nivel de confianca de 95% e probabilidade

de 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Atividade das enzimas utilizadas neste trabalho

As atividades enzimaticas foram determinadas conforme os protocolos descritos na

metodologia para cada enzima. Os valores obtidos estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Atividade das enzimas utilizadas.

Enzima Atividade
Celluclast 77,45 (FPU/mL)
Alfa-amilase 1228,27 (U/mL)
Amilo-glucosidase (Complexo) 1164,1 (U/mL)

Fonte: Elaborada pelo autor.
4.2 Concentracio dos acucares redutores no residuo pré-tratado por ultrassom

A concentracdo de agucares presente no residuo pré-tratado por ultrassom em cinco

tempos distintos (5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos) esta descrita no grafico 1.

Grafico 1 - Concentracdo de agucares redutores no residuo pré-tratado por ultrassom.

Concentragao

100000 —

Concentragéo (mg/L)

5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Segundo os dados obtidos, os tempos que demonstraram melhor eficiéncia de pré-
tratamento foram as amostras de 10 e 20 minutos, que apresentaram concentragdes de 90.898
mg/L e 92.984 mg/L de acucares redutores, respectivamente. Tal parametro ¢ relevante pois,
os acucares serao convertidos em CHs e CO> por meio da digestdo anaerdbia de organismos
para liberagcdo de biogads (EDWINGES, 2019). Devido a isso, os tempos de 10 e 20 minutos
foram utilizados para a realizacdo da hidrdlise enzimatica.

O aumento na liberagdo de agucares nesses tempos pode estar relacionado ao colapso e
cavitacdo mais eficiente das microbolhas promovidas pelo ultrassom, o que intensifica a
desestruturacdo da matriz lignoceluldsica. Essa ruptura facilita a solubilizagdo de fracdes
polissacaridicas e a liberagdo de monossacarideos e oligossacarideos. Por outro lado, tempos
superiores a 20 minutos apresentaram queda na concentracdo de aglcares redutores, o que
pode estar associado a possiveis efeitos de degradagdo térmica, recomposicao de ligagdes ou

saturagdo do processo fisico.

4.3 Concentracio dos aciicares e outros compostos apés hidrélise enzimatica

A concentragdo dos agucares (glicose, xilose e celobiose), acidos organicos (acético e
formico), HMF e furfural do residuo sem ultrassom e pré-tratado com ultrassom seguido de
hidrolise enzimatica foram avaliados por HPLC.

Em geral, os residuos pré-tratados com tempo de ultrassom de 10 minutos
apresentaram desempenho superior ao pré-tratamento de 20 minutos, com diferencas
significativas para os agucares como glicose e xilose. Esse comportamento sugere que o
tempo prolongado de exposi¢ao ao ultrassom (20 minutos) pode ter promovido a degradagao
excessiva da matriz lignoceluldsica. Assim, o tempo de 10 minutos mostrou-se mais eficiente,
equilibrando a desestrutura¢do da biomassa € a minimizagao de perdas por degradagao.

A combinagdo das enzimas Celluclast e a-amilase destacou-se entre os tratamentos
testados, promovendo a maior liberagdo de glicose no residuo pré-tratado por ultrassom
durante 10 minutos. Esse resultado ¢ especialmente relevante, considerando que, em
processos industriais para producdo de biocombustiveis, a glicose € o principal agucar-alvo

(CHENG et al. (2008).
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4.3.1 Avaliacao da liberagdo de glicose

Tabela 5 — Concentragao de glicose apds hidrolise enzimatica do residuo pré-tratado por

ultrassom (10 e 20 min).

Condicao ‘ Pré-tratado por 10 min (mg/L) ‘ Pré-tratado por 20 min (mg/L) ‘
Sem enzimas 13.288,01 b 4.624,88 2
Celluclast 14.124,47 b 11.018,54 ®
Alfa-amilase 14.064,80 > 5.379,102
Complexo 15.332,12 ¢ 5.341,76 @
Celluclast e Alfa-amilase 18.494,73 ¢ 9.532,392

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota:
1. Concentragdo inicial no residuo sem pré-tratamento de 3.929,06 (mg/L).
2. Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade (p < 0,05).

O residuo pré-tratado com ultrassom por um periodo de 10 minutos, combinado com
as enzimas Celluclast e alfa-amilase, apresentou a maior liberacdo de glicose (18.494,73
mg/L), superando o ensaio sem adi¢do de enzimas com o residuo pré-tratado por 10 e 20
minutos (13.288,01 mg/L e 4.624,88 mg/L, respectivamente) e com a concentragdo inicial do
residuo sem ultrassom (3.929,06 mg/L). A aplicacdo apenas da enzima Celluclast resultou em
menores concentragdes de glicose, com 14.124,47 mg/L para o residuo pré-tratado por 10
minutos e 11.018,54 mg/L para o residuo pré-tratado por 20 minutos. Esse desempenho
inferior estd relacionado a composi¢do do residuo, formado por vegetais com a presenca de
amido como milho, batata inglesa, banana, abobora e cenoura. Nesses casos, a presenca da
alfa-amilase foi fundamental para a quebra do amido, contribuindo para o aumento da
liberagdo de glicose no ensaio com a combina¢do de enzimas.

Comparativamente, Subhedar et al., (2013) relataram uma produ¢do de 12.230 mg/L a
partir da hidrélise enzimatica assistida por ultrassom de biomassa de jornal deslignificado,
utilizando celulase a 0,14% (p/v). A diferenca obtida nos estudos pode estar relacionada a
maior concentracdo de enzima aplicada, mas também a as condi¢des diferentes do pré-
tratamento por ultrassom utilizadas e a composi¢cdo particular do residuo agroindustrial
utilizado. Em comparacao a outro método de pré-tratamento, Cheng et al. (2008) a partir do
bagaco de cana, uma biomassa também lignoceluldsica, obtiveram apo6s a hidrélise acida

(1,25% H2S04, 121°C, 2 horas) 9.200 mg/L de glicose.
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4.3.2 Avaliacdo da liberacdo de xilose

Tabela 6 — Concentracdo de xilose apos hidrolise enzimatica do residuo pré-tratado por

ultrassom (10 e 20 min).

Condicao ‘ Pré-tratado por 10 min (mg/L) ‘ Pré-tratado por 20 min (mg/L) ‘
Sem enzimas 13.762,06 ® 5.997,58 ¢
Celluclast 11.203,03 ¢ 4.457,33 ¢
Alfa-amilase 13.311,52° 5.499,33 ¢¢
Complexo 13.003,42 >4 6.226,51°
Celluclast e Alfa-amilase 13.665,22° 3.798,31°¢

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota:
1. Concentragdo inicial no residuo sem pré-tratamento de 865,72 (mg/L).
2. Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade (p < 0,05).

Os dados obtidos indicam que a liberagdo de xilose ocorreu predominantemente na
etapa do pré-tratamento por ultrassom. A concentracdo inicial desse agucar no residuo sem
ultrassom era de 865,72 mg/L, aumentando, apds o pré-tratamento e hidrolise sem adicao de
enzimas para 13.762,06 mg/L no residuo pré-tratado por 10 minutos e 5.997,58 mg/L no
residuo pré-tratado por 20 minutos. Nao ocorrendo um aumento significativo com a adi¢ao de
enzimas, o que pode ser atribuido a complexidade da estrutura de hemicelulose. Por ser
formada por diversos compostos necessita de uma variedade de enzimas para sua degradagao
eficiente. Como o0s ensaios enzimaticos neste estudo nao incluiram hemicelulases, como
xilase, P-xilosidase, arabinofuranosidase, entre outras, ndo foi observada uma liberagao
expressiva de xilose durante a hidrélise enzimatica.

Destaca-se, contudo, a eficicia do ultrassom no rompimento da matriz hemiceluldsica.
A aplicagdo do ultrassom como método de pré-tratamento em biomassas lignocelulodsicas
também ¢ corroborada por estudos anteriores. Kapoor et al., (2020), observaram um aumento
de até trés vezes no rendimento de agucares redutores apos a aplicagdo de ultrassom em
bagaco de cana-de-a¢lcar, uma biomassa de segunda gera¢do com composicdo estrutural
semelhante a do residuo utilizado neste estudo. Esses resultados refor¢am o potencial do
ultrassom como ferramenta eficaz na desestruturacdo da parede celular e na exposi¢ao das
fragdes hemicelulosica e celulosica para posterior conversao bioquimica.

Ao comparar os dois tempos de ultrassom avaliados (10 e 20 minutos), observou-se

que o tempo de 10 minutos foi mais eficiente na quebra da estrutura hemicelulosica. Isso pode
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estar relacionado a possivel degradagdo da xilose durante o tempo mais prolongado de
exposicdo, levando a formagdo de compostos inibidores, como furfural — subproduto da
degradacao de pentoses presentes na hemicelulose (DULIE et al, 2021). Dessa forma, o
tempo prolongado de ultrassom pode ter contribuido para diminui¢dao final da xilose, em

funcdo da formacao de subprodutos indesejaveis.

4.3.3 Avaliacdo da liberacdo de celobiose

Tabela 7 — Concentracdo de celobiose apos hidrolise enzimatica do residuo pré-tratado por

ultrassom (10 e 20 min).

‘ Condicao ‘ Pré-tratado por 10 min (mg/L) ‘ Pré-tratado por 20 min (mg/L) ‘
Sem enzimas 308,64 2 2.017,12°
Celluclast 1.935,46° 6.790,11 ©
Alfa-amilase - 3.899,81 ¢
Complexo 1.207,20 ® 4.797,36 ©
Celluclast e Alfa-amilase 1.671,54° 7.113,16 ¢

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota:
1. O residuo sem pré-tratamento ndo apresentou concentragao inicial de celobiose.
2. Letras distintas na mesma coluna indicam diferenga estatistica significativa entre os tratamentos pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade (p < 0,05).

Os resultados da liberacdo de celobiose demonstram a maior liberagdo com a
utilizagdo do residuo pré-tratado por 20 minutos, especialmente com a adi¢do da enzima
Celluclast, isoladamente (6.790,11 mg/L) ou em combinagdo com alfa-amilase (7.133,16
mg/L), ndo apresentando diferenca significativa na liberagdo de celobiose. Evidenciando,
como esperado, que o uso da celulase ¢ suficiente para promover a sacarificagdo da celulose,
resultando na formagdo de celobiose, ja que este complexo celulolitico apresenta enzimas
como a Exoglucanases, capaz de degradar a cadeia celulosica em moléculas de celulose.

Em relagdo ao residuo pré-tratado por 10 minutos ocorreu a liberagdo inferior ao
tempo de 20 minutos de exposi¢do, com os ensaios com as enzimas Celluclast (1.935,46
mg/L), complexo enzimatico (1.207,20 mg/L) e combinagdo das enzimas Celluclast e alfa-
amilase (1.671,54 mg/L) ndo apresentando diferengas significativas entre si. Esses resultados
sugerem que a liberacdo de celobiose pode ser favorecida por um tempo maior de pré-
tratamento por ultrassom, o qual pode ter promovido uma maior desestrutura¢do da matriz

celuldsica, aumentando a acessibilidade das enzimas ao substrato.
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4.3.4 Avaliacdo da liberacdo de dcido acético

Tabela 8 — Concentracao de acido acético apos hidrdlise enzimatica do residuo pré-tratado por

ultrassom (10 e 20 min).

Condicao ‘ Pré-tratado por 10 min (mg/L) ‘ Pré-tratado por 20 min (mg/L) ‘
Sem enzimas 154,56 ® 293,76 ¢
Celluclast 170,85 ° 371,86 9
Alfa-amilase 157,16 273,54 ¢
Complexo 172,65 ° 321,71 ¢4
Celluclast e Alfa-amilase 201,86 ° 343,12 ¢4

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota:
1. Concentragdo inicial no residuo sem pré-tratamento de 89,45 (mg/L).
2. Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade (p < 0,05).

O 4cido acético ¢ produto intermedidrio ou final da degradacdo de agucares e
componentes estruturais da biomassa e afetam diretamente a etapa digestdo anaerdbia, em que
altas concentracdes de acidos volateis podem inibir o crescimento dos microrganismos
anaerobios (ALVEZ, 1994). O 4cido acético pode ser liberado principalmente pela
desacetilacdo da hemicelulose, com a remocdo de grupos acetilados presentes na sua
estrutura. Além disso, outras vias de formagdo incluem a degradagdo térmica ou quimica de
acucares durante o pré-tratamento. O dcido acético também pode se originar da decomposi¢ao
de compostos intermediarios, como furfural e HMF, sob condigdes acidas ou aquecidas
(NUNES, 2011).

A concentragdo inicial do acido acético no residuo sem ultrassom foi de 89,45 mg/L,
valor considerado baixo, compativel com residuos vegetais frescos, cuja estrutura
lignoceluldsica ainda ndo foi significativamente desestabilizada. O residuo pré-tratado por
ultrassom por 10 minutos seguido da hidrélise, observou-se um aumento para 145,56 mg/L no
ensaio sem enzimas e concentragcdes variando entre 170,85 mg/L a 201,86 mg/L para os
ensaios com a utilizagdo de enzimas, sem apresentar uma diferenga significativa entre esses
valores. Para o residuo pré-tratado por ultrassom por 20 minutos seguido da hidrolise,
observou-se um aumento para 293,76 mg/L no ensaio sem enzimas e concentragdes variando
entre 273,54 mg/L a 371,86 mg/L para os ensaios com a utilizacdo de enzimas. Apresentando
diferenca significativa apenas nos ensaios com a utilizagdo do complexo enzimatico e a

combinacdo das enzimas Celluclast e alfa-amilase (321,71 mg/L e 343,21 mg/L,
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respectivamente). Esse incremento estd relacionado a liberacdo de grupos acetilados,
presentes na hemicelulose, promovida pela acdo fisica do ultrassom, que rompe a parede

celular e facilita a solubilizagdo desses componentes.

4.3.5 Avaliacao da liberacdo de compostos inibitorios

Tabela 9 — Concentragao de hidroximetilfurfural (HMF) apos hidrolise enzimatica do residuo

pré-tratado por ultrassom (10 e 20 min).

Condicao ‘ Pré-tratado por 10 min (mg/L) ‘ Pré-tratado por 20 min (mg/L) ‘
Sem enzimas 1.357,50 be -
Celluclast 1.320,00 b¢ =
Alfa-amilase 1.235,00 ¢ -
Complexo 1.320,00 b* -
Celluclast e Alfa-amilase 1.640,00 ® -

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota:
1. Concentragdo inicial no residuo sem pré-tratamento de 22,39 (mg/L).
2. Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade (p < 0,05).

Tabela 10 — Concentragdao de furfural apds hidrdlise enzimatica do residuo pré-tratado por

ultrassom (10 e 20 min).

Condicao ‘ Pré-tratado por 10 min (mg/L) ‘ Pré-tratado por 20 min (mg/L) ‘
Sem enzimas 797,50 ® -
Celluclast 895,00 b -
Alfa-amilase 870,00 ° -
Complexo 1.050,00 © -
Celluclast e Alfa-amilase 1.125,00 ¢ -

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota:
1. Concentragdo inicial no residuo sem pré-tratamento de 21,28 (mg/L).
2. Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade (p < 0,05).

Embora a combinacdo das enzimas Celluclast e alfa-amilase tenha promovido a maior
liberacdo de glicose, essa mesma condicdo também resultou nas maiores concentragdes de
hidroximetilfurfural (HMF) e furfural (1.640 mg/L e 1.125 mg/L, respectivamente). Esses

compostos sdo reconhecidos como inibidores da atividade microbiana, especialmente em
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processos de digestdo anaerdbia e fermentagdo. De acordo com Mufioz-Paez (2019), tais
inibidores podem induzir diversos efeitos negativos nos microrganismos, como redugdo da
taxa de crescimento celular, interferéncia na atividade de enzimas glicoliticas e fermentativas,
diminui¢do da permeabilidade da membrana, geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
quebras de DNA e inibicdo da sintese de proteinas ¢ RNA. Esses compostos sdo gerados a
partir da quebra da matriz lignoceluldsica em agucares simples. Todos os ensaios enzimaticos
com tempo de duragao de 10 minutos foram detectados esses compostos. Apesar de se esperar
maior formagao desses compostos nos ensaios com 20 minutos de ultrassom, esses compostos
inibidores nao foram detectados nessas condigdes.

A formagdo de compostos inibitérios como o HMF pode estar associada as condigdes
térmicas geradas durante o pré-tratamento ultrassonico. Segundo Oniir et al., (2018), o
aquecimento pode favorecer a geracdo de 5-hidroximetilfurfural (HMF), como ocorre durante
a sonicagdo, devido ao processo de cavitagdo, onde ocorre a formagao, crescimento e colapso
violento de microbolhas, podendo chegar a temperaturas locais de até 4326 °C (FLINT;
SUSLICK, 1991). Em estudo com amostras de mel Oniir et al, 2018, observaram um
aumento na formacao de HMF durante o tratamento com ultrassom, sobretudo na presenca de
elevagdo de temperatura. Apesar disso, os niveis de HMF foram significativamente menores
em comparacao aos obtidos por aquecimento convencional. Estudos anteriores sugerem que o
controle da temperatura durante a sonicagdo, por meio de resfriamento, pode ajudar a
minimizar a formag¢ao de HMF.

No presente estudo, a formagcdo de HMF e furfural apds o pré-tratamento com
ultrassom também foi evidente. A concentracdo de furfural aumentou de 21,28 mg/L no
residuo sem ultrassom para 797,50 mg/L apds o ultrassom, com incremento discreto em
ensaios com a adicdo de enzimas, como a Celluclast (895,00 mg/L). Para o HMF, observou-se
um aumento de 22,39 mg/L no residuo sem ultrassom para 1.357,50 mg/L apds o ultrassom,
mantendo-se em nivel semelhante mesmo apos a adi¢do da enzima Celluclast (1.320,00
mg/L). Esses resultados reforcam a hipdtese de que o aumento da temperatura local durante a
cavita¢do no ultrassom pode induzir a degradagdo de agucares liberados, contribuindo para a

formagdo desses compostos, mesmo antes da agdo enzimatica.
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5. CONCLUSAO

Diante do objetivo proposto — Avaliagdo do efeito do pré-tratamento ultrassom e
hidrélise enzimatica em residuos agroindustriais para otimizacdo da liberagao de agucares
fermentesciveis. — Os resultados obtidos indicam que os tempos de 10 e 20 minutos de
exposicdo ao ultrassom foram eficazes na ruptura da matriz lignocelulosico, favorecendo a
posterior conversao em acgucares fermentesciveis. Em relagdo a hidrolise enzimatica,
observou-se que o residuo pré-tratado por 10 minutos apresentou melhor desempenho na
liberagdo de acticares em comparacdo ao de 20 minutos, em destaque para a combinagdo das
enzimas Celluclast e alfa-amilase. Tais resultados demonstram o potencial do ultrassom como
um pré-tratamento promissor para materiais lignoceluldsico, favorecendo a liberacdo de
acgucares fermentesciveis. No entanto, essa mesma condi¢ao resultou na maior formacgao de
compostos inibidores, como HMF e furfural.

Ademais, as limitagdes observadas sugerem para futuros estudos que se considerem: o
monitoramento continuo da temperatura durante o tratamento ultrassom, a realizagdo da
hidrolise enzimatica com enzimas capazes de degradar a hemicelulose, além de ensaios
enzimaticos com diferentes concentragdes, a fim de avaliar a liberagdo de agucares nessa
etapa, com objetivo de favorecer ainda mais a liberagcdo de agucares e sua posterior integragao
a sistemas fermentesciveis, contribuindo para o desenvolvimento de biocombustiveis a partir

de residuo agroindustrial.
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