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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estabelecer as condi¢cdes ideais da
fermentacdo alcodlica da polpa e das cascas de banana nanica Musa cavendishii
visando ao aumento do rendimento e da produtividade do processo. Foram
avaliados os residuos cascas e polpas nas concentracdes de 250, 375, 500 e 1210 g
MU L' e 250, 375 e 500 g MU L, respectivamente. Os estudos foram
desenvolvidos em quatro diferentes etapas: (1) caracterizacao dos residuos in natura
de polpas e cascas de banana; (2) pré tratamento térmico e acido sobre a
deslignificacao dos residuos; (3) hidrélise enzimatica sobre a despolimerizacdo dos
residuos; (4) fermentacdes em frascos Erlenmeyer com freqiiéncia de agitacao de
120 min™, 30 °C, durante 48 h e em biorreator de bancada com freqiiéncia de
agitacdo de 150 min™', 30 °C e pH controlado automaticamente em 4,5+0,1. Os
volumes de trabalho utilizados foram no biorreator de bancada de 2 L e nos frascos
Erlenmeyer de 100ml, com 20% v/v de inoculo, usando como agente de fermentacao
alcodlica a levedura Saccharomyces cerevisiae. Nas mesmas condicoes
operacionais de fermentacdo utilizadas, o aumento da concentracédo inicial da polpa
de banana in natura de 250 para 500 g L' ndo conduziu a valores diferentes de
rendimento e produtividade em etanol. A polpa de banana apresentou um valor
médio de 61,1 g L' de aguicar e proporcionou, em média, uma concentracéo final de
29,8 g L de bioetanol apés 8 h de processo fermentativo. A polpa mostrou alto
potencial para uso na producao de etanol, ja nas cascas como unico substrato se faz
necessarios estudos complementares.

Palavras-chave: bioetanol, hidrélise, fermentagao, residuos agroindustriais.



ABSTRACT

The objective of this study was to establish ideal conditions for alcoholic fermentation
of Musa cavendishii banana pulp and peels aimed at increasing the yield and
productivity of the process. Peels and pulp waste in concentrations of 250, 375, 500
and 1210 g MU L™ and 250, 375 and 500 g MU L™, respectively, were evaluated.
The studies were developed in four different stages: (1) characterization of banana
pulp and peel wastes in natura; (2) heat and acid pre-treatment on the
depolymerization of wastes; (3) enzymatic hydrolysis on the depolymerization of
wastes; (4) fermentation in Erlenmeyer flasks with a stirring frequency of 120 min™,
30 °C, for a period of 48 h and in bench bioreactor with a stirring frequency of 150
min”, 30 °C and pH automatically controlled at 4.5+0.1. The work volumes used
were: 2 L in bench bioreactor and 100ml in Erlenmeyer flasks, with 20% v/v
inoculum, using Saccharomyces cerevisiae yeast as the alcoholic fermentation
agent. Under the same fermentation operating conditions, increase in the initial
banana pulp in natura concentration from 250 to 500 g L™ did not lead to different
yield and productivity values in ethanol. The banana pulp presented a mean value of
61.1 g L sugar and provided, on average, a final concentration of 29.8 g L
bioethanol after 8 h fermentation process. The pulp showed high potential for use in
ethanol production, while peels as substrate was the only one requiring further
studies.

Keywords: bioethanol, hydrolysis, fermentation, agroindustrial wastes.
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INTRODUCAO

O fornecimento da energia sustentavel é fundamental ndo apenas para o
desenvolvimento econdmico das nacdes, mas também para assegurar o bem estar
do cidadao (ANDRIETTA, 2006).

Petroleo, gas natural e seus derivados representam 55% do consumo mundial
de energia. Sao esses combustiveis que permitem a existéncia dos meios de
transporte rapidos e eficientes que temos hoje, bem como boa parte das atividades
industriais. Lamentavelmente, eles nao vao durar mais do que algumas décadas:
como combustiveis fosseis, as suas reservas sao finitas, a seguranca de
abastecimento € problematica para os muitos paises que os importam e o seu uso é
a principal fonte dos gases que estdo provocando mudancas climaticas e o
aquecimento global (NOGUEIRA et al., 2008).

A Agéncia Internacional de Energia (IEA) calcula que dentro de
aproximadamente 20 anos cerca de 30% do total da energia consumida pela
humanidade sera proveniente das fontes renovaveis, que hoje representam 14% da
energia produzida no mundo, em que a biomassa tem 11,4%, na participacao da
oferta (CORTEZ et al., 2008).

Segundo Lora (2002), as fontes renovaveis de energia (solar, edlica,
geotérmica, biomassa etc.) sdo caracterizadas por gerarem impactos ambientais
muito menores que o uso de combustiveis fosseis e, portanto, bastante atraentes
para a producao energética.

Entende-se por biomassa todo o derivado de organismos vivos que abrange
uma extensa variedade de materiais que podem ser disponibilizados como
combustiveis ou matérias-primas para diversos fins. Pode-se considerar um recurso
natural renovavel em curto prazo, tendo como principais vantagens o baixo custo,
além de permitir o aproveitamento dos residuos, sendo menos poluente que outras
opcoes energéticas.

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores agricolas do mundo e,
em consequéncia disto, é capaz de gerar grandes quantidades de residuos
agroindustriais.
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Santa Catarina, com destacada posicao no setor agricola do Brasil, possui na
bananicultura uma das principais fontes de rendas agricolas na producao de frutas
do Estado, sendo ultrapassada apenas pela cultura da maca (EPAGRI, 2006).

Como residuos dessa cultura, além dos frutos rejeitados, podem ser somados
os outros residuos gerados na cultura como as cascas do fruto industrializado, o
pseudocaule, as folhas e o engaco da bananeira.

A geragao de alcool combustivel a partir desses residuos lignocelulésicos
pode ser uma fonte alternativa e renovavel de energia com possibilidades de
agregar valor a matriz produtiva do fruto.

Em 2008, a Universidade da Regidao de Joinville — Univille, foi procurada por
produtores de bananas do Estado com o objetivo de desenvolver estudos nesta
area. Diante desta possibilidade de desenvolvimento regional foi criado na instituicao
naquele ano, o grupo de pesquisa Fontes Alternativas de Energia, o qual iniciou
projeto de pesquisa para avaliar a potencialidade do uso desses residuos como
substrato da fermentacdo alcodlica. Como parte integrante deste projeto este

trabalho trata especificamente do estudo dos residuos de polpa e cascas da banana.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer as condicdes ideais da fermentagao alcodlica da polpa e das cascas de

banana nanica visando ao aumento do rendimento e da produtividade do processo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar os residuos in natura polpa e cascas de banana;

2. Avaliar o efeito do pré-tratamento térmico e acido sobre o substrato;

3. Avaliar a eficiéncia da hidrolise enzimatica sobre a despolimerizacdo dos
residuos;

4. Estimar os parametros de producdo do processo de fermentacado alcoodlica
(concentracdo, rendimento e produtividade em etanol) empregando o
substrato tratado nas condi¢des operacionais pré-estabelecidas;

5. Determinar a influéncia da concentracdo inicial de substrato sobre o
rendimento e a produtividade do processo fermentativo;

6. Definir as condi¢cées operacionais ideais de fermentagdo para uma futura

ampliacao de escala.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 BIOMASSA E ENERGIA

A biomassa pode ser considerada do ponto de vista de energia, como todo o
derivado de organismos vivos que possam ser utilizados como combustiveis ou para
sua producao. Biomassa é definida também como toda a matéria organica natural,
ou seja, qualquer material integro ou em decomposicao oriundo de plantas, animais,
fungos, liquens, algas e microorganismos. Nao fazem parte, portanto, o petréleo, o
carvao e o gas natural que, embora compostos organicos, sao produtos de origem
fossil, resultantes dos processos geoldgicos (SILVEIRA et al.,2008).

De acordo com Cortez et al. (2008), a biomassa tem origem em residuos
solidos urbanos — animais, vegetais, industriais e florestais — e, voltada para fins
energéticos, abrange a utilizacdo desses varios residuos para a geracao de fontes
alternativas de energia. Apresenta diferentes tecnologias para o processamento e
transformacdo de energia, mas todas as tecnologias de biomassa atualmente
usadas no mundo possuem dois problemas cruciais: o custo da biomassa e a
eficiéncia energética de sua capacidade produtiva.

Estima-se que a producao global de biomassa seja da ordem de 146 bilhdes
de toneladas por ano, entre produgcdo agropecuaria, lixo organico, regeneracao de
habitat, adensamento florestal e ciclagem bioquimica (DEMIRBAS, 2009).

Toda a energia contida na biomassa é denominada bioenergia. A rigor, € uma
energia de baixa entropia, originaria dos mais elementares processos de
fotossintese e quimiossintese, transferida e acumulada ao longo das cadeias
ecoldgicas (RICKLEFS, 2000).

Segundo Nogueira (2008), sdo exemplos de fontes de bioenergia a lenha e os
residuos de serrarias, o carvao vegetal, o biogas resultante da decomposicao
anaerdébia de lixo organico e outros residuos agropecuarios, bem como o0s
biocombustiveis liquidos, como o bioalcool e o biodiesel, e a bioeletricidade, gerada
pela queima de combustiveis como o bagagco de cana-de-aglucar e a lenha. No
amplo contexto da bioenergia, a producdo de biocombustiveis liquidos tem sido
considerada para atender particularmente as necessidades de transporte veicular.

Para esse fim, além dos biocombustiveis, ainda ndo existem, na atualidade, outras
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alternativas renovaveis com maturidade tecnoldgica e viabilidade econdmica
suficientes.

Como recurso motriz para as atividades socioeconémicas, a bioenergia é
gerada a partir da exploracao intensiva da biomassa, dai ser um recurso renovavel,
ja que sua matriz é reproduzivel naturalmente como adensamento das florestas , ou
intencionalmente como nos campos de cultivos de plantas, criagcao animal etc. (IEA,
2007).

A Agéncia Internacional de Energia distingue biocombustiveis tradicionais
domésticos — ex: lenha, esterco animal e 6leos vegetais - de biocombustiveis
industriais, os quais se dividem como de primeira geracdao — ex: etanol de cana-de-

acucar e biodiesel — e de segunda geracao — ex: etanol lignocelulésico (IEA, 2004).

3.1.1 A bioenergia no Brasil

De acordo com Bajay e Ferreira (2005), o carvao mineral é o combustivel
féssil mais abundante no pais; porém, devido as suas conseqiéncias ambientais
tem sido preterido as novas fontes de energia, principalmente as de carater
renovavel. Entre essas fontes alternativas, o uso de biomassa tem se tornado
bastante interessante para o pais, especialmente na diregcdo de usos finais com
maior contetdo tecnoldgico como geracao de eletricidade, producado de vapor e
combustiveis para transporte.

O uso de 6leos vegetais em motores diesel tem sido testado mundialmente
desde o século 19. No Brasil, em 2002, o Ministério da Ciéncia e Tecnologia - MCT
criou o programa Pro-biodiesel, o qual prevé o desenvolvimento tecnolégico em
quatro areas: (1) Especificagdes técnicas, (2) Qualidade e aspectos legais, (3)
Viabilidade socioambiental e competitividade técnica e (4) Viabilidade econémica.

O etanol da cana-de-agucar representa um caso de sucesso tecnolégico para
0 pais. A industria da cana mantém o maior sistema de energia comercial de
biomassa no mundo através da producéo de etanol e do uso quase total de bagaco
para geracao de eletricidade. Atualmente, varios estudos tém sido desenvolvidos
visando ao uso dos bagacos para a producdo de etanol, reduzindo-se assim a sua
queima. A obtencdo deste produto, denominado de etanol de 22 geracdo ou,
simplesmente, de bioalcool, tem sido avaliado mundialmente também a partir de

outros tipos de residuos lignocelulésicos, como por exemplo: madeira de eucalipto e
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residuos de palha de trigo (BALLESTEROS et al., 2004), residuos de fibra de milho
(SCHELL et al., 2007), residuos de uva (PRAMANIK, 2005), residuos de frutas e
vegetais (SAEED, 2005), extrato de bagaco de maca (NOGUEIRA et al., 2005). No
caso da banana, estudos sobre a producao de etanol tem sido realizados a partir
das frutas (HAMMOND, 2006; ARREDONDO et al., 2006) , cascas (MONSALVE et
al., 2006; BROOKS, 2007), folhas e demais residuos (BAIG, 2005).

3.1.2 O bioalcool brasileiro

No Brasil o uso do alcool combustivel teve inicio por volta de 1900, mas
somente com a crise do petréleo a partir de 1973, a produgdo em larga escala de
alcool combustivel a partir da cana-de-acucar foi estimulada.

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento — Conab (2010), na
safra de cana-de-agucar de 2009/2010, foram produzidos aproximadamente 25800
milhdes de litros de etanol. Deste total, 6949 milhdes de litros foram de etanol anidro
e 18812 milhdes de litros de alcool hidratado. Além disso, foram produzidas 33074
mil toneladas de acgucar. Nesta safra o Brasil fechou sua producdo em uma area
plantada de cana-de-agucar de 7409 mil hectares, com uma produtividade de 81,6
t/ha e uma producao de 604,5 milhdes de toneladas.

De acordo com dados do Ministério de Minas e Energia (MME, 2010) em sua
resenha energética brasileira de 2009, a oferta total de biomassa de 2009 foi de 77,9
milhdes de tonelada equivalente de petréleo — tep'. Este valor correspondeu a
31,9% da matriz energética brasileira. Os produtos da cana-de-agucar (bagaco e
etanol), com 44 milhdes tep, responderam por 56,4% da biomassa e por 18% da

matriz de oferta total de energia.

1 tep - A Agéncia Internacional de Energia/OECD define 1 tep como o calor liberado na combustao
de uma tonelada de petréleo cru, ou seja, 41,868 GJ ou 11,630 MWh.
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A lenha, com 24,6 milhdes tep, respondeu por 31,6% da biomassa e por
10,1% da matriz. Outras biomassas (lixivia, residuos de madeira e da agroindustria),
com 9,3 milhdes tep, representaram 12% da biomassa e 3,8% da matriz. Na
composicao dos produtos da cana, aparece o etanol com 13,5 milhdes tep (30,7%) e
o bagaco de cana-de-acucar com 30,5 milhdes tep (69,3%). Na matriz energética o

bagaco representa 12,5% e o etanol 5,5%.

3.1.3 O etanol e a evolucao dos biocombustiveis no Brasil

Segundo a Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis-
ANP (2009), o Proalcool foi criado pelo decreto-lei 76.593 de 14 de novembro de
1975, por iniciativa governamental, para fazer frente aos sucessivos aumentos do
preco do petrdleo. Este programa tinha como objetivo garantir o suprimento de
etanol no processo de substituicdo a gasolina. Outra meta do programa era apoiar o
desenvolvimento tecnoldgico da industria sucroalcooleira. Em sua primeira fase, até
1979, a énfase do programa foi a producado de etanol anidro para ser misturado a
gasolina. Na segunda fase, também se passou a produzir alcool hidratado, para ser
usado em motores de ciclo Otto modificados para funcionar com 100% de etanol.

Nos anos 70 foram instaladas muitas destilarias de etanol no pais. Algumas,
denominadas “auténomas”, foram construidas para formar novas plantas, destinadas
a producao apenas de etanol; e outras, denominadas “anexas”, foram incorporadas
as fabricas de agucar ja existentes. Segundo Bajay e Ferreira (2005) havia, em
janeiro de 2004, 308 destilarias operando no pais, das quais 235 nas regides
Sudeste, centro-oeste e sul, e 73 nas regides norte e nordeste. As principais areas
produtoras de élcool localizavam-se nos estados de Sao Paulo (61,4%), Rio de
Janeiro, Alagoas e Pernambuco. Durante os anos de 1970 e inicio dos anos de
1980, o objetivo governamental foi o de um rapido crescimento do Proalcool aliado a
facilidade de obtencdo de subsidios para aumentar a capacidade de producao de
alcool. Com isto, facilitou-se a criacao de grandes industrias de alcool no pais, que
ainda possuem um significativo potencial para aumentar sua eficiéncia energética e
reduzir seus custos de producdo. A liberagcdo dos precos da cana-de-agUcar tem
fomentado a materializacdo desse potencial. O Proalcool foi formalmente extinto no
inicio dos anos 1990, mas o fomento governamental, em termos de politica

energética, a producao de alcool, tanto anidro como hidratado, continua até hoje, s6



23
que sem a maior parte dos incentivos crediticios e fiscais existentes durante a
vigéncia do programa (BAJAY e FERREIRA, 2005). Na Figura 1, pode-se observar a

evolucao dos bicombustiveis no Brasil.
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Figura 1 - A evolugao dos bicombustiveis no Brasil.
Fonte: Agencia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis- ANP

Para a Unido da Agroindistria Canavieira de Sdo Paulo — Unica (2010) em
seu site, a produgcdo mundial de cana-de-acucar hoje totaliza quase 1,5 bilhdo de
toneladas e estd localizada predominantemente na faixa tropical do planeta, nos
pafses em desenvolvimento da América Latina, Africa e Sudeste Asiatico. O Brasil é
lider mundial na producao de cana-de-agucar, com 90% na regiao Centro-Sul e 10%
no Nordeste.

Segundo a Associacao Nacional dos Fabricantes de Veiculos Automotores —
ANFAVEA (2010), a quantidade de vendas internas no atacado por tipo de
combustivel de veiculos automotores, considerando automéveis e comerciais leves,
entre nacionais e importados, no ano de 2003 foram (em unidades): 36,4 mil a
alcool, 48,2 mil flex fuel, 1,16 milhdes a gasolina e 54,5 mil a diesel, com
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participacdo de mercado, respectivamente, iguais a 2,8%, 3,7%, 89,2 e 4,2%. Em
2009 os numeros se apresentaram, segundo a ANFAVEA (2010), em 70 unidades a
alcool, 2,65 milhdes de unidades flex fuel, 221,7 mil a gasolina e 3,0 milhdes a
diesel, com uma participacao de 88,2% flex fuel, 7,4% a gasolina e 4,5% a diesel
nos comerciais leves.

Para Amorim (2005), um importante estimulo para o mercado interno do
alcool foi o lancamento pela industria automobilistica, dos veiculos que rodam tanto
com alcool como gasolina, ou com a mistura dos dois em qualquer propor¢cao, 0s
chamados flex fuel. O automovel flex fuel foi a injecao de animo que os setores
envolvidos necessitavam para voltar a estimular o uso do alcool-motor no Brasil.

A industria automotiva brasileira passou a fabricar em grande escala os carros
bicombustiveis — os modelos flex - que garantem o escoamento da producao de

etanol e ampliam a liberdade de escolha dos consumidores (ANP, 2009).

3.2 PRODUCAO DE ETANOL

3.2.1 Matérias-primas

Segundo Leal et al. (2008), etanol pode ser obtido de diferentes matérias-
primas que contenham acucares ou polimeros de aguUcares, como cereais, frutas,
tubérculos, gramineas como a cana-de-agucar, sorgo sacarino etc. Essas matérias-
primas podem ser divididas, quanto ao insumo basico em:

a) Acucares - cana-de-acucar, melaco, sorgo sacarino, frutas, beterraba.
Os acucares sao convertidos diretamente em etanol via fermentagao, apoés o
processo de extracao;

b) Amidos - grdos como o milho, trigo, cevada, arroz, tubérculos como
mandioca, batata, batata-doce. Os amidos sao convertidos em acucares via
fermentacdo, apds sacarificacdo, hidrolise e esses aglcares sao posteriormente
fermentados;

c) Lignocelulésicos - residuos agro-florestais, gramineas como o capim-
elefante, residuos organicos do lixo urbano e florestas plantadas. A celulose e a
hemicelulose precisam ser convertidas em acucares via hidrélise para posterior

fermentacao.
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Segundo Moreira (2005), os carboidratos, inclusive o agucar, estao entre os
componentes mais abundantes dessas matérias-primas. Eles sao classificados
como mono, di, tri, tetra e polissacarideos, dependendo do nimero de moléculas de
acucar que os compdem. Praticamente todos os polissacarideos naturais contém
cinco ou seis atomos de carbono, denominados pentoses e hexoses,
respectivamente. Na cana-de-aglcar o acUcar mais abundante € a sacarose, um
dissacarideo formado por glicose e frutose. No milho, aproximadamente 70% do
carboidrato de composicao € o amido, o qual é formado por polimeros de glicose,
tanto de cadeia reta como de cadeia ramificada. Nas biomassas celulésicas, uma
mistura complexa de polimeros de carboidratos (celulose e hemicelulose), lignina e
uma pequena quantidade de outros compostos conhecidos como extratos fazem
parte da estrutura fisica do vegetal. Em geral, a celulose é a maior porcao e
representa cerca de 40% a 50% do material, em massa. A quantidade de
hemicelulose representa de 20% a 40% do material. As partes remanescentes sé&o
formadas predominantemente por lignina e uma quantidade menor de extratos. De
todas as matérias-primas citadas anteriormente, a cana-de-agucar € o milho
dominam a produgéo de etanol no mundo, com cerca de 95% do total.

O material celulésico usado na produgao de etanol pode ser originario, por
exemplo, de residuos das atividades agricolas e de industrias de produtos florestais,
ou de plantios energéticos implementados exclusivamente para essa finalidade
(LEE, 1997; KADAR et.al, 2004; CAMPO et.al, 2006; SCHELL et.al, 2007).

Os residuos de biomassa tém um potencial maior de utilizagdo como matéria-
prima quando seus custos de producdo sdo mais baixos. Desta forma os residuos
que custam mais de US$ 45 por tonelada seca ndo sdo recomendados para a
producdo de etanol porque os plantios de culturas energéticas dedicadas,
supostamente estarao disponiveis a um custo muito mais baixo. Assim, para que a
substituicdo em larga escala de combustiveis automotivos convencionais por etanol
de origem celulésica ocorra, sera necessaria uma grande producdo a partir de
plantios energéticos dedicados (MOREIRA, 2005).

Para a selegcédo do tipo de matéria-prima ideal visando a obtencao de etanol,
alguns parametros produtivos relativos as matérias-primas disponiveis devem ser
avaliados. Destacam-se a produtividade do processo, o balango energético total, o
custo de producéao, os requisitos de qualidade de solo e clima para a producdo em

larga escala da matéria-prima, os residuos gerados no processo com valor
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energético, a sazonalidade, os usos alternativos dos residuos e da matéria-prima, o

nivel de difusao da cultura, o nivel tecnolégico e os impactos ambientais.
3.2.2 Processo fermentativo

Apoés as lentas e constantes incorporagdes de novos conhecimentos ao longo
do tempo, chegou-se a atual concep¢ao de fermentacao alcodlica. De acordo com
Amorim (2005) as cepas mais utilizadas na conversdo de agucar em etanol
constituindo-se de Saccharomyces cerevisiae e espécies relacionadas.

Diversos fatores fisicos (temperatura e pressao osmotica), quimicos (pH,
oxigenacao, inibidores, nutrientes minerais e organicos) e microbiolégicos (espécie,
linhagem e concentracdo da levedura e contaminacdo bacteriana) afetam o
rendimento da fermentacdo, ou seja, a eficiéncia da conversao de aglucares em
etanol. Geralmente as quedas na eficiéncia fermentativa decorrem de uma alteracéao
na estequiometria do processo, levando a maior formacao de produtos secundarios
(especialmente glicerol e acidos organicos) e biomassa (BRAGA, 2006; SHREVE e
BRINK, 1997; LIMA et al., 2001; FERNANDES, 2008).

A temperatura é um fator muito importante para o desenvolvimento e a
atividade das leveduras por serem mesofilos. As temperaturas 6timas para a
producgao industrial de etanol situam-se na faixa de 26 a 35 °C mas, nao raramente,
a temperatura nas destilarias alcanca 38 °C. A medida que a temperatura aumenta,
aumenta a velocidade da fermentacdo. (GAVA, 1984; SHREVE e BRINK, 1997;
LIMA et al., 2001).

Ja os valores de pH se desenvolvem numa ampla faixa de pH, sendo
adequada a entre 4 e 5.

O processo fermentativo pode ser inibido pelo seu produto, como o etanol, e
também por diferentes substancias que podem estar presentes no mosto. Segundo
Hill (1992 apud, Mller 2007), o etanol afeta a taxa de crescimento celular, inibindo-
a, em concentragbes acima de 15 g L'. As células param de crescer em
concentracdes de 112 g L de etanol, e acima de 115 g L™ ocorre a inibicéo total
das células. Segundo Fernandes (2008) a levedura S. cerevisiae pode permanecer
viavel e metabolicamente ativa até concentragcées de 20% v/v de etanol. A
temperatura também influencia na toxicidade do etanol a levedura, sendo que

quanto mais alta a temperatura, maior o efeito toxico do etanol.
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Aumentando-se a concentracdo de aglcares, aumenta-se a velocidade de
fermentagdo, a produtividade e, dentro de certos limites, acarreta-se menor
crescimento do fermento e menor formacao de glicerol por unidade de substrato
processado.

De acordo com Hill (1992 apud, Muller 2007) o efeito inibidor provocado pelo
substrato, acucares, ocorre quando sua concentragdo supera 150 g L. Arroyo-
Lépez et al. (2009) estudaram os efeitos da concentracdo de acgucares no
crescimento da S. cerevisiae entre 112 g L € 280 g L™ (50% glicose + 50% frutose).
O resultado obtido foi que em apenas poucas horas apés a inoculagcdo, mesmo em
altas concentracbes de acucar, uma fermentacdo poderia ser normalmente
conduzida. Entretanto, quanto maior a concentracdo de acgucar dentro da faixa
estudada, menor foi a taxa de crescimento, atingindo um minimo em 220 g L™ de
acucares.

A fermentacao industrial, devido a dimensao do processo, ndo € conduzida
em condicbes de completa assepsia, portanto a contaminacdo bacteriana,
principalmente de Lactobacillus e Bacillus, estd sempre presente e, dependendo de
sua intensidade, compromete o rendimento do processo fermentativo. As altas
temperaturas de fermentacédo favorecem a contaminacao bacteriana, o aumento do
tempo de fermentacdo e o estresse da levedura (LIMA et al., 2001; NOBRE et al,
2007).

A infeccdo bacteriana na fermentacdo pode causar danos ao processo tais
como: consumo de acucar, formacao de goma, floculacdo do fermento, inibicdo e
queda da viabilidade das leveduras devido as toxinas, acidos organicos excretados
no meio e, por conseqiéncia, reducao no rendimento e na produtividade da
fermentagdo (MENEGHIN, 2007).

Quando se trata de contaminagdo por bactérias, a contaminagdo pode ser
facilmente controlada utilizando-se agentes antibacterianos, como antibiéticos
(AQUARONE et al., 1983). A acao destes agentes decorre de suas propriedades
bacteriostaticas, no qual a penicilina € um bom inibidor de contaminacdes. Com o
emprego de 500 a 1000 U.l. por litro de mosto, observa-se apreciavel aumento de
rendimento em alcool nos mostos tratados. A aplicagdo é econémica, nao exigindo
modificagdes nas técnicas e nos aparelhamentos usados, as fermentagdes sdo mais
puras e regulares. Pode-se usar também cloranfenicol, tetraciclina e clorotetraciclina.

A escolha do antibi6tico depende de seu custo no tratamento (LIMA et al., 2001).
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Dos antibi6ticos, o mais usado e o mais econémico é a penicilina, da qual a forma
acida é a mais recomendada e de acao mais eficiente (AQUARONE et al., 1983).
Além do etanol, dependendo das condicbes ambientais em que a levedura se
encontra, outros produtos finais de fermentacao poderéo ser formados, tais como os
alcodis superiores, acidos organicos, glicerol etc (GUTIERREZ, 1993).
Estima-se que 5% do agucar metabolizado pela levedura seja desviado para
gerar tais produtos secundarios da fermentacao, resultando num rendimento de 95%
em etanol, conforme ja observado por Pasteur em condicdes adequadas de
fermentacdo (com mostos sintéticos) (LIMA et al., 2001). Os acucares sao
transformados (em %): de 2,5 a 3,0 em glicerol; de 0,2 a 0,4 em acido lactico; de
0,02 a 0,1 em acido succinico; de 0,2 a 0,7 em &cido acético; de 0,05 a 0,10 em
butilenoglicol; e cerca de 1 a 2 utilizados no crescimento e na respiracao da levedura
(AQUARONE et al., 1983). Entretanto, em condi¢des industriais, nas quais fatores
quimicos, fisicos e microbiol6gicos afetam a levedura, rendimentos de 90%
normalmente sao obtidos, o que implica em desvios de 10% do acucar processado
para a formacao de outros produtos que nao o etanol (LIMA et al., 2001).
Segundo Sharma et al. (2007) o rendimento teérico para a producao de etanol

é de 0,51 g g ou seja 51%.
3.2.3 Fermentagao a partir de outros substratos.

Mojovi¢ et al. (2006) estudaram a producdo de bioalcool a partir de
hidrolisados da farinha de milho. Os pré-tratamentos utilizados para o substrato
foram a liquefacao, com a-amilase na temperatura de 85 °C durante 1 hora e pH 6,0,
e posterior sacarificacao, utilizando glucoamilase, temperatura de 55 °C e pH 5,0
durante 4 horas. As fermentagdes do hidrolisado foram realizadas em frascos
Erlenmeyer de 500 mL empregando fermento seco contendo Saccharomyces
cerevisiae (1; 1,35 e 2% m/m) como indculo e conduzidas em agitador rotativo com
freqliéncia de agitagdo de 100 min™', pH 5,0 e temperatura de 32 °C. Os ensaios de
fermentagdo duraram menos de 48 horas, sendo que foi obtido um rendimento de
45,59% em etanol (89,2% do teérico) e produtividade de 1,21 gL' h™".

Sassner et al. (2006) empregando residuos de madeira como substrato, apds
hidrélise acida a 200 °C com H>SO; 0,5% m/m durante 8 minutos e posterior
fermentacdao (S. cerevisiae, pH 5, 37 °C) com sacarificacdo simultanea (B-
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glicosidase), obtiveram rendimento de 40,38% em etanol convertido a partir dos
acucares fermentaveis disponiveis apos 24 horas de fermentacdo. A concentracédo
de etanol obtida no produto fermentado foi de 16 g L™ e a produtividade foi de 0,67 g
L™ h™'. Observaram ainda, que esta producédo de etanol poderia ser elevada em até
32% utilizando leveduras capazes de fermentar hexoses e pentoses
simultaneamente.

Avaliando o potencial de producédo de etanol a partir do bagaco de maca,
Nogueira et al. (2005) produziram um fermentado com 33,93 g L de etanol sob
temperatura ambiente (19-25 °C) e empregando S. cerevisiae seca, reidratada por
20 minutos, como indculo. Este valor representa um rendimento de 44,53%, partindo
de uma concentracdo de 76,2 g L' de acucares fermentaveis. O suco de maca, por
ser mais rico em aclcares fermentaveis, resultou em 54,44 g L™ de etanol e um
rendimento de 43,38% na fermentacao.

llha et al. (2008) estudaram o rendimento e a eficiéncia da fermentagao
alcodlica do hidromel, substrato, utilizando mel diluido em &gua para uma
concentracdo de 21 °Brix, fermentado pela acdo de S. cerevisiae (4 g L) proveniente
de fermento comercial durante 72 horas, pH inicial de 4,5 e temperatura ambiente. O
rendimento da fermentacao foi de 41,53% e a eficiéncia de 81,27%.

Melo et al. (2008) realizaram a hidrolise do amido da torta de mamona por
acido e pela combinacao de a-amilase, glicoamilase e pululanase, seguido da etapa
de fermentacdo. A hidrélise quimica resultou em 27,3 g L' de aclicares com 33,4%
de eficiéncia de hidrélise. O hidrolisado obtido foi fermentado originando 11 g L™ de
etanol (Yps =0,48 g g”'). A melhor condicdo de hidrélise enzimatica foi (por grama de
torta de mamona): 200 pL de a-amilase, a 90 °C; 200 pL de glicoamilase e 100 uL
de pululanase, ambas a 60 °C, que resultou em 75 g L de agucares redutores
totais, que corresponde a 91,4% de eficiéncia de hidrélise. Esses agucares em
seguida foram convertidos em 34,5 g L™ de etanol. O processo de hidrélise acida foi
capaz de promover a destoxificagao da torta de mamona.

Neves et al. (2006) hidrolisaram residuo de farelo de trigo utilizando diferentes
concentracées de B-amilase, com o objetivo de otimizar a produgcdo de acucares
fermentaveis; a enzima alfa-amilase apresentou melhor desempenho. O processo
simultdneo de sacarificacao e fermentacao foi conduzido logo apoés a hidrélise do
amido, em um fermentador com volume de 2 L; o meio contendo amido hidrolisado

foi inoculado com amiloglucosidase (enzima utilizada para sacarificacao) e levedura
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de panificacdo desidratada (para fermentagcao), simultaneamente. Amostras do meio
de fermentacao foram retiradas regularmente para analise dos teores de glicose,
maltose, agucares redutores e etanol. O teor de ATP também foi analisado. O agucar
glicose foi completamente consumido no inicio da fermentacao, tanto no caso da
amostra LG1, quanto LG2, sendo que a producao de etanol no caso de LG1 (38,6 g

L") foi superior aquela obtida com LG2 (24,9 g L™).

3.3 POTENCIALIDADES DO USO DE RESIDUOS DA BANANICULTURA NA
PRODUGAO DE ETANOL

3.3.1 A cultura da banana

De acordo com o relatério do Centro de Socioecondmica e Planejamento
Agricola - CEPA (2010), a banana constitui o quarto produto alimentar mais
produzido no planeta, precedido pelo arroz, trigo e milho, € em muitos paises é a
principal fonte de arrecadacédo e de geracdo de emprego e renda para uma parte
expressiva da populacdo. Nas ultimas trés décadas, essa cultura tem apresentado
um aumento significativo (122%) no volume produzido. De uma produgéo de 36,7
milndes de toneladas na safra 1979/80 passou para 81,3 milhées de toneladas na
safra 2006/07. Sua producdo é superada apenas pela melancia, com 93,2 milhdes
de toneladas; a uva vem na terceira posicdo, com 66,3 milhdes de toneladas,
seguida pela macé, com 64,2 milhdes de toneladas e laranja, com 63,9 milhGes de
toneladas. Na safra mundial 2006/07, o seu cultivo foi de 4,4 milhnGes de hectares,
com rendimento médio de 18,5 t/ha. A area colhida cresceu 0,77%, a producéo
aumentou 1,54% e o ganho de produtividade 0,76%, em comparagao com os dados
da safra anterior 2005/06. O uso de tecnologia garante uma melhoria no ganho da
produtividade média na maioria dos bananais explorados nos maiores paises
produtores.

A india é o principal produtor dessa fruta, responsavel por 26,8% do volume
produzido, seguida pela China, com 9,0%; Brasil, com 8,7%; Filipinas, com 8,6%;
Equador, com 7,5% e Indonésia, com 6,2%. Ressalta-se que o Brasil possui a maior
area plantada, com 11,6% do total mundial, enquanto Mali obtém a maior
produtividade — nos ultimos cinco anos foram 116,7 t/ha, cerca de 6,8 vezes mais
que a média mundial (CEPA, 20010).
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A banana é a segunda fruta mais explorada no Brasil, sendo precedida
apenas pela laranja CEPA (2010). Além do expressivo volume produzido e da area
ocupada, a banana também é de suma importancia no cenario nacional por estar
presente na mesa da maioria dos consumidores. O mercado nacional é o 12° maior
consumidor mundial desta fruta. O seu consumo per capita aumenta a cada ano,
embora haja crescimento significativo, também, do consumo de outras espécies
frutiferas. Esta atitude do consumidor brasileiro de comer mais frutas esta sendo
atribuida ao conceito atual de alimentacdo mais saudavel, que inclui no cardapio
maior quantidade e diversidade de frutas.

O IBGE, por meio do Levantamento Sistematico da Producao Agricola (2009),
registra um total de 6,97 milhdes de toneladas produzidas (queda de 1,80%), uma
area a ser colhida de 506,14 mil hectares (diminuicdo de 1,78%) e produtividade
média de 13.8 t/ha, a qual praticamente se mantém em relacéo a safra passada. O
Estado da Bahia se destaca no cenario nacional como o maior produtor de banana,
sendo responsavel por 20,3% do total produzido, seguido pelo Estado de Sao Paulo,
com 17,5%; Santa Catarina, com 8,3%; Para, com 8,0%; Minas Gerais, com 7,7%;
Ceara, com 6,1% e Pernambuco, com 5,9%. Esses estados, juntos, perfazem 73,8%
do volume total produzido.

Dentre os estados produtores o maior rendimento médio entre as lavouras
pertence ao Parana, com 25 t/ha. Posicdo essa liderada até a safra passada pelo
Estado do Rio Grande do Norte. Entretanto, considerando-se a média obtida durante
as safras de 2003/04 a 2008/09, os bananicultores potiguares obtiveram os mais
expressivos rendimentos, com 26,8 mil quilos por hectare, superando em 94,3% a
média nacional, que foi de 13,8 t/ha. A terceira posicao foi de Santa Catarina, com
18,6 t/ha.

Em Santa Catarina, sdo cerca de seis mil produtores que se dedicam a essa
atividade. No Estado, a exploracdo da cultura da banana se caracteriza pela
utilizacdo do tipo caturra (também conhecida como banana d’agua), cultivares
Nanica e Nanicao na regidao Norte Catarinense. Na regido Sul Catarinense, as
cultivares mais exploradas sdao a Enxerto e a Branca de Santa Catarina,
componentes do tipo Prata e também conhecidas como Branca em alguns estados
brasileiros. Os dados do IBGE estimaram para a safra 2007/08 uma éarea plantada
de 31,1 mil hectares, com area estimada de colheita de 31 mil hectares para uma
quantidade produzida de 575 798 t e rendimento médio de 18,6 t/ha (CEPA, 2010).
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Com relacao ao desempenho da safra por microrregiao geografica, merece
destaque a de Joinville, que continua obtendo os melhores resultados, sendo
responsavel por 50,3% da quantidade total produzida (289 557 t), seguida pelas
microrregides de Blumenau e ltajai, que produziram, respectivamente, 17,2% e
16,9% do total estadual, e Ararangua, com 8,9%. A soma dessas microrregides

perfaz 93,3% de participacdo na producao catarinense (CEPA, 2010).

3.3.2 Residuos da bananicultura

A bananeira Musa spp. € uma planta monocotiledénea e herbacea, ou seja, a
parte aérea é cortada apods a colheita. Apresenta caule subterrdneo (rizoma), de
onde saem as raizes primarias, em grupos de trés ou quatro, totalizando 200 a 500
raizes, com espessura predominante menor que 0,5 mm, podendo atingir até 8mm,
sendo brancas e tenras quando novas e saudaveis, tornando-se amareladas e
endurecidas com o tempo. O sistema radicular é fasciculado, podendo atingir
horizontalmente até 5m; no entanto, é mais comum de 1 a 2m, dependendo da
variedade e das condi¢cdes do solo; € também superficial, com aproximadamente
30% localizadas na profundidade de 0-10 cm e 82% concentrando-se na camada de
0-50cm. O pseudocaule é formado por bainhas foliares, terminando com uma copa
de folhas compridas e largas, com nervura central desenvolvida. Uma planta pode
emitir de 30 a 70 folhas, com o aparecimento de uma nova folha a cada 7 a 11 dias.
A inflorescéncia sai do centro da copa, apresentando bracteas ovaladas, de
coloragao geralmente roxo-avermelhada, em cujas axilas nascem as flores. De cada
conjunto de flores formam-se as pencas (7 a 15), apresentando nuamero variavel de
frutos (40 a 220), dependendo da variedade (ALMEIDA, 2010; BORGES e SOUZA,
2006).

De acordo com Soffner (2001), a cultura da banana gera grande quantidade
de residuos apés a colheita da fruta, sendo considerados os mais importantes em
termos de grande volume gerado e do potencial fiboroso do pseudocaule, folha e
engago. Os pseudocaules e as folhas normalmente sao utilizados no solo como
cobertura morta, para manter a sua umidade e evitar erosao, controlar plantas
daninhas e retornar nutrientes a planta. Essa forma de aproveitamento contribui para
minimizar custos com adubacgao dessa cultura. O engaco ndo tem sido aproveitado,

sendo descartado no processo de separacdo das pencas na casa de embalagem -
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packing house - e disposto sobre o solo, geralmente em area urbana, ou descartado
no lixo doméstico. Esta forma de disposicao contribui para a geragcao de sérios
problemas ambientais e fitossanitarios, e implica em custos com transportes.

Os residuos da bananeira frutifera cultivada (pseudocaule, engaco e folha)
tém sido utilizados, ha muito tempo, em artesanatos com a palha e a fibra, para a
producdo de cordas, tapetes, chapéus, cestos, tecidos e papéis especiais e
artesanais em varios paises como: Brasil, Costa Rica, Equador, Filipinas. No Brasil
foram realizadas pesquisas visando verificar os potenciais de aplicacao desses
residuos em materiais de construcdo, industria automotiva, artigos téxteis e
producdo de polpa celulésica e papéis artesanais. Um bananal conduzido de
maneira convencional pode fornecer 200 t/ha/ano de restos de cultura,
compreendendo pseudocaules, engacos e folhas. O peso médio do engagco é de
2,26 kg, representando 8% do cacho. Com isso, a quantidade de engaco disponivel
apenas no estado de Sao Paulo é de cerca de 4 t/ha/ano, totalizando
aproximadamente 236,8 mil t/ano de engaco in natura, € 16,6 mil /ano de matéria
seca (SOFFNER, 2001).

Além desses residuos, uma parcela dos frutos colhidos € descartada antes de
sua comercializagao.

Segundo dados do CEPA (2010) da producao da regidao norte do Estado,
cerca de 20% sao registrados como perdas que ocorrem desde a colheita até a
mesa do consumidor.

Desta forma, pode-se estimar com base na safra 2007/2008 (CEPA, 2010)
para microrregiao de Joinville um total de 60 000 t de frutos disponiveis para a
fermentacao. Considerando que a fruta € composta por 63,5% de polpa e 36,5% de
casca (valores médios determinados a partir da pesagem da fruta madura em
laboratério) haveria a disponibilidade de 38 100 t de polpa e de 21 900 t de cascas

por ano.

3.3.3 Caracterizacao da polpa e das cascas de banana

A banana e os residuos agroindustriais gerados no seu cultivo e
industrializacdo tém sido caracterizados por diversos pesquisadores (Cordeiro et al.,
2004; Hammond et al., 1996; Tewari et al., 1986; Monsalve et al., 2006; Sharma et
al., 2007; Arredondo et al., 2010, Mohapatra, 2010) .
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Mohapatra (2010), em seu estudo, foi 0 que apresentou uma caracterizacao

mais detalhada da composicao da polpa e das cascas da banana Musa cavendishii,
popularmente conhecida na regiao sul do Brasil como banana nanica. A Tabela 1

apresenta esses valores.

Tabela 1 - Composicao da polpa e casca da banana Musa cavendishii madura.

Composicao em base umida Polpa Casca
Umidade % 73,8 83,5
Vitamina A, pngRAE/100g 8,2

B Caroteno, ug/100g 55,68

Vitamina C, mg/100g 4,5

Solidos Soluveis, Brix* 20,5

Proteinas, % 2,2 1,8
Gorduras®, % 0,1 1,7*
Glicose, % 5 2,4
Frutose, % 6,5 6,2
Sacarose, % 12 2,6
Maltose, % 0 0
Amido, % 10 1,2
Celulose, % 9,1 8,4
Acucares Totais, % 40 29
Potassio, (K), mg/100g 318,95 78,1
Fosforo, (P), mg/100g 21,7

Célcio, (Ca), mg/100g 49 19,2
Magnésio, (Mg), mg/100g 30,8

Sadio, (Na), mg/100g 17,35 24,3
Ferro, (Fe), mg/100g 0,83 0,61
Manganés, (Mn), mg/100g 0,2 76,2
Zinco, (Zn), mg/100g 0,23

Cobre, (Cu), mg/100g 0,26

Boro, (B), mg/100g 0,14

Bromo, (Br), mg/100g 0,04
Rubidio, (Rb), mg/100g 0,21
Estréncio, (Sr), mg/100g 0,03
Zirconio, (Zr), mg/100g 0,02
Niébio, (Nb),mg/100g 0,02

*Em base seca
Fonte: Mohapatra et al. (2010).

Segundo Simao (1971, apud Lima et al., 2000), a polpa da banana nanica

madura apresenta, em média, 19% de agucares e 1% de amido. O fruto é
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basicamente composto de agua (70%), carboidrato rico em fésforo (27%), proteina
(1,2%), e teores de calcio, ferro, cobre, zinco, iodo, manganés, cobalto, vitamina A,
tiamina, riboflavina, niacina e vitamina C.

A percentagem em acucares citada por Lima (2000) corresponde a 50% do
valor apresentado na Tabela 1. De acordo com Mohapatra (2010), durante o
processo de maturagcao o amido é convertido em agucar através da acao de enzimas
hidroliticas presentes na fruta. Consequientemente, quanto mais madura a fruta
maior o teor de acucar e menor presenca de amido. Em nenhum dos trabalhos que

trata sobre o0 assunto foi citado o estado de maturacéo da fruta.
3.3.4 Producéo de bioalcool a partir de residuos da banana

Hammond et al. (1996) avaliaram o potencial de produgao de bioalcool a partir
de bananas verdes e maduras. As bananas foram cortadas, amassadas e
adicionadas de 0,4 kg de agua por kg de matéria-prima. Apds aquecimento a 93
°C, adicionou-se a enzima glucoamilase (1 g kg’ de matéria-prima) com tempo de
reacdo de 60 min a uma temperatura de 60 °C. As fermentacdes foram conduzidas
com leveduras Saccharomyces cerevisiae com 1 g L™ de mistura, a 35 °C e 72h,
tempo maximo de fermentacao comercial para producao de etanol. Os resultados da
producdo de etanol foram: frutas - 0,091 L kg™, polpa - 0,082 L kg e casca 0,006
L kg™ de frutos inteiros. Os efeitos do estado de maturacéo dos frutos na produgéo
de etanol foram: bananas verdes — 0,090 L kg, bananas maduras — 0,082 L kg'e
bananas muito maduras 0,069 L kg'de frutos inteiros. Para os autores a producao
de etanol de banana parece muito promissora se tratando de residuos e sendo uma
matéria-prima de custo muito baixo.

Monsalve et al. (2006) apresentaram em seus estudos de hidrélise acida
adicionando 50 ml de acido sulfurico a 5% para cada 100 g de casca de banana, a
125 °C e 15 psi durante 15 min na casca de banana. A concentracdo de agucares
redutores no meio de cultivo foi ajustada para 20 g L e foi complementado com
fosfato (KH2PO,), nitrogénio ((NH4)2SQO,), extrato de levedura e MgSO,4.7H.O. A
fermentagdo por microorganismos Saccharomyces cerevisiae foi conduzida em
fracos Erlenmeyer de 250 ml, com volume efetivo de trabalho de 50 ml, em
anaerobiose a 30 °C, pH 4 e agitacdo de 200 rpm, em um agitador orbital Gufa, por

72 horas. Os autores observaram que o conteudo de amido, celulose e hemicelulose
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representam mais de 80% da casca justificando seu estudo como fonte de carbono.
A hidrélise acida produziu a partir da casca de banana, 20 g L' de aglcares
redutores. Na fermentacao realizada com Saccharomyces cerevisiae obteve-se uma
concentracdo de etanol de 7,92 g L™,

Brooks (2008) avaliou 5 diferentes linhagens de leveduras para producéo de
etanol a partir da casca de banana. Destas Saccharomyces cerevisiae R-8
apresentou os melhores atributos para a producdo de etanol por ser altamente
floculante, tolerante a 12% (v / v) de etanol, com fermentacdo ativa entre 37 — 42
°C e fermentacdo da glicose a 40% (v / v). S. cerevisiae T-7 e a S.cerevisiae R-2
mostraram atividade fermentativa rapida em maltose, liberando 150 e 120 ul de CO,
em 6 h, respectivamente. Debaryomyces hansenii B-2 e Saccharomyces kluvveri K-6
proporcionaram a fermentacao de 40% (v / v) de glicose a 30 °C, produzindo 3,6 e
5,8% de etanol, respectivamente. As cinco cepas de leveduras sao, portanto,
potenciais candidatas para a producgao de etanol a partir de cascas de banana ou de
outras fontes de amido. S. cerevisiae R-8 apresentou um consideravel potencial para
a producéo industrial de etanol. Na andlise centesimal da casca de banana madura,
o estudo de Brooks (2008) registrou proteina bruta e teores de gordura de 7,8 e
11,6%, respectivamente, em cascas de banana. Proteina é o nutriente essencial
para o crescimento do fermento, enquanto a gordura é vital para a estrutura e
funcdes biolégicas das células e pode ser utilizada como fonte alternativa de energia
pelas células. Segundo o autor, parece, portanto, que o desempenho impressionante
de leveduras na casca de banana é devido, em parte, aos altos teores de gordura e
proteina. Embora a producdo de etanol seja baixa, no maximo, sendo 7,2%
produzida por S. cerevisiae R-8, as linhagens poderiam ser geneticamente
manipuladas em ambiente adequado para a maior producao de etanol.

Em sua pesquisa Sharma et al. (2007) avaliaram alguns parametros de
fermentacdo como concentragdo de inoculo, temperatura, periodo de incubacao e
tempo de agitacao sobre a producédo de etanol com cascas de banana e residuos de
tangerina “kinnow” por fermentacdo e sacarificacdo simultaneas (FSS) usando
celulase e co-culturas de Sccharomyces cerevisiae G. Os residuos de tangerina e as
cascas de bananas foram previamente tratados com vapor, para posterior utilizacao
como substrato para producdo de etanol na proporcao final 4:6 (residuos de
tangerina kinnow: cascas de banana). A fermentacdo foi conduzida em frasco

Erlenmeyer de 500 ml com volume de trabalho de 100 ml, a uma temperatura de 30
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°C, fracao de in6culo de 6% (v/v), periodo de incubagdo de 48h, com agitacdo nas
primeiras 24h, onde encontrou melhor producéo de etanol usando a combinagcao dos
dois residuos. Apos sacarificagdo enzimatica da biomassa previamente tratada por
vapor (steam exploded) resultou em 63 g L' de aglcares redutores, que foram
fermentados ambos, hexose e pentose, com cepas de leveduras S. cerevisiae em
condigbes otimizadas, resultando em uma producao de etanol, rendimento e

eficiéncia da fermentacdo de 26,84 g L™, 0,426 g g e 83,52 %, respectivamente.
3.4 BIOALCOOL A PARTIR DE MATERIAIS CELULOSICOS

A biomassa vegetal tem como principais componentes a celulose, a
hemicelulose e a lignina. Em residuos agricolas, residuos de madeiras e plantacdes
os valores percentuais desses componentes (em base de massa seca) variam de 30
a 50% para a celulose, 20 a 30% para a hemicelulose e 20 a 25% para a lignina.
Entre 1% e 8% da massa seca do residuo corresponde a cinza (MONSALVE, 2005).

Couri (2009), a celulose € uma molécula que consiste em 3500 a 10000
unidades de glicose, unidas por ligagdes 1,4-glucosidica, que a torna a matéria-
prima com maior potencial para a industria de fermentagdo, na produgdo de
biocombustivel.

A Figura 2 apresenta uma estrutura vegetal tipica, destacando a glicose como

0 Unico mondémero constituinte da celulose.
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Culturas de bioenergia
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Célula vegetal
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Moléculas de
agucar

Glicose

Figura 2 - Representacdo da estrutura da célula vegetal, (a) célula vegetal, (b)

parede celular, (c) celulose e moléculas de glicose.
Fonte: http://genomics.energy.gov/gallery/brc2009/view.np/view-08.html
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De uma forma geral as tecnologias para a obtencdo de bioalcool com base em
materiais lignocelulosicos envolvem a hidrélise dos polissacarideos da biomassa em
acucares fermentaveis e sua posterior fermentacdo para a producédo do bioélcool.
Este processo de conversdo de biomassa lignocelulésica em etanol (biodlcool)
requer cinco etapas distintas: (1) pré-tratamento da biomassa para liberagcdo da
celulose e da hemicelulose do complexo lignina-celulose-hemicelulose; (2)
despolimerizacdo dos carboidratos hemicelulose e celulose, produzindo os seus
respectivos acgucares livres pentoses e hexose; (3) fermentacao dos agucares livres
para produzir etanol; (4) recuperacao do etanol e; (5) tratamento dos residuos finais
(ALZATE e TORO, 2006; NOGUEIRA et al., 2008). Com base nestas etapas um

fluxograma simplificado do processo € apresentado a seguir (Figura 3).
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Figura 3 - Fluxograma simplificado da producao de bioalcool a partir da biomassa
lignoceluldsica.
Os processos de conversdao de celulose em etanol sao diferenciados

principalmente quantos aos métodos de hidrélise e fermentacao, estagios esses que
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estdo menos amadurecidos tecnologicamente se comparados ao processo de

producao de alcool de cana-de-agucar sendo mais especificos a producao de etanol.

3.4.1 Pré-tratamento

Para Moreira (2005), todos os materiais celuldésicos naturais precisam ser
submetidos a um pré-tratamento pelo qual a biomassa celulésica se torna suscetivel
a acao das enzimas hidroliticas. Geralmente, o rendimento da hidrélise, sem a fase
de pré-tratamento, é 20% do rendimento tedrico, enquanto o rendimento apds o pré-
tratamento freqlientemente é superior a 90% do rendimento teérico. Presume-se que
a limitada eficacia dos processos enzimaticos atuais em celulose seja devida a
dificuldade de realizar o pré-tratamento e criar o caminho para o acesso da enzima.

O objetivo principal do pré-tratamento é remover a lignina e a hemicelulose,
reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade do material. Este
processo deve melhorar também a formacao de acucares ou habilidade de formacéao
futura de agucares por hidrélise, evitar degradacéao ou perda de carboidratos, evitar
a formagao de co-produtos que sejam inibitorios para a hidrélise subseqlente e a
fermentacao, aliado a viabilidade econémica (SAHA et al., 2005).

Processos de tratamento térmico associados a hidrolise acida sé&o realizados
em temperaturas maiores que 100 °C (YU & ZHANG, 2003; SODERSTROM et al.,
2003; IRANMAHBOOB et al., 2003; CAMPO et al., 2006; SASSNER et al., 2007) e
sao considerados de altas temperaturas. Outros autores usam temperaturas
menores que 100 °C (MAJOVIC’ et al, 2006; SAHA et al., 2005; DAWSON e
BOOPATHY, 2007). Os custos da hidrélise acida sao normalmente maiores do que o
da explosdo com vapor, além de que apds processo de hidrolise acida uma
neutralizagdo de pH deve ser realizada antes do processo de hidrélise enzimatica e
ou fermentacao e estes custos de neutralizacao também devem ser considerados.

Os processos de pré-tratamento podem ser divididos em fisicos, quimicos e
combinados. Existem diversos tipos de processos com diferentes rendimentos e
efeitos distintos sobre a biomassa e consequente impacto nas etapas subsequentes.

A Tabela 2 apresenta alguns desses processos.
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Tabela 2 — Processos de pré-tratamento da biomassa para posterior hidrélise
enzimatica.

Rendimento
Processo Descricao ngw:oége em xilose  Custo”
G (base seca)
Fisicos

A biomassa triturada é tratada
Explosdo com vapor (saturado, 160° 260°
comvapor C) seguido de uma

rapida descompressao

1-10 min  45%-65% ()

Utiliza agua quente a alta pressao
(pressbes acima do ponto de
saturacao) para hidrolisar a
hemicelulose

Termoidroélise 30 min 88%-98% (-)

Quimicos
Hidr6lise Por meio do uso de acidos
4cida sulfurico, cloridrico, ou nitrico, 2-10 min  75%-90% (+)

concentrados ou diluidos

Hidrolise Pelo uso de bases, como

alcalina  hidroxidos de sédio ou célcio 2 min 60%-75% (++)

Uma mistura de um solvente
organico (metanol, bioalcool e
acetona, por exemplo) com um
Organosolv  catalisador acido (H2SO4, HCI) €  40-60 min 70%-80%
usada para quebrar as ligacdes
internas da lignina e da
hemicelulose

Utilizacao de fungos para
solubilizar a lignina.Geralmente, é

Biologicos utilizado em combinagdo com
outros processos
Combinados
Adigao de HoSO4 (ou SO4) ou CO»
na explosao de vapor pode
Exploséo de aumen,tz_ar a efic@énpia da hierIise
vapor enzimatica, diminuir a produgao 1-4 min 88% )
catalisada Qe_ gompostos
inibidores e promover uma
remoc¢ao mais completa da
hemicelulose
AFEX Exposicéo a aménia~ll’quida a alta
(ammonia temperatgra e pressao por um
fiber certo penpdo de tempo, seguida 50%-90%
explosion) de uma rapida
descompressao
Explgsoazo de Similar a explosao de vapor 75%

* O sinal + indica efeito vantajoso (menor custo).
Fonte: Hamelinck et al.(2005) apud Nogueira et al. (2008).
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Na natureza, o material celulésico é hidrolisado pela acdo de enzimas
produzidas por bactérias, actinomicetos e fungos, sendo, porém, este processo de

desarranjo estrutural, muito lento.
3.4.1.1 Hidrolise acida

Para obter os acucares da celulose, principalmente a glicose, e da
hemicelulose, principalmente a xilose, € preciso um pré-tratamento do material
lignocelulésico para remocdo da lignina (SODERSTROM et al, 2003;
IRANMAHBOOB et al., 2003). A hidrélise acida é utilizada no pré-tratamento da
biomassa tanto diretamente para a quebra da celulose em glicose como para
proporcionar um tratamento inicial, para uma posterior hidrdlise enzimatica da
hemicelulose em hexoses (tendo, como principal monémero a glicose, seguida de
manose e galactose) e pentoses entre estes xilose e alguma arabinose).

As hexoses sao facilmente fermentadas por Sacharomyces cerevisae
(MAJOVIC’ et al., 2006; SASSNER et al., 2007; DAWSON e BOOPATHY, 2007). A
Figura 4, apresenta esta quebra através da hidrolise acida separando celulose,

lignina e hemicelulose.

Lignina
//_ Celulose

= 4
Pré-tratamento /. : o/ I
>\ ) - I

g} »
7
\ Hemicelulose

Figura 4 - Representacao do pré-tratamento por hidrélise acida.
Fonte: http://genomics.energy.gov/gallery/brc2009/view.np/view-08.html
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A hidrélise com H.SO, em diferentes concentracbes é um pré-tratamento
quimico, que pode alcancar altas taxas de reacao e melhorar significativamente a
hidrélise da celulose. O processo com &cido diluido utiliza altas temperaturas e
pressdes, com tempos de reacdo de segundos a alguns minutos, o que facilita o0 uso
de processos continuos. Ja os processos com acido concentrado sdo conduzidos
em condi¢cbes mais brandas de temperatura e pressdao, mas com tempos de reacao
tipicamente mais longos (NOGUEIRA, 2008 apud GRAF e KOEHLER, 2000). A
Tabela 3 apresenta as diferentes porcentagens de despolimerizacdo para diferentes

tipos de hidrdlise.

Tabela 3 - Rendimento da despolimerizacdo da celulose por diferentes técnicas de
hidrélise.

Processo Insumo Temperatura Tempo Despolimerizagcao
Acido diluido < 1% H2SO, 215°C 3 min 50%-70%
Acido concentrado 30%-70% H,SO, 40°C 2-6 h 90%
Enzimatico Celulase 50°C 1,5 dia 75%-95%

Fonte: Com base em Nogueira et al. (2008).

Para a formacéao de acgucares a concentracao de acido parece ser o fator mais
importante, enquanto para a degradacao dos agUcares, a temperatura mostra o
maior impacto (SAHA et al., 2005; CAMPO et al., 2005)

Apesar da complexidade das reagbes, o fator limitante no processo de
hidrélise ndo é a cinética da reagdo, mas sim o acesso até o local de reacdo na
molécula de celulose pelas moléculas de catalisador e de agua. A associacao de
celulose com a hemicelulose e a lignina € um dos principais fatores que controlam
esse acesso. Outro fator € a presenca de pontes de hidrogénio entre grupos
hidroxilicos de diferentes unidades de glicose na estrutura macromolecular da
celulose. A hemicelulose é mais suscetivel ao ataque quimico e pode ser
despolimerizada mais facilmente que a celulose. A lignina restringe o acesso a
celulose e precisa ser removida anteriormente. O meio no qual a hidrélise é
realizada ataca os acucares formados, que sado degradados, e isso reduz o

rendimento da reagdo a uma conversao global de bagaco em acucares redutores
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totais (ART) de 59% e concentracdo desses acgucares no licor hidrolisado de
aproximadamente 80 g L™ (FINGUERUT et al., 2008 apud ROSSEL et al.,2005).

A principal dificuldade associada ao processo de hidrolise é que subprodutos
da degradacdo de acucares e lignina sdo toxicos para os microrganismos da
fermentagdo posterior, inibindo seu metabolismo. Por exemplo, em altas
temperaturas e pressodes, glicose e xilose podem ser degradadas em furfural e
hidroximetifurfural, respectivamente. Esses compostos, por sua vez, podem ser
degradados formando &cido férmico. Acido levulinico é formado pela degradacgéo de
hidroximetifurfural e compostos fendlicos sao formados pela quebra parcial da lignina
(FINGUERUT et al., 2008 apud MUSSATO E ROBERTO, 2004).

O tipo de compostos téxicos e a sua concentragdo no caldo hidrolisado
dependem da matéria-prima e das condi¢cbes operacionais empregadas na hidrélise.
Dessa forma, é interessante que o processo de hidrdlise seja otimizado para
minimizar a formacao de inibidores e que se usem processos de purificacdao do caldo
hidrolisado antes da fermentacdo. Em geral, a fermentacdo de hidrolisados nao
tratados € caracterizada por cinética lenta, e rendimento e produtividade limitados.
Varios tipos de processos de purificacdo do hidrolisado ja foram propostos, como por
exemplo, o tratamento do hidrolisado com carvao ativado (FINGUERUT et al., 2008
apud MUSSATO E ROBERTO, 2004).

3.4.1.2 Hidrdlise Enzimatica

A hidrolise da celulose em seus mondmeros constituintes é feita por um
complexo de enzimas chamadas celulases, que agem em sinergismo. Para a
hidrélise enzimatica, pelo menos trés grupos de enzimas sdo necessarios. As
endoglicanases, que atacam regides de baixa cristalinidade na fibra celulésica, as
exoglicanases, que degradam ainda mais a molécula separando as unidades de
celobiose e as [-glicosidades, que hidrolisam a celobiose para produzir glicose.
Como resultado da acdo das enzimas na celulose, sdo obtidos glicose e celobiose.
No entanto, conforme as concentragcdes desses monémeros no meio aumentam, as
atividades das celulases sao inibidas. A celobiose é um inibidor mais forte do que a
glicose, sendo interessante que ela seja rapidamente transformada em glicose pelas
glicosidades. Como muitos complexos enzimaticos comerciais apresentam baixas

concentracbes de B-glicosidade, muitas vezes € indicado que se adicione pB-
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glicosidade de outras fontes aos complexos enzimaticos para diminuir a
concentracdo de celobiose no meio reacional e consequentemente a inibicao
(FINGUERUT et al., 2008 apud SZCZODRAC e FIEDUREK, 1996; SUN e CHENG,
2002).

A hidrélise enzimatica € uma reacao heterogénea catalisada pelas celulases,
sendo caracterizada por um substrato insoluvel, a celulose e um catalisador soluvel,
as enzimas. Assim, as caracteristicas estruturais da celulose e 0 modo de acao das
enzimas influenciam a taxa de reacdo. A suscetibilidade da celulose ao ataque é
determinada pela acessibilidade dos sitios de ligacao para a celulose, o que
determina a subseqlente adsorcao da enzima no substrato sélido (FINGUERUT et
al., 2008 apud KELLER et al.,2003).

Os processos de catdlise enzimdtica oferecem varias vantagens em
comparacdo a catdlise acida entre as quais se destacam: alto rendimento sob
condigcbes amenas e com quantidades relativamente baixas de reagente, faz uso de
catalisadores biodegradaveis e, portanto, os processos sao ambientalmente
saudaveis, os custos do etanol produzido por meio de processos de catdlise acida e
enzimatica podem ser comparaveis atualmente, mas o processo de catdlise
enzimatica tem grandes possibilidades de avangos tecnolégicos que poderiam
reduzir o custo do etanol a niveis competitivos com o dos combustiveis fosseis.
(ROSILLO- CALLE et al., 2005)

3.4.2 Fermentacao e hidrélise separadas (FHS)

O processo de fermentacdo e hidrolise separadas (FHS) usa estagios
diferentes para a producao das enzimas, hidrélise da celulose e fermentagao da
glicose. A principal vantagem dessa configuragcdo é que todos os trés processos
podem ser tratados separadamente, minimizando, assim as interacdes entre eles.
Entretanto, as enzimas celulésicas sao inibidas pelo acumulo de agucar e ainda sdo
necessarios grandes esforcos para superar esse problema, que impede a obtencao
de concentragdes razoaveis de etanol mesmo com altas cargas de enzima
(ROSILLO- CALLE et al., 2005)
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3.4.3 Fermentacao e sacarificacao simultaneas (FSS)

A sequéncia dos estagios do processo de fermentagcdo e sacarificacao
simultaneas (FSS) é virtualmente a mesma do processo FHS, exceto pelo fato de
fermentacao e hidrélise serem combinadas em um mesmo recipiente. A presenca de
fermento, juntamente com as enzimas, minimiza o acumulo de agucar no recipiente.
O acucar produzido durante a decomposicdo da celulose retarda a acdo das
enzimas celulésicas e, uma vez que o acumulo de acucar é reduzido, com menores
cargas de enzimas sao obtidas taxas de producéo de etanol mais altas no processo
FSS do que no processo FHS. Outras vantagens sdo a reducao pela metade do
namero de recipientes usados para a fermentacdo e a menor vulnerabilidade da
mistura — devido a presenga do etanol — a invasdo de microorganismos
desconhecidos. (ROSILLO- CALLE et al., 2005)

3.4.4 Conversao microbiana direta (CMD)

O processo de conversao microbiana direta (CMD) combina a producao das
enzimas, a hidrolise da celulose e a fermentacao do agucar em um unico recipiente.
Na configuragdo mais testada, sdo empregadas duas bactérias para produzir
enzimas celuloliticas e fermentar o agucar formado pela decomposicao da celulose e
da hemicelulose. Infelizmente, as bactérias também produzem outros produtos além
do etanol e o rendimento € menor do que o rendimento dos processos FHS e FSS.
(ROSILLO- CALLE et al., 2005)

3.4.5 Rendimento e custo do bioetanol

Em seu estudo, Seabra (2008) apresentou os principais resultados de estudos
recentes sobre processos em desenvolvimento para producdo de bioetanol
(Tabela 4). Os rendimentos se referem a producao de bioetanol por tonelada de
biomassa seca. O custo dessa biomassa, também apresentado pelo autor, informa o
valor adotado para o calculo do custo do biodlcool, sendo definido de forma exdgena

ao processo produtivo.
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Tabela 4 - Estimativas de rendimentos e custos para producéo de bioetanol.

Processo Ren_dlmento QUStO da  Custo do Disponibilidade  Referéncia
(litro/t) biomassa  etanol
SSF
Pre- 0,08
tratamento ~300 3 €/GJ €llitro Curto prazo
com
acido diluido
Sgrce}l_: Hamelinck
et al. (2005)
tratamento 340 25€G) 2% Medio prazo
com €/litro
explosao de
vapor
CBP** com 0,39
termoidrélise 400 2 €/GJ €/litro Longo prazo
SSeF 0,28 US$/
re- litro Aden et al.
tratg(r)nne]nto 374 33 US$/it (minimo Curto prazo (2002)
acido diluido preco)
SSCF
Pré-
tratamento 283 44 US$/t 0,3ﬁtrl(J)S$/ Curto prazo
com
acido diluido Wooley et
SSCF al. (1999)
Pre- 0,20 US$/
tratamento 413 28 US$t litro Longo prazo
com
acido diluido

* Simultaneus Sacharification and Co-Fermentation Process
** Consolidated Bioprocessing — fermentacdo de biomassas lignocelulésicas empregando
simultaneamente diferentes espécies de microrganismos

Fonte : Seabra (2008).

Segundo Budny e Sotero (2007), o custo de producdo do etanol de 1°

geracdo no Brasil, a partir do caldo de cana-de-aglcar, € da ordem de US$ 0,22.

Comparando estes custos com os custos de producdo apresentados na Tabela 4

pode-se observar que o bioetanol de 2° geracdo, produzido a partir de residuos

lignocelulésicos, ndo serd competitivo com o de 1° geracdao a curto prazo,

independentemente do tipo de pré-tratamento aplicado a biomassa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 BIOMASSAS

Foram utilizados como biomassa, rejeitos (polpa e cascas) da banana madura
Musa cavendischii, popularmente conhecida na regido nordeste de Santa Catarina
como banana nanica (Figura 5). As frutas foram fornecidas pela Industria Tipikus
Alimentos, situada no municipio de Garuva, SC.

Figura 5 - Banana nanica: (a) fruta madura, (b) polpa e cascas
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Foram realizados um total de 63 ensaios, dos quais, 36 foram de pré-

tratamento (hidrolise acida), 18 relativos a despolimerizacao (hidrolise enzimatica) e

9 de fermentacao. A Tabela 5 apresenta o detalhamento dos ensaios.

Tabela 5 - Ensaios realizados durante a pesquisa.

Numero Numero de
Etapa do processo  Total de Ensai Residuos/Substrato
Ensaios nsalos
Pré tratamento: 36 18 cascas — 250 g MU L™
Hidrélise acida (HA) 18 polpas - 250 g MU L
Despolimerizagao: 18 9 cascas - 250 g MU L™
Hidrolise acida +
Hidrolise enzimatica
(HAHE) 9 polpas - 250 g MU L™
Hidrolise enzimatica
(HE)
Fermentagdo em 4 1 padrao - glicose 20 g L
frascos Erlenmeyer 1 polpas- in natura 250 g MU L
(E) 1 cascas- in natura 250 g MU L™
1 cascas- in natura 375 g MU L
Fermentagdo em 5 padrdo - glicose 20 gL

Biorreator (F)

—_ = =k =

polpas- in natura 250 g MU L
polpas- in natura 375 g MU L™
polpas- in natura 500 g MU L
cascas- in natura1210 g MU L™

MU — Massa umida.

Para todos os ensaios de hidrélise acida, de despolimerizacao, bem como de

fermentacdo em pequena escala, foram utilizados frascos Erlenmeyer de 250 mL

contendo 100 mL de volume de trabalho. A concentragcdo minima de residuo (250 g

MU L") empregada na maioria desses experimentos foi definida em funcdo da

consisténcia viscosa da mistura, caracterizada por uma boa fluidez, ndo formando
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massa pastosa capaz de prejudicar o processo de fermentacdo a ser realizado
posteriormente (condicdo observada na polpa por inspecdo visual). Em termos de
massa seca (MS), a concentragdo de substrato equivalente a 250 g MU L para a
polpa de banana foi de 74,5 g MS L' e para as cascas foi de 28,4 g MS L, de
acordo com testes realizados utilizando método gravimétrico (90 °C, 48 h).

Os ensaios em fermentador de bancada foram realizados para o estudo

cinético do processo.
4.2.1 Tratamento inicial da biomassa

Cada uma das biomassas foi avaliada de forma isolada com todos os testes
realizados, no minimo, em duplicata. Para tanto, cada um dos materiais residuais
(polpa e cascas) foi cortado manualmente com auxilio de uma faca em pedagos
menores que 3 cm e submetido a cominuicao em liquidificador doméstico Britania de
2 L. A dgua empregada foi a da rede publica e o tempo de cominuigdo no
liquidificador variou de 1 a 3 minutos, até a obtencdo de particulas sélidas de

tamanho inferior a 3 mm (inspegao visual).

4.2.2 Hidrdlise Acida das biomassas

Foram realizados 18 ensaios de hidrolise acida (HA) para cada um dos
substratos avaliados, em diferentes condigcées operacionais, conforme apresentado

na Tabela 6.
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Tabela 6 - Ensaios de hidrélise acida (HA) empregando como substrato polpa (P) e
cascas (C) de banana nanica.

Condigdes Experimentais

Ensaios HoSO4 Temperatura Tempq de
reacao
(PeC) (%mm™’) (°C) (min)
P—HAo,o,o e C-HAo,o,o * 0% ambiente 0
P-HAo,90,15 € C-HAq,90,15 0% 90 15
P-HA,90,30 € C-HAp 90,30 30
P-HA1,90,15 € C-HA1 90,15 1% 90 15
P-HA1 90,30 € C-HA1 90,30 30
P-HA2,90,15 € C-HA2 90,15 29, 90 15
P-HA2,90,30 € C-HA2 90,30 30
P-HAo 100,15 € C-HAg 100,15 15
S S 0% 100
P-HAo,100,30 € C-HA0, 100,30 30
P-HA1 100,15 € C-HA1 100,15 1% 100 15
P-HA1,100,30 € C-HA1 100,30 30
P-HAz 100,15 € C-HA2,100,15 15
e e 2% 100
P-HA2,100,30 € C-HA2,100,30 30
P-HAo,120,15 € C-HAo,120,15 15
T S 0% 120
P-HAo,120,30 € C-HAo,120,30 30
P-HA1 120,15 € C-HA1 120,15 1% 120 15
P-HA1 120,30 € C-HA1 120,30 30
P-HA 5,120,15 € C-HA2 120,15 15
e e 2% 120
P-HA: 12030 € C-HA2 120,30 30

*

0S numeros subscritos nas identificacbes dos ensaios representam, em
sequéncia: a concentracao de acido empregada (%), a temperatura do processo
(°C) e o tempo de reagéo (min.).
As condi¢Oes de temperatura descritas na Tabela 6 foram obtidas a partir do
acondicionamento dos frascos Erlenmeyer em dois diferentes tipos de aquecedores:
uso do banho termostatizado “Banho Maria” da Quimis para as temperaturas de 90 e

100°C e emprego do autoclave elétrico Quimis — M25160, para 120°C.
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Figura 6 - Frascos Erlenmeyer utilizados como reatores durante os ensaios de

hidrélise &cida dos substratos.
4.2.3 Despolimerizagdo da biomassa: hidrélise enzimatica

Foram empregadas as enzimas comerciais cellulase complex (NS50013), B-
glucosidase (NS50010), xynalase (NS50030), B-glucanase - xylanase (NS22002) e
enzyme complex (NS50012) contendo as enzimas arabinase, 3-glucanase, cellulase,
hemicellulase, pectinase e xylanase; todas gentilmente fornecidas pela Novozymes
Latin America Ltda. Todas as enzimas foram utilizadas de uma s6 vez empregando
as doses maximas recomendadas pelo fornecedor (Anexo A).

Como reatores foram empregados frascos Erlenmeyer de 250 ml contendo 90
mL de solucdo de substrato (com 25 g MU de residuo, suficiente para a
concentracdo desejada de 250 g MU L™ no volume de trabalho de 100 mL) e 10 mL
de solugao enzimatica.

As solugcdes enzimaticas foram preparadas em solu¢cdo tampao acetato de
sédio/acido acético 0,1 M. Em funcao das diferentes concentracées de massa seca
de cada um dos substratos no meio reativo (74,5 g MS L' para a polpa e 28,4 g MS
L para as cascas), para cada substrato avaliado foi utilizada concentragéo diferente
da solugao enzimatica.

As dosagens enzimaticas utilizadas, assim como o pH e a temperatura de
reacao foram definidas de modo que os seus valores estivessem dentro das faixas

recomendadas pelo fornecedor das enzimas. A Tabela 7 apresenta esses valores.



53

Tabela 7 — Concentracdo de enzimas, pH e temperatura recomendados pelo
fornecedor (Recom) e utilizadas (Utiliz) nos ensaios de hidrélise enzimatica
(despolimerizacao) da polpa e das cascas de banana nanica.

Enzima Dose pH T
(%mm’)? (°C)
Recom Utiliz Recom  Utiliz® Recom  Utiliz®
cellulase complex 2-6 6 4,5-6,5 5,5 45-50 45
B-glicosidase 0,2-06 06 25-6,5 5,5 45-70 45
enzyme complex 0,05-04 04 4,5-6,0 5,5 25-55 45
xynalase 0,1-0,5 0,5 4,5-6,0 5,5 35-55 45

B-glucanase xylanase 0,4-2 2 5,0-6,5 5,5 40-60 45

@ porcentagem expressa em base seca de substrato
®¢ yalor definido de modo a atender todas as recomendacdes do fornecedor para
cada uma das enzimas empregadas.

Foram realizados dois tipos de hidrélise enzimatica para cada um dos dois
substratos:

1) Ensaios HAHE - substrato previamente hidrolisado com H»SO4 nas
condicOes operacionais selecionadas nos Ensaios HA empregando diferentes
tempos para a reagdo enzimatica, totalizando 4 ensaios por substrato e mais 1
ensaio por substrato como branco da hidrélise enzimatica (substrato com HA e sem
HE).

(2) Ensaios HE — substrato sem pré-tratamento, com hidrélise enzimatica
realizada nos mesmos tempos de reacao dos ensaios HAHE, totalizando 4 ensaios
por substrato.

Os tempos de reacao avaliados foram de: 0,5h, 1h, 2h e 24h. Como branco,
tanto para avaliar o efeito somente da HE como também do efeito combinado HAHE,
foi utilizado uma solugcédo de cada um dos substratos in natura, preparada conforme
descrito em 4.2.1 e acrescido de 10 mL de H2O pura no lugar da solugcao enzimatica.

Para o caso dos substratos previamente hidrolisados por acido, antes da
adicao da solucao de enzimas o pH foi elevado para o valor desejado de reacéo (pH
5,5) pela adicao de BaCQOj; anidro.

No final de cada tempo de reagdo foram retiradas amostras para as
determinagdes das concentracdes de agucares fermentaveis (sacarose, glicose e
frutose) em cromatografia liquida conforme descrito no item 4.3.3. Para cada tempo
de reagao foi utilizado um reator (Erlenmeyer).
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4.2.4 Ensaios de fermentacao

Foram realizados 4 ensaios de fermentacdo em frascos Erlenmeyer (Ensaios

E) e 5 ensaios de fermentagdo em biorreator de bancada (Ensaios F).

4.2.4.1 Meios de cultivos

Para a obtencdo do inéculo e realizacdo dos ensaios de fermentacao
utilizados como padrao (ensaios contendo como unica fonte de carbono, a glicose
anidra), foi utilizado o meio de cultivo aqui denominado de GY, preparado a partir
dos meios propostos por Monsalve (2006), Pamarola-Adrados et al. (2005) e por
Saito (2006). As concentragdes de nutrientes empregadas no meio GY foram de (em
g.L": glicose, 20; extrato de levedura, 3; (NH4)2SO4 0,5; K:HPO4 0,5;
MgS0,.7H20, 0,1 e CaCl,, 0,1.

O meio de cultivo base empregado nos ensaios de fermentacao utilizando a
polpa ou a casca de banana como substrato foi 0 mesmo, exceto a glicose que foi
substituida pelo residuo avaliado.

O pH inicial em todos os ensaios de fermentacao foi de 4,5. As correcdes dos
valores iniciais de pH para os substratos submetidos a hidrélise acida prévia foram
realizadas com adi¢gao de Bacos anidro. Antes da esterilizagdo do substrato todos os
mostos contendo polpa ou cascas de banana foram filtrados a vacuo em funil de
Buchner.

Todos os meios de cultivo foram previamente esterilizados em autoclave
elétrica, a 120 °C durante 15 minutos. No caso do meio GY, a glicose foi esterilizada
separadamente de forma a evitar a reacao de Maillard.

Com o objetivo de reduzir-se o risco de contaminacdes bacterianas durante
os experimentos, todos os meios de cultivos, apos esterilizagcao, foram adicionados,
assepticamente, de solugcdo aquosa do antibidtico tetramicina em quantidade
suficiente para obter-se a concentracéo de 0,3 mg mL™" no caldo de fermentacéo.

Foi utilizado o antibiético comercial Tetramicin® 500 mg em capsulas,
produzido pela empresa EMS. O antibiético foi preparado em cabine de fluxo
laminar, diluindo-se o conteudo das capsulas em agua previamente esterilizada,

para se obter uma concentracdo de 15 mg mL™. Apés diluicao, a solugdo antibiética



55
foi filtrada em filtro Minisart N com 0,2 um de poro e entdo armazenada em frasco
Duran esterilizado de 50 mL. Para cada 100 mL de caldo de fermentacdo foi

adicionados 2 mL desta solugéo.

4.2.4.2 Inéculo de fermentacao

Para a fermentacdo alcodlica foi empregada a levedura Saccharomyces
cerevisiae isolada de fermento comercial seco e conservada em geladeira (4 °C) em
placas de Petri contendo o meio de cultivo GY adicionado de 20 g L™ de Agar-agar.

Semanalmente, o microrganismo foi reativado por meio de cultivo em meio
liqguido contendo o meio GY. Para tanto, foi realizada a raspagem superficial das
colénias conservadas em geladeira (uso de 5 mL de agua destilada esterilizada por
placa de Petri) seguido da inoculagdo de 2 mL de suspensdo/100 mL de meio.
Como incubadora utilizou-se o agitador rotativo Logen Scientific com freqiéncia de
agitacdo de 150 min"' e temperatura de 30 °C. Ap6s 48 horas de incubagédo, a
cultura foi utilizada para nova semeadura de placas de Petri contendo o mesmo meio
de cultivo de reativacao adicionado de 2% (m/m) de Agar-agar. As placas foram
incubadas a 30 °C durante 24 horas e posteriormente rearmazenadas em
refrigerador até novo ciclo.

Para a obtencdo do in6culo de fermentagao, foi empregada como pré-indculo
a biomassa celular obtida apés o cultivo de reativacdo do microrganismo. O indculo
foi produzido em frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 190 mL do meio de cultivo
GY e 10 mL de pré-indculo. A mistura foi incubada em agitador orbital com
freqiiéncia de agitacdo de 120 min™', 30 °C, durante 18 horas (tempo de incubagéo

estabelecido previamente, conforme apresentado no Apéndice A).
4.2.4.3 Ensaios E

Foram realizados 4 ensaios de fermentacdo em frascos Erlenmenyer, sendo:
1 ensaio padrao com glicose 20 g L™ (ensaio EG); 1 ensaio com a polpa in natura na
concentracdo de 250 g MU L™ (ensaio EPolzsp); 2 ensaios com as cascas contendo
250 g MU L' (ECasaso), 375 g MU L™ (Ecassrs) . Todos os ensaios foram realizados,

no minimo, em duplicata.
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Os ensaios E foram conduzidos em agitador orbital, Shaker Incubating da

LOGEN, (Figura 7), com freqiiéncia de agitacdo de 120 min™', 30 °C, durante 48 h.

Como biorreator foram empregados frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 80 mL
de mosto e 20 mL de in6culo (20% v/v).

W
i

Figura 7 - Fermentagao em agitador orbital da LOGEN.

Durante os experimentos foram retiradas duas amostras de cada um dos
frascos, nos tempos de fermentacao 0, 6, 12 e 24h, para as determinacdes de pH e
concentracdes de acgucares totais (AT) e etanol. Cada amostra foi representada por
um frasco Erlenmeyer. Para cada ensaio foi utilizado, no minimo, dez frascos

Erlenmeyer.
4.2.4.4 Fermentagao em biorreator de bancada: Ensaios F

Foram realizados 5 ensaios de fermentagdo em biorreator de bancada
Biostat® B da empresa Braun (Figura 8), todos em duplicata: 1 ensaio padrdo com
glicose 20 g L™ (Ensaio FG); 3 com a polpa de banana in natura, nas concentragdes
de substrato de 250, 375 e 500 g MU L' (FPolsso, FPolszs € FPolsog); 1 com as
cascas de banana in natura, na concentragdo de 1210 g MU L™ (FCas1z1).

A dorna empregada foi de 5 L contendo 2 L de volume de trabalho e 20% v/v

de inéculo. As fermentacdes foram conduzidas a 30 °C e pH 4,5+0,1, controlado
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automaticamente pela adicao de HCI 1 M e KOH 1 M. Para a agitacao foi empregado
freqiiéncia de 150 min' e sistema de agitagdo composto de duas turbinas
espacadas de 20 mm, contendo cada uma seis pas planas (“flat-blade”) de diametro
65 mm, comprimento 18 mm e largura de 12 mm. A distancia da ultima turbina ao

fundo da dorna foi de 45 mm.

.
3
.

BIOSTAT B

Figura 8 — Fermentador Biostat® B da Braun.

Exclusivamente no caso das fermentagcées com polpa de banana, visando
evitar-se a formagdo de espumas durante o processo fermentativo, a parede da
dorna foi umedecida com polipropileno glicol P 2000 da empresa Fluka antes da

esterilizacao.

4.3 METODOS ANALITICOS

4.3.1 Umidade

A determinacao da umidade percentual foi baseada na metodologia utilizada
por Crippa (2002). Em cadinho limpo, previamente seco até peso constante, pesou-
se trés gramas da amostra in natura (MU) em balanca analitica e secou-se a 105 °C
em estufa a 105 °C durante 24 horas. Em seguida resfriou-se em dessecador e
pesou-se a amostra seca (MS). Com os valores encontrados utilizou-se a Equacéo 1
para o célculo da umidade. As analises foram feitas em triplicatas.
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Umidade % =YY =M5 100 (1)
MU

4.3.2 Concentragdes de lignina e celulose

Para a caracterizagdo dos substratos polpa e cascas de banana, as analises
de lignina e celulose foram realizadas no Laboratério de Bromatologia da Faculdade
de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo —USP em
Pirassununga- SP. O teor de lignina foi determinado pelo método de Klason em
permanganato de potassio e a celulose, indiretamente, a partir dos valores do teor
de fibra em detergente acido (FDA) e teor de fibra em detergente neutro livre de

cinzas (FDN), conforme descrito por Silva e Queiroz (2002) e Van Soest (1967).

4.3.3 Concentracdes de acucares totais e etanol

De cada ensaio de fermentacao foram retiradas amostras periédicas para as
determinagdes das concentracées de acgucares totais (AT) e etanol (P). Os valores
de AT compreenderam a soma dos carboidratos glicose (Glc), frutose (Frt) e
sacarose (Scr).

Para as determinagdes dos carboidratos foi empregada a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando cromatégrafo Merck Hitachi D- 7000 IF
equipado com detector de indice de refragdo Merck RI-71 e coluna Knauer-Eurokat
Pb, série SE212. Como eluente foi empregado agua ultrapura (dgua Milli-Q) com
fluxo de 0,5 ml. min™.

Para etanol, foi empregada a cromatografia gasosa (CG) utilizando
cromatégrafo da Agilent, modelo 6890, acoplado com amostrador automatico
(Agilent, modelo 7683) e coluna da Hewlett-Packard HP-1 de comprimento 50 m e
diametro externo de 0,32 mm, com fase estacionaria 100% dimetil poli-siloxano e
espessura de filme 1,05 pm.

Em ambos os casos, antes da injecao da amostra no equipamento, 2 mL da
amostra foram centrifugadas a 10000 min™' durante 5 min, empregando centrifuga
Eppendorf 5415 C da BLB (Braunschweiger Laborbedarf), com rotor de 150 mm de

diametro. Apds centrifugacao, o sobrenadante foi retirado para analise. Em funcéao
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das curvas de calibracbes dos métodos empregados antes da injecao no HPLC ou
no CG, algumas das amostras foram diluidas com agua Milli-Q.

No caso das analises em HPLC, apds a centrifugacao e, quando necessario,
apds a diluicdo, as amostras foram filtradas em filtro Millex da Millipore (unidade
filtrante HV em polietileno com membrana DU Rapore) de porosidade de 0,45 um e

armazenadas em “vials”.
4.4 METODOS DE CALCULOS
4.4.1 Rendimento em acgucares totais

Os valores de rendimento em agucares totais obtidos nos ensaios de hidrélise

acida e hidrélise enzimatica foram calculados de acordo com a Equacéo 2.
r=2L 100 B)
MU

R —rendimento percentual em AT, (%)

AT — concentracao de acgucares totais (sacarose+glicose+frutose) no caldo apos
tratamento (g L")

MU — massa Umida de biomassa empregada (g L")

4.4.2 Rendimento em etanol

Os valores de rendimento das fermentacdes, representados pelo fator de
conversao de acgucares totais em etanol (Ypar) foram calculados de acordo com a

Equacéo 3.

(P, —P,)

Yy, = —t 3
P/ AT (ATO—ATf) ( )

onde,

Pf

P, - concentracdo de etanol no inicio do processo fermentativo (g L™)

- concentracéo de etanol no tempo final de fermentacéo (g L™)
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AT, — concentragéo de Glc, Frt e Scr no inicio da fermentag&o (g L)

AT, — concentragdo dos agucares Gilc, Frt e Scr no tempo final de fermentagéo

(gL

Definiu-se como tempo final de fermentacdo- t; o tempo correspondente a

maxima concentragcao de etanol no caldo fermentado (h)
4.4.3 Produtividade total em etanol

Os valores de produtividade total em etanol de cada processo (Qp), expressos
em massa do produto formado por unidade de tempo e por unidade de volume (g h”
L"), foram obtidos por meio da Equacdo 4, conforme definicido dada por GADEN
(1959).

P -P,
0, = (4)
Ly
onde,
P, - concentragao de etanol no tempo final de fermentagao (g L™

P, - concentracéo de etanol no inicio do processo fermentativo (g L)
t, - tempo final de fermentagéo, correspondente a maxima concentragdo de etanol
no caldo fermentado (h)

4.4 4 Eficiéncia do processo fermentativo (g)

Os valores de rendimento em produto foram comparados ao rendimento
tedrico maximo obtido nas fermentacdes alcodlicas, igual a 51,11% (SHARMA et

al.,2007), para se obter a eficiéncia do processo, conforme Equacao 5.



£=—L/AT 100 (5)
05111

4.5 Analises estatisticas

Os resultados analiticos das duplicatas de todos os ensaios foram analisados
pelo método ANOVA com teste de Tukey para P<0,05 empregando o programa

computacional Origin 7.5.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS RESIDUOS

As propriedades fisico-quimicas da polpa e das cascas da banana Musa

cavendischii sao apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 — Propriedades fisico-quimicas da banana Musa cavendishii madura.

Propriedades fisico-quimicas % em base umida (% MU)
polpa casca
umidade 70,1%0,1 88,6+0,2
lignina 2,2+0,1 2,05+0,4
celulose 0,98+0,08 2,18+0,03
sacarose (Scr) 41+0,4 0,1£0,1
glicose (Glc) 7,811,4 1,1+0,3
frutose (Frt) 7,319 1,1+£0,3

Os valores de umidade apresentados na Tabela 8, tanto para a polpa quanto
para as cascas, foram proximos daqueles encontrados no Atlas NAS (do inglés,
Atlas of Nutritional Data on United States and Canadian Feeds), citados por
Hammond et al. (1996): 75,7% e 83,8%, respectivamente. As demais propriedades
diferiram muito de valores encontrados na literatura.

Sharma et al. (2007) caracterizaram as cascas de bananas residuais
provenientes de uma industria de alimentos da india e determinaram o teor de
celulose de 28,67 % em base de massa seca (MS) e a concentracao de acucares
redutores totais de 36,83 g kg”' MS. Se considerarmos o teor de umidade de 83,8 %
referenciado no Atlas NAS, esses valores seriam da ordem de 4,65 % e 0,6 % em
base de massa umida (MU).

Cordeiro et al. (2004) avaliaram o teor de celulose e de lignina na polpa da
banana Musa acuminata Colla e determinaram os valores médios de 34,5 e 12 %
MS, respectivamente. Para a umidade de 75,7 % esses valores corresponderiam a
8,4 % MU para celulose e 2,9 % MU para lignina.

Arredondo et al. (2009) apresentaram valor de agUcar para a polpa de apenas
4,3+0,6 % MS, ou seja, 1,1 % MU considerando o teor de umidade de 74,6 %, dado

pelos autores. Acredita-se neste caso que, em funcdo do alto teor de amido
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encontrado pelos autores na amostra analisada (53,2 %), os mesmos tenham feito a
caracterizacao da polpa verde e nao da polpa madura, como foi feito neste trabalho.
Além disto, os autores nao especificaram o tipo de agucar a que se referiu e nem o
método analitico empregado para isto.

De acordo com Mohapatra (2010), quanto mais madura a fruta maior o teor de
acucar na polpa e menor a presenca de amido. Hammond et al. (1996) afirmam que
na banana verde quase a totalidade do carboidrato ndo-estrutural da fruta esta na
forma de amido mas, durante o seu amadurecimento, rapidamente sao convertidos
em agucar.

Segundo Simao (1971, apud Lima et al., 2000), a polpa da banana nanica
madura apresenta, em média, 19 % de acgucares € 1 % de amido. Esse teor de
acucar é semelhante ao apresentado na Tabela 8, considerando a somatéria dos

valores médios dos teores de sacarose, glicose e frutose (AT = 19,2 % MU).
5.2 ENSAIOS DE HIDROLISES

As Tabelas 9 e 10 apresentam os respectivos resultados obtidos nos ensaios
de hidrélise acida empregando como substrato a polpa e as cascas de banana,
ambos na concentragdo de 250 g MU L™. Os valores de AT corresponderam a soma
dos acucares totais representados pelas concentracdes de glicose, frutose e
sacarose. Os valores de rendimento percentual (R) foram calculados a partir da
divisdo de AT pela concentragdao do residuo, multiplicado por 100. Tomando como
exemplo o ensaio P-HAo g0 15 0 valor percentual de R é a relagdo entre 41,19 gL e
250 g MU L' multiplicado por 100, ou seja, 16,48 g "' MU.
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Tabela 9 — Concentracdes de glicose (Gls), frutose (Frt), sacarose (Scr) e agucares
totais (AT) obtidos na hidrélise acida de 250 g L de polpa de banana nanica e
respectivos valores de rendimento percentual em AT (R).

Ensaio Produtos da hidrélise (g L'1) ** R
(%)
Glc Frt Scr AT

in natura 17,25/22,16 14,49/26,80 11,38/10,62 43,12/59,58 17,25/23,83
P-HA, 90.15" 14,65 17,85 8,69 41,19 16,48
P-HA0.90.30 13,24 13,75 18,46 47 .45 18,98
P-HA.100,15 16,73 20,02 17,06 53,81 21,52
P-HA0 10030 15,06 17,86 15,11 48,03 19,21
P-HA.120,15 21,68/27,39 13,75/23,89 20,35/14,80 55,78/66,08 22,31/26,43
P-HA.120 30 19,20/28,561 22,25/25,76 12,76/11,63 54,21/65,90 21,68/26,36
P-HA1 90,15 22,95 27,79 0,21 50,95 20,38
P-HA1 90,30 27,94 33,87 0 61,81 24,72
P-HA1 100,15 21,88 26,17 0,17 48,22 19,29
P-HA1 100,30 26,61 31,51 0 58,12 23,25
P-HA1 120,15 31,00/38,38 27,90/37,32 0/0 58,90/75,70 23,56/30,28
P-HA1 12030 37,94/46,04 32,26/34,00 0/0 70,20/80,04 28,08/32,02
P-HA2.90.15 19,75 24,11 0 43,86 17,54
P-HA2 90 30 30,56 37,34 0 67,90 27,16
P-HA2 100,15 19,95 23,61 0,52 44,08 17,63
P-HA2.100,30 24,13 27,49 0 51,62 20,65
P-HA2 120,15 39,65/39,10 28,55/46,14 0/0 68,20/85,24 27,28/34,10
P-HA2 12030 37,06/36,90 25,22/23,44 0/0 62,28/60,34 24,91/24,14

* O simbolo P-HA corresponde ao uso da polpa (P) submetido a hidrélise acida (HA). Os
nameros seqlenciais em subscrito na identificacdo de cada um dos ensaios significam:
concentracao de acido sulfarico (0, 1 ou 2% m/m), temperatura (90, 100 ou 120 °C) e tempo
de reagao (15 ou 30 min).

** Resultados separados por barras representam a repeticdo do ensaio, realizada com novo
lote de residuo.
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Tabela 10 — Concentracdes de glicose (Gls), frutose (Frt), sacarose (Scr) e acucares
totais (AT) obtidos na hidrélise 4cida de 250 g L' de cascas de banana nanica e
respectivos valores de rendimento percentual de AT (R).

Ensaio Produtos da hidrélise (g L") ** R

(%)
Glc Frt Scr AT

in natura 1,79/4,07 2,37/3,67 0,47/0,94 4,62/8,68 1,85/3,47

C-HAo0,90,15" 3,57 2,95 0,86 7,39 2,96

C-HA,90,30 2,93 3,20 0 6,13 2,45

C-HAo. 100,15 3,90 2,99 0 6,88 2,75

C-HAo,100,30 2,73 3,30 0,62 6,65 2,66

C-HAo,120,15 4,17/4,36 3,52/5,70 0,01/0,58  7,69/10,64  3,08/4,26
C-HAo, 120,30 3,81/4,68 3,20/5,26 0,69/0,32  7,70/10,26  3,08/4,10

C-HA1 6015 2,86 2,41 0 5,27 2,11
C-HA1 9030 2,56 2,86 0 5,41 2,16
C-HA1 10015 3,10 3,94 0 7,04 2,82
C-HA1 100,30 3,04 2,99 0 6,02 2,41
C-HAi 12015  4,81/590  3,14/5,12 0/0 7,95/11,02  3,18/4,41
C-HAi 12030  4,71/5,64  2,51/5,38 0/0 7,21/12,02  2,88/4,81
C-HAz.90 15 2,56 2,69 0 5,25 2,10
C-HA2.0030 2,77 2,71 0 5,47 2,19
C-HA2 100,15 3,71 3,42 0 7,14 2,86
C-HA2 100,30 3,33 4,14 0 7,47 2,99
C-HAs 12015  5,19/7,40  2,94/6,08 0/0 8,13/13,48  3,25/5,39
C-HAz12030  4,82/7,22  3,07/4,52 0/0 7,89/11,74  3,16/4,70

* O simbolo C-HA corresponde ao uso das cascas de banana (C) submetidas a hidrolise
acida (HA). Os numeros seqienciais em subscrito na identificacdo de cada um dos ensaios
significam: concentracao de acido sulfdrico (0, 1 ou 2% m/m), temperatura (90, 100 ou 120
°C) e tempo de reagao (15 ou 30 min).

** Resultados separados por barras representam a repeticdo do ensaio, realizada com novo
lote de residuo.

Conforme pode ser observado nas Tabelas 9 e 10, o uso apenas do
aquecimento a 120 °C durante 15 ou 30 min, sem a adi¢cédo de acido, proporcionou
rendimento em AT da ordem de 21 a 26 % para a polpa e de 3 a 4 % para as
cascas. Com o emprego de acido sulfurico, os valores maximos de rendimento
(84,10 % para a polpa e 5,39 % para as cascas) foram alcancados com 0 uso de
H.SO4 2%, 120 °C, 15 min. Com a adicdo do acido foi possivel aumentar
aproximadamente 8 pontos percentuais da concentracao de AT no caldo de polpa e

em torno de apenas 1 ponto para o caso das cascas, valores estes muito baixos,
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nao justificando, consequientemente, o uso desse tipo de tratamento para o0 aumento
do rendimento de AT. Soma-se a isto o fato de que, com o uso da hidrélise acida
seria necessaria a neutralizacao prévia do H.SO4 no caldo antes de toda a mistura
ser conduzida a fermentacao.

Mesmo tipo de comportamento ocorreu ao se comparar 0 ganho
percentual do uso apenas da operacdo do aquecimento (cozimento) em comparacao
ao residuo in natura. Uma visao global de todos esses ganhos percentuais pode ser
obtida a partir das Figuras 9 e 10 apresentadas a seguir em relagao ao substrato in
natura para os ensaios apresentados nas Tabelas 9 e 10.

Ganho em ponto %
o N A O
=
5.
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1
—
—
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o
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Ensaios

O Série 1 O Série 2: repeticao

Figura 09 — Ganho em ponto percentual no rendimento em AT obtido com a hidrélise
acida da polpa de banana nanica em comparacdo ao residuo in natura (sem
hidrélise).
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Ganho em ponto %
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Figura 10 — Ganho em ponto percentual no rendimento em AT obtido com a hidrélise
acida das cascas de banana nanica em comparagdao ao residuo in natura (sem

hidrélise).

De acordo com as Figuras 9 e 10 pode-se verificar que 0os ganhos percentuais
em relacao aos residuos in natura foram menores que 12 pontos percentuais para a
polpa e interiores a 2 pontos percentuais para as cascas. Estes baixos ganhos em
AT concordam com os baixos teores de amido e de celulose esperados no fruto
maduro (Tabelas 1 e 8).

No entanto, convém lembrar que o uso da hidrélise acida teve como objetivo
inicial, na concepcdo e planejamento deste trabalho, preparar as biomassas
lignocelulésicas para a sua posterior hidrélise enzimatica, ou seja, utilizar o
tratamento com &acido como pré-tratamento para despolimerizacdao enzimética.
Sendo assim, foi selecionada a condi¢cdo de hidrélise acida H.SO4 2%, 120 °C, 15
min para ambas as biomassas a serem submetidas a hidrélise enzimatica. As
Tabelas 11 e 12 apresentam os resultados obtidos.

Os ensaios identificados por HAHE foram relativos a hidrélise enzimética
precedida de hidrélise acida e os ensaios HE, uso da hidrélise enzimatica sem
hidrélise acida prévia.
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Tabela 11 — Concentracdes de glicose (Glc), frutose (Frt), sacarose (Scr) e acucares
totais (AT) obtidas na despolimerizagdo da polpa de banana por meio da hidrélise

enzimatica.

Ensaio* Produtos da hidrélise (g L™ R
(%)
Glc Frt Scr AT

in natura 15,66/19,56 15,10/14,26 10,80/9,70 41,56/43,52 16,62/17,41
P-HAHE, 25,24/27,33 21,54/20,72 0 46,78/48,05 18,71/19,22
P-HAHE 5 36,58/29,94 20,29/19,50 0 56,87/49,44 22,75/19,78
P-HAHE 24,80/26,68 22,82/20,81 0,36/0 47,98/47,49 19,19/19,00
P-HAHE:> 26,53/26,84 21,57/23,82 0 48,1/50,66 19,24/20,26
P-HAHE 24 38,03/34,63 27,40/22,45 0,88/0 66,31/57,08 26,52/18,83
in natura 25,10/17,33 19,01/20,47 8,87/10,47 52,98/48,27 21,19/19,31
P-HE 5 28,72/20,16 25,42/24,77 0 54,14/44,93 21,66/17,97
P-HE; 30,23/20,59 26,51/25,13 0,93/0 57,67/45,72 23,07/18,29
P-HE, 27,88/21,79 23,47/26,57 0,91/0 52,26/48,36 20,90/19,39
P-HE24 32,62/24,51 21,19/25,79 0,75/0 54,56/50,30 21,82/20,12

* O simbolo P-HAHE corresponde ao uso da polpa de banana (P) submetida a hidrolise
acida (HA), seguida de hidrélise enzimatica (HE). O simbolo P-HE corresponde ao uso da
polpa de banana (P) submetida apenas a hidrélise enzimatica. Os nameros seqlienciais em
subscrito na identificacdo de cada um dos ensaios correspondem ao tempo de hidrélise
enzimatica, expresso em h.

** Resultados separados por barras representam a repeticdo do ensaio, realizada com novo
lote de residuo.
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Tabela 12 — Concentracdes de glicose (Glc), frutose (Frt), sacarose (Scr) e acucares
totais (AT) obtidas na despolimerizacao das cascas de banana através da hidrélise
enzimatica.

Ensaio* Produtos da hidrélise (g L™) R
(%)
Glc Frt Scr AT

in natura 2,59/2,07 1,54/2,90 0/0 4,13/4,97 1,65/1,99
C-HAHE, 4,70/3,59 1,25/2,83 0/0 5,95/6,42 2,38/2,57
C-HAHE 5 4,35/3,21 1,57/3,30 0,03/0,08 5,95/6,59 2,38/2,57
C-HAHE; 6,28/3,44 1,49/3,62 0,24/0,10 8,01/7,16 3,20/2,86
C-HAHE: 7,02/3,07 1,67/2,99 0,48/1,13 9,17/7,19 3,67/2,88
C-HAHE24 4,33/4,40 1,35/1,37 0,81/0 6,49/5,77 2,60/2,31
in natura 2,77/3,29 2,41/3,79 0/0 5,18/7,08 2,07/2,83
C-HEo 5 3,08/3,88 3,21/3,62 0,13/0 6,42/7,5 2,57/3,00
C-HE; 2,62/2,60 2,61/2,38 0,10/0 5,33/4,98 2,13/1,99
C-HE> 2,92/4,42 1,95/3,94 0,07/0 4,94/8,36 1,98/3,34
C-HE24 2,52/4,12 2,42/3,47 0,05/0 4,99/7,59 2,00/3,04

* O simbolo C-HAHE corresponde ao uso das cascas de banana (C) submetidas a hidrélise
acida (HA), seguido de hidrélise enzimatica (HE). O simbolo C-HE corresponde ao uso de
cascas submetidas apenas a hidrélise enzimatica. Os nimeros sequlenciais em subscrito na
identificacdo de cada um dos ensaios correspondem ao tempo de hidrélise enzimatica,
expresso em h.

** Resultados separados por barras representam a repeticdo do ensaio, realizada com novo
lote de residuo.

O uso da hidrélise enzimatica com pré-tratamento dos residuos resultou em
rendimentos em AT muito proximos daqueles obtidos com o uso apenas da hidrélise
acida, sem hidrélise enzimatica (Tabelas 9 e 10). Os valores de rendimento em AT
foram, na verdade, inferiores aos obtidos anteriormente; porém, convém ressaltar
que antes da hidrolise enzimatica as misturas foram submetidas a neutralizacao
acida com carbonato de bario o que pode ter conduzido a uma significativa alteracao
da composicao da mistura.

O uso da hidrélise enzimatica sem pré-tratamento conduziu a ganho
percentual muito baixo em AT em comparagdo aos residuos in natura. Em
comparagao aos residuos in natura (Tabelas 11 e 12), o ganho percentual em AT

devido a HE foi inferior a 2 pontos percentuais para ambos os substratos.
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Portanto, com base nestes resultados, ambos o0s processos de hidrolise
enzimatica (HAHE e HE) ndo sdo recomendados para a despolimerizagcao da polpa
ou das cascas da banana madura.

Em relacdo aos testes até aqui realizados, inclusive os de hidrélise acida,
recomenda-se 0 uso de ambos os residuos in natura para o processo fermentativo
subsequente. Caso se deseje realizar a fermentagdo alcodlica apenas do caldo
filtrado, o cozimento prévio dos residuos para a solubilizacdo dos acucares livres é

recomendado.
5.3 ENSAIOS DE FERMENTACAO
5.3.1 Ensaios em frascos Erlenmeyer — Ensaios E

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos nas fermentagcdes alcoodlicas
preliminares realizadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL empregando como
substratos a glicose (EG+) e a polpa de banana in natura (EPoly). Nestes primeiros
ensaios de fermentacdo o microrganismo empregado na obtencdo do inéculo foi o
proveniente direto do fermento comercial seco da marca Fleischmann® (5 g L),

sem cultivo de manutengao.
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Tabela 13 — Valores de pH, concentracdes de agucares totais (AT) e de etanol (P) e
respectivos valores de rendimento observados na fermentagdo alcodlica realizada
em frascos Erlenmeyer. Ensaios com microrganismo proveniente diretamente de
fermento comercial.

Ensaio Parametro  Tempo de fermentacéao (h) Yp/aT
o 2 4 6 (9/9)

EG; pH 5,01 496 480 4,74
Glicose (ensaio padrdo) AT (gL' 21,64 1286 0,27 0 0,20

P(@L" 1,53 2,35 4,38 5,96

EG; (duplicata) pH 503 490 4,81 4,68
Glicose (ensaio padrdo) AT (gL' 20,93 1327 1,09 0 0,20

P(gL" 143 239 396 5,57

EPol4 pH 474 465 441 412
Polpa in natura AT (L") 3277 2157 227 0 0,19

P(L" 0,84 1,79 3,06 7,08

EPols (duplicata) pH 470 464 443 4,10
Polpa in natura AT (L") 34,09 2942 2,19 0 0,18

P(@L" 0,79 166 3,28 6,92

Devido ao baixo rendimento em etanol (provavel causa: tipo de cepa
empregada) o Ensaio EG; foi reavaliado com outro isolado de Saccharomyces
cerevisae, proveniente do Laboratério de Microbiologia da Univille (origem
desconhecida). A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos com esta nova cepa

empregando a glicose como unico substrato de fermentagao (Ensaio EGy).
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Tabela 14 — Valores de pH, concentracdes de agucares totais (AT) e de etanol (P) e
respectivos valores de rendimento observados na fermentagdo alcodlica realizada
em frascos Erlenmeyer. Ensaios com cepa Univille.

Ensaio Parametro  Tempo de fermentacéao (h) Ye/aT
o 2 4 6 (¢/9)
EG. pH 486 460 445 438
Glicose (ensaio padrao) AT (gL™) 14,77 12,24 0,48 0 0,44
P(gL" 1,89 2,77 798 847
EG> (duplicata) pH 487 475 439 4,47
Glicose (ensaio padrao) AT (gL') 1542 10,75 2,08 0 0,42
P(gL" 125 345 7,89 8,06
EG: (triplicata) pH 490 4,85 459 4,57
Glicose (ensaio padrdo) AT (gL' 1525 9,02 0,82 0 0,46
P(gL" 1,47 292 725 849
Média + desvio padrao 0,43+0,028

A partir destes ensaios, em todas as fermentacdes realizadas foi empregada
a cepa do Laboratério de Microbiologia da Univille.
A Tabela 15 mostra os valores de rendimento alcangados na fermentacéao da

polpa e também das cascas com a nova cepa.
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Tabela 15 — Ensaios fermentagao alcodlica realizada em frascos Erlenmeyer com
residuo de polpa e cascas in natura, valores de concentragdes de agucares totais
(AT) e de etanol (P) e respectivos valores de rendimento.

Ensaio Parametro Tempo de fermentagao (h) Yp/aT
0o 2 4 6 (9/9)
EPoloso pH 474 465 4,41 4,12
AT (L") 40,71 27,33 10,24 0 0,38
P(gL" 168 358 6,12 17,25
EPolzso (duplicata) pH 470 4,64 443 4,10
AT (L™ 4161 3481 17,93 0 0,38
P(gL" 158 3,33 6,56 17,52
ECasaso pH 6,04 590 584 5,68
AT (g L™ 715 435 3,05 0 0,38
P(gL" 1,02 1,55 1,91 3,77
ECaszso (duplicata) pH 6,02 591 585 5,67
AT (gL 8,13 4,70 3,18 0 0,32
P(gL" 0,89 1,04 1,74 3,47
EC&Sg75 pH - - -
AT (gL 16,5 - - 0 0,40
PgL" 1,99 - - 8,65
ECassys (duplicata) pH - - -
AT (gL 17,52 - - 0 0,41
P(gL") 1,52 - - 8,67

A partir dos dados das Tabelas 14 e 15 calcularam-se os valores de
rendimento em etanol, produtividade e eficiéncia para todos os ensaios realizados. A

Tabela 16 apresenta as médias e desvios destes valores.
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Tabela 16 — Anadlise estatistica, médias e desvios-padrées dos resultados, do
rendimento de etanol (YpaT), produtividade total (Qp) e eficiéncia em relacdo ao
rendimento maximo teérico (€) da fermentagdo alcodlica realizada em frascos
Erlenmeyer com residuo de polpa e cascas in natura.

Ensaio /

Parametro EG, @ EP0l250 ECaszs0®” ECassrs @
(;F’éﬂ) 0,44+0,02 d 0,38+0,03¢c  0,35:0,04 b,d 0,405:0,007 a,c

@ 81F’h.1) 1,13+0,04 d 2,6210,04 0,440,01 1,15+0,06 a
(f/i ) 86,09+3,91d 7435:0c  68,488,30 bd 79,24+1,38 ac

* Letras iguais a letras de cada ensaio, demonstram médias sem diferenca significativa pelo de
Tukey, com nivel de significancia de 5% (ANOVA).

De acordo com a andlise estatistica utilizada, ndao houve diferenga
significativa entre os valores de rendimento em etanol para os quatro ensaios
realizados. No entanto, devido a baixa concentracdo de AT observada nas
fermentacbes dos residuos (Tabela 15), principalmente em relacao as cascas
(ECas), com conseqlente formagado de reduzida concentragdo de produto, torna-se
necessario a busca de novos métodos de preparacdo do mosto capazes de
aumentar essas variaveis.

O simples aumento da concentracdo de cascas de 250 (ensaio ECaszsg) para
375 g MU L' (ensaio ECasars) foi realizado com esse objetivo. Com isto, obteve-se
praticamente o dobro de P no caldo fermentado (Tabela 15), quando na verdade se
esperava um aumento de 50 %, proporcional ao aumento do substrato. A diferenca
entre os lotes do residuo utilizados em cada um dos ensaios pode ter proporcionado
este fato. Nao foi possivel utilizar maior valor de concentragdo de cascas devido a
formacao de uma mistura de dificil homogeneizacao para a fermentacdao em frascos
Erlenmeyer.

Visando evitar-se a formacao dessa massa espessa foi realizado um teste de
extragdo do agucar do residuo através do seu cozimento prévio (120 °C por 15 min)
seguido de filtracdo simples em tecido de algoddo. A Tabela 17 apresenta os

resultados obtidos.
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Tabela 17 — Resultados do teste de extragao do acucar. Concentracdo de cascas de
bananas, glicose, frutose e sacarose.

ggggfrign tal Concentracao Glc Frt Scr AT

(residuo/He0) @MUL-1)  (@L-1)  (gL-1) (gL (gL
400gMU/50mL 2761,96 9,40 10,17 11,00 30,57
400gMU/100mL 1725,15 8,31 8,97 9,82 27,10
400gMU/150mL 1445,32 7,48 7,82 12,24 27,54
400gMU/200mL 1210,28 7,10 7,46 10,82 25,37

Conforme pode ser observado na Tabela 17, a concentragdo de AT no caldo
filtrado ndo apresentou uma proporcdao constante com a concentragdo do residuo
empregado na extracao. Com o uso de menor volume de agua foi possivel observar
a auséncia de agua livre na mistura antes e apds o cozimento, deixando evidente
que o volume de agua utilizado nao foi suficiente para saturar o residuo. A presenca
de agua livre foi observada somente com o uso de 200 mL de agua para 400 g MU
de residuo.

A concentracdo de AT (25,37 g L™") alcangada com o uso de 1210 g MU L™, foi
da ordem de 4 a 5 vezes maior do que aquela obtida com 250 g MU L™ (5,8 +1,7 g
L, conforme dados das Tabelas 10 e 12: Ensaio in natura).

A fermentagdo do caldo filtrado ap6s cozimento das cascas foi realizado

apenas em biorreator de bancada.

5.3.2 Ensaios em biorreator de bancada — Ensaios F

Apbs a fermentagdo em frascos Erlenmeyer foram realizadas ampliagdes de
escala para ensaios em biorreator de bancada, visando maior controle operacional e
estudo cinético do processo. Inicialmente foi realizado a fermentagdo padrao com
glicose e em seguida os ensaios com polpa nas concentracdes de 250 (FPolasp), 375
(FPolszs) e 500 g MU L™ (FPolsp). Com as cascas de banana foi realizada a
fermentacdo somente na concentragdo de 1210 g MU L™ (FCasli210). A Figura 11
apresenta a cinética de consumo de glicose e de crescimento celular para o ensaio
padrdao. As Tabelas contendo os resultados experimentais utilizados na construgcao

dessas figuras sdo apresentados no Apéndice C.
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Figura 11 — Cinética do consumo de agucares totais (AT = glicose) e producao de
etanol (P) observada na fermentacédo conduzida em biorreator de bancada. Ensaio
Padréo.

Conforme pode ser observado na Figura 11, o tempo de fermentacédo (h)
necessario para o consumo total da glicose no ensaio padrdao em biorreator foi de
apenas 6 h. Em trabalho recente, Palmarola-Adrados et al. (2005) necessitaram de
20 h de fermentagéo para o consumo de 30 g L™ de glicose. Além da concentragéo
inicial de glicose no meio de fermentacao, a diferenca no tempo de fermentacao foi
incrementada pelo tipo de indculo empregado em cada um dos trabalhos. Enquanto
esses autores utilizaram S. cerevisiae proveniente de fermento comercial para uma
concentragao inicial de células no meio de fermentacédo (Xo) de 10 g MS L, neste
trabalho foi empregado 20% v/v de inéculo previamente cultivado durante 18 h no
mesmo tipo de meio do mosto de fermentacao (Apéndice A). Apesar de o inéculo
cultivado conduzir ao menor valor de X, no caldo de fermentagédo (Xo = 1,6 g MS L™)
0S microrganismos empregados, além de estarem adaptados ao meio de cultivo, o
que conduziu a uma provavel reducdo da fase lag de crescimento (fase de
adaptacao), se encontravam em condi¢des fisiologicas de maximo concentracao

celular, conforme pode ser verificado no Apéndice A.

Nas figuras 12, 13 e 14 pode-se observar o perfil cinético das fermentacoes
realizadas com a polpa de banana nas concentragdes de 250, 375 e 500 g MU L™,

respectivamente.
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Figura 12 — Cinética do consumo de acucares totais (AT = glicose + frutose +
sacarose) e producdo de etanol (P) observada na fermentacdo conduzida em
biorreator de bancada. Ensaio FPolxsy contendo 250 g MU L™ de polpa como
substrato.
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Figura 13 — Cinética do consumo de acucares totais (AT = glicose + frutose +
sacarose) e producao de etanol (P) observada na fermentacdo conduzida em
biorreator de bancada. Ensaio FPolsss contendo 375 g MU L' de polpa como
substrato
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Figura 14 — Cinética do consumo de acucares totais (AT = glicose + frutose +
sacarose) e produgcdo de etanol (P) observada na fermentagcdo conduzida em
biorreator de bancada. Ensaio FPolsgy contendo 500 g MU L™ de polpa como
substrato.

No ensaio FPolxsg (Figura 12) o tempo necessario para consumo total do
substrato foi de 8 horas, com producéo média de etanol de 23,5+5,2 g L™ a partir de
uma concentragao inicial média de AT de 44,1+1,8g L.

No ensaio contendo 375 g L ' de polpa (Figura 13) a concentragéo final
média do produto no caldo fermentado foi de 25,3+1,1 g L' consumindo totalmente o
AT disponibilizado (56,8+5,6 g L") até 9 h de fermentacéo.

Para 500 g L deste substrato (Figura 14) a concentragdo inicial média de
agUcares totais foi de 82,3+0,9 g L™ com uma producéo de etanol de 40,0 g L™, com
tempo final de fermentacao de 10 h.

De uma maneira global, pode-se observar que o aumento da concentragcéao de
polpa conduziu ao aumento da velocidade de consumo de AT. Ao dobrarmos o seu
valor de 250 para 500 g L' essa variavel cinética passou de 5,5 para 8,29
L™ h™. No entanto, esse tipo de comportamento n&o refletiu na produtividade e nem

no rendimento dos processos, conforme discutido mais adiante.
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A Figura 15 apresenta a cinética de fermentacdo das cascas de banana na

concentragdo de 1210 g MU L™).
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Figura 15 — Cinética do consumo de acucares totais (AT = glicose + frutose +
sacarose) e producao de etanol (P) observada na fermentagcdo conduzida em
biorreator de bancada. Ensaio FCasizo contendo 1210 g MU L' de cascas de
banana nanica como substrato.

Com o uso de cascas em alta concentragdo (1210 g L) foram alcangados
nas fermentacdes de biorreator, concentragdes iniciais de agucares de 19,51 e 12,24
g L' e uma produgéo de etanol na ordem de 7,88 e 7,15 g L, respectivamente. A
diferenca de 59% entre os valores iniciais de AT nas repeticoes foi devida,
principalmente, a dois fatores: dificuldades operacionais no processo de extracdo do
acucar (filtragcdo) e diferenca entre os lotes de residuos utilizados (diferengca no
estado de maturacdo da fruta). Convém salientar que todas as fermentacdes em
biorreator, incluindo as suas duplicatas, foram realizadas em diferentes datas e

utilizando diferentes lotes de residuos.
5.3.3 Rendimento em etanol, produtividade e eficiéncia do processo.
A partir das Figuras 11 a 15, calcularam-se os valores de rendimento em

etanol, produtividade e eficiéncia de cada um dos processos avaliados. A Tabela 18

apresenta esses valores.
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Tabela 18 — Andlise estatistica, médias e desvio dos resultados de rendimento de
etanol (YpaT), produtividades totais (Qp) e eficiéncia em relacdo ao rendimento
maximo teérico (€) da fermentagdo alcodlica realizada em biorreator de bancada
com residuo de polpa e cascas in natura.

Ensaio /

Parametro TG FPolso® " FPols7s®"  FPolsee® ™ Fcasiain'®”
Yp/aT 0,425+0,02 0,54+0,07 0,43+0,03 0,47+0,03 0,34+0,11
(9g9™) b,c,d,e a,c,d,e a,b,d,e, a,b,c,e a,b,c,d

Qp 1,24+0,13 2,62+0,58 2,75+0,37 3,75+0,21 1,32+0,03
(gL'h™ b,e a,cd.e b,d b,c a,b

€ 83,15+4,15 105,65+£13,84 85,11+6,91 92,9416,92 67,50+20,75

(%) b,c,d,e a,c,d,e a,b,d,e a,b,c,e a,b,c,d

* Letras iguais a letras de cada ensaio, demonstram médias sem diferenga significativamente pelo
método de Tukey, com nivel de significancia de 5% (ANOVA).

De acordo com a andlise estatistica dos parametros apresentados na
Tabela 18, pode-se verificar que ndo houve diferengas significativas (P<0,05) entre
os rendimentos em etanol (Yp,at) € a eficiéncia do processo (€) obtidos em cada um
dos ensaios realizados. Especificamente em relacdo a polpa de banana, constata-
se que nao houve influéncia da concentragao inicial do residuo sobre Ypar. Mesmo
tipo de comportamento ocorreu com o parametro produtividade total (Qp). Portanto,
nas condicdes experimentais empregadas, os valores de Ypar € Qp ndo foram
afetados pela quantidade de residuo utilizada. A escolha da concentracao ideal
deste residuo dependera de alguns fatores, tais como: fluidez da mistura e analise
do seu efeito sobre o consumo de energia para a sua homogeneizagao (no caso de
sistema agitado), custo da matéria-prima, rendimento do processo de extracao do
produto do caldo fermentado (filtracdo e destilagdo), quantidade de matéria residual
gerada ao longo de todo o processo de obtencao do produto final.

Mesmo tipo de andlise pode ser feita para o uso das cascas de banana na
concentracdo de 1210 g MU L. Entretanto, para melhor andlise faz-se necessario a
realizacao da fermentacdo em biorreator com valores abaixo e acima de 1210 g MU
L. Cabe lembrar que, para concentragdes maiores do que esta ha o problema da
dificuldade de extracdo do acgucar, conforme citado anteriormente. Este problema
precisa ser primeiramente resolvido antes de novos experimentos a altas
concentracoes.

Empregando os residuos polpa e cascas de banana Musa sp. no estado de

maturacdo normal para consumo humano, Hammond et al. (1996) obtiveram
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rendimento médio em etanol de 0,116 e 0,019 L kg’ MU, respectivamente. Os
autores nao apresentaram a concentracdo inicial de residuo no caldo de
fermentacdo e nem a de aclcares. Considerando densidade do etanol de 789 g L™ a
20 °C (Perry et al., 1980) esses valores corresponderam a 91,5 e 15,0 g kg”' MU.
Em relagdo ao ensaio com 0,250 kg L' de polpa (FPolzso), apresentado na Tabela
18 (0,54 g g AT, correspondente a 95,3 g kg MU para a concentragdo média
inicial de AT no caldo de 44,1 g L™") o valor obtido por Hammond e colaboradores foi
semelhante. Entretanto, para o caso das cascas, o rendimento em etanol obtido
pelos pesquisadores foi da ordem de 133 % maior do que o observado neste
trabalho (Tabela 18, FCasi210, Yeat = 0,34 g g AT ou Ypmu 4,59 kg’ MU).

Sharma et al. (2007) empregaram uma mistura de cascas de banana Musa
sp. e cascas de tangerina, ambas secas e moidas para granulometria maxima de 40
mesh e obtiveram rendimento maximo de 0,426 g g AT; valor esse, préximo ao
deste trabalho.

Manikandan et al. (2008) utilizando somente as cascas de banana secas e
moidas, hidrolisaram previamente o residuo com acido sulfurico e alcangaram
concentracdo maxima de bioetanol no caldo fermentado igual a 9,8 g L' para uma
concentracdo de 100 g L™ de residuo, ou seja, 0,098 g g MS. Considerando teor de
umidade de 7,8 g H:O g' MS, o rendimento em base Umida de residuo foi de Ypmu
=11,1 g kg MU, ou seja 2,5 vezes maior do alcangado com as cascas de banana in
natura empregadas neste trabalho. No trabalho de Manikandan e colaboradores,
nao foi especificado o estado de maturagéao das cascas (frutas); no entanto, acredita-
se que em fungado do uso da hidrélise acida, trata-se de cascas verdes pois estas
sao ricas em amido, conforme Monsalve et al. (2006).

Analisando os resultados de rendimento e produtividade em bioetanol da
fermentacdo da polpa e das cascas de banana madura em comparagcdo a outros
residuos, pode-se verificar que ambos sdo promissores, principalmente para a polpa
de banana cujos valores se aproximam daqueles obtidos com o caldo da cana-de-

acucar. A Tabela 19 apresenta essas comparacoes.
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Tabela 19 — Valores de rendimento e produtividade em bioetanol, obtidos em

fermentagbes com diferentes tipos de substratos.

Yp/aT Qp

Fonte de carbono » o Referéncia
(9g”) (gL h7)

cana-de-agucar 0,43 3,4 Ribeiro e Horii, 1999
bagaco de maca 0,44 0,51 Nogueira et al., 2005
farelo de trigo 0,38 1,92 Palmarola-Adrados et al., 2005
cavacos de madeira 0,4 0,67 Sassner et al., 2006
farelo de mandioca 0,39 - Ferreira et al., 2006
mel 0,41 0,75 lIha et al., 2008
polpa de banana 0,48 3,04 Este trabalho, valor médio da Tabela 18
cascas de banana 0,34 1,32 Este trabalho, ECasq210 , Tabela 18

Conforme pode ser observado na Tabela 19, o uso de polpa de banana como
substrato de fermentacdo conduziu a produtividade superior a aquela dos demais
substratos empregados, inclusive em relagdo a cana-de-acucar. Ribeiro e Horii
(1999) empregaram a cana-de-aglicar para uma concentracdo de 130 g L de
sacarose e obtiveram, aproximadamente, 55 g L' de bioetanol (7% v/v) apds 16 h de
fermentacdo, enquanto que neste trabalho, para o caso da polpa de banana, foi
empregado o valor médio de 61,1 g L' de aclcar e obtido, em média, a
concentragao final de 29,8 g L' de bioetanol apés 8 h de processo. Esta diferenca
na concentragao de bioetanol no caldo fermentado precisa ser avaliada com cuidado
pois podera implicar em diferencas significativas nos custos de purificacdo do
produto. Os estudos do processo de destilagcdo do bioetanol estdo em fase inicial de

desenvolvimento.
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CONCLUSOES

v O uso da hidrélise acida como pré-tratamento dos rejeitos da bananicultura
conduziu & obtengao de caldo contendo aglcares totais de 60 a 80 g AT L™ para
a polpa e de 8 a 12 g AT L para as cascas. No entanto, devido aos baixos
valores de ganhos percentuais em AT (8 a 12% e 1 a 2%, respectivamente), em
relagcdo aos substratos da banana madura in natura, ndo se recomenda o uso da

hidrélise da polpa ou das cascas para a fermentacao alcodlica.

v" Nas condicdes operacionais de fermentagao utilizadas neste trabalho, o aumento
da concentracdo inicial da polpa de banana in natura de 250 para 500 g L™ ndo

conduziu a um incremento no rendimento e produtividade em etanol.

v O uso de 500 g L™ de polpa de banana in natura gerou dificuldades operacionais
no preparo do mosto de fermentacdo, principalmente em relacdo a
homogeneizagdo da mistura devido a formacdo de espumas. Para esta

concentracao € necessario o uso de anti-espumante durante a fermentagao.

v" Como a quantidade de bioetanol produzida a partir da polpa de banana teve a
mesma proporgdo para todos o0s ensaios realizados com diferentes
concentracbées de acUcares totais, a indicacdo da concentracdo ideal de
substrato fica dependente de uma analise econ6mica detalhada de todo o

processo, incluindo-se aqui o processo de extracao e purificacdo do etanol.

v" O emprego da polpa de banana como substrato de fermentagdo é uma
alternativa bastante atraente do ponto de vista do aproveitamento e valorizagao
de rejeitos da cultura. A polpa de banana mostrou ter alto potencial para uso na
producado de etanol podendo ser comparada a producao de etanol a partir da
cana-de-agucar, com rendimento e produtividade maximas obtidas neste trabalho
da ordem de 0,54+0,07 g g e 3,75+0,21 g L''h™", respectivamente.
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v' Para o emprego das cascas de banana como Unico substrato de fermentagao
faz-se necessarios novos estudos para o aumento da concentragdo de agucares
totais no caldo. O uso de cascas previamente secas e moidas pode ser uma

alternativa.

v" Por ser uma fruta sazonal e ter conseqlientes oscilacbes de disponibilidade no
campo e preco no mercado, o uso da banana como Unico substrato de
fermentacdo poderia provocar a reducdo da producao de etanol ou mesmo a
interrupcdo de uma unidade industrial. Recomenda-se a busca de substratos

alternativos a polpa de banana para esses periodos.



b)

d)

e)

f)

gd)

h)
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SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DO TRABALHO

Avaliar o uso da banana verde na producao de bioetanol de modo a aproveitar o
rejeito do fruto apds o seu corte e selecao.

Testar o emprego das cascas de banana em pdé como Unico substrato de

fermentacdo visando ao aumento da concentracao inicial de acucares no caldo

Determinar para a levedura utilizada neste trabalho, a sua toleréncia ao etanol e
a sua capacidade de fermentar altas concentracdes de acucares. Buscar no
mercado uma levedura com estas caracteristicas de modo a comparar essas

potencialidades.

Avaliar o rendimento e a produtividade do processo com o uso dos residuos in

natura, sem o acréscimo de nutrientes no caldo de fermentacgao.

Determinar os parametros produtivos para o uso integral da fruta, sem a
separacao de polpa e cascas.

Realizar ensaios de extracdo do etanol (destilacdo) do caldo fermentado e
determinar a quantidade total de residuo gerado ao longo de todo o processo
produtivo, do preparo do mosto a purificagdo do produto.

Fazer anélise econémica do processo.

Avaliar o comportamento do processo produtivo em escala piloto.
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ANEXO A - Atividade enzimatica e densidade (p) das enzimas fornecidas pela

Novozymes® e faixas de pH, temperatura (T) e dose recomendadas pela empresa.

. o p? T Dose’

Enzima Atividade y pH y
(gmL™) (°C) (Yom ms™)

NS50013 700 EGU g'1 1,2 45-6,5 45-50 2-6
Celulase- complexo (~70 FPU g™
NS50010 250 CBU g'1 1,2 2,5-6,5 45-70 0,2-0,6
B-glucosidase
NS50012 100 FBG g'1 1,2 45-6,0 25-55 0,05-0,4
Complexo (~13700 PGU g
enzimatico
NS50030 500 FXU g'1 1,1 45-6,0 35-55 0,1-0,5
Xilanase
NS22002 45 FBG g'1 1,2 5,0-6,5 40-60 0,4-2
Hemicelulase (~470 FXU g™)

" CBU = Unidades de Celobiase, EGU = Unidades de Endo-Glucanase, FBG = Unidades de B-
Glucanase, FPU = Unidades em Papel Filtro, FXU = Unidades de Xilanase Fungica, PGU =

Unidades de Poligalacturonase.

@ Valores aproximados de densidade.

®) Dosagem requerida é fortemente dependente do tipo de substrato, dos pré-tratamentos e das

condigOes operacionais empregadas.

CBU - uma unidade de celobiase é a quantidade de enzima necessaria para
produzir 2 umol de glicose por minuto nas condigbes padroes empregando celobiose
como substrato.

EGU - unidade padrdao empregada pela Novozymes para determinar a atividade da

enzima Endo-glucanase.

FBG — uma unidade de FBG é a quantida de enzimas que produz 1 pumol de glicose
por minuto, sob condicbes padroes estabelecidas. A atividade é determinada de

forma relativa a uma enzima padréao.
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FPU — 0,185 FPU é a quantidade de atividade enzimatica que, quando empregada
de acordo com o ensaio padrdo para FPU, produzird 2,0 mg de glicose (referéncia

de acordo com o fornecedor da enzima: http://www.nrel.gov/biomass/pdis/4689.pdf).

FXU — atividade de endoxilanase em FXU (do inglés: Farvet Xylan Unit) é

determinada de acordo com método padrdo empregada pela Novozymes para FXU.

PGU - atividade de poligalacturonase medida de acordo com método padrao da

Novozymes.
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APENDICE A

Cinética da producao de inéculo

Tempo de

/ Incubacao de 18h

5 10 15 20 25 30
t(h)

—@— Glicose (Gli) —O— Biomassa celular (X)



APENDICE B
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Resultado das fermentacdes: tempo de consumo total dos agucares, rendimento de
etanol (YpaT), produtividades totais (Qp) e eficiéncia em relacdo ao rendimento

maximo tedrico (€).

Ensaio : YeaT Q ©
(h) (99" (@L'h") (%)
EG> 6 0,44 1,09 86,09
EG; (duplicata) 6 0,42 1,13 82,18
EG: (triplicata) 6 0,46 1,17 90,00
0,44+0,02 1,13+0,04 86,09+3,91
EPolzso 6 0,38 2,59 74,35
EPolzso (duplicata) 6 0,38 2,65 74,35
0,38+0 2,62+0,04 74,3510
ECaszso 6 0,38 0,45 74,35
ECaszso (duplicata) 6 0,32 0,43 62,61
0,35+0,04 0,44+0,01 68,4818,30
ECassrs 6 0,4 1,11 78,26
ECas375 (duplicata) 6 0,41 1,19 80,22
0,400 1,15+0,05 79,24+1,38
FG 6 0,41 1,15 80,22
FG(duplicata) 6 0,44 1,33 86,09
0,42+0,02 1,24+0,12 83,1514,15
FPolasg 8 0,49 2,21 95,87
FPolzso (duplicata) 8 0,59 3,03 115,44
0,54+0,07 2,62+0,57  105,65+13,83
FPols7s 10 0,41 2,49 80,22
FPols7s (duplicata) 8 0,46 3,02 90,00
0,43+0,03 2,75+0,37 85,1116,91
FPolsoo 10 0,45 3,6 88,05
FPolso (duplicata) 10 0,5 3,9 97,83
0,47+0,03 3,75+0,21 92,94+6,91
FCas1210 4 0,27 1,35 52,83
FCasi210 (duplicata) 0,42 1,3 82,18
0,34+0,10 1,32+0,03 67,50+20,75
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APENDICE C

Valores de concentracbes de acucares totais (AT) e de etanol (P) observados na
fermentacao alcodlica realizada em bioreator de bancada.

Tempo de fermentacéo (h)
0 2 4 6 8 10 12 14 24
AT (L") 16,65 12,64 3,04 000 0,00 000 0,00 0,00 0,00
P(L™ 148 255 746 838 882 8,19 947 836 9,34

Ensaio Parametro

FG  AT(gL") 17,86 1662 172 000 000 000 000 0,00
P(L") 152 266 7,90 951 982 902 862 8,99
AT (gL") 43 33,00 18,00 4,00 0,00
P(L" 1,43 371 800 1500 20,00 22,00 22,32 23,00

FPolsy AT (gL") 45,35 36,00 20,26 561 0,30 0,00 0,00 0,00
P(L") 264 578 1581 23,00 26,90 28,00 28,50 28,97

AT (gL") 60,74 4500 31,00 16,76 4,98 0,00
PgL") 1,16 279 651 1500 2550 26,08
FPols7o AT (L") 52,82 39,00 2506 11,30 0,00
PL")" 142 288 648 16,05 24,50 25,00
AT (gL") 82,93 77,72 50,23 20,58 4,98 0,00 0,00
P(L") 229 472 19,18 31,75 38,46 38,22 41,95
FPolsoo AT (L") 81,66 68,32 59,16 29,06 7,46 0,02 0,00 0,00
PL") 226 371 919 26,18 34,80 41,24 38,61 40,73

*Duplicatas



