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RESUMO

O desenvolvimento de métodos alternativos para o fornecimento de energia
ndo oriunda de fontes fosseis tem sido o objetivo de diversas pesquisas cientificas.
Dentre as possiveis fontes destacam-se a solar, e6lica, geotérmica e biomassa (recurso
renovavel oriundo de matéria organica ou residuo lignocelulésico). Dentre o0s
combustiveis produzidos utilizando a biomassa, se destaca o etanol que é produzido
pela fermentacdo direta do caldo de cana-de-acUcar e por outro processo que esta
sendo aprimorado e é classificado de 2* geragdo, onde o etanol ¢é obtido da hidrélise
dos polissacarideos presentes nos residuos lignocelulésicos. A fermentacdo € uma
técnica bem conhecida e dominada enquanto que a hidrélise dos lignocelulésicos
possui uma série de gargalos que necessitam ser avaliados para sua melhor
reproducdo em escala industrial. O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes
processos de despolimerizacdo do pseudocaule da bananeira Musa cavendischii e
utilizar esta biomassa como substrato de fermentacdo alcoolica. Foram avaliados os
métodos de despolimerizacdo do substrato por acido diluido (H,SO4 1% e 2%), por
enzimas e por acido e enzimas combinados, empregando duas concentracdes de
substrato: 11,75 g L e 23,50 g L™ de massa seca (ms). Nos processos isolados de
hidrélise acida e enzimatica verificou-se a influéncia do pré-tratamento por NaOH 1 e
3%. A hidrolise acida foi conduzida a 90, 100 e 120°C, com tempos de residéncia de
15 e 30 min. Para a hidrolise enzimética foram utilizadas enzimas comerciais
Novozymes® com tempo de reacdo de 24 h, pH inicial 5,5 e temperatura de 45 °C. A
maior eficiéncia na obtencdo de acucares fermentaveis (74,1+11,4%) foi alcancada
com o emprego da hidrélise enzimatica com pré-tratamento alcalino (NaOH 1%).
Para a hidrélise acida, a maior eficiéncia (49%) foi obtida empregando H,SO4 1%,
120 °C, 30 min e substrato na concentracdo de 11,75 g ms L™. A fermentacéo dos
hidrolisados se mostrou satisfatoria com eficiéncia acima de 70%.



ABSTRACT

The development of alternative methods for the supply of energy other than
fossil fuels has been the subject of several scientific studies. Among the possible
sources, the following standout: solar, wind, geothermic and biomass (renewable
resource derived from organic matter or lignocellulosic waste). Standing out among
the fuels produced using the biomass is ethanol, which is produced through direct
fermentation of sugarcane juice and by another process which is being improved and
can be classified as 2" generation, where ethanol is obtained from hydrolysis of the
polysaccharides found in lignocellulosic waste. Fermentation is a mastered and well
known technique while that of hydrolysis of lignocellulosic biomass has a series of
bottlenecks that need to be evaluated for efficient production on an industrial scale.
The aim of this study was to evaluate different pseudostem depolymerization
processes for the Musa cavendischii banana plant and use this biomass as an alcohol
fermentation substrate. Substrate depolymerization methods were evaluated for dilute
acid (H,SO4 1% and 2%), enzymes and acid and enzymes combined, using two
substrate concentrations: 11.75 g L™ and 23.50 g L™ dry mass (dm). In the isolated
processes of acid and enzymatic hydrolysis the influence of pretreatment by NaOH 1
and 3% was verified. The acid hydrolysis was conducted at 90, 100 and 120°C, with
resident times of 15 and 30 min. Commercial Novozymes® enzymes were used for
the enzymatic hydrolysis with a reaction time of 24 h, pH initial 5.5 and temperature
of 45 °C. Highest fermentable sugar (74.1+11.4%) efficiency was reached using
enzymatic hydrolysis with alkaline (NaOH 1%) pre-treatment. For the acid
hydrolysis, the greatest efficiency (49%) was obtained using H,SO4 1%, 120 °C, 30
min and substrate in a concentration of 11.75 g ms L™. Fermentation of hydrolysates

was satisfactory with efficiency above 70%.



INTRODUCAO

A geracdo e o fornecimento de energia é motivo de preocupacdo mundial.
Diante da necessidade elevada de combustiveis, diversas pesquisas cientificas tém
apresentado objetivos similares tais como amenizar os impactos gerados pela
diminuicdo futura no fornecimento de combustiveis fosseis e reduzir os impactos
ambientais ocasionados por sua combustéo.

Segundo Lora (2002), as fontes renovaveis de energia (solar, eolica,
geotérmica, biomassa, etc.), caracterizadas por impactos ambientais muito menores
que o uso de combustiveis fosseis, sdo alternativas bastante atraentes para a producdo
energetica.

Do ponto de vista energético, biomassa é todo recurso renovavel oriundo de
matéria organica que pode ser utilizada na producdo de energia. Assim como a
energia hidraulica e outras fontes renovaveis, a biomassa ¢ uma forma indireta de
energia solar. (LARSON et al., 2001).

Dentre os combustiveis produzidos utilizando a biomassa, se destaca o etanol
favorecido pela abundancia de matéria-prima e alto desenvolvimento tecnolégico dos
processos convencionais. No Brasil, o etanol é produzido industrialmente em larga
escala a partir da fermentacdo do caldo de cana-de-agucar. O pais é o maior produtor
mundial de cana-de-acgUcar e classifica-se como um dos lideres mundiais na producao
do combustivel a partir desta biomassa (NASTARI, 2009).

De acordo com dados estatisticos da associa¢do de industrias produtoras de
etanol (RFA, 2007) e do Balanco Nacional da Cana-de-acucar e Agroenergia,
elaborado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2008),
até o ano de 2005, o Brasil era 0 maior produtor mundial de etanol; mas o crescente
interesse mundial no uso do biocombustivel como aditivo da gasolina motivou um
aumento da producdo pelos Estados Unidos. Em 2006, os EUA produziram 18,37
milhdes de m* de etanol, enquanto a producdo brasileira foi de 15,81 milhdes de m?,
Em 2009, a producdo de etanol dos Estados Unidos atingiu 40,1 milhdes de m® e do
Brasil 27,5 milhdes de m®, de acordo com dados da safra 2008-2009 (BRASIL, 2009).

O setor industrial sucroalcooleiro, devido as suas modernizagdes em processos
e equipamentos, apresenta projetos que visam o aproveitamento da biomassa residual
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da extracdo do caldo da cana utilizado na fermentacdo. Exemplos disto € 0 uso do
bagaco da cana-de-agucar como biomassa na cogeracao de energia térmica através da
sua queima e geracdo de vapor (SANCHEZ, 2003), na gaseificacdo para geracio de
energia elétrica (LARSON, 2001) e na obtencdo de etanol de segunda geracao
(BAUDEL, 2007).

Entende-se como etanol de segunda geracdo o produto da fermentacdo de
acucares obtido apds o tratamento de polissacarideos presentes na biomassa
lignocelul6sica, com vantagens ambientais e econdmicas proporcionadas pela
utilizacdo de residuos sem valor econémico para seu uso direto e com potencial de
poluicdo pela sua degradacdo no meio-ambiente, assim proporcionando uma
destinacdo correta e agregando valor para tais residuos. Atualmente o tratamento dos
polissacarideos (celulose e hemicelulose) da biomassa é realizado pela hidrélise acida
ou enzimatica, tecnologias ainda em fase de aperfeicoamento. (BAUDEL, 2007).

O uso de residuos lignocelulésicos como substrato de fermentacdo requer a
sua disponibilidade em abundancia e, estrategicamente, ser de baixo custo de
aquisicao e de transporte.

Na regido nordeste de Santa Catarina, vislumbra-se a possibilidade do uso dos
residuos provenientes da cultura da banana. E importante ressaltar que o interesse
nesta biomassa disponivel ndo é direcionado aos frutos (alimento) e sim aos residuos
lignocelul6sicos compostos por pseudocaule, folhas e cascas. Além de permitir a
reducdo da poluicdo ambiental e a0 mesmo tempo agregar valor a cultura da banana
através da geracdo de energia renovavel, o aproveitamento destes residuos podera
transforma-los numa verdadeira commodity.

Destaca-se como potencial fonte de biomassa lignocelulésica o pseudocaule da
bananeira tendo em vista que este representa até 75% dos residuos da bananicultura,
incentivando assim as pesquisas relacionadas ao desenvolvimento do setor de
producdo de etanol em Santa Catarina que atualmente n&o apresenta volume industrial
registrado (UNICA, 2011), favorecer a diversificacdo na utilizacdo de outras fontes de
biomassa e incluir na lista de biomassas os residuos da bananicultura tendo em vista
que esta cultura esta disseminada por todo o pais.

Diante de um processo ainda em desenvolvimento que é a producao de etanol
de segunda geracdo, independente da biomassa utilizada, pesquisas intensivas se
fazem necessarias para caracterizar o material proposto a ponto de desenvolver a
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melhor rota de tratamento deste e proporcionar um melhor rendimento de
polissacarideos e minimizar os custos decorrentes do processo (CTBE, 2009).

Em 2008, o grupo de pesquisa Fontes Alternativas de Energia da Univille
iniciou projeto de pesquisa com objetivo de avaliar a potencialidade do uso desses
residuos como substrato de fermentacao, visando a producéo de etanol e/ou biogés. O
objetivo deste trabalho é contribuir com o desenvolvimento dos estudos relacionados
a fermentacgdo alcodlica avaliando a influéncia de diferentes processos de tratamento
do pseudocaule na conversdo da sua celulose em acucares fermentesciveis, sem

contudo inibir o processo de fermentacao.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estabelecer as condi¢fes operacionais de hidrolise para o uso do pseudocaule da

bananeira como substrato da fermentac&o alcodlica.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar o rendimento da conversdo de biomassa de pseudocaule em agUcares
fermentesciveis (despolimerizacdo) empregando a hidrolise acida e/ou enzimatica.

2. Avaliar o efeito da deslignificacdo alcalina prévia do substrato sobre o rendimento
da despolimerizacéo.

3. Estimar os parametros de rendimento, produtividade e de eficiéncia do processo
de fermentacdo em relacdo ao produto (etanol) obtido.

4. Avaliar o processo global de fermentacdo do caldo hidrolisado obtido perante aos

possiveis inibidores formados durante a despolimerizacdo do substrato.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cultura da banana

Conforme Fioravanco (2003), a banana é uma das frutas mais importantes do
mundo, tanto no que se refere a producdo quanto a comercializacdo. Para muitos
paises, além de ser um alimento complementar da dieta da populacdo, a banana
apresenta grande relevancia social e econdmica, servindo como fonte de renda para
muitas familias de agricultores, gerando postos de trabalho no campo e na cidade e
contribuindo para o desenvolvimento das regifes envolvidas em sua producdo. Para
outros paises, a banana é um produto de exportacdo responsavel por uma parte muito
significativa dos ingressos relativos a exportacao agricola.

De acordo com a Organizagdo de Alimentos e Agricultura dos Estados Unidos
(FAO, 2011) a producdo mundial de bananas em 2009 foi de 97,4 milhdes de
toneladas, sendo a India o lider mundial, com producio aproximada de 26,9 milhdes
de toneladas. Neste mesmo ano, o Brasil registrou uma producgéo de 6,8 milhdes de
toneladas totalizando 6,9% da oferta mundial, sendo o quarto pais no ranking.

A cultura da banana esta distribuida por todo territério nacional participando
com significativa importancia na economia de diversos estados brasileiros. O
Levantamento Sistematico da Producdo Agricola, divulgado pelo IBGE no més de
maio de 2011 (www.ibge.gov.br) mostra que o Estado de Santa Catarina foi o terceiro
maior produtor nacional em 2009, responsavel por 9,2 % da producdo do Pais. Os
estados que mais produziram no mesmo ano foram Sao Paulo com 18,5% e Bahia
com 15,0%.

Segundo o Centro de Socioeconomia e Planejamento Agricola de Santa
Catarina (CEPA, 2011), as principais espécies de bananeiras cultivadas no estado de
Santa Catarina sdo a Musa sapientum e Musa cavendischii, produtoras das bananas
branca e nanica, respectivamente (www. cepa.epagri.sc.gov.br).

Ainda de acordo com o CEPA (2011), em Santa Catarina, a bananeira &€ uma
das principais frutiferas cultivadas, ficando atras apenas da cultura da maca. Mais de

25 mil produtores rurais exploram a cultura da banana no Estado em cerca de 5000
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estabelecimentos agricolas. Esta atividade, desenvolvida por produtores rurais
familiares os quais, em sua maioria, cultivando areas inferiores a 10 hectares é, sem
duvida, fator de grande importancia social para o Estado de Santa Catarina.

Quanto ao desempenho da safra por microrregido geografica, merece destaque
a microrregido de Joinville (Figura 1) sendo responsavel por 55,0% do volume total
produzido, seguida pelas microrregides de Blumenau e Itajai, que produziram,
respectivamente, 19,1% e 15,4% do total estadual. A soma dessas microrregides
perfaz 89,5% de participagcdo em relacdo ao volume total estadual de banana que foi
de 624,2 mil toneladas na Safra 2008 (CEPA, 2008).

Garuva
Itapod

Joinville
Sao
Francisco
do Sul

Schroeder
Araquari
Sorpa Balneario
Guaramirim Barra do Sul

Jaragua
do Sul
S0 Jodio

Massaranduba  9° 'taperid

Barra
Velha

Figura 1 - Microrregido de Joinville produtora de banana em Santa Catarina.
Fonte: BANANACATRINENSE (2011)

A bananeira € um vegetal herbdceo completo que pertence a divisdo
Angiopermae, classe Monocotyledoneae e familia Musaceae. Essa familia é
constituida por dois géneros: o que apresenta bananas comestiveis denominado de

Musa, com 35 espécies e 0 que apresenta bananas silvestres, ndo comestiveis,



denominado de Ensete, com 7 espécies (CRONQUIST, 1981' e ROCHELLE et al.,
1991% apud MEDEIROS, 2007).

Basicamente, a bananeira (Figura 2) é constituida por raiz, rizoma,
pseudocaule, bainha foliar, folhas e cacho. O cacho é composto pelas partes: engaco,

raquis, pencas de bananas e botéo floral ou “coragdo” (Portal S&o Francisco, 2009).

Folhas

Engago

bainha foliar Cacho

Raquis
Pseudocaule Coragio

Rizoma

Figura 2 - Bananeira e suas partes
Fonte: SOFFNER, 2001

! CRONQUIST, A. An integrated system of classification of flowering plants. New York: Columbia
University Press, 1981. 1262p.

2 ROCHELLE, L. A. ; RODRIGUES, R. R.; CAPELLARI JUNIOR. Familias de Plantas
Fanerogamicas de Interesse Econdmico. Piracicaba: Esalg/Usp, 1988 (Apostilas).
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3.2 Residuos da bananicultura

Apdbs a colheita da banana, trés tipos de residuos vegetais sd@o gerados:
pseudocaule, folhas e engaco. Com a industrializacdo da fruta, dois novos residuos
sdo produzidos: rejeitos de frutas de ma qualidade e descarte de cascas devido ao
beneficiamento da polpa.

De acordo com dados levantados em uma empresa de alimentos situada no
municipio de Garuva-SC, para cada tonelada de bananas colhidas, 100 kg do fruto séo
rejeitados e aproximadamente 4 t de residuos lignocelulésicos séo gerados, sendo 3 t
de pseudocaule, 160 kg de engacos, 480 kg de folhas e 440 kg de cascas.
Considerando esta informacdo e estendendo para a producdo da safra de 2008 em
Santa Catarina que foi de 624.205 t (CEPA, 2008), é possivel estimar que foram
gerados aproximadamente 1.872.615 t de residuos de pseudocaule, 62.420 t de fruto
rejeitado, 99.873 t de engacos, 299.618 t de folhas e 274.650 t de cascas.

Normalmente, com excecdo as bananas rejeitadas e uma parte das cascas que
sdo destinadas a alimentacdo de suinos, esses residuos permanecem no campo para
decomposicdo natural.

A prética de manter o pseudocaule e as folhas no campo ¢é justificada pelos
agricultores em funcdo desse material formar uma cobertura morta para manter a
umidade e evitar a erosdo do solo, controlar plantas daninhas e devolver nutrientes ao
solo, reduzindo assim custos de adubacdo (BAKRY et al., 1997).

No entanto, essa opgdo de espalhar material organico no campo favorece a
geracdo de gas metano e didxido de carbono pela degradacdo das matérias organicas
através da acdo de bactérias especificas normalmente encontradas na natureza,

podendo causar problemas ambientais (ZHANG et al., 2005).

3.2.1 Pseudocaule da bananeira

De acordo com Soffner (2001) e Cordeiro et al. (2004), a utilizagdo do
pseudocaule de bananeira para obten¢do de fibras “técnicas” ou “comerciais” com

10



averiguacdo da viabilidade destas na producdo de polpa celulésica sdo objetivos de
muitos pesquisadores.

Espécies de bananeira como a M. textiles, conhecida como abacd ou
bananeira-de-corda, sdo cultivadas especialmente para a producdo de fibras téxteis a
partir de seu pseudocaule. Essas fibras sdo utilizadas na manufatura de tecidos para
roupas em geral e produtos artesanais como bolsas, sacolas e chapéus (MEDINA,
1959; HIROCE, 1972; JARMAN et al. 1997, SOFFNER et al. 1998).

De acordo com Jarman et al. (1997), o pseudocaule da bananeira é constituido
de feixes fibrosos com comprimentos relacionados ao comprimento do pseudocaule e
representa de 1-1,5% da composi¢do. Os outros constituintes sdo substancias
mucilaginosas (4 a 8%) e agua (90 a 96%).

Além do elevado teor de umidade, Silva (1998) e Cordeiro et al. (2004)
verificaram um elevado teor de extrativos para o pseudocaule de bananeira: 14,1% de
extrativos (em base seca) em solvente agua-alcool-tolueno para pseudocaules de M.
acuminata.

O aproveitamento desse residuo como insumo na producdo de um bem ou a
sua transformacdo em commaodity, além de permitir a reducdo da poluicdo ambiental,
pode possibilitar agregar valor a cultura da banana que tem enfrentado nos ultimos
anos grandes desafios gerados pela oscilacdo do produto no mercado nacional.

Numa anéalise dos dados disponibilizados por CEPA (2009) pode-se verificar
que, em relacdo a banana nanica (a mais importante por se tratar da exploracédo
dominante, com cerca de 85% da area cultivada no Estado), durante o periodo de
2000 a 2009 (até junho), houve uma maior desvalorizacdo da fruta nos anos de 2002
e 2005, registrando em 2005 a sua menor cotacdo devido a ocorréncia da Sigatoka
Negra (doenca que ataca as folhas, reduzindo a area fotossintética da planta).
OscilagBes no preco do produto no mercado sdo comuns em todas as culturas de
frutas; no entanto, esse tipo de comportamento, quando conduz a prejuizos ao setor,
tem obrigado aos produtores a busca por novas alternativas para agregar valor a
cultura, reduzindo assim as suas perdas econémicas.

Entre as possibilidades de aproveitamento do pseudocaule da bananeira, a
utilizacdo como biomassa na geracdo de etanol de 2% geracdo pode ser uma boa

alternativa.
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3.3 Etanol de segunda geracéo

Entende-se por etanol de 2% geracdo o produto obtido da hidrdlise dos
polissacarideos presentes nos residuos lignocelulésicos, transformando estes em
acucares e a fermentacdo destes em etanol. A fermentacdo € um processo bem
conhecido e dominado enquanto que a hidrolise possui uma série de gargalos que
necessitam ser avaliados para sua melhor reproducdo em escala industrial.

A hidrélise pode ser realizada por processos que utilizam acidos, bases,
solventes organicos ou enzimas. Dentre estes, a rota enzimatica tem sido amplamente
estudada nos altimos anos visando obter o méaximo da sua potencialidade em
proporcionar maiores rendimentos (por ser realizado a pressdo ambiente e
temperaturas moderadas de 50 a 60 °C) e ndo formar subprodutos indesejaveis.
Porém, fatores como o alto custo das enzimas e processos em fase de
desenvolvimento resultam na baixa produtividade e dificuldade em se atingir os
rendimentos esperados atualmente tém se mostrado importantes desafios cientificos
para o sucesso comercial da técnica (CTBE, 2009)

Segundo Alfred Szwarc, consultor de emissdes e tecnologia da Unido da
IndUstria de Cana-de-acucar (UNICA, 2008), nos ultimos anos, vem se observando no
mundo, um grande interesse pela utilizacdo de residuos lignoceluloliticos na obtencédo
de etanol. Isso estd claramente definido na atual “Lei da Energia” norte-americana,
que estabelece limites para o uso de etanol produzido de milho com tecnologia
convencional (estabilizacdo da producdo em 57 bilhGes de litros, a partir de 2015).
Para complementar a oferta de etanol, essa lei prevé a introducdo gradual no mercado
americano do etanol produzido com “tecnologias avangadas” (etanol de cana-de-
acucar poderd se qualificar para esse segmento de mercado, iniciando com 400
milhdes de litros em 2009 e crescendo para 15 bilhGes de litros em 2022); e com
“tecnologias de segunda geracdo” (iniciando com 1 bilhdo de litros em 2011 e
crescendo para 61 bilhdes de litros em 2022). Nos EUA, o governo federal e empresas
de capital de risco tém irrigado as pesquisas cientificas com centenas de milhdes de
dolares. Outros centros avancados de pesquisas localizados no Canada, Japédo e nos

paises ndrdicos também vém conduzindo programas de pesquisa nessa area.
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No Brasil, apesar dos investimentos serem mais modestos, hd importantes
iniciativas em curso como as do Ministério de Ciéncia e Tecnologia (MCT). O Centro
de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), construido em Campinas/SP pelo
MCT tém entre 0s seus objetivos a pesquisa, desenvolvimento e inovacdo (PDel) na
area de etanol de segunda geracdo de cana. Esse centro disponibiliza sua
infraestrutura para que universidades e institutos de pesquisa publicos e privados
desenvolvam projetos relacionados & sua missdo e dispde de tecnologias e
informagdes estratégicas para a industria, mediante cooperacfes de interesse comum.

No panorama nacional destaca-se a proposta da Novozymes que promete em
2012 apresentar ap0s 12 anos de pesquisa uma nova enzima a custos viaveis,
resultado de uma parceria formada com o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC),
Petrobras e com a fabricante de equipamentos Dedini (BRASILAGRO 2011).

O Brasil apresenta uma grande vantagem competitiva em relacdo a outros
paises que buscam essa tecnologia: o baixo custo e a facil disponibilidade de grandes
quantidades de matéria-prima.

A possibilidade de uso do bagaco e da palha da cana-de-agUcar nos novos
processos de 22 geracdo é um fato que destaca mais uma vez o Brasil de seus
concorrentes e tem despertado o interesse de diversos grupos internacionais na
producdo deste combustivel no pais. Projecdes existentes indicam que processos de
hidrélise poderiam produzir cerca de 300 litros de etanol por tonelada de bagaco seco,
aumentando o rendimento de producdo de etanol por hectare em até 100%,
dependendo da quantidade de matéria-prima direcionada para o processo e da
eficiéncia do mesmo (UNICA, 2008).

A disposi¢cdo mundial para o desenvolvimento do processo de producdo de
etanol de 22 geracdo aponta para uma alternativa futura da estabilizacdo do consumo
das matérias-primas atualmente empregadas (cana-de-acucar no Brasil, milho nos
EUA e beterraba na Comunidade Europeia). Com isto, ameniza-se o clima nos
debates sobre a possivel competicdo entre combustiveis e alimentos.

Segundo Ramos (2008), no Brasil existe uma vasta biodiversidade e assim,
uma grande variedade de residuos agricolas e agroindustriais que podem ser
bioprocessados para trazer beneficios socio-econdmicos. Exemplos desses residuos
séo os derivados de atividades das industrias de papel e celulose (cavacos de eucalipto
e pinus), serrarias (serragem), usinas de agucar e alcool (bagaco de cana) e, de um
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modo geral, unidades de producdo agricola (palhas de cereais, sabugo de milho,
cascas de arroz, etc.).

A produgdo comercial de etanol pela fermentacdo de materiais
lignocelulésicos é uma alternativa conhecida desde o final do século XIX, mas a
busca de menores custos de producdo, necessarios para a competicdo no mercado de
combustiveis, € uma proposta relativamente nova e com uma abordagem maior
durante os Gltimos vinte anos (MACEDO,2005° apud SEABRA, 2008).

Segundo Sollomon (2007), até 2007 n&do existia em funcionamento no mundo
planta comercial para a producdo de etanol a partir de residuos lignocelulosicos,

apenas plantas pilotos (Tabela 1) e de demonstracéo (Tabela 2).

> MACEDO, I.C, Biomass as a Source of Energy. Report prepared for the inter Academy Council study
on “Transitions to Sustainable Energy Systems”September 2005.
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Tabela 1- Plantas piloto em funcionamento até 2007 (SOLOMON et al., 2007).

Companhia Local Biomassa Capacidade Inicio
logen Ottwa, Canada Cavaco de madeira 900 kg/dia 1985
logen Ottwa, Canada Palha de trigo 900 kg/dia 1993
Masada/TVA Muscle Shoals,  p1adeira ND 1993

EUA

SunOpta Norval, Canada Varios (ndo-madeira) 450 kg/dia 1995
Arkenol Orange, EUA Varios 900 kg/dia 1995
Bioengineering Fayetteville Ma,delra mole e casca ND 1998
Resources de arvore

NREL/DOE Golden, EUA Palha de milho, outros 900 kg/dia 2001
Pearson _ Abardeen. EUA Residuos de madeira, 27 Mg/dia 2001
Technologies palha de arroz

NEDO Izumi, Japao Cavaco de madeira 300 L/dia 2002

- Pirassununga, 1.600
Dedini Brasil Bagaco m3/ano 2002
Tsukishima Kikal Ich|~kawa, Chiba, Residuos de madeira 900 kg/dia 2003
Co. Japéo
Etek EtanolTeknik (S)l:réE:(aoldswk, Serragem de abeto 5000 L/dia 2004
Pure Vision Ft. Lupton, Eua Palha de milho, bagaco 90 kg/dia 2004
Universal Entech Phoenix, EUA Lixo municipal 100 L/dia 2004
Sicco A/S OQense, Palha de trigo 100 kg/h 2005

Dinamarca

Abengoa Bioenergy  York, EUA Palha de milho® 2000 m%/ano 2006
4Em conjunto com uma planta de etanol e gréos
Tabela 2 - Plantas de demonstracdo até 2007 (SOLOMON et al., 2007).

Companhia Local Biomassa Capacidade Inicio
logen Ottwa, Canada Palha de trigo, aveia e 3000 m*ano 2004

cevada

Clear Fuels Kauai, EUA Bagago e residuos de 11400 m¥/ano 2007
Technology madeira
Celunol Jennings, EUA  Bagaco e casca de arroz® 5000 m%ano 2007

a - ~
Em conjunto com uma planta de etanol e grdos
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Em 2010, conforme Sollomon et al., 2007, diversas plantas comerciais ja
estariam em funcionamento ou em fase final de instalacdo, das plantas destacadas na
Tabela 3 € apresentado algumas unidades ativas em 2010.

Tabela 3 - Plantas comerciais ativas em 2010 de acordo com previsao de Sollomon et
al. 2007.

Companhia Local Biomassa Capacidade Inicio
Bloeth.anol Japan Sakai, Jap&o Re3|duos~ de madeira de 1.409-4.000 2007
Kansai construcdo m>/ano
Abengoa Bioenergy e Babilafuente, 5.000 2007
SunOpta Espanha Palha de trigo® m>/ano

Xethanol e Spring Cavaco de madeira 130.000

Hope Spring Hope, EUA dura, _re5|duos de m/ano 2007
madeira, outros

Biofuels Xethanol e Augusta, EUA Residuos de madeira, 199.000 2007

Coastal outros m°/ano

Dedini Brasil 203'000 2007
Bagago m*/ano

Colusa Biomass Colusa, EUA Palha e casca de arroz, 383.000 2007

Energy palha de milho m°/ano

Future Fuels Toms River, EUA Residuos de madeira, 209 000 2008
outros m°/ano

Genahol Orrville, EUA . . 15000 558
Lixo municipal m*/ano

Pencor-Masada Middletown, EUA . N 34000 5508

OxyNol Lixo municipal m°/ano

Etek EtanolTeknik Suécia Re3|duo_s de madeira 32000 2009
mole (pinho e abeto) m*/ano

#Em conjunto com uma planta de etanol e graos

3.4 Caracteristica dos residuos lignocelulosicos

Residuos lignoceluldsicos sdo os mais abundantes complexos organicos de

carbono na forma de biomassa de planta (BADHAN et al. 2007).
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Essa biomassa apresenta em sua composicdo basica alguns componentes-
chaves, tais como, celulose, hemicelulose e lignina os quais consistem de Varios
carboidratos polimerizados (YU et al., 2008).

De acordo com Jayaraman (2003), as fibras vegetais podem ser consideradas
compositos de fibras de celulose mantidas coesas por uma matriz constituida de
lignina e hemicelulose, cuja funcdo € agir como barreira natural a degradacao
microbiana e servir como protecdo mecéanica (Figura 3). Suas caracteristicas
estruturais estdo relacionadas a natureza da celulose e a sua cristalinidade. Entende-se
por cristalinidade o grau de ordenacdo das cadeias de celulose e influenciam

diretamente nas caracteristicas de resisténcia mecanica das plantas (SILVA, 2009).

Celulose

Hemicelulose

Figura 3 - Estrutura de uma fibra vegetal
Fonte: do Autor

Segundo Dekker (1985), as percentagens desses componentes na maioria das
fibras vegetais podem variar de 40 a 50% para a celulose, 15 a 30% para a
hemicelulose e 10 a 30% para a lignina.

Conforme Aradjo et al. (2008), a celulose é o material organico mais
abundante na terra, com uma producdo anual de mais de 50 bilhdes de toneladas. A
celulose é um polimero linear do dimero celobiose (Figura 4) e sua hidrélise gera
glicose. A hidrolise pode ser catalisada por acidos concentrados ou ndo e também por

enzimas (celulases).
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OH
GLICOSE GLICOSE GLICOSE

Figura 4 - Representacdo da estrutura molecular da celulose.
Fonte: (Wikipedia., 2009)

A hemicelulose (Figura 5) é constituida basicamente por pentoses, com uma
cadeia principal de xilose e vérias ramificacGes de manose, arabinose, galactose, acido

glicurénico entre outros.

G X G
1 1 1
\: 1 1
4 2 5
FeEA—-5A A X A FeA—5A A X A A X A
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
{ 1 1 { 1 1 1 1 4 ! 1
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
X1—)4x1—>4x1—>4x1—>4x1ﬁ4x1—>4X‘I—>4XT—54X1—>4X1—>4X1—>4X1—>4X‘I—>4X1—>4X1—>4X1—>4X
2 2 2 2 2 2
T T 1 T T T
1 1 1 1 1 1
GlcA—A A GlcA FeA — 5A GIcA
2 3
T T
1 1
X X

Figura 5 - Representacdo esquematica da hemicelulose. A: arabinose; FeA: Acido
FerGlico; G:galactose; Glc: Acido Glicurénico; X: xilose.
Fonte: (GRAY et al., 2006)

A hidrdlise da hemicelulose é mais facil se comparada com a celulose, mas a
fermentacdo de acucares de cinco carbonos ainda ndo é tdo desenvolvida quanto a da
glicose, isto se deve principalmente ao seu baixo rendimento em etanol, geralmente
atribuido a co-producdo de xilitol e acido acético e a baixa tolerancia dos
microorganismos ao produto gerado (GRAY et al., 2006).

Diferentemente da celulose e hemicelulose que tém estruturas bem definidas e

conhecidas, as ligninas ( Figura 6) sdo biopolimeros tri-dimensionais amorfos com
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uma estrutura molecular complexa e variavel que depende da espécie vegetal,

localizacdo, idade da planta, estacdo do ano, etc.

Figura 6-Estrutura geral da lignina
Fonte: (Wikipedia., 2009)

As ligninas sdo constituidas basicamente por duas unidades basicas guaiacil e

sinapil, apresentadas na Figura 7.

CHy CHs
CH CH
A3 3
0 c|) o~
OH CHs OH
Guaiacil Sinapil

Figura 7-Unidades bésicas das ligninas.
Fonte: Centro Virtual de Desenvolvimento de Compositos Biodegradaveis (2010)
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Diversos trabalhos cientificos caracterizaram inimeros tipos de residuos
lignocelulosicos por diferentes objetivos e seus resultados sdo apresentados na Tabela
4,

Tabela 4 - Composicdo percentual de celulose, hemicelulose e lignina em massa seca
de residuos lignoceluldsicos.

Celulose Hemicelulose Lignina

Biomassa (%) (%) (%) Fonte
Madeira de Oliveira 31,4 15,8 18,8 Caraetal. (2008)
Bagago de Cana 54,87 16,52 23,33 Guimaraes et al. (2009)
Fibra de Milho 14,28 16,8 8,4  Mosier et al. (2005)
Madeira de Pinho 46,4 8,8 29,4  Mosier et al. (2005)
Milho 37,5 22,4 17,6  Mosier et al. (2005)
Palha de trigo 38,2 21,2 23,4  Mosier et al. (2005)
Papel de Escritorio 68,6 12,4 11,3 Mosier et al. (2005)
Casca de abacaxi 19,8 11,7 Bardiaya et al. (1996)

Em relacdo a composicdo quimica dos residuos da bananeira, Oliveira et al.
(2007) analisaram a composicdo quimica de diversas partes da bananeira M. Dwarf
Cavendish, inclusive o pseudocaule. Bardiaya et al. (1996), avaliaram as cascas de
banana enquanto que Cordeiro et al. (2004) e Guimardes et al. (2009) analisaram

exclusivamente o pseudocaule e os resultados séo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Composic¢do percentual em massa seca dos residuos da bananeira

Partes da Celulose  Hemicelulose Lignina Fonte
Bananeira % % %
Nevura das Folhas 39,5 23,2 18 Oliveira et al. (2007)
Casca da banana 11,11 5,36 Bardiaya et al. (1996)
Engaco 28,4 9,5 10,5 Oliveiraet al. (2007)
Engaco 33,34 11,12 8,79  Soffner (2001)
Folhas 20,7 11,4 24,3  Oliveiraet al. (2007)
Pseudocaule
Musa cavendischii 37,1 12,6 13,3  Oliveira et al. (2007)
Pseudocaule
Musa acuminata 34,5 25,6 12 Cordeiro et al. (2004)
Pseudocaule
Musa sapientum 50,15 0,77 17,74  Guimardées et al. (2009)
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A maioria dessas pesquisas ndo apresentou em suas metodologias as

consideracdes relativas a localizacdo da plantacdo, espécie, tamanho da planta, tipo de

solo, condigdes climéticas, idade de planta e outros parametros que podem favorecer a

diferenciacdo entre amostras de uma mesma espécie de planta. Esta situacdo ja foi

observada por Rowell et al. (2000) e por Satyanarayana et al. (2007).

3.5 Producéo do etanol a partir de residuos lignocelulésicos

O processo de producdo de etanol que utiliza materiais lignocelulésicos

(biomassa) como substrato pode ser resumido basicamente em cinco etapas

operacionais

8):  pré-tratamento

fisico, pré-tratamento  quimico

(deslignificacdo), despolimerizacédo, fermentacdo e extracdo/purificacdo do etanol.

Biomassa Vegetativa

Residuos lignocelulosicos/

Pré-tratamento fisico
Lavagem, peneiragéo,

cominuicdo, explosdo a vapor

Pré-tratamento Quimico/
Deslignificacio

NaOH, H,80,, H,0, HCl, entre

outros

Extra¢io
Destilagdo e
purificagdo do etanol

Despolimerizacio
Conversdo da celulose

em glicose. Uso da
hidrélise acida,
enzimatica ou ambas

W

Fermentacio
Conversdo dos
agucares de glicose em
etanol

Figura 8 - Fluxograma operacional simplificado para a producdo de etanol a partir de

residuos lignocelulésicos.

Fonte: do autor

3.5.1 Pré-tratamento fisico dos residuos lignocelulésicos

De acordo com Baudel (2007), o processo de producéo de etanol de 22 geracéo

a partir de residuos lignocelulésicos demanda a transformacdo da celulose e

hemiceluloses em seus respectivos mondmeros (glicose e xilose) e subsequente

21




conversao dos mesmos pelos microrganismos em etanol. Entretanto, a celulose nativa
encontra-se muito protegida pela matriz lignina-carboidrato, de modo que a celulose
torna-se muito resistente a agdo hidrolitica, resultando em processos lentos de
conversdo da celulose em glicose. Portanto, torna-se necessario realizar um pré-
tratamento da biomassa de modo a incrementar a exposi¢cdo das fibras de celulose,
tornando-a mais acessivel aos agentes hidroliticos.

Entre esses pré-tratamentos, os mais simples sdo a trituracdo e a secagem do
substrato, conforme empregados por Inoue et al. (2005), Yat et al. (2008) e Cara et
al. (2007), entre outros. Esses tipos de processos, assim como os de lavagem,
peneiracdo e explosdo a vapor visam facilitar o acesso do agente hidrolitico na
conversdo dos polimeros em seus mondmeros (despolimerizagao).

O uso do pré-tratamento da biomassa depende do tipo de substrato empregado.
Normalmente, esta operacdo € utilizada para alterar a estrutura fisica do material
permitindo assim um melhor rendimento das operacGes de deslignificacdo e/ou
hidrélise. Exemplo disto é a explosao a vapor (steam exploded) empregada por varios
autores no pré-tratamento de bagaco de cana-de-aclcar (DAWSON e BOOPATH,
2007; ROSSELL, 2007) e de cavacos de madeira (SASSNER et al., 2007;
SODERSTROM et al, 2003). Outro exemplo é o processo denominado Termo-
hidrélise (LHW — Liquid Hot Water), o qual utiliza agua quente em pressdes acima do
ponto de saturagdo para hidrolisar a hemicelulose. Em ambos os processos nédo se
costuma utilizar catalisadores quimicos o que pode tornd-los economicamente
interessantes e ambientalmente atrativos (HAMELINCK et al., 2005).

A explosdo a vapor dos residuos lignocelulésico é um processo largamente
utilizado e proporciona um aumento consideravel da area superficial da celulose
aumentando a susceptibilidade a etapa de despolimerizacdo. E considerado um
método alternativo de polpacdo de madeiras duras (folhosas), de madeiras moles
(coniferas) e de gramineas, como o bagaco de cana (KAAR et al. 1998)

O processo denominado Termo-ihidrélise (LHW — Liquid Hot Water) utiliza
agua quente em pressdes acima do ponto de saturacdo para hidrolisar a hemicelulose.
Neste processo ndo se utiliza catalisadores quimicos (HAMELINCK et al., 2005).
Segundo Mosier et al. (2005), no processo LHW o contato da biomassa com a agua
liquida pressurizada pode ser de até 15 min em temperaturas que variam de 200 a
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230°C. O processo pode dissolver até 60% da biomassa com remocdo de 4-22% da

celulose, 35-60% da lignina e toda a hemicelulose.

3.5.2 Pré-tratamentos quimicos dos residuos lignocelulésicos

Os pré-tratamentos quimicos sdo baseados na hidrolise e fragmentacdo das
ligninas e da hemicelulose e visam proporcionar aos residuos lignocelulésicos uma
maior eficiéncia da reacdo de hidrolise da celulose tanto pela remocdo dessas
substancias interferentes quanto pelo aumento da porosidade do substrato (CHANG e
HOLTZAPPLE, 2000).

Diferentes técnicas de tratamentos quimicos visando a deslignificacdo tém
sido propostas (SANCHEZ & CARDONA, 2008; OLIVEIRA, 2007; SILVA, 2009;
PARAJO et al., 1998; TAHERZADEH & KARIMI, 2007) para utilizacdo de residuos
lignocelulésicos como matéria-prima na obtencdo de produtos.

A deslignificacdo tem como objetivo a extracdo da lignina presente na
biomassa através da sua solubilizacdo no meio liquido, de maneira que a celulose e a
hemicelulose possam ser hidrolisadas com maiores rendimentos em seus agucares
fermentaveis hexoses e pentoses, respectivamente (HAMELINK et al. 2005).

Dependendo do tipo de biomassa empregada, a remoc¢éo adequada da lignina
tem sido apontada como imprescindivel na obtencdo de etanol economicamente
viavel. A escolha do processo ideal pode favorecer tanto uma alta taxa de extracéo de
lignina e hemicelulose como evitar a perda de celulose pela sua degradacdo prévia. A
parte solida constituida por celulose e, normalmente, um residual de lignina e de
hemicelulose, segue para a etapa de obtencgéo da glicose.

E importante observar que condicBes muito severas na deslignificacdo ou
remocdo da hemicelulose podem também favorecer a uma maior producdo de
inibidores dos processos subsequentes. De acordo com Del Campo et al. (2006), ao se
utilizar a hidrolise acida, dependendo das condicGes operacionais empregadas, pode
haver a formacéo de furfural e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) a partir da pentose e
hexose presentes no meio, respectivamente. Esses compostos sdo tdxicos e inibidores
da hidrolise enzimatica e da fermentagéo alcodlica.
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Conforme Hamelink et al. (2005), a deslignificacdo com hidrdlise catalisada
por alcalis como NaOH ou Ca(OH), € um processo interessante do ponto de vista que
a remocdo da lignina é quase que total juntamente com a hemicelulose e os custos
relativos com equipamentos sdo menores. Com a remogdo da lignina e parte da
hemicelulose a reatividade da celulose na etapa de sacarificacdo é aumentada e 0s
custos dos reatores sdo menores se comparado com 0s processos que utiliza acido.

Muito difundido pelas industrias de papel e celulose, o processo Organosolv
que utiliza solventes organicos (etanol, metanol) associados com agua e as vezes com
um catalisador acido (H,SO,4, HCI), é apontado por Hernandez (2007) como uma
outra possibilidade da deslignificacdo e remoc¢do da hemicelulose. De acordo com o
autor, a volatilidade do solvente utilizado nesse processo facilita a sua recuperagéo
por destilacdo e resulta em um menor impacto ambiental comparado aos demais
processos.

A integracdo de processos de pré-tratamentos fisicos e pré-tratamentos
quimicos que visam aperfeicoar a deslignificagdo para a obtencdo de celulose de
residuos lignocelulésicos € hoje objetivo de varios estudos.

De acordo com Sun e Cheng (2002), quando se utiliza a explosdo a vapor
catalisada com acidos (H2SO,) € possivel aumentar a eficiéncia da despolimerizagédo
enzimatica, diminuir a producdo de compostos inibidores e promover uma remogao
mais completa de hemicelulose. As condi¢cBes Otimas deste pré-tratamento para o
bagaco de cana foram reportadas como: 220°C, 30 segundos de residéncia, 50% de
solidos e 1% de H,SO,.

Da mesma maneira que a explosdo a vapor pode ser catalisada por acido, Sun
e Cheng (2002), relatam o processo que utiliza como catalisador a aménia liquida a
alta temperatura e pressdo, AFEX (do inglés - Ammonia Fiber EXplosion). No
entanto é salientado que o processo melhora a hidrolise e extracdo da hemicelulose,
mas apresenta resultados ruins em biomassa com alto teor de lignina.

Hamelinck et al. (2005) citam o processo de explosdo de CO, que € similar a
explosdo a vapor. Os rendimentos de glicose na hidrélise enzimatica posterior sdo
baixos (75%) comparados com as explosdes de vapor e amonia. Entretanto, de forma
geral a explosdo de CO, tem custos melhores que a exploséo de amonia e ndo causa a

formacéo de inibidores como no caso da explosdo com vapor.
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Segundo Rossell e Olivério (2004), atualmente um processo que se destaca é o
DHR (Dedini Hidrdlise Rapida), de propriedade da industria brasileira Dedini
Industrias de Base. Processo baseado na hidrolise acida do bagaco de cana para
obtencéo de etanol, a DHR é considera pela Dedine como uma das rotas tecnoldgicas
mais promissoras para o aumento da producdo de etanol. O processo DHR utiliza a
metodologia da extracdo de lignina e hemicelulose baseada na combinacdo do
processo organosolv com o da hidrolise acida. Como a fracdo das pentoses ndo €
utilizada, o rendimento de etanol é relativamente baixo (109 L/t de bagaco in natura);
mas, considerando as evolugbes tecnologicas previstas e o aproveitamento das

pentoses, o rendimento de etanol pode chegar a 180 L/t .

3.5.3 Despolimerizacao da celulose (hidrolise)

Na etapa de despolimerizacdo da celulose ocorre a conversao do polimero em
glicose (1) a partir da reagdo de hidrdlise catalisada por &cido diluido, &cido

concentrado ou enzimas (celulase).

(C6H1005)n + NnH,0 — nCsH 1,054 (l)

O rendimento tedrico da conversdo de celulose em glicose, apés hidrdlise total
do substrato, é de 1,11 g g™ (FINGERUT 2006).

De acordo com Hamelinck et al., (2005) o rendimento real do processo quando
ndo existe o pré-tratamento chega a ser inferior a 20%, mas pode ultrapassar os 90%
quando a biomassa é pré-tratada.

Segundo Dipardo (2000), a despolimerizacdo por hidrélise acida (tanto
concentrada, quanto diluida) ocorre em temperaturas mais altas do que as aplicadas no
pré-tratamento, favorecendo assim a hidrolise da fracdo celuldsica. O processo com
acido diluido utiliza altas temperaturas e pressées, com tempos de reacdo de segundos

a alguns minutos, facilitando o uso de processos continuos. Ja 0s processos com acido
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concentrado s@o conduzidos em condi¢Ges mais amenas, mas com tempos de reacédo
tipicamente mais longos (GRAF e KOEHLER, 2000).

A hidrdlise com &cido diluido € a tecnologia mais antiga para a conversao de
biomassa em etanol. De acordo com informagdes do Departamento Americano de
Energia e Eficiéncia Energética e Energias Renovaveis (EERE, 2007) o processo de
hidrolise de madeira para producédo de alcool teve inicio comercialmente em 1898 na
Alemanha. O processo envolve duas reagdes; primeiramente o material celulésico €
convertido em agUcares, mas, se a rea¢do continua, os acglcares sdo convertidos em
outras moléculas como o furfural que atuam negativamente diminuindo os
rendimentos da fermentacdo (GRAF e KOEHLER, 2000). Com o intuito de néo
ocorrer a formagéo de tais inibidores, a primeira etapa do processo envolve condigdes
brandas (por exemplo, 0,7% de acido sulfarico, 190 °C, 3 min) proporcionando a
extracdo dos aclcares de 5 carbonos provenientes da hemicelulose, enquanto a
segunda etapa utiliza condi¢bes mais severas (0,4%, 215 °C, 3 min) para liberar os
acucares de 6 carbonos provenientes da hidrolise da celulose.

O processo de hidrolise com &cido concentrado, usualmente acido sulfdrico,
favorece a producdo de um gel que pode ser separado do material sélido, rico em
celulose, a ser conduzido para a obtencdo da glicose (DIPARDO, 2000).

Para processos de hidrélise do bagaco de cana pré-tratados, de acordo
Hamelinck (2005), os rendimentos sdo de 89% para manose, 82% para galactose, e
apenas 50% para glicose; ja no processo com acido concentrado utilizando de 30% a
70% de &cido sulfurico, a baixas temperaturas (40°C), com tempos de reacdo de 2 a 6
horas, € possivel se obter altos rendimentos de aglcares (90%) com baixo nivel de
degradagéo.

Sarrouth et al. (2007) verificaram a hidrélise de bagaco com éacido
concentrado (70% H,SO,) e obtiveram 88% de rendimento no tratamento realizado a
50 °C/60 min para uma relagdo de teor de sélidos/solucdo 4cida de 0,02g g™. Os
autores também investigaram um processo alternativo, no qual a hidrélise ocorre em
duas etapas: a primeira com acido concentrado (70% H,SO,4a 50°C) e a segunda com
uma solucdo um pouco mais diluida (30-40% H,SO, a 80°C). Os rendimentos
alcangaram até 97,5%. Entretanto, os autores alertam que o aumento dos custos

associados a essa alternativa tornam-na economicamente inviavel.
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Soderstrom et al. (2003), empregaram a hidrolise acida duas vezes para a
bioconversdo de residuos de madeira do pinus Picea abies em etanol. A primeira
hidrélise foi realizada em solu¢do de H,SO4 0,5% m/m, a 180 °C durante 10 min,
contendo 30 % de massa seca (ms) de residuo, produzindo uma solucdo rica em
glucano (53,7 % ms) que foi separada por centrifugacdo para posterior fermentacéo; e
a segunda hidrolise, feita no residuo solido resultante da centrifugacdo, foi conduzida
em diferentes condig¢des operacionais (H,SO4 1-2% m/m, 180-220°C, 2-10 min) com
posterior filtracdo para separacdo dos sélidos residuais. As solucBes liquidas
resultantes de cada hidrolise foram submetidas a dois diferentes tipos de hidrdlise
enzimatica por celulase, adicionada de p-glucosidase: hidrolise e fermentagéo
realizadas ao mesmo tempo no biorreator e hidrolise e fermentacdo realizadas em
separado. De acordo com o0s autores, 0 maior rendimento em etanol (0,69 ¢
produzido/g teorico) foi alcancado quando a hidrdlise enzimatica foi realizada
separadamente da fermentacdo com a segunda hidrdélise acida conduzida a 210 °C
com H,SO4 2% m/m, durante 2 min.

Recentemente, Sassner et al. (2006, 2007), realizaram semelhantes estudos
com cavacos de Tora (variedade de salgueiro, hibrido de Salix schwerinii e Salix
viminalis, cultivado no sul da Suécia) e também recomendaram a hidrolise acida
(H2S04 0,5% m/m, 210 °C, 8 min) seguido da hidrolise enziméatica nas mesmas
condicOes de Soderstrom e colaboradores para a producdo de bioalcool. O rendimento
méximo em etanol foi de 0,78 g g™, com concentracdo final de 16 g etanol L™ ap6s
fermentacdo por Saccharomyces cerevisae, a 30°C, durante 72 horas.

Segundo Hamelinck et al. (2005), a hidrélise da biomassa pela celulase é
economicamente interessante pois existe a possibilidade de se produzir a enzima na
prépria planta e até no mesmo reator onde ocorre a hidrolise e fermentacdo. Bactérias
e fungos podem produzir as enzimas da celulase, mas os fungos tém recebido mais
atencdo por conta do crescimento em aerobiose e pela boa produtividade. No entanto,
atualmente é dificil combinar as condic¢Ges 6timas de producgdo da enzima e hidrolise
da biomassa.

Dipardo (2000) e Lynd et al. (1996) também destacam a hidrolise enzimética e
a consideram como a “chave” para a producédo de etanol com menores custos no longo
prazo. Segundo Sun e Cheng (2002) a reducdo nos custos dos processos enzimaticos
se da em funcdo destes serem conduzidos em condi¢des mais amenas (pH 4,8 e
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temperatura entre 45-50 °C) reduzindo assim o custo com utilidades e manutencao de
equipamentos.

A hidrélise enzimética apresenta algumas vantagens em relacdo a hidrolise
acida, como por exemplo, maior especificidade do biocatalisador, menores taxas de
degradacdo da glicose, condicGes brandas de temperatura e pressdo de operacéo e
menores custos de separacao devido a menor formacgdo de subprodutos indesejaveis.
No entanto, ainda é necessario o avanco no desenvolvimento de enzimas para tornar
vidvel a implantacdo dos processos de hidrolise enziméatica em escala comercial
(SEABRA, 2008).

Adsul et al. (2005) testaram a hidrolise enzimatica de algumas amostras de
bagaco deslignificado por diferentes pré-tratamentos. O melhor rendimento (94,6%,
conduzido a 50°C durante 60 min) foi obtido para uma amostra pré-tratada com
explosdo de vapor. Inoue et al. (2005) obtiveram resultados semelhantes (91,7% de
rendimento de glicose a 45 °C durante 75 h), mas com o bagaco pré-tratado somente
por trituragdo. Em fermentacdo subseqliente, os autores obtiveram rendimento de 0,2
L de etanol por kg de biomassa seca.

3.5.4 Fermentacéao

A fermentacdo do caldo de agUcares redutores, obtido apds os a hidrélise dos
materiais lignoceluldsicos, € um estagio importante para atingir um processo de
obtencdo de etanol de 22 geracdo que assegure uma conversdo minima destes actcares
e seja compativel com um custo de producdo factivel, sob uma visdo técnica e
econdmica. Ainda deve ser levado em conta 0 consumo energético associado as
condicbes de fermentacdo e a concentracdo de etanol no vinho final obtido
(ROSSELL, 2007).

Os materiais lignocelulésicos, constituidos de celulose, hemicelulose e lignina
quando hidrolisados disponibilizam uma fracdo de hexoses resultante da celulose que
é facilmente fermentavel. A hidrdlise da hemicelulose fornece pentoses (xilose e
arabinose), carboidratos estes ndo diretamente fermentaveis por leveduras industriais,
sendo a biotransformacéo destas pentoses a etanol um dos desafios mais importantes a
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resolver no ambito cientifico e tecnoldgico. Ainda, da hemicelulose resultam hexoses
tais como: glicose, manose e galactose; sendo que esta ultima exige linhagens de
levedura especificas para a producdo de etanol (GRAY et al.,2006).

Pesquisadores tém recorrido a engenharia genética para adicionar rotas
metabolicas de pentose em leveduras e outros microorganismos etanologénicos e
também melhorar o rendimento dos microrganismos que ja tém a capacidade de
fermentar ambos os aguUcares. Muito embora tenha se conseguido muito sucesso nesse
sentido, a fermentacdo de misturas dos acglcares da biomassa ainda ndo atingiu um
patamar comercialmente viavel (SEABRA, 2008).

Até 0 momento a maioria dos processos descarta a fracdo de pentoses, ou
fermenta em etapas distintas hexoses e pentoses, 0 que compromete sua viabilidade
econdmica. A evolucdo do processo é a combinacdo das diferentes reagfes em um
menor nimero de reatores com microorganismos capazes de fermentar ambos 0s
acucares com alto rendimento (WOOLEY et al, 1999).

Ainda a experiéncia em fermentacdo alcodlica convencional a partir dos
acucares extraiveis da cana-de-agUcar ndo pode ser esquecida quando a questdo é
avaliar propostas de rotas de fermentacéo de licores hidroliticos.

O processo de fermentacdo alcoolica consiste de uma série de reacOes
quimicas catalisadas por um microorganismo, usualmente a levedura Saccharomyces
cerevisiae. A fermentacdo se da em condi¢des de anaerobiose como meio de provisao

de energia para manutencao das atividades vitais e crescimento.

Na fermentacdo alco6lica uma molécula de glicose (CsH120g) € convertida em
duas de etanol (C,HsOH) e mais duas de CO,. Estequiometricamente, o rendimento
teérico da reacdo é de 0,511 g etanol (g glicose)™. No entanto, parte dos acticares
presentes no meio € consumida em reacdes paralelas necessarias para a sintese de
etanol. Além do crescimento microbiano, outros produtos podem ser formados, dentre
eles o glicerol e &cidos organicos, principalmente acético e succinico, além de outros
alcodis. Industrialmente a fermentacdo alcodlica apresenta eficiéncia (relacdo
percentual entre rendimento real e rendimento tedrico) da ordem de 90% (DIAS,
2008).

Levando em conta a necessidade de realizar processos de pré-tratamento da

biomassa sem o0s quais a hidrolise torna-se inviavel, independente da mesma ser
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catalisada por acidos ou enzimas, havera a formagdo de uma série de compostos
secundarios durante estes pré-tratamentos (acidos alifaticos de baixa massa molecular,
derivados de furanos e derivados fendlicos), que inibem fortemente a atividade
fermentativa dos microorganismos em geral e a levedura em particular. Com o
propésito de aumentar a fermentabilidade dos hidrolisados obtidos apds o pré-
tratamento é necessario reduzir a concentracdo, ou eliminar totalmente do meio, 0s
compostos toxicos gerados no pré-tratamento, ou entdo utilizar linhagens robustas de
microrganismos resistentes (GRAY et al.,2006).

Os métodos de desintoxicacdo do hidrolisado podem ser fisicos, quimicos ou
bioldgicos; cada um tem um efeito sobre a fermentabilidade e composicdo do
hidrolisado, permitindo também que varias estratégias de fermentacdo possam ser
utilizadas para melhorar o rendimento da producéo de etanol (SEABRA, 2008).

Palmiquivist e Hahn-Hagerdal (2000) e Chandel et al. (2007) testaram alguns
métodos de desintoxicacdo de hidrolisados de bagaco e concluiram que o método por
troca ionica foi o mais eficaz, resultando no melhor rendimento da fermentacdo com
Candida shehatae. Em uma técnica alternativa, Martin et al. (2007) obtiveram bons
resultados para a fermentacdo do hidrolisado de bagaco com uma linhagem
recombinante de S. cerevisae adaptado a meios com alto teor de inibidores. Por
reduzir a necessidade de desintoxicacdo, a técnica de adaptacdo de microrganismos
pode ser uma alternativa muito interessante para a reducdo de custo do etanol para os
processos futuros (SEABRA, 2007).

Especificamente em relacdo aos residuos agroindustriais gerados na
bananicultura, Hammond et al. (1996) avaliaram a producéo de etanol empregando
() polpa de banana verde, (b) cascas de banana e (c) fruto com casca. Os autores
realizaram a hidrolise acida e a hidrolise enzimatica (uso de a-amilase e
glucoamilase) sobre o rendimento do processo, porém ndo especificaram as variaveis
operacionais utilizadas. De acordo com o0s autores, 0 maior rendimento em etanol
(0,499 L kg™ massa seca) foi obtido com o fruto com casca previamente hidrolisado

por enzimas.
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3.5.4.1 Fermentacdo e sacarificacdo simultaneas — Processo SSF

No processo SSF (do inglés Simultaneous Saccharification and Fermentation),
0s agUcares produzidos na hidrélise sdo simultaneamente fermentados a etanol,
reduzindo enormemente a inibicdo dos produtos a hidrolise. Nesta configuracdo existe
um contraponto entre o custo de producdo da celulase e o custo da
hidrdlise/fermentacdo. Tempos de reagdo menores para a hidrélise envolvem maiores
custos de celulase (HAMELINCK et al,, 2005).

Uma evolucdo do processo SSF € a inclusdo da co-fermentacdo de substratos
com multiplos acucares, permitindo o consumo de pentoses e hexoses no mesmo
reator. Essa nova proposta tem sido denominada de processo SSCF, do inglés
Simultaneous Saccharification and CoFermentation e ja foi testada em escala piloto.

Para Hamelinck et al. (2005), o final da evolucdo da tecnologia parece ser o
estabelecimento do bio-processo consolidado (CBP - do inglés Consolidated
BioProcessing), no qual as quatro transformacfes bioldgicas envolvidas na producao
do etanol (producéo de enzimas, sacarificacdo, fermentacdo de hexoses e fermentacédo
de pentoses) ocorrem em uma Unica etapa. Neste caso, segundo Wyman (2007),
microorganismos termofilicos necessitariam produzir anaerobicamente complexos
enzimaticos (celulossomos) com melhor atividade celulolitica que as tipicas enzimas
de fungos e fermentariam todos os acucares liberados no mesmo reator. De acordo
com Lynd et al. (2005) um fenbmeno que impacta sobre a performance desta
configuracdo € a sinergia entre enzima-microorganismo, a qual possibilitaria um
aumento da efetividade da celulase na presenca do complexo celulose-enzima-
microrganismo em comparagdo com os complexos celulose-enzima.

Conforme Seabra (2008), ainda ndo existem microorganismos (ou
combinacdes) capazes de produzir enzimas e etanol com os rendimentos requeridos,
mas evolucbes tém ocorrido. Apesar das expectativas, ainda ndo existe consenso
sobre qual seria 0 melhor caminho para a reducao dos custos de producéo do etanol de
2% geracdo. Enquanto alguns pesquisadores acreditam que para alcangar o sucesso
nesse processo a “chave” esteja na reducdo do numero de etapas do processo, outros
sugerem que o melhor seria buscar otimizacdo dos reatores separadamente, por conta
da diferenca de condic¢des Otimas de cada etapa e também por permitir um melhor
controle do processo.
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4. MATERIAL E METODOS

A Figura 09 apresenta o fluxograma operacional das etapas envolvidas nos

experimentos realizados neste trabalho.

Pseudocaule de Bananeira
Tnturagdo Moagem Tnturagéo Tnturagdo
Caldo Desliznificagio Hidvolise 4cida
Lavagio Lavagio
Hidrobise &cida Hidrolise Hidrolise acida Hidrdlise Hidrohise
enzimatica enzimatica enzimatica
M
Fermentagdo Fermentagio Fermentagdo | Fementacdo
L

Figura 9 - Fluxograma operacional global utilizado nos diferentes experimentos
realizados neste trabalho. Linha tracejada indica etapa a ser realizada em trabalhos

futuros.
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4.1 Substrato de fermentacéo

Foi empregado o pseudocaule da bananeira Musa cavendischii, popularmente
conhecida em Santa Catarina como nanica. O residuo foi coletado na Industria de
Alimentos Waldemar Arndt situada em Garuva-SC, fornecedora de produtos
industrializados de banana e detentora da marca Tipikus.

Apos ser cortado em fatias de aproximadamente 10 cm de largura, quando nao
usado no mesmo dia, o material foi colocado em sacos plasticos e congelado até o dia
da sua utilizacéo.

O teor de umidade do substrato, previamente determinado por gravimetria
(secagem do material a 90 °C até massa constante) e considerado igual para todos 0s
experimentos realizados e foi de 20,4 gramas de dgua por grama de massa seca (g/g

ms), ou seja, 95,3% de umidade absoluta.

4.1.1 Pré-tratamento fisico

O residuo in natura, apds descongelamento para o caso de material
armazenado, foi picado manualmente com faca em tamanhos de aproximadamente 3
cm e em seguida triturado em liquidificador doméstico com adicdo de agua suficiente
para a concentracdo inicial de substrato desejada. A agua empregada foi a da rede
publica e o tempo de cominuicdo no liquidificador variou de 1 a 3 min, até a obtencao

de particulas sélidas de tamanho inferior a 2 mm (inspegéo visual).

4.1.2 Tratamentos quimicos e/ou enzimaticos

Foram empregadas quatro diferentes formas de tratamento do substrato: (1)
Ensaios HA-P — wuso de hidrélise acida sem pré-tratamento quimico de
deslignificacdo; (2) Ensaios DPH-P — hidrolise acida com deslignificacdo prévia; (3)
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Ensaios HAHE-P — hidrolise enzimatica precedida de hidrolise acida; (4) Ensaios
DHE-P — hidrolise enzimética com deslignificacdo prévia.

As concentracdes de substrato utilizadas em todos os tratamentos avaliados
foram de 250 g de massa Umida por litro de solugdo aquosa (g mu L™), equivalente a
11,75 g de massa seca por litro (g ms L™). Excepcionalmente para os Ensaios HA-P
foi avaliado também a concentragdo de 500 g mu L™ (23,50 g ms L™).

A concentragdo de 11,75 g ms L™ foi definida com o objetivo de se obter uma
mistura (por inspecdo visual) que ndo apresentasse grande dificuldade para
homogeneizacdo e possuisse alta fluidez e assim, reduzir interferéncias nos
tratamentos e erros nas amostragens. O uso de maior concentragdo de substrato teve
como objetivo buscar o aumento da concentragdo de agucares fermentaveis bem como

aumentar o rendimento do tratamento.

4.1.2.1 Deslignificagéo

Em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de mistura aquosa do
substrato (densidade ~1,0) foi adicionado NaOH para deslignificagdo em duas
diferentes concentragdes: 1 e 3 % m/m em base seca. Em seguida, os frascos foram
acondicionados em agitador orbital e mantidos sob agitacdo constante (120 min™) a
40 °C durante 60 min. Apds a reacdo a mistura foi filtrada e os sélidos retidos,
submetidos a sucessivas lavagens com &gua industrial para retirada do NaOH
remanescente. Esses sélidos, apds escorrimento da &gua de lavagem, foram
encaminhados para a despolimerizacdo da celulose através da hidrolise acida ou da

hidrélise enzimatica.
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4.1.2.2 Despolimerizacgao por acido

Como reatores foram empregados frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo
100 mL de volume de trabalho (VT) (90 mL de mistura aquosa do substrato + massa
de &cido sulfurico + agua destilada suficiente para completar VT).

Inicialmente foi realizada uma série de ensaios com diferentes temperaturas e
tempos de residéncias, utilizando apenas o &cido sulfdrico diluido como agente de
hidrolise sem a deslignificacdo prévia (Ensaios HA-P). Durante esses experimentos
ndo foram removidos quaisquer eventuais subprodutos gerados no processo de
despolimerizacdo. Somente no final da operacdo a mistura hidrolisada foi submetida a
filtragdo em papel filtro para a separagdo dos sélidos residuais do caldo a ser
fermentado.

A massa de acido adicionada em cada reator foi calculada com base na massa
Umida de substrato contida na mistura, ou seja, 2,5 e 5,0 g de &cido para 0s
respectivos casos de H,SO, 1% e 2% m/m quando utilizado 11,75 g ms L™ de
substrato; e 5,0 e 10 g de &cido, nos mesmos casos, quando empregado o dobro do
substrato.

Na Tabela 6 séo apresentas as condigdes experimentais empregadas. Para 0s
ensaios realizados nas temperaturas de 90 e 100°C, os frascos Erlenmeyer foram
acondicionados em banho termostatizado “Banho Maria” da Quimis € para 0s ensaios
a 120°C, foi utilizada a autoclave elétrico Quimis — M25160. Em ambos 0s casos ndo

houve agitagédo dos frascos.
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Tabela 6 - Condicdes experimentais de concentracdo de acido sulfarico, temperatura e
tempo de reacdo, empregadas na hidrolise acida do pseudocaule da bananeira sem o
uso da deslignificacdo prévia - Ensaios HA-P.

Condigdes Experimentais

Ensaio H,SO,4 Temperatura Tempo de reagdo
(% m/m) (°C) (min)
HA-Pg amb.0 0 Ambiente 0
HA'P0,90,15 0 90 15
HA'PO,QO,BO 30
HA'P1,90,15 1 90 15
HA'P1,90,30 30
HA-P;.0015 ) 90 15
HA'P2,90,30 30
HA-P 15
0,100,15 0 100
HA'P0,100,30 30
HA-P 15
1,100,15 1 100
HA'P1,100,3O 30
HA-P 15
2,100,15 2 100
HA'P2,100,30 30
HA-P 15
0,120,15 0 120
HA'P0,120,3O 30
HA-P 15
1,120,15 1 120
HA-P1120,30 30
HA'P2,120,15 2 120 15
HA-P2,120,30 30

As quatro melhores condig¢fes experimentais selecionadas nessa série
de ensaios foram repetidas, empregando agora o tratamento prévio do residuo
com NaOH (Tabela 7).
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Tabela 7— Condicdes experimentais de concentracdo de hidréxido de sodio, acido
sulfurico, temperatura da hidrélise acida (T) e tempo de reacdo (t), empregadas na

despolimerizacdo do pseudocaule da bananeira Musa cavendischii.

Ensaio* CondicOes experimentais Observacoes
NaOH HzSO4 T t

(% m/m) (% m/m) (°C) (min)

HA1 120,15 0 1 120 15 Sem tratamento prévio com NaOH
DiHA112015 1 1 120 15
DsHA1 12015 3 1 120 15

* O simbolo HA corresponde ao uso da hidrdlise 4cida. A identificagdo do ensaio com a letra D
representa o uso da deslignificacdo prévia do residuo antes da hidr6lise acida.

4.1.2.3 Despolimerizagdo por enzimas

Foram realizados 3 ensaios de despolimerizacdo do substrato por enzimas
hidroliticas, com tempo de reacédo de 24 h:
(1) Ensaios HE-P — substrato sem tratamento prévio
(2) Ensaios HAHE-P — substrato previamente hidrolisado com H,SO4 1%, 120°C, 30
min
(3) Ensaio D1HE-P — substrato previamente deslignificagdo com NaOH 1% m/m e
sem hidrolise &cida.

Como branco foi utilizado o pseudocaule in natura triturado.

Com objetivo de se verificar a eficiéncia méaxima deste tipo de tratamento, um
mix de enzimas comerciais cedidas pela Novozymes® (Tabela 8) foi elaborado e

aplicado em todos os experimentos.
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Tabela 8- Enzimas e dosagem recomendadas e empregadas nos ensaios de hidrolise

enzimatica do pseudocaule previamente deslignificado com NaOH.

Enzima Descricdo Dose?
(% m/m)
NS50013 Os principais produtos da reacdo sdo a celobiose 6
Celulase-complexo e aglicose
NS50010 Hidrolisa a celobiose, um dimero de glicose. 0,6
B-glicosidase Também conhecida como celobiase
NS50012 Contém arabinase, 3-glucanase, celulase, 0,4

Complexo enzimatico  hemicelulase, pectinase e xilanase

NS50030 E um purificado de endo-xilanase com alta 0,5
Xilanase especificidade para pentosanas

NS22002 Contém uma mistura de B-glucanase e xilanase 2
Hemicelulase

a
porcentagem expressa em base seca de substrato

Os valores de pH inicial (5,5) e de temperatura (45 °C) empregados foram
valores médios estabelecidos em funcdo das faixas ideais recomendadas pelo
fornecedor das enzimas para essas variaveis (Anexo 1) . Para a corre¢do do pH inicial,
apos deslignificacdo com NaOH, foi empregado H,SO, concentrado.

Como reatores foram empregados frascos Erlenmeyers de 250 ml contendo
90 mL de substrato (11,75 g ms L) e 10 mL de solugdo enzimatica.

O volume de solugdo enzimatica foi proveniente de ‘“solucdo-mae”
previamente preparada em tampdo acetato de sodio/acido acetico 0,1 M, pH 5,5, e
conservada em geladeira até uso. A massa de cada uma das enzimas utilizadas na
solucdo-mae foi calculada de forma que 10 mL desta solugdo resultassem nas

concentragdes apresentadas na Tabela 8.
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4.2 Ensaios de fermentacéo

Foram realizados ensaios de fermentacdo em frascos Erlenmeyer (Ensaios E) e
em fermentador de bancada (Ensaios F). Todos os ensaios foram realizados, no
minimo, em duplicatas. Como ensaio padrédo de fermentacao foi empregada a glicose
P.A. como fonte de carbono.

As esterilizagbes dos diferentes meios de cultivos empregados foram
realizadas a 120 °C, durante 15 min, em autoclave elétrico da marca Quilmes®. O
substrato utilizado, em cada caso, como fonte principal de glicose, foi esterilizado
separadamente dos outros componentes do meio de forma a evitar a reagdo de Meinert
(complexacdo da glicose com as proteinas contidas no meio de cultivo), também

conhecida como reacao de caramelizacao.

4.2.1 Microrganismo

Para a fermentacdo alcodlica foi empregada cultura pura de Saccharomyces
cerevisiae isolada de fermento biolégico seco Fleischmann®. O microrganismo foi
conservado em geladeira (4 °C) e mantido através de repiques quinzenais em placas
de Petri (semeadura por alca de platina em cultivo sélido de superficie) contendo
meio GY (item 4.2.2), adicionado de Agar-Agar na concentracdo de 15 g L. O
periodo de incubacédo das placas de Petri semeadas, antes de irem para a geladeira, foi
de 48 h,a 30 °C.

4.2.2 Meios de cultivo

Como meio base de cultivo foi empregado o meio de cultura, aqui
denominado, GY. Este meio foi proposto por Schulz (2010) a partir da composi¢éo
dos meios utilizados por Monsalve (2006), Pamarola-Adrados et al. (2005) e por Saito
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(2006). As concentragbes de nutrientes, exceto fonte principal de carbono,
empregadas no meio GY foram de (em g L™): extrato de levedura, 3; (NH4),SO4, 0,5;
KoHPQO,, 0,5; MgSO4.7H20, 0,1e CaC|2, 0,1.

4.2.3 Preparo de in6culo

O indculo foi preparado a partir do cultivo do microrganismo em frascos
Erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL de meio GY com 20 g L™ de glicose e 2
mL de suspensdo microbiana (pré-indculo) proveniente de placas de Petri (cultivo de
manutencdo, item 4.2.1). O pré-indculo foi obtido em agua estéril (2 mL/placa) a
partir da raspagem de coldnias desenvolvidas na superficie do meio sélido contido nas
placas. Apos receber o pré-indculo, os frascos foram incubados em agitador orbital
CERTOMAT® S com freqiiéncia de agitacdo de 120 min, 30 °C, durante 18 h.

4.2.4 Fermentacdo em frascos Erlenmeyer

Foram conduzidos em Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de volume de
trabalho (V1) com 20% v/v de in6culo. Os frascos foram incubados durante 24 h nas

mesmas condi¢Ges empregadas no preparo do inoculo.

4.2.4.1 Ensaio padréo - Ensaio EG

Utilizando a glicose como principal fonte de carbono, este ensaio foi realizado
com o objetivo de obter valores padrdes de produtividade e rendimento em etanol
visando comparar com 0S mesmos parametros a serem alcangados nos ensaios com o
uso do pseudocaule como substrato. Como meio de cultivo foi utilizado o mesmo
meio empregado na obtencdo do indculo (meio GY com glicose 20 g L™).
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4.2.4.2 Ensaios com substrato lignocelulolitico — Ensaios EP

Foram realizados dois ensaios de fermentacdo: Ensaio EP1 — uso do
pseudocaule triturado e hidrolisado com &cido, sem deslignificacdo prévia; e Ensaio
EP2 — uso do pseudocaule triturado, deslignificado com NaOH e hidrolisado com

acido.

4.2.5 Fermentacédo em biorreator de bancada - Ensaio FC

Foi realizada apenas com o caldo puro extraido por esmagamento do
pseudocaule in natura.

A fermentacdo foi conduzida em biorreator Biostat® B da B.Braun, com
dornade 2 L e Vyde 1,5 L . Tanto o in6culo como os nutrientes utilizados foram os
mesmos daqueles utilizados em frascos Erlenmeyer.

A temperatura do processo foi de 30°C e o pH controlado em 4,5 com adicao
automética de HCl 1 M ou KOH 1 M.

Para agitacdo do meio em fermentacdo foi empregada uma turbina com seis
pas planas (flate-blade) posicionadas rente ao fundo do biorreator. A frequéncia de

agitacao foi de 150 min™.

4.3 Metodologia analitica

Todas as analises, exceto as realizadas em HPLC, foram realizadas, no

minimo, em duplicatas.
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4.3.1 Umidade

A determinacdo 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 Equacdo 2 para o calculo da umidade. As analises

foram feitas em triplicatas.

Umidade % = Wloo 2)

4.3.2 Determinacao da concentracao de lignina, hemicelulose e celulose do

pseudocaule da bananeira

Inicialmente foi realizado o ensaio denominado Fibra em Detergente Neutro
(F.D.N) onde o contetido celular que é constituido principalmente por proteinas,
gorduras, carboidratos solUveis, pectina e outros constituintes sollveis em agua foram
extraidos em um aparelho digestor com temperatura controlada e volume constante.
Van Soest e Wine (1968) propuseram um complemento ao método anterior com mais
uma digestdo que serviu para a determinacdo apenas da celulose e lignina, nesta etapa
a digestdo foi realizada com detergente acido e o ensaio é denominado de Fibra em
Detergente Acido (F.D.A). Conhecendo-se a porcentagem dos constituintes da parede
celular (F.D.N) e da F.D.A do material analisado, foi possivel calcular a fragdo de
hemicelulose apenas pela diferenca entre aquelas fragfes. A determinagdo de lignina
envolveu a oxidagdo do residuo da F.D.A. com uma solugdo tamponada de &cido

acetico e permanganato de potassio e por fim a concentracdo da celulose e minerais
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insollveis foram obtidas pela diferenca de massa apds cada etapa de solubilizacdo

controlada e incineracdo da amostra.

4.3.2.1 Determinacéo da Fibra em detergente neutro (F.D.N)

A determinacdo dos constituintes da parede celular foi realizada com a
digestdo de 1,0 g de amostra previamente seca (90 °C, 24h) em solucdo F.D.N.
composta de 1 L de &gua destilada, 30,0 g de sulfato laurico de sédio
[CH3(CH,OSO3Na], 18,61 g de EDTA. (Na,C19H14N,035.2H,0), 6,81 g de borato de
sodio deca-hidratado (Na;B40;.10H,0), 4,56 g de fosfato &cido de sddio anidro
(Na;HPO,4) e 10 mL de 2-metoxietanol (C3HgOz). O pH da solucdo de F.D.N.
utilizada foi de 7,0.

Para a digestdo foi utilizado 100 mL de solugdo F.D.N., 2 mL de
decaidronaftaleno e 0,5 g de sulfito de so6dio. O tempo de digestdo foi de 60 min,
apos o inicio da fervura. Apoés a digestdo realizou-se a filtragem a quente em cadinho
filtrante previamente pesado, lavado os solidos com acetona, seco por 12 horas a
100°C e resfriado em dessecador. A concentracdo dos constituintes insollveis da
parede celular foi obtida pela propor¢éo de massa ainda presente no filtro em relagéo
a massa inicial da amostra e esta fracdo foi considerada como celulose, hemicelulose,

lignina e matéria mineral.

4.3.2.2 Determinacao da fibra em detergente &cido

A etapa de digestdo utilizada na determinacdo F.D.A. foi realizada com uma
solucdo composta de 20 g de brometo-cetil_trimetiaménio (CTAB) em 1 L de acido
sulfurico IN. O processo foi realizado em digestor onde aproximadamente 1 g de
amostra previamente seca em estufa reagiu por 60 min com a solu¢do F.D.A. em
temperatura de fervura. Apo6s a digestdo foi realizada a lavagem e filtragdo em

cadinho filtrante seguida de lavagem com acetona e secagem onde a diferenca na
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massa inicial e final proporcionou concentracdo de F.D.A. que expressa a relacdo de

celulose e lignina presente na amostra.

4.3.2.3 Determinacao da lignina

A determinacdo da lignina foi realizada a partir da fibra em detergente acido
(celulose, lignina, cutina, minerais e silica) utilizando o método da oxidacdo da
lignina com Permanganato de Potassio (KMnQOy).

Utilizando-se uma solucdo tamponada de acido acético e permanganato de potassio
contendo ferro trivalente e prata monovalente, como catalisadores oxidou-se
aproximadamente 1g de amostra proveniente da etapa anterior (determinagdo F.D.A).
determinou-se a proporcdo de lignina na amostra de acordo com a quantidade de
lignina oxidada extraida da amostra antes dos ensaios e ap0s sucessivas lavagens com

etanol 80% e secagem das amostras a 100 °C durante 12 horas.

4.3.2.4 Determinacao da celulose

Posteriormente a oxidacdo e extracdo da lignina das amostras o material
restante, considerado celulose, presente nos cadinhos foram incinerados durante 2
horas a 500 °C, resfriados em dessecador e pesados. A porcentagem de celulose foi

obtida pela diferenca nas pesagens, antes e depois da incineracéo.
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4.3.3 Determinacgdo da concentracdo de agucares totais — AT

4.3.3.1 Em amostras hidrolisadas com &acido sulfurico

Apos corrigido o valor do pH de cada amostra para valor aproximado de 6,0
(adicdo estequiometrica de BaCOg, parcialmente dissolvido em agua deionizada para
mesmo volume da mistura hidrolisada) a mistura foi peneirada em malha 1 mm para
reter a fase sélida grosseira residual e entdo, submetida a filtracdo a vacuo com papel
filtro qualitativo Whatman® n° 1. Em seguida, 2 mL do filtrado foi conduzido &
centrifugacdo, durante 5 minutos em temperatura ambiente, empregando centrifuga
BLB Eppendorf 5415C com freqgiiéncia de giro de 10000 min™. O sobrenadante foi
entdo submetido a filtracdo manual (uso de seringas descartaveis) em filtros Millex
(Millipore Inddstria e Comércio Ltda) de didmetro 13 mm e porosidade da membrana
de 0,45 pm.

As determinac@es das concentracdes de glicose (Gli), frutose (Fru) e sacarose
(Sac) foram realizadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
empregando cromatografo Merck Hitachi D- 7000 IF equipado com detector de
indice de refracdo Merck RI-71 e coluna Knauer-Eurokat Pb, série SE212. Como
eluente foi empregado agua ultrapura (agua Millig) com fluxo de 0,5 ml. min™. O
valor de AT foi calculado a partir da soma das concentracdes de Gli, Fru e Sac e
expresso na unidade g L™.

Juntamente com os aclcares sollveis, o uso deste método analitico

possibilitou a determinacdo da concentracdo de etanol presente na mesma amostra.

4.3.3.2 Em amostras hidrolisadas com enzimas

As fases solidas e liquidas das amostras submetidas a hidrélise enzimatica

foram separadas da mesma forma descrita em 4.3.2.1. Nessas amostras ndo houve a
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necessidade do uso de BaCO; para correcdo do pH, visto as hidrdlises terem sido
realizadas em meio tamponado pH 5,5.
As determinagdes das concentracfes de AT foram realizadas em HPLC

conforme descrito no item 4.3.2.1.

4.3.3.3 Durante os ensaios de fermentacao

Durante os ensaios de fermentacdo foram retiradas duas amostras periddicas (2
em 2 horas até final da fonte de AT) de 2 mL cada uma, centrifugadas e seguido de
filtragcdo em filtro Millipore de 0,45 pm e analisadas em HPLC conforme descrito em
4.3.3.1. Além das concentracbes de AT a concentracdo de etanol também foi

determinada.

4.4 Calculos do rendimento em AT e eficiéncia do processo de despolimerizacao

do pseudocaule
Os valores de rendimento percentual em AT foram calculados utilizando a
Equacao (3).

AT, — AT
(AT, -AT)
MS

R % 0 3)

AT; - concentracdo de agucares totais dissolvidos na mistura hidrolisada (g L™)
AT, - concentragdo de acucares totais dissolvidos na mistura antes da hidrélise (g L™)

MS — massa seca do residuo (pseudocaule) utilizada na hidrélise (g L™)
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A eficiéncia das reacdes de despolimerizacdo foi calculada utilizando a

Equacao (4):

£=— 100 (4)

¢ - eficiéncia da reacao (%)
R — rendimento em acucares totais obtida apds tratamento (%)
Rt — rendimento tedrico em acUcares totais a ser obtido na hidrolise total da celulose

contida no residuo tratado (%)

Conforme Fingerut (2006) o rendimento tedrico da conversao de celulose em
glicose, ap6s hidrélise total do substrato, é de 1,11 g g™. Para o caso do pseudocaule
utilizado neste trabalho, cujo teor de celulose foi de 44 % da massa seca (MS),
conforme caracterizacio realizada, o valor de rendimento teérico é de 0,4884 g g™
MS de substrato, ou seja, R; = 48,84 %.

4.5 Calculos dos parametros de producao

4.5.1 Produtividade
Os valores de produtividades totais de cada processo (Qp), eXpressos em massa

do produto fermentado por unidade de tempo e por unidade de volume (g/h.L) foram
obtidos através da Equacao (5), conforme definicdo dada por Gaden (1959).

QP = > (5)

P, - concentracdo de etanol no tempo final de fermentagéo (g.L™)

P, - concentrag&o de etanol no inicio do processo fermentativo (g.L™h

t, - tempo final de cultivo do processo fermentativo correspondente ao final da fonte
de carbono (h)
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4.5.2 Rendimento em etanol - Fator de Conversao Global

Para os calculos de rendimento em etanol, também denominado de fator de

converséo de substrato em etanol, foi utilizada a Equacdo (6).

P -R) _(F-R)

Y, o= = 6
PIAT (AT, — AT,) AT, (®)

Ypsat — rendimento em etanol ou fator de converséo de substrato em etanol (g g™).
AT, — concentraco inicial de substrato no meio de cultivo (g L™).

AT; — concentracéo de substrato no final do cultivo (AT;=0g L™).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo do pseudocaule da bananeira

As propriedades fisico-quimicas determinadas e expressas em base de massa
Umida (mu) e em base de massa seca (ms) do pseudocaule da bananeira Musa

cavendischii, séo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 — Propriedades fisico-quimicas do pseudocaule da bananeira Musa
cavendischii.

% um % ms
Propriedades (base umida) (base seca)
Teor de umidade (UA) 95,3+0,2
Lignina 0,38+0,07 8,1+2,1
Celulose 2,06+0,09 44,0£2,0
Hemicelulose 0,77+0,16 16,5+ 3,5

O alto teor de umidade encontrado no pseudocaule da bananeira Musa
cavendischii (Tabela 9) foi semelhante ao valor de 96,5 % determinado por Oliveira et
al. (2007) para a mesma espécie de bananeira e proximo aos valores estimados por
outros autores para a Musa Acuminata (94%) (SILVA, 1998; MEDEIROS, 2007).

De acordo com Jarman et al. (1997), o valor de UA para o pseudocaule de
bananeira varia de 90 a 96%. Comparativamente aos outros residuos lignocelul6sicos
da mesma espécie de bananeira, o0 pseudocaule apresentou UA 6,7 % maior do que 0
das cascas (UA = 88,6%) (SCHULZ, 2010), 25,2 % maior do que o das folhas
(UA=17,7%) (BEZERRA et al., 2002) e 25,2% maior do que o da polpa (UA =
70,1%) (SCHULZ, 2010).

Quanto maior o teor de umidade no residuo lignocelulésico, menor a
disponibilidade de biomassa seca por unidade de massa do residuo Umido para a

conversdo da celulose estrutural em agucares fermentaveis. Consequientemente, menor
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rendimento em etanol de 22 geracdo pode ser esperado para cada tonelada de residuo
umido utilizado.

Em relacdo ao teor de lignina encontrado (8,07+£2,11 %; Tabela 9) pode-se
verificar que este valor foi menor do que aqueles encontrados na maioria dos vegetais
que vem sendo estudados para a producdo de etanol de 22 geracdo. Em palha de cana-
de-acucar, Silva (2009) estimou um teor de lignina de 24,2+0,2% enquanto
Satyanarayana (2007) encontrou valores entre 12 e 16% na palha de arroz e Mendes
(2002), 45% na fibra de coco.

Uma menor concentracdo de lignina no pseudocaule da bananeira néo significa
que o processo de deslignificacdo pode ser efetuado com uma carga de reagente ou
catalisador menor. Empregando o processo alcalino com NaOH 1% m/v como
catalisador, Silva (2009) removeu 62,3% da lignina contida no pseudocaule da
bananeira enquanto que, para a palha de cana-de-agucar, a qual possui 3 vezes mais
lignina do que o pseudocaule, essa remocao foi de 78%. Portanto, 0 sucesso na
remocdo da lignina do complexo lignocelulélico depende ndo s6 da relacdo
catalisador/substrato, mas também da estrutura fisica dos residuos vegetais avaliados.

Além da remocdo desse polimero indesejado, o sucesso na producdo de etanol
de 22 geracdo depende, além de outros fatores, do teor de aclcares fermentaveis
proveniente da celulose e, segundo alguns autores, também da hemicelulose.

A fracdo de hemicelulose encontrada no substrato avaliado (16,5 = 3,5 %) foi
proxima ao valor determinado por Oliveira et al. (2007) na mesma espécie de
bananeira (12,6%) e inferior ao valor estimado por Cordeiro et al. (2004) na bananeira
M. acuminata (25,30 + 0,30 %).

Quanto a celulose, o teor médio existente no pseudocaule (44% em base seca,
Tabela 9) foi préximo ao estimado por outros autores para este mesmo tipo de
biomassa: Oliveira et al. (2007) determinaram teor de celulose de 37,1%; enquanto
Cordeiro et al. (2003) encontraram o valor médio de 37,3%. Em seu trabalho, sem
especificar a espécie de bananeira utilizada, Silva (2009) estimou o teor de 46,9% de
celulose no pseudocaule.

Comparativamente a outros residuos vegetais que vém sendo avaliado para a
producdo de etanol, o teor de celulose no pseudocaule de bananeira foi superior ao da
palha de trigo (38,2 %) (BARDIAYA et al., 1996) e ao da madeira de Oliveira
(31,4%) (CARA et al., 2008), proximo ao da madeira de pinho (46,4 %) (MOSIER et
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al., 2005) e menor do que o do bagaco de cana-de-acucar (54,87%) (GUIMARAES
et al., 2009).

Considerando o rendimento teorico de 1,11 g de glicose a partir da hidrélise de
1 g de celulose (FINGUERUT, 2006) e tomando como base o rendimento tedrico da
conversdo de glicose em etanol de 0,511 g g™ (DIAS, 2008) seria possivel obter, no
maximo, 249,6 kg etanol/t residuo seco (194,7 L etanol/t residuo seco). Porém, na
andlise da obtencdo do produto em relacdo ao substrato in natura (Umido) este
rendimento é reduzido para 16,3 kg etanol/t de residuo imido (12,7 L etanol 95%/t de
residuo umido).

Torna-se evidente aqui uma analise futura cuidadosa, tanto em termos
operacionais quanto econdmico. Ser& necessario estabelecer qual a melhor forma de
utilizar este tipo de substrato para a conversdo da celulose em glicose: remover
inicialmente parte da fase liquida por prensagem, secar completamente todo o
material ou emprega-lo in natura. Todas as trés opc¢des irdo necessitar do uso de
equipamentos especificos para a operacao, tais como moendas, moinhos, secadores,
picadores, filtros, etc. Consequientemente, diferentes valores de aquisicao, instalagéo e
operacdo desses equipamentos poderdo afetar significativamente o custo final do

produto desejado (etanol combustivel).

5.2 Ensaios de despolimerizacdo do pseudocaule

5.2.1 Hidrdlise acida

Na Tabela 10 sdo apresentadas apenas as concentragdes de acUcares
fermentesciveis (AT) por Saccharomyces cerevisae e obtidas com a hidrolise acida do
pseudocaule da bananeira previamente triturado em meio aquoso. A composi¢éo
global desse caldo hidrolisado incluindo os resultados analiticos da manose e do
inidor 5-HMF, assim como a detec¢do de outros compostos pode ser vista no Anexo
.
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O Ensaio HA-Pg ampo foi considerado como “branco”, ou seja, o substrato foi
analisado in natura, sem adicdo de acido e sem agquecimento, apenas previamente
triturado conforme descrito em 4.1.1. Na Série 1 de ensaios foram agrupados 0s
resultados de todas as diferentes condigdes operacionais planejadas de hidrélise &cida
(item 4.1.2.2); enquanto que na Seérie 2, constam as repeticdes das condicOes da serie
1 que apresentaram maior rendimento em AT.

Os valores de AT apresentados na Série 1 foram resultantes da anélise de uma
Unica amostra, apds a mistura do volume de dois reatores (duplicata) relativo a cada
um dos ensaios avaliados. Este procedimento foi adotado com o objetivo de reduzir o
tempo de analise das amostras bem como reduzir o seu custo analitico em
cromatografia liquida (para cada amostra analisada é usado e descartado um filtro
Millipore). Na Série 2, os valores médios apresentados foram calculados a partir dos
resultados analiticos de amostras separadas, cada qual proveniente de um ensaio

(duplicata).
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Tabela 10 - Concentracdo de acgucares totais (AT) e respectivos valores médios de
rendimento em bases seca (R) obtidos na hidrélise acida de 250 g mu L™ (11,75 g ms
L) de dois (Séries 1 e 2) pseudocaules da bananeira Musa cavendischii, sem a
remocao do seu caldo natural.

Série 1 Série 2
Ensaio® AT R AT2 R
(gL™ (%) (gL™h (%)
HA-P 0.amb0° 1,29 - 2,78/2,68 -
HA-P 09015 1,43 12
HA-P 090,30 1,61 2,7
HA-P 0,100,15 1,53 2,0
HA-P 0,100,30 1,24 0
HA-P (,120.15® 1,52 2,0 3,74/3,00 5,4+3,8"
HA-P 12030 1,64 3,0 2.81/3.27 2,6+3,3°
HA-P 19015 1,91 5,3
HA-P 19030 2,05 6,5
HAP 110015 258 11,0
HA-P 1.100,30 1,92 5,4
HA-P 115015 2.85 13,3 5,47/6,01 25,6+3,8%°
HA-P 1 10.30? 3,80 21,4 5,97/4.85 22,8+6,100
HA-P 29015 2.26 8,3
HA-P 29030 1,77 41
HA-P 2.100,15 1,81 3,6
HA-P 210030 2,92 13,9
HAP 2120159 336 17,7 6,02/505 23,9452
HA-P 2120307 5,27 33,9 6,13/4,25 28,5+3,2¢4¢

10 simbolo HA-P corresponde ao uso do pseudocaule (P) submetido a hidrélise acida (HA). Os
nameros seqilenciais em subscrito na identificacdo de cada um dos ensaios significam: concentracdo de
&cido sulfdrico (0, 1 ou 2% m/m), temperatura (90, 100 ou 120 °C) e tempo de reacédo (15 ou 30 min).

? Refere-se 4 soma das concentragdes de glicose, frutose e sacarose, principais agucares sollveis
determinados nas amostras analisadas. Os valores de AT separados por barra (/) referem-se & duplicata
do ensaio para um mesmo pseudocaule.

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

As diferentes concentragdes em AT observadas entre os brancos (ensaio HA-
Po.amb,o; Tabela 10) das Séries 1 e 2 foram decorrentes das provaveis diferencas nas
caracteristicas fisico-quimicas existentes nas amostras dos pseudocaules empregados.
Essas amostras foram colhidas em diferentes datas, de diferentes pseudocaules e sem
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preocupacdo com idade da planta e da parte do vegetal em que foram retiradas (parte
superior, mediana ou inferior do pseudocaule).

Conforme pode ser observado na Tabela 10, na Série 1 de ensaios, 0S maiores
rendimentos em agUcares totais foram obtidos com a hidrolise &cida conduzida nas
condicdes operacionais de temperatura mais drastica e com maior tempo de reacao
(Ensaios HA-P1 12030 € HA-P2.12030). Como nessa primeira série, em funcao da grande
quantidade de frascos empregados, os ensaios foram realizados sem duplicata, ndo é
possivel afirmar, entre as condigdes testadas, qual a que realmente proporcionou
maior formacao de agucares (AT).

A partir da segunda série de ensaios (Série 2), realizada apenas nas condigdes de
maior severidade de temperatura (120 °C), pode-se observar que ndo houve diferenca
significativa (p < 0,05) entre os rendimentos obtidos nos ensaios empregando acido
sulfurico 1% e 2%, independentemente do tempo de reacdo (15 ou 30 min). O
rendimento maximo alcancado nesses experimentos foi de 28,5% sendo que o
rendimento médio geral foi de 24,1+4,2.

Considerando apenas o teor de celulose contido na mistura (44 % da base seca,
conforme Tabela 9) e considerando o rendimento teérico de 1,11 g glicose/g celulose,
conforme Fingerut (2006), o rendimento maximo possivel para a hidrdlise total em
relacdo a massa seca do substrato seria de 48,84%.

Com base nessa analise, pode-se afirmar que a eficiéncia do processo de
conversdao da biomassa vegetal de pseudocaule da bananeira em aclcares totais
através unicamente da hidrdlise acida com H,SO,4 1 ou 2%, 120 °C, 15 ou 30 min foi
de 49 %.

O rendimento médio geral em AT alcancado neste trabalho (R = 24,1+4,2%)
foi superior ao valor divulgado por Silva (2009), R = 15,2+0,7%, quando esse utilizou
a hidrdlise enzimatica (sacarificacdo enzimatica) sem pré-tratamento quimico como
processo de despolimerizagédo da celulose contida em pseudocaule de bananeira (100
g ms L), previamente seco e moido. No entanto, ao submeter o substrato & hidrélise
acida com H,SO,4 1% m/v, 120 °C, 10 min, antes da sacarificacdo enzimaética, o autor
obteve rendimento na conversdo de celulose em glicose de 32,3+£0,7%. Ao adicionar a
deslignificacdo alcalina (NaOH 1% m/v, 100°C, 1 h) como pré-tratamento apos a
hidrolise acida o rendimento foi aumentado para 61,0+0,2%. Como o autor, apés
cada pré-tratamento lavou a massa sélida restante a fim de eliminar residuos quimicos

54



que pudessem interferir na operacdo subseqliente, o0 mesmo considerou o pré-
tratamento com acido bastante severo, pois resultou na perda de celulose por
solubilizacdo de 29,6%. Com a deslignificagéo alcalina a perda no teor de celulose foi
de 1,2%. Essas perdas foram calculadas sempre com base na quantidade inicial do
produto antes de cada um dos tratamentos.

Empregando outro tipo de biomassa lignoceluldsicas (bagaco de cana-de-
acucar) como fonte de acucares, Gurgel (2010) obteve rendimento maximo em glicose
de 70,2% ao hidrolisar (HCI 0,1%, 190 °C, 22 min) o bagaco da cana-de-agucar
previamente deslignificado. Sarrouth et al. (2007) investigaram a hidrdlise acida
desse mesmo substrato com H,SO, 70%, 50 °C, 60 min e obtiveram 88% de
rendimento em acucares. Ja, Silva (2009) com o uso da hidrélise enzimatica precedida
de pré-tratamento hidrotérmico (195 °C, 10 min) e deslignificacdo alcalina, alcancou
rendimento de 89,2%.

Conforme Hamelinck (2005), para processos de hidrélise do bagaco de cana-
de-agucar com acido sulfurico diluido o rendimento em glicose pode chegar a valores
da ordem de 50%, enquanto que, para processos com acido concentrado utilizando de
30% a 70% de &cido sulfurico é possivel se obter rendimentos de até 90%.

E importante ressaltar aqui que os conceitos de rendimento utilizados por cada
um dos autores mencionados anteriormente podem ter sido diferentes e portanto, 0s
seus valores calculados de forma diferente da utilizada neste trabalho. Por exemplo,
resgatando o trabalho desenvolvido por Silva (2009), o qual fez parte da dissertacdo
de mestrado do autor apresentada a Escola de Engenharia de Lorena da Universidade
de S&o Paulo, foi possivel identificar que os valores de rendimento estimados pelo
autor sdo, na verdade, correspondentes aos valores de eficiéncia calculados neste
trabalho (Equacédo 3). Assim, especificamente para o caso de comparacdo com Silva
(2009) e utilizando o valor de eficiéncia de 49% no lugar do rendimento médio geral
de 24,1% (Tabela 10), pode-se verificar que as diferengas percentuais entre 0s
“rendimentos” maximos dos processos avaliados reduzem significativamente.

Mesmo assim, fica aqui evidenciada a necessidade de novos estudos para se
ter uma maior clareza em relacéo a potencialidade do uso exclusivo da hidrolise &cida
como processo de despolimerizacdo do pseudocaule. Para tanto, precisaria ser
investigada a possibilidade de se aumentar o rendimento da conversdo de celulose
obtido até entdo. A construcdo da cinética da producdo de glicose em fungdo do
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tempo de reacdo empregando periodos de tempo bem mais longo do que o utilizado
neste trabalho (30 min) pode ser uma boa alternativa para isto.

E possivel evidenciar também que com o tipo de tratamento aplicado até
entdo, a concentragdo maxima de agucares fermentesciveis obtido no caldo tratado
(AT = 6,13 g L") é muito baixa, principalmente se comparado com o processo
industrial da producdo de etanol a partir do caldo de cana-de-agucar, o qual, segundo
Dias (2008) usa em torno de 120 g L™ de sacarose na fermentacao.

Numa primeira tentativa para aumentar a concentracdo de acUcares
hidrolisados sem, contudo, ainda, alterar o processo hidrolitico empregado até o
momento, foi efetuada a hidrdlise do substrato com o dobro da concentracao daquela

utilizada anteriormente. Na Tabela 11 sdo apresentados os resultados obtidos.

Tabela 11- Concentracdo de agucares totais (AT) e respectivos valores de rendimento
em base seca (R) obtidos na hidrélise 4cida de 23,50 g ms L™ (500 g mu L™) de dois
pseudocaules (Séries 1 e 2) da bananeira Musa cavendischii, sem a remocao do seu
caldo natural.

. Série 1 Série 2
Ensaio AT R AT R
@L?h (%) @L?h (%)
HA-Pg amp0® 10,75+0,35 - 11,35+0,28 -
HA-P1 120,30 11,95+0,21  5,1+0,6° 12,18+0,12  4,3+0,4

" O simbolo HA-P corresponde ao uso do pseudocaule (P) submetido & hidrélise acida (HA). Os
nameros seqiienciais em subscrito na identificacdo de cada um dos ensaios significam: concentracdo de
égido sulfarico (0 ou 1% m/m), temperatura (ambiente ou 120 °C) e tempo de reagdo (0 ou 30 min).
Refere-se a soma das concentraces de glicose, frutose e sacarose, agucares sollveis de maiores
concentragdes nas amostras analisadas. Tracos de outros aglcares como arabinose e xilose foram
detectados, porém ndo foram somados em AT.
*** | etras iguais nos resultados iguais a letras de cada ensaio, demonstram médias sem diferenca
significativa pelo método de Tukey, com nivel de significancia de 5% (ANOVA).

O rendimento médio entre as duas séries de ensaios foi de 4,7%. Esse valor foi
5,1 vezes menor do que o rendimento medio obtido (24,1%) com 50% da massa de
substrato.

A eficiéncia da conversdo de celulose em AT alcangada no tratamento de 23,50
g ms L™ de residuo, conforme Equacdo 4, foi de apenas 7% enquanto que a alcancada

com 11,75 g ms L™ de residuo foi de 49%.
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Conforme Rodrigues (2007), a cinética da reacdo de hidrolise acida pode ser
afetada pelo aumento da concentracdo de substrato tanto em funcdo do aumento da
resisténcia a transferéncia de massa tanto do catalisador (acido) até o interior da
particula s6lida, como dos acucares formados até o seio da fase liquida.

Explicacdo semelhante foi dada também por Gomez (1985). De acordo com o
autor, o aumento da concentracdo de lignocelul6sicos na reacdo de hidrélise pode
alterar a suscetibilidade da celulose ao catalisador, a qual é dependente da
caracteristica estrutural da biomassa e do conseqliente grau de inchamento da fibra
vegetal com a agua disponivel na mistura reacional.

Portanto, nas condicdes operacionais avaliadas até o momento, utilizando
apenas a hidrélise acida como processo de despolimerizacdo, dobrar a concentragao
do substrato in natura visando aumentar a concentracdo de agucares fermentesciveis
no caldo hidrolisado néo é recomendado.

Considerando que a deslignificacdo prévia do pseudocaule com solucdes
diluidas de hidréxido de sodio pode favorecer o acesso do acido a celulose, conforme
demonstrou Silva (2009), novos experimentos, com 23,50 g ms L™ de substrato foram
realizados.

A partir deste entendimento, procurou-se extrair primeiramente o suco (caldo
natural) do pseudocaule para preservar os aclcares sollveis naturalmente contidos
neste liquido (ANEXO 1) e, em seguida, lavar o material sélido residual com &gua
corrente para, sO entdo, realizar os testes de hidrolise acida. O residuo solido
continuou sendo utilizado na forma Umida e triturado apds extracdo do suco e a
quantidade de substrato a ser empregado continuou sendo calculada em base seca do
material. Consequentemente, a quantidade tedrica de celulose empregada no

experimento subsequiente permaneceu a mesma do ensaio anterior.

5.2.2 Hidrolise &cida com deslignificacdo prévia

A Tabela 12 apresenta os valores médios em AT e correspondentes valores de
rendimento e eficiéncia obtidos na hidrolise &cida do pseudocaule isento de caldo,
com e sem tratamento prévio com NaOH 1% ou 3% m/m. A concentracdo de residuo

57



foi de 23,50 g ms L™ (500 g mu L™) e a hidrélise 4cida foi conduzida a 120 °C

empregando H,SO,; 1% m/m e tempo de reacdo de 30 min.

Tabela 12 — Valores médios de concentracdo de acucares totais (AT), rendimento em
base seca (R) e eficiéncia (g) obtidos na hidrolise 4cida de 23,50 g ms L™ de
pseudocaule da bananeira Musa Cavendischii sem o caldo natural (fase liquida).

Ensaio” AT R e Observagao
gL™ (%) (%)
branco 0,05/0,08 0,3+0,1 0,6+0,2 Residuo sélido ndo tratado

HA-P1 150,30 0,33/0,27 1,3+0,2 2,61£0,4 Sem pré-tratamento com NaOH
DiHA-P1 103  1,90/1,96 8,2+0,2 16,8+0,3 Pré-tratamento com NaOH 1%

DsHA-P115030  2,45/2,67 10,9+0,7 22,3+1,4 Pré-tratamento com NaOH 3%

* O simbolo HA-P corresponde ao uso da hidrélise 4cida na despolimerizacdo do pseudocaule. A
adicdo da letra D na identificacdo do ensaio representa o uso de tratamento prévio do pseudocaule com
NaOH antes da hidrolise acida. Os nimeros seqiienciais em subscrito na identificagdo de cada um dos
ensaios representam: apos a letra D, concentragdo de NaOH (1 ou 3 % m/m); ap0s as letras HA-P, as
condi¢Bes operacionais utilizadas na hidrdlise acida (concentragédo de H,SO, de 1% m/m, temperatura
de 120 °C e tempo de reacdo de 30 min).

** Os valores de AT separados por barra (/) representam as médias analiticas de 2 séries de ensaios
com amostras de pseudocaule colhidos no campo em dias diferentes.

*** Considerado como base de calculo o rendimento teérico de 48,84% (0,4884 g AT/g de massa seca
do substrato).

A baixa concentracdo de AT (0,05 e 0,08 g L) observada na amostra néo
tratada (branco) comprovou a remocao dos agucares solUveis contidos naturalmente
no pseudocaule (Anexo Il1) apds as operacdes de extracdo do seu suco (esmagamento
do pseudocaule) e lavagem do residuo sélido. Com isto, foi possivel garantir que a
obtencdo de AT oriunda do substrato foi agora devida, somente, aos tratamentos de
despolimerizacdo realizados.

Conforme pode ser observado na Tabela 12, o uso do tratamento prévio do
residuo solido com NaOH (Ensaios D;HA-P; 1203 € DsHA-P; 120.5) Proporcionou aumento
em AT de até 10 vezes em comparacdo ao residuo hidrolisado sem esse tipo de
tratamento (Ensaio HA-P; 15,5), comprovando assim a contribuicdo positiva desse pré-

tratamento na obtencdo de maior quantidade de acgucares fermentesciveis sollveis.
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Com isto, houve um incremento de mesma propor¢do no rendimento e eficiéncia do
processo.

No entanto, o rendimento maximo alcangado em AT (R = 10,940,7%, Ensaio
DsHA; 15015) continua inferior ao rendimento maximo estimado para o caso do uso da
metade da quantidade de pseudocaule (R = 28,5+3,2%, Tabela 10, Ensaio HA-P
212030), sem deslignificacdo alcalina. Fica novamente evidenciado que buscar o
aumento de AT através do aumento da concentragdo inicial de pseudocaule in natura
na mistura ndo é uma alternativa recomendada, mesmo alterando o processo de
despolimerizacdo da biomassa.

A secagem e a moagem do substrato antes dos processos de pré-tratamento
quimico parece ser uma boa opcédo. Utilizando o pseudocaule moido ap6s secagem
natural ao sol até umidade inferior a 10%, Silva (2009) conseguiu hidrolisar 100 g ms
L de substrato e obteve no caldo hidrolisado 74,4 g L™ de glicose.

A escolha da rota utilizada neste trabalho, baseada na idéia do uso da biomassa
lignoceluldsica em seu estado natural para o aproveitamento total dos agucares
fermentesciveis, tanto aqueles contidos naturalmente no caldo do pseudocaule umido
como os gerados durante os tratamentos de despolimerizacao, induziu ao tratamento
do residuo diferentemente daquele empregado por Silva (2009).

Além disto, é importante ressaltar que ao pensar em producdo em larga escala,
devido a grande quantidade de pseudocaule a ser empregado (1 t de residuo Umido
para a obtencdo tedrica maxima de 12,7 L de etanol, conforme estimado
anteriormente, pag. 59) a secagem natural do substrato pode se tornar inviavel e o0 uso
de secadores industriais uma necessidade premente. Esse tipo de pré-tratamento
consome grande quantidade de energia e somente uma analise econémica de todo o
processo pode indicar qual a melhor rota para viabilizar a producdo de etanol de 22

geracéo.

5.2. 3 Hidrdlise enziméatica

A partir dos resultados obtidos com o0s experimentos envolvendo a

hidrolise acida do pseudocaule da bananeira, a menor concentracdo de substrato
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testada (11,75 g ms L™) foi selecionada e utilizada nestes ensaios com hidrélise
enzimatica (HE).

Mesmo tendo sido constatado nos ensaios anteriores (Tabela 12) que o uso de
NaOH 3% (ensaio DsHA-P; 15,15) proporcionou um rendimento em AT 33% superior ao
valor obtido com NaOH 1% (ensaio D;HA-P;150.15) foi utilizada a menor concentracéo
de base para a deslignificacdo com a intencéo de se reduzir o teor de alcali no residuo
liquido gerado.

Trés diferentes rotas de operagdo foram avaliadas: (1) uso da HE como Unico
processo de despolimerizacdo (Ensaio HE-P), (2) uso da HE precedida de hidrdlise
acida com H,SO4 1%, 120 °C, 30 min (Ensaio HAHE-P) e (3) uso da HE com
deslignificacdo prévia do substrato por NaOH 1% m/m (Ensaio D;HE-P). A Tabela
13 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 13 — Concentracdes de acUcares totais (AT) obtidos na despolimerizacdo de
11,75 g ms L™ de pseudocaule da bananeira por hidrélise enzimética e respectivos
valores de rendimento (R) e eficiéncia (g) do processo hidrolitico.

Ensaio* t AT R €

(h) (9/L) (%) (%)
HE-P 0 0,55/0,07

24 0,91/1,08 3,9+2,6 3,2+1,4
HAHE-P 0 0,79/0,42

24 5,23/5,39 26,9+2,1 55,1+4,3
D;HE-P 0 0,31/0,85

24 7,33/6,49 36,2+5,6 74,1114

* Ensaio HE-P: hidrélise enzimatica sem tratamentos prévios de hidrolise 4cida e deslignificagdo;
Ensaio HAHE-P: hidrélise enzimatica com hidrolise &cida prévia (H,SO4 1%, 120 °C, 30 min) , sem
deslignificagdo; Ensaio D;HE-P: hidrolise enzimatica sem hidrolise &cida, com deslignificagdo prévia
empregando NaOH 1%.

Conforme pode ser observado na Tabela 13, com emprego da hidrélise acida
do pseudocaule antes da HE foi possivel obter o rendimento de 26,9+2,1% em AT,
sendo quase sete vezes maior do que o rendimento alcan¢ado com o uso apenas da HE
(R = 3,9%).
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No entanto, em comparacdo ao valor médio obtido na despolimerizacdo do
substrato apenas com a hidrélise &cida (ATmedio = 24,1+4,2 g L™, Tabela 10) pode-se
verificar que o uso combinado da hidrdlise acida com a enzimaética (Ensaio HAHE-P,
Tabela 13) néo proporcionou ganho significativo (p < 0,05) no rendimento em AT. A
provavel permanéncia da lignina no substrato submetido a hidrélise enzimatica pode
ter contribuido para este resultado.

De acordo com Sun e Cheng (2002), para a hidrolise enzimatica de substratos
lignocelulosicos, o pré-tratamento dos materiais para remogéo tanto da hemicelulose
por hidrélise &cida como da lignina por hidrolise alcalina tém o proposito de reduzir a
cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade do material. Com isto, maior
eficiéncia da hidrdlise enziméatica pode ser esperada ao se comparar 0 Seu Uso com 0
substrato in natura, sem pré-tratamento.

Com a substituicdo da hidrdlise acida no pré-tratamento do substrato pela
hidrolise alcalina (Ensaio D;HE-P) foi possivel aumentar a eficiéncia da conversdo do
substrato em AT de 55,1 para 74,1%. Este valor foi superior ao alcancado por Silva
(2009) ao hidrolisar enzimaticamente o pseudocaule de bananeira deslignificado e
obter 61,0+0,2% de conversdo de celulose em glicose. O autor utilizou a enzima
celulase comercial Celluclast 1.5 L (15 FPU (g MS)™?) suplementada com p-
glicosidade Novozym 188 (10 Ul (g MS)™) e como pré-tratamento, a hidrélise acida
seguida de hidrdlise alcalina (NaOH 1% m/v, 100 °C, 1h). Ap6s cada um desses pré-
tratamentos o autor lavou o material sélido residual para somente entdo submeté-lo ao
processo seguinte. Com essas lavagens podem ter ocorrido significativas perdas de
acucares sollveis, reduzindo assim o seu rendimento. Essa perda ndo ocorreu neste
trabalho, pois nos ensaios HAHE-P e D;HE-P (Tabela 13) o residuo soélido foi lavado
somente no inicio dos experimentos.

A auséncia de lavagem apds a deslignificacdo realizada precisa também ser
mais bem avaliada, pois, em fungéo do pH alcalino ter sido reduzido para 5,5 (pH da
reacdo da hidrolise enzimatica) com solucdo de H,SQ4, a concentracdo salina tedrica
no caldo final para fermentacéo seria da ordem de 10 g L™ de NaSO,, Essa quantidade
de sal na mistura hidrolisada poderd provocar inibicdo do processo fermentativo

subsequente.
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5.3 Ensaios de fermentacéo

Para melhor entendimento dos resultados e discussGes feitas neste topico,
convém deixar claro que nos ensaios de fermentacdo empregando o pseudocaule de
bananeira tratado apenas com acido sulfurico, sem qualquer outro tipo de tratamento
quimico (Ensaio EP1) o caldo de fermentacdo foi formado tanto com a polpa do
substrato hidrolisado (parte sélida do pseudocaule) como também com o seu suco
(parte liquida). No Ensaio EP2, o suco da bananeira foi removido antes do
pseudocaule ser submetido a deslignificacdo e hidrdlise acida.

Com o objetivo de verificar a fermentabilidade do suco da bananeira, este
liquido foi conduzido a fermentacdo em biorreator de bancada (Ensaio FS).

5.3.1 Fermentag0es em frascos Erlenmeyer - Ensaios E

Os resultados obtidos nas fermentacgdes realizadas em frascos Erlenmeyer de
500 mL estdo apresentados na Figura 10.

62



Ensaio EG

16 -9
14 +8
12 T7
g" i
=) —_
Sy 743
< 0 _.3:
4 T2
2 T1
0 : 0

Ensaio EP1

O AN W GO - W
P (g/L), pH

Ensaio EP2
16
14
12
10

t
~ W

AT (g/L)
P (g/L), pH

L= S T S =2

|
T
O = N W g5

Figura 10 - Cinéticas do consumo de acucares fermentesciveis (e AT), producdo de
etanol (m P) e valor de pH (A pH) observadas na fermentacdo por Saccharomyces
cerevisa empregando diferentes tipos de substrato: Ensaio EG - glicose (ensaio
padr&o), Ensaio EP1 - 11,75 g ms L™ de pseudocaule da bananeira Musa cavendischii
submetido a despolimerizagdo com H,SO4, 120 °C, 30 min, sem pre-tratamento
quimico com NaOH, Ensaio EP2 - 23,50 g ms L™ de pseudocaule da bananeira Musa
cavendischii submetido a despolimerizacdo com H,SO,4, 120 °C, 30 min, com pré-

tratamento quimico com NaOH 1%.
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Conforme pode ser observado na Figura 10, o acucar soltvel, definido como
AT, foi totalmente metabolizado pelo microrganismo empregado nos trés ensaios de
fermentacOes realizados (EG, EP-1 e EP-2). Consequentemente, pode-se afirmar que
em nenhum dos experimentos houve limitacdo do processo fermentativo por falta de
nutrientes.

Nas condicBes experimentais avaliadas, ndo foi possivel identificar a
existéncia de inibicdo do processo fermentativo. Em todos os ensaios, o valor do pH
permaneceu praticamente constante e dentro da faixa de pH indicada como a ideal
para esse tipo de fermentacédo (pH de 4 a 6).

Pode-se perceber no Ensaio EP-2 a existéncia de uma maior velocidade global
no consumo de aglicares totais (Aat/At = 2,73 g L* h™) quando comparada ao Ensaio
EP-1 (Aat/At = 0,93 g L' h™). A remocéo da lignina do pseudocaule pré-tratado com
NaOH, seguida de sua lavagem, pode ter contribuido para isso. Além disto, no Ensaio
EP-2 houve uma maior concentracdo de etanol no inicio do processo fermentativo
(P=1,53 g L™) em comparacdo a EP-1 (P=0,99 g L™) o que pode significar condi¢tes
fisiolégicas diferentes dos microrganismos proveniente do inodculo. Convém deixar
claro que esses ensaios foram realizados em meses diferentes e, portanto, foram
utilizadas leveduras de diferentes ciclos de manutencdo. Novos estudos precisariam
ser realizados para melhor entendimento destes resultados.

A partir da Figura 10 foram estimados os valores de rendimento, produtividade e

eficiéncia do processo fermentativo, apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Rendimentos em etanol (Ypat), produtividade (Qp) e eficiéncia do
processo de fermentacdo (€) observadas na fermentacdo por Saccharomyces
cerevisae em meios de cultivo contendo glicose (Ensaio EG, ensaio padrdo) ou
pseudocaule da bananeira Musa cavendischii com diferentes concentragdes do residuo
(Ensaio EP-1: 11,75 g ms L™ Ensaio EP-2: 23,50 g ms L™) e submetidos a
despolimerizacdo com acido sulfarico sem e com deslignificacdo prévia,
respectivamente.

Ensaio*
Parametro b

EG* EP1 EP2°
Year (9 g™ 0,449 + 0,001 0,19 + 0,06 0,31+ 0,01
Qp (g L*h™ 1,14+ 0,03 0,18 + 0,06 0,90 + 0,09
e (%) 87,9+ 19 38,3+12,0 61,0+2,1

* Letras iguais nos resultados iguais a letras de cada ensaio, demonstram medias sem diferenca
significativa pelo método de Tukey, com nivel de significAncia de 5% (ANOVA)

Os valores de rendimento, produtividade e eficiéncia do ensaio padrdo EG
foram iguais aos obtidos recentemente por Schulz (2010), utilizando o mesmo tipo de
processo fermentativo e 0 mesmo microrganismo.

Com a substituicdo da glicose (Ensaio EG) por pseudocaule hidrolisado com
acido sulfdrico, sem a deslignificacdo prévia com hidroxido de sodio (Ensaio EP1),
todos os parametros produtivos foram notadamente reduzidos. No entanto, ao
submeter previamente o pseudocaule a deslignificacdo (Ensaio EP2) houve um
incremento da ordem de 63% em Ypat, 400% em Qp e de 59% em €,
comparativamente a EP1 e, com isto, uma menor diferenca em relacdo ao ensaio EG.

Mesmo com a observacdo da possibilidade do uso de microrganismos de
diferentes estados fisiologicos, feita anteriormente na discussdo da cinética do
processo fermentacdo, o emprego da deslignificacdo e lavacdo prévia do substrato
antes da hidrolise acida parece favorecer além do processo hidrolitico, também o
processo fermentativo. No entanto, conforme ja mencionado, novos estudos precisam

ser realizados para melhor entendimento destes resultados.
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5.3.2 FermentacOes em biorreator de bancada - Ensaio F

A Tabela 15 apresenta os resultados obtidos durante a fermentacdo do caldo
puro do pseudocaule da bananeira, extraido antes da deslignificacéo e hidrolise. Para a
fermentacdo foram adicionados ao caldo os mesmos nutrientes empregados nos
ensaios anteriores, conforme descrito no item 4.2.2.

Tabela 15 — Tempo final de fermentacéo (tf), concentracao inicial de agucares totais
(ATy), concentragdes inicial (Po) e final (P) de etanol e pardmetros produtivos de
rendimento (Yp/aT), produtividade (Qp) e eficiéncia (€) obtidos na fermentagéo do

caldo puro do pseudocaule da bananeira por Saccharomyces cerevisae em biorreator

de bancada.
Ensaio* t** ATy Po Pt Yp/aT Qp €
M (@@L @LhH @LH (@gh @@L (%)
FC-a 4 18,9 1,59 8,77 0,38 1,79 74,4
FC-b 4 19,1 1,45 8,57 0,37 1,78 72,4
Média e desvio padrao 0,37+0,01 1,78+0,01 73,4+14

* O ensaio FC-b refere-se a duplicata do ensaio FC-a realizado com o mesmo substrato
conservado por congelamento.
** t; — tempo de fermentacdo para AT =0

O uso do caldo extraido do pseudocaule da bananeira M .cavendischii como
substrato de fermentacdo possibilitou a sua assimilacdo completa pelo microrganismo
fermentativo. Os valores médios de rendimento (0,37 g g%, produtividade (1,78 g L™
h™) e eficiéncia (73,4%) do processo foram semelhantes aqueles estimados para a
glicose (Ensaio EG, Tabela 14) comprovando assim a potencialidade do uso desse
caldo (suco) na obtencéo de etanol.

Recomenda-se, portanto, a continuidade desses estudos visando, assim como
para o caso do uso do pseudocaule como substrato, aumentar a concentragao inicial de
acucares fermentesciveis para aumentar a concentracdo do produto no caldo

fermentado. O uso de evaporadores para elevar previamente a concentracdo de AT no
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suco do pseudocaule, antes de se montar o caldo de fermentacdo, pode ser uma

alternativa bastante interessante para avaliacdo futura.

Outro estudo que pode ser desenvolvido é a contribui¢do do retorno desse suco

(concentrado ou ndo) ao caldo de fermentagdo obtido com a despolimerizagdo da

celulose (parte sélida do pseudocaule).

5.3.3 Comparando com a fermentacao alcodlica de outras biomassas

A Tabela 16 mostra valores de rendimento e produtividade obtidos na
fermentacao alcoolica de diferentes tipos de substratos lignoceluldsicos.

Tabela 16 — Valores de rendimento e produtividade em etanol, obtidos em

fermentacBes com diferentes tipos de substratos.

Fonte de carbono YeaT o Referéncia
9gh) (@L*h)

cana-de-acgucar 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
polpa de banana 0,48 3,04 Schulz (2010)
cascas de banana 0,34 1,32 Schulz (2010)
Pseudocaule 0,31 0,90 Este trabalho (Tabela 14)
suco de pseudocaule 0,37 1,78 Este trabalho (Tabela 15)

Conforme pode ser observado na Tabela 16, o uso do pseudocaule,
previamente deslignificado com NaOH 1% e hidrolisado com H,SO,4 1%, 120 °C, 30

min, proporcionou rendimento em etanol (Ypar) Semelhante as outras fermentacdes

utilizando outro tipo de substrato.
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A produtividade em etanol (Qp) obtida na fermentacdo do pseudocaule foi
superior aos valores alcancados com o uso do bagaco de maca (NOGUEIRA et al.,
2005) e com cavacos de madeira (SASSNER et al., 2006). Entretanto, ndo se pode
esquecer a observacdo ja feita anteriormente: a concentracdo inicial de aglcares no
meio de fermentagdo (AT, ~ 12 g L™ utilizando o pseudocaule como substrato foi
muito baixa. Como ficou claro que ha a necessidade de se aumentar essa concentracao
visando aumentar a concentragcdo do etanol no caldo fermentado e com isto nédo
impactar no gasto operacional para a extragdo do produto, os valores de produtividade
aqui obtidos poderdo ser significativamente afetados, tanto pela maior concentragédo
inicial de substrato como pela formacdo de maior quantidade de metabolicos,
incluindo o etanol.

Mesmas consideracGes podem ser feitas em relagdo ao uso do suco do

pseudocaule como substrato da fermentacéo alcoolica.

68



CONCLUSOES

O pseudocaule da bananeira Musa cavendischii apresenta potencial para ser
utilizado como substrato da fermentacédo alcodlica. Tomando como base de calculo 1t
de massa seca do residuo (21,28 t de massa Umida) a existéncia na sua composicao
quimica de 44% de celulose (em base seca) pode permitir a obtencéo estequiométrica
tedrica de 488,4 kg de glicose e de 249,6 kg de etanol (320 L de etanol).

O uso da deslignificacdo prévia do pseudocaule com NaOH proporcionou
maior eficiéncia no processo subseqiente de despolimerizagdo da celulose,
independentemente desta ter sido feita com acido sulfdrico (hidrolise &cida) ou com

enzimas (hidrdlise enzimatica).

Nas condi¢des experimentais avaliadas, com a hidrdlise enzimatica da celulose
foi possivel obter eficiéncia de 74,1% na conversdo da celulose em glicose, valor este
3 vezes maior do que o valor obtido com a hidrdlise acida. No entanto, a quantidade
exagerada de enzimas utilizadas ao mesmo tempo para esta hidrdlise (5 diferentes
tipos de enzimas) precisa ser reavaliada e a sua otimizacdo alcancada. Quanto menor

0 gasto com insumos menor o custo da producgéo de etanol de 22 geracao.

A fermentacdo do pseudocaule ap6s hidrélise acida possibilitou alcancar
valores de rendimento semelhantes aos valores obtidos por outros autores utilizando
outras biomassas como substrato de fermentacdo. Porém, em funcdo da baixa
concentracdo inicial de acgucar utilizada no meio de cultivo proveniente do
pseudocaule, fica evidente a necessidade de maximizar essa variavel para aumentar a
concentracdo de etanol no caldo fermentado. Do ponto de vista industrial, baixas
concentragdes de produtos acarretam em custos elevados na fase posterior de extracdo
e purificagcdo da substancia de interesse.

O caldo natural (suco) da bananeira, por possuir em sua composi¢do de 10 a
20 g L™ de aclcares fermentesciveis e por possibilitar uma alta eficiéncia do processo

de conversédo desses acglcares em etanol (€ = 73,4+1,4 %), passa a ser um novo foco
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de estudo na busca do sucesso de producdo de etanol a partir do pseudocaule de
bananeira. O seu aproveitamento como substrato, tanto de forma isolada como

combinada com a celulose hidrolisada devem ser mais bem estudado.
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SUGESTOES PARA A CONTINUIDADE DO TRABALHO

Aumentar a concentracdo de acUcares fermentesciveis no caldo hidrolisado
avaliando o uso de diferentes métodos para o incremento da concentracéo de
massa seca do substrato no meio reacional de hidrélise. O uso de secagem

prévia do pseudocaule é uma boa alternativa a ser avaliada.

Estabelecer o tempo ideal de reacao da hidrolise acida utilizando H,SO,4 1%,
120 °C e substrato previamente deslignificado com NaOH 1%, 120 °C, 15 min

para aumentar a eficiéncia do processo.

Aperfeicoar 0 uso de enzimas na hidrdlise enzimatica do pseudocaule
previamente deslignificado, buscando a reducdo do numero e da quantidade
utilizada.

Buscar processo de concentracdo do suco da bananeira para aumentar a sua
potencialidade de uso como substrato da fermentacdo alcoodlica, tanto na sua

forma isolada como combinada com o pseudocaule hidrolisado.

Avaliar a contribui¢do do uso combinado do caldo hidrolisado de pseudocaule
com outros residuos da bananicultura (polpa e cascas de frutos rejeitados para
comercializacdo e cascas resultantes da industrializacdo da polpa) no

incremento da concentracao inicial de aglcar no caldo de fermentacéo.
Efetuar o balanco de massa e de energia e fazer a analise econbémica do

processo apos a sua otimizacdao (maximizacdo do rendimento, produtividade e

eficiéncia).
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ANEXO |

Tabela 16 — Atividade enzimatica e densidade (p) das enzimas fornecidas pela
Novozymes® e faixas de pH, temperatura (T) e dose recomendadas pela empresa.

Enzima Atividade® p° pH T Dose’
(g/mL) (°C) (% m/ms)

NS50013 700 EGU/g 1,2 4,5-6,5 45-50 2-6
Celulase- complexo (~ 70 FPU/g)
NS50010 250 CBU/g 1,2 2,5-6,5 45-70 0,2-0,6
B-glucosidase
NS50012 100 FBG/g 1,2 4,5-6,0 25-55 0,05-0,4
Complexo enziméatico  (~ 13700 PGU/qg)
NS50030 500 FXU/g 1,1 4,5-6,0 35-55 0,1-0,5
Xilanase
NS22002 45 FBG/g 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 condig¢des operacionais empregadas.

CBU — uma unidade de celobiase é a quantidade de enzima necessaria para produzir 2
pmol de glicose por minuto nas condicdes padrées empregando celobiose como
substrato.

EGU — unidade padrdo empregada pela Novozymes para determinar a atividade da
enzima Endo-glucanase.

FBG — uma unidade de FBG ¢ a quantida de enzimas que produz 1 pumol de glicose
por minuto, sob condicbes padrbes estabelecidas. A atividade é determinada de forma
relativa a uma enzima padrao.

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/pdfs/4689.pdf).

FXU - atividade de endoxilanase em FXU (do inglés: Farvet Xylan Unit) é
determinada de acordo com método padrédo empregada pela Novozymes para FXU.

PGU - atividade de poligalacturonase medida de acordo com método padrédo da
Novozymes.
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ANEXO II

Ensaios HA-P: Caldo hidrolisado obtido a partir do tratamento do pseudocaule com H,SO4, sem deslignificacdo prévia. Exemplo de planilha de

resultados obtidos na analise cromatogréfica.

Condicg0es operacionais

Produtos da hidrélise &cida (g/L)

H,SO4 T t
(% m/m) (°C) (min)  Glicose Frutose  Sacarose Manose 5-HMF Outros compostos
90 15 0,36 1,07 0,00 0 0 mono,inulina e galactose
30 0,46 0,45 0,00 0 0
0 100 15 1,35 1,02 0,35 0 0 mono,inulina
30 0,55 0,63 0,06 0 0 mono,inulina
120 15 0,75 0,77 0,00 0 0
30 0,37 0,27 0,00 0 0 mono,inulina e arabinose
90 0,35 0,56 0,00 0 0 mono,inulina, arabinose,
15 maltose
30 0,60 0,45 0,00 0 0 mono,inulina e arabinose
1 100 15 1,62 0,95 0,00 0 0 mono,inulina e arabinose
30 0,66 0,46 0,00 0 0 mono,inulina e arabinose
120 15 3,34 0,51 0,00 0 0 xilose e arabinose
30 2,67 0,12 0,00 0 0 xilose e arabinose
90 15 0,41 0,53 0,02 0 0 mono,inulina e arabinose
30 0,60 0,18 0,00 0 0 mono,inulina e arabinose
) 100 15 1,25 0,56 0,00 0 0 mono,inulina e arabinose
30 1,63 0,29 0,00 0 0 mono,inulina e arabinose
120 15 3,31 0,04 0,00 0 0 xilose e arabinose
30 4,91 0,35 0,00 0 0 xilose e arabinose
in natura - 0,20 1,09 0,00 0 0
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ANEXO 11

Tabela 17- Concentracéo de sacarose (Scr), glicose (Glc), frutose (Frt) e agucares totais
(AT) contidos no pseudocaule imido (500 g L™) da bananeira Musa cavendischii ap6s
trituracdo em solucdo aquosa.

Amostras* Concentragéo de actcares (g.L™)

Scr Glc Frt AT
1 3,2510,22 5,14+0,21 2,35+0,30 10,75+0,35
2 3,3440,32 5,27+0,02 2,98+0,22 11,35+0,28

* As amostras 1 e 2 referem-se ao material coletado no campo em diferentes dias e de diferentes
bananeiras.
** Os valores de AT referem-se a somatéria dos agUcares Scr, Glc e Frt.
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ANEXO 111

Tabela 18 - Concentracdo de sacarose (Scr), glicose (Glc), frutose (Frt) e agUcares totais
(AT) contidos no caldo puro extraido do pseudocaule da bananeira Musa cavendischii
por esmagamento.

Amostras* Accares soliveis (g L)

Scr Glc Frt AT**
1 3,39+£0,23 540+0,22 248+032 11,3+04
2 4,53 +£0,34 753+0,25 487+023 16,9+05

* As amostras 1 e 2 referem-se ao material coletado no campo em diferentes dias e de diferentes
bananeiras.

** Os valores de AT referem-se a somatoria dos agucares Scr, Glc e Frt.
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