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RESUMO

A preocupacdo com o consumo crescente de combustiveis, aliada a escassez de
matérias primas e a poluicdo ambiental, faz com que se busque energias alternativas
para producdo de biocombustiveis. A demanda por processos mais limpos e
ambientalmente corretos se expande a cada ano, valorizando o mercado dos
biocombustiveis. Além dos biocombustiveis serem fontes alternativas de energia e
oriundas de recursos renovaveis, 0 seu uso contribui para a reducdo dos impactos
causados pelos combustiveis fosseis ao meio ambiente. O uso de biomassa vegetal,
principalmente os residuos gerados na agricultura e nas agroindustrias, tém-se
mostrado uma alternativa bastante atraente para a producdo de biocombustiveis,
principalmente para a combustdo e para a obtencdo de etanol ou biogas. O processo
de fermentacao alcodlica ja € bem conhecido e esta consolidado. No entanto, o tipo
ideal de tratamento a que deve ser submetida a biomassa para a sua fermentacéao,
ainda se constitui um grande desafio econdmico. A busca por processos capazes de
promover um bom rendimento na conversdo da biomassa em acucares
fermentesciveis, a baixo custo de producéo, tem sido o foco de varios estudos na area.
Neste trabalho buscou-se o estabelecimento das condi¢gbes ideais da producéo de
etanol a partir de cascas de banana, um residuo agroindustrial gerado em grandes
guantidades no estado de Santa Catarina. Diferentes formas de obtencéo do caldo de
fermentacao (de cascas frescas e de cascas secas, moidas e sacarificadas), com
diferentes concentracdes iniciais de acgucares redutores (20, 50 e 100 g/L) foram
avaliadas. Para a fermentacdo foram comparados 0S micro-organismos
Saccharomyces cerevisiae ATCC 26603, Pachysolen tannophilus ATCC 32691 e
Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis) ATCC 58376. Os ensaios foram conduzidos
em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de volume de trabalho, sob
agitacdo constante de 100 min-t. Até 48 h de fermentacéo, verificou-se que ndo houve
diferencga significativa (p<0,05) entre os rendimentos em etanol (Yrss) obtidos pelas
diferentes espécies de micro-organismos, independentemente do tipo de mosto e do
valor de ARo utilizados. A média geral de Ypss foi de 0,44+0,01 g/g. O maior acumulo
de produto (Ps= 32,4 g/L) foi alcancado com mosto de cascas frescas e ARo =100 g/L,
apos 24 h de fermentacéo, resultando numa produtividade volumétrica em etanol (Qp)
de 1,31+0,01 g/(L.h). Esse valor foi 3,4 vezes maior do que o maior valor de Qp
(0,38+0,03 g/(L.h)) obtido na fermentacdo de mosto com ARo = 20 g/L (cascas
frescas). Ao utilizar 50 g/L de ARo a produtividade maxima foi de 1,13+0,07 g/(L.h).
Além de proporcionar maior produtividade, a possibilidade do emprego de alta
concentracéo de substrato da biomassa fresca (in natura), sem a necessidade da sua
secagem e moagem preévias utilizadas na sacarificacdo, torna esse processo bastante
atraente.

Palavras-chave: bioetanol, biomassa, residuos agricolas, fonte alternativa de energia



17

ABSTRACT

Concern with the growing consumption of fuels, added to the scarcity of raw materials
and environmental pollution, has led to the search for alternatives for biofuel
production. The demand for cleaner and more environmentally friendly processes is
growing each year, giving value to the biofuel market. In addition to biofuels being
alternative sources of energy and coming from renewable resources, their impact on
the environment is much less than that of fossil fuels. The use of vegetal biomass,
mainly the waste generated in agriculture and agroindustry, has shown to be a very
attractive alternative for the production of biofuels, especially for fuel and for obtaining
ethanol and biogas. The alcoholic fermentation process has long been recognized and
is well consolidated. However, the ideal type of treatment to which the biomass should
be submitted for its fermentation, still poses a great economic challenge. The search
for processes able to provide a good yield in the conversion of biomass into
fermentable sugars at a low production cost has been the focus of many studies in the
area. This study aims to establish the ideal ethanol production conditions using banana
peel, an agroindustrial waste produced in large quantities in the state of Santa
Catarina. Different ways of obtaining the fermentation broth (from fresh and dried
peels, ground and saccharified), with different initial concentrations of reducing sugars
(20, 50 and 100 g/L) were evaluated. For the fermentation, the Saccharomyces
cerevisiae ATCC 26603, Pachysolen tannophilus ATCC 32691 and Scheffersomyces
stipitis (Pichia stipitis) ATCC 58376 micro-organisms were compared. The assays
were conducted in 250 mL Erlenmeyer flasks containing 100 mL of work volume, under
100 mint constant shaking. At 48 h fermentation, no significant difference (p<0.05)
between the obtained ethanol yield values (Yris) was observed, among the different
species of microorganisms, regardless of the type of must and ARo value used. The
Yris general average was 0.44+0.01 g/g. The greatest product accumulation (Pf= 32,4
g/L) was reached with fresh peel must and ARo = 100 g/L, after 24 h of fermentation,
resulting in a volumetric productivity in ethanol (Qp) of 1.31+0.01 g/(L.h). This value
was 3.4 greater than the Qp value (0.38£0.03 g/(L.h)) obtained in must fermentation
with ARo = 20 g/L (fresh peel). On using 50 g/L of ARo maximum productivity was
1.13+0.07 g/(L.h). In addition to providing higher productivity, the possibility of using a
higher concentration of fresh biomass (in natura) substrate, without requiring prior
drying and milling used in saccharification, makes the process extremely attractive.

Key words: bioethanol, biomass, agricultural wastes, alternative energy source



18

INTRODUCAO

A principal fonte de energia da sociedade moderna tem sido a energia quimica
acumulada nos diferentes combustiveis fosseis (petroleo, carvao, gas natural, etc.);
0S quais, ao serem consumidos, respondem pela maior parte da nossa polui¢ao
ambiental.

A atual preocupagdo com o0 consumo crescente de energia aliada a polui¢éo
ambiental tem incentivado cada vez mais a busca por fontes alternativas de energia.
Diferentes fontes como a solar, a hidrica e a de biomassa associados a novas
tecnologias de geracao de energia tém sido propostas para melhorar o nivel de vida
da populacéo e reduzir os seus efeitos nocivos sobre o meio ambiente.

A obtencado de energia a partir de biomassas ja é feita pelo homem desde o
inicio da civilizacdo pela queima de madeiras mas, ha pouco mais de um século,
comecou a perder a sua lideranca histérica para a energia de fontes fésseis.

Do ponto de vista da ecologia, biomassa € constituida pelo material produzido
por todos 0s seres vivos (animais, vegetais, fungos e protistas) em seus diferentes
processos naturais, isto €, a matéria organica viva. Em geracao de energia, o termo
biomassa abrange toda a matéria organica capaz de produzir energia. Recentemente,
com o surgimento do conceito de fontes renovaveis, alguns autores tém restringido a
definicdo de biomassa como qualquer material derivado da vida vegetal e que seja
renovavel em um periodo de tempo inferior a 100 anos.

A utilizacdo da energia da biomassa € de fundamental importancia no
desenvolvimento de novas alternativas energéticas. Sua matéria-prima ja é
empregada na fabricagéo de varios biocombustiveis como bio-0leo e o BTL (Biomass-
to-Liquids) provenientes de processos térmicos, o biodiesel por sintese quimica e o
biogas e bioetanol por fermentacéao.

Segundo Cortez (2008), a principal fonte para gerar energia da biomassa esta
nos residuos, principalmente os de origem vegetal. Esses residuos sdo normalmente
produzidos no campo, resultantes das atividades da colheita dos produtos agricolas,
e sao constituidos basicamente de palha, folhas e caules além de alimentos rejeitados
para comercializacao.

No Estado de Santa Catarina, a producdo anual de banana € 649.9 ton
(CEPA, 2015) e é uma das culturas agricolas que mais geram residuos. Conforme
Souza et al. (2012), para cada tonelada de banana colhida cerca de quatro toneladas
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de residuos vegetais sdo geradas e a maioria deles permanecem no campo. O
aproveitamento energético de toda essa biomassa vem sendo estudada pela
Universidade da Regido de Joinville desde 2008 empregando os processos de
combustéo, pir6lise, fermentacdo metanica (biogas) e fermentacao alcodlica. Neste
trabalho utilizou-se as cascas de banana madura como matéria-prima para a produgao
de etanol.

A grande maioria dos processos de fermentacéo alcodlica a partir de cascas
de banana propostos na literatura fizeram uso da secagem e moagem da biomassa
seguido de hidrélise &cida e sacarificacdo enzimatica. No entanto, a partir de um
extenso estudo sobre a hidrélise acida e sacarificacéo do residuo sobre a producédo
de acucares fermentaveis, Schulz (2010) obteve apenas 3% a mais no rendimento em
acucar quando comparado ao uso desse substrato sem quaisquer tratamentos. Diante
disso, o autor formulou uma hipétese de que o uso das cascas frescas, sem hidrdlise
acida ou enzimética; apenas submetendo-as a trituragéo e cozimento em meio aquoso
para solubilizacdo dos acuUcares livres, seria 0 mais indicado para a producédo de
etanol, se comparado com a sua sacarificacdo. Entretanto, devido a baixa
concentracao de etanol obtida no meio apés fermentacdo desse mosto, o autor deixou
claro a necessidade de novos estudos para aumentar o acumulo desse produto
visando reduzir os custos da etapa subsequente de extracao e purificacdo do produto.
Uma nova hip6tese, ndo confirmada naguele momento, foi levantada pelo autor: o uso
do farelo de cascas secas em substituicdo as cascas frescas poderia contribuir com o
aumento da eficiéncia do processo de sacarificagdo, com consequente aumento da
concentracéo de acucares fermentesciveis e da producao de etanol.

Este trabalho buscou avaliar essas duas hipéteses, de forma a aumentar a
producao de etanol sem, contudo, reduzir o rendimento e a produtividade do processo.
Para isto, foram comparadas as fermentacbes de mostos provenientes de cascas
frescas e de cascas secas, moidas e sacarificadas, empregando altas concentracdes
iniciais de agucares redutores (concentracdo por evaporacdo). Além disto, avaliou-se

o uso de diferentes espécies de micro-organismos.
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Maximizar a producéo de etanol empregando cascas de banana como substrato.

1.2 Objetivos especificos

Estabelecer as cinéticas de consumo de substrato e de producao de etanol para as
diferentes espécies de leveduras avaliadas (Saccharomyces cerevisiae ATCC 26603,
Pachysolen tannophilus ATCC 32691 e Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis ATCC
58376)) em meio de cultura sintético e indicar as de maior potencial para a
fermentacdo alcodlica empregando mosto com altas concentragdes iniciais de

aclcares redutores;

Avaliar os micro-organismos indicados na etapa anterior na fermentacdo de mostos
de cascas frescas (in natura) de banana e de cascas sacarificadas empregando
diferentes concentracfes iniciais de acucares redutores (verificagdo da hipotese
formulada por Schulz (2010);

Comparar os parametros rendimento e produtividade em etanol entre os diferentes
tipos de substratos (cascas frescas e cascas sacarificadas) e em diferentes
concentragcdes de acucares redutores iniciais (20, 50 e 100 g/L) e indicar, dentro das

condi¢cbes operacionais avaliadas, o de maior potencial para a producéo de bioetanol.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Matriz energética brasileira

A matriz energética brasileira esta dividida em dois grandes grupos: energia
proveniente de fontes fosseis que correspondem a 59% da energia consumida no pais
(EPE, 2014), e a energia de fontes alternativas. A maioria das fontes de energia
alternativa séo renovaveis, o que significa que, ao contrario dos combustiveis fésseis,
elas ndo séo susceptiveis de se esgotar.

No Brasil, as fontes renovaveis de energia representam 41,0% da matriz
energética. Desses, 12,5% correspondem a energia hidraulica e 28,6%, a energia de
biomassa (EPE, 2014), o que torna a matriz energética de origem predominantemente

renovavel (Figura 1).

Figura 1: Matriz energética brasileira
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Fonte: Relatorio de Balangco Energético Brasileiro, Empresa de Pesquisa Energética
(2014).

Em comparacdo com a matriz energética mundial (Figura 2), grande parte da
energia utilizada é proveniente de recursos ndo renovaveis, o que torna a matriz

energeética brasileira bastante limpa.
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Figura 2: Matriz energética mundial.
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Fonte: Relatorio de Balangco Energético Brasileiro, Empresa de Pesquisa Energética
(2014).

Em 2013, o Brasil teve participacéo significativa em ambito mundial referente
as energias renovaveis, alcancando um percentual de utilizagcdo de fontes alternativas
de 79,3%, em contrapartida a energia renovavel a nivel mundial em 2011 empregou

apenas 20,3% destas fontes limpas (Figura 3).

Figura 3: Comparacéo do uso de energia renovavel em ambito mundial.
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Fonte: Relatério de Balanco Energético Brasileiro, Empresa de Pesquisa Energética
(2014).

Tolmaskim (2012), em seus estudos sobre as perspectivas e planejamento do

setor energético brasileiro, aborda que a matriz energética brasileira continuara a ser
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exemplo para o mundo nos proximos anos, pois ja possui forte participacéo das fontes
renovaveis de energia (hidraulica, edlica, etanol, biomassa, entre outros), da qual
conta com uma predominancia ainda maior dessas fontes dentro de um prazo de dez
anos.

Ainda, o Brasil, por possuir condi¢cdes naturais e geogréficas favoraveis a
producdo de biomassa, pode assumir posicdo de destaque no cenario mundial na
producdo e no uso Como recurso energetico, pois a situacdo geografica, faz com que
0 pais receba uma intensa radiacdo solar ao longo do ano, o que é uma fonte de
energia fundamental para a producdo de biomassa, quer seja para alimentacéo ou
para fins agroindustriais. Outro aspecto importante € que o Brasil possui uma grande
guantidade de terra agricultdvel, com boas caracteristicas de solo e condi¢des
climaticas favoraveis, fazendo com que a geracdo de biomassa seja ainda maior
(MMA, 2014).

1.1.1 Biomassa para energia

Biomassa € qualquer matéria organica que possa ser transformada em energia
mecanica, térmica ou elétrica. De acordo com a sua origem, pode ser: florestal
(madeira), agricola (soja, arroz e cana-de-agucar, entre outros) e rejeitos urbanos e
industriais (sélidos ou liguidos, como o lixo). Os derivados obtidos dependem tanto da
matéria prima utilizada (cujo potencial energético varia de tipo para tipo) quanto da
tecnologia de processamento para obtencéao dos energéticos (ANEEL, 2008).

Existe um grande numero de tecnologias de conversdo energética da
biomassa, adequadas para aplicacbes e pequena e grande escalas. Elas incluem
gaseificagdo, métodos de producéo de calor e eletricidade (cogeracéo), recuperacao
de energia de residuos solidos urbanos e gas de aterros (etanol e biodiesel). O recente
interesse na energia de biomassa tem dado énfase em aplicacdes que produzem
combustiveis liquidos para o setor de transportes (biocombustiveis) (GOLDEMBERG,
2009).

A biomassa lignocelulésica € referida como a segunda geracdo dos
biocombustiveis, cujo processamento € uma das mais promissoras tecnologias em
fase de desenvolvimento (BASTOS, 2007).
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1.1.2 Biocombustiveis

Entende-se como biocombustiveis todos os combustiveis produzidos a partir
de biomassas. Segundo Gradet (2009), os biocombustiveis, considerados como uma
fonte alternativa e renovavel de energia, podem contribuir positivamente para o
enfrentamento de desafios globais em vérias dimensdes, como o desenvolvimento
sustentavel, a seguranca energética, as alteragdes do clima e o desenvolvimento de
zonas rurais.

A problematica dos biocombustiveis tem ocupado o centro das atencdes
nacionais e internacionais em razdo do aumento excessivo do prec¢o do petréleo e da
discussdo mundial sobre a diminuicdo das emissbes de CO: e consequente
diminuicao do efeito estufa pelo uso de energias renovaveis (KOHLHEEP, 2010).

As crises mundiais de petréleo nos anos de 1973, 1980 e 2007 (Figura 4) foram
0s principais fatos histéricos que impulsionaram o desenvolvimento das tecnologias
brasileiras de producdo de biocombustiveis. Desde entdo, o Brasil foi o pioneiro
mundial no uso de biocombustiveis, onde alcancou uma posi¢cao almejada por muitos
paises que buscam fontes renovaveis de energia como alternativas estratégicas ao
petréleo (ANP, 2014).

Os mais recentes desenvolvimentos no setor de biocombustiveis, com base no
exemplo da producdo do etanol e biodiesel, mostram que o Brasil passa por um
processo abrangente de transformacdo, conduzindo ndo somente a enormes
consequéncias econbmicas, mas também na politica interna levando as mudancas

sociais, socioculturais e ecologicas (KOHLHEEP, 2010).
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Figura 4: Evolucao dos biocombustiveis no Brasil.

Abril 2011 - ANP passa a reqgular e fiscalizar a producao de etanol, agora
considerado um combustivel. Percentual na gasolina pode ir de 18% a 25%
e € determinado pelo govemo.
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Abril 2008 - Consumo do etanol se equipara ao da gasolina
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Fonte: Agéncia Nacional do Petroleo, 2014.

1.1.3 O etanol como biocombustivel

O etanol ou alcool etilico (C2HsOH), € produzido desde os tempos antigos pela
fermentacdo e ainda hoje, grande parte do etanol industrial é obtido pelo mesmo
processo, embora também possa ser produzido a partir de eteno, derivado do petréleo
(BASTOS, 2007).

Em 2005, a produg¢do mundial de etanol era cerca de 58 bilhdes de litros, dos
quais 70% eram produzidos no Brasil e nos Estado Unidos. Cerca de 90% deste
produto € derivado da fermentacédo de sacarose ou amido. De acordo com dados do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (2014), nos ultimos trés anos, a
producédo anual brasileira de etanol foi de aproximadamente 28 milhdes de litros.

A matéria-prima mais utilizada no Brasil para producédo de etanol tem sido a

sacarose de cana-de-acucar. No mundo todo se usam também matérias-primas
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amildceas como milho, trigo, cevada, mandioca, arroz, etc. Embora o amido seja um

polissacarideo da glicose, tem, no processo industrial, a desvantagem de ter de ser

hidrolisado previamente no seu mondémero, pois a imensa maioria dos organismos

industrialmente usados na fermentacdo alcodlica n&o consegue converter

significativamente o amido em alcool (FIGUERUT et al., 2008). De acordo com o0s

autores, embora o agucar seja 0 componente mais importante na composi¢do de uma

matéria-prima a ser usada no processo industrial de fermentacdo, varios outros

parametros tém de ser levados em conta, tais como:

Teor de agua, ou seja, a concentracdo de acucares (valores de 14% a 23% sao
Otimos para o processo brasileiro atual);

Composicdo de agucares, ou seja, quais tipos de aclcares estdo presentes e
em que proporcado (a presenca de um so tipo em geral minimiza a inibicdo de
um acucar sobre outro);

Teor de macro e micronutrientes, principalmente nitrogénio, fésforo, magnésio,
zinco e manganés. O teor total de sais (como os de potassio, sédio ou calcio)
tem um limite superior também (devido ao efeito deletério do aumento da
pressao osmotica). Fatores de crescimento, como vitaminas, tém de estar
presentes em concentra¢cdes minimas;

pH e poder tamponante do substrato a ser utilizado;

Teor de sdlidos insoluveis (indesejavel na maioria dos casos);

Presenca de compostos toxicos ou inibidores da fermentacao alcodlica; entre
outros.

O processo fermentativo de matéria-primas ricas em agucares tem evoluido

muito, conforme pode ser observado nas Figuras 5,6 e 7.



Figura 5: Evolugéo do teor alcodlico ao final da fermentacao.
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Figura 6: Evolucdo do rendimento fermentativos.
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Figura 7: Evolucédo do tempo de fermentacao.
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Verifica-se, portanto, que houve ganhos significativos em todos os aspectos,
embora alguns indices, como o teor alcodlico final (Figura 5), apresentem uma
tendéncia de reducao em vista do uso de maior proporcéo de outros substratos, além
do caldo de cana-de-agucar, como é o caso do uso do melaco, um sub-produto da
indastria agucareira. Os outros indices como eficiéncia alcodlica (ou rendimento
fermentativo estequiométrico, (Figura 6) e tempo de fermentagéo (Figura 7) parecem
ter atingido o seu valor limite, correspondendo a maturidade do processo.

Outro importante parametro de producéo observado tem sido a produtividade
do processo. As industrias brasileiras tém utilizado o conceito de produtividade
agroindustrial em etanol, a qual engloba a produtividade da cana no campo e a
produtividade industrial na obtencéao do etanol.

De acordo com Goldemberg (2010), de uma amostragem de 116 usinas
localizadas na regido Centro-Sul de S&o Paulo, a produtividade agroindustrial maxima
alcancada tem sido de 8.000 a 8.500 litros de etanol por hectare de solo cultivado.
Palécio et al. (2012) mostram a evolugéo desta produtividade no Brasil de 1975 a 2008
(2.100 a 6.800 L/ha) juntamente com o crescimento da produtividade industrial de 47
a 78 litros de etanol por tonelada de cana processada.

Além do uso da sacarose de cana-de-acUcar como principal substrato da
fermentacao alcodlica no Brasil, muitas pesquisas vém sendo feitas para viabilizar o
uso de outras matérias-primas como fonte de acucares fermentesciveis. Residuos
vegetais como a palha e o bagaco de cana-de-acucar tém sido avaliadas com o
objetivo de baixar os custos da producdo do combustivel e viabilizar a producéo de
maior quantidade de etanol com menor area plantada.

Enquanto as tecnologias de primeira geracao para a producéo de etanol estado
baseadas na fermentacdo alcodlica dos carboidratos (principalmente sacarose e
amido) presentes na matéria-prima, para a producao do etanol de segunda geracao,
ou bioetanol, faz-se necessario a hidrolise prévia (sacarificacdo) dos polissacarideos
celulose e hemicelulose presentes na parede celular dos vegetais. Os processos de
producéo do etanol de primeira e de segunda geragéo estdo resumidos na Figura 8 e
9.



Figura 8: Processamento de etanol de primeira geracéo.
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Figura 9: Processo de bioetanol de segunda geracéao.
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Até 2012, segundo Palacio et al. (2012), a obtencdo de etanol a partir de

materiais lignoceluldsicos ndo era, ainda, vidvel economicamente em escala industrial.

O autor indicou, naquele momento, que a solucéo desse problema nos préximos anos,

estaria na determinac&o de uma melhor opcéo para disponibilizar a glicose a partir da

hidrolise da celulose em termos de custo global,

rendimento glicosidico e

fermentabilidade do hidrolisado. Para ilustrar a comparagdo entre 0os custos de

producéo do etanol com os da gasolina, o autor, apresentou a Figura 10.
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Figura 10: Faixa de custos de producéo de etanol e da gasolina no ano de 2005 e
projetados para o ano de 2030
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Fonte: Palacio et al. (2012).

Seminario apresentado no Rio de Janeiro pelo Banco Nacional de
Desenvolvimento Social - BNDS, em abril de 2015, mostrou que ha, atualmente, no
mundo, oito grandes projetos em desenvolvimento para producdo de etanol 2G em
escala industrial, totalizando uma producé&o mundial prevista de 635 milhdes de litros
por ano.

Nos Estados Unidos destacam-se os Projetos POET-DSM e Abengoa com
uma producéao individual de 95 milhdes de litros e o Projeto Dupont com previséo para
115 milhdes de litros, todos a partir de biomassa residual da cultura do milho.

Na China, também a partir de residuos do milho, esta em desenvolvimento o
Projeto Shandong com uma producédo anual de 65 milhGes de litros.

O Projeto M&G, em execuc¢do na Itélia, prevé uma producdo de 80 milhdes de
litros de etanol a partir da cana-do-reino (Arundo donax).

No Brasil, trés instalacbes industriais preveem o0 uso de residuos
lignocelulésicos da cana-de-agUcar para uma producdo nacional de 185 milhdes de
litros. Duas dessas unidades fazem uso da palha e do bagaco de cana como
biomassa: o Projeto Granbio, instalado em Sao Miguel dos Campos, Alagoas, com
capacidade para a producdo de 80 milhdes de litros e o Projeto Abengoa (mesmo

nome do projeto nos EUA), em Pirassununga, Sao Paulo, com previsdo de 65 milhdes
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de litros. A terceira unidade, denominada de Projeto Raizen, estad localizada em
Piracicaba, Sdo Paulo, e devera produzir 40 milhdes de litros de etanol 2G

empregando apenas o bagaco de cana-de-acgucar.

2.2 Composicéao dos residuos lignocelulésicos

Os materiais lignoceluldsicos representam a maior fonte de carbono e, portanto,
energia renovavel da terra. Entretanto, grandes quantidades de residuos
lignocelulésicos sdo acumulados, anualmente, decorrentes da producdo agricola e
beneficiamento de cereais, dentre inUmeras outras transformacfes operadas com
esses recursos naturais (MICHEL, 2007).

A biomassa lignoceluldsica é composta basicamente de carboidrato (celulose
e hemicelulose), lignina e uma pequena parte constituida por extrativos, acidos, sais
e minerais. A celulose e a hemicelulose sdo polissacarideos que podem ser
hidrolisados em acgucares fermentados para producéo de bioetanol (HAMELINCK et
al, 2005).

A celulose € um polimero linear de glicose unidas por ligag6es do tipo B-1,4.
Essas ligacdes glicosidicas conferem uma alta rigidez e ordenacdo na estrutura,
criando regibes cristalinas, as quais séo responsaveis pela insolubilidade e pouca
reatividade da celulose (LEMOS, 2001).

A hemicelulose consta em pequenas cadeias altamente ramificadas de varios
acucares, principalmente a xilose (uma pentose ou acucar Cs), arabinose (Cs),
galactose (Cs), glicose (Cs) e manose (Ces). Ela também contém pequenas
quantidades de compostos diferentes dos agucares, como 0s do grupo acetil, o que a
torna relativamente facil de hidrolisar devido a sua natureza amorfa e ramificada
(HAMELINCK et al., 2005)

A lignina esta associada com a celulose e a hemicelulose na composicéo de
matérias lignocelulésicas. A lignina € um material hidrofébico com estrutura
tridimensional, altamente ramificada, podendo ser classificada como um polifenol, o
qual é constituido por um arranjo irregular de varias unidades de fenilpropano que
podem conter grupos hidroxila e metoxila como substituintes no grupo fenil (SILVA et
al, 2009).

Santos et al (2012a), em seus estudos buscou a composicéo quimica de varios

tipos de biomassa celuldsica, onde abordou que geralmente a biomassa contem 35-
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50% de celulose, seguido de 20-35% de hemicelulose, e 10-15% de lignina e uma
pequena quantidade de cinzas e extrativos. Essa composicéo quimica varia conforme
o tipo da biomassa, como mostrado na Tabela 1.

Dependendo das suas caracteristicas fisicas e propriedades fisico-quimicas, a
biomassa pode ser empregada como substrato de fermentagcdo mediante uma
sequéncia de operacfes unitarias especificas a sua natureza. A partir da
disponibilizacdo da biomassa na area de processos, o0 material podera passar por pré-
tratamentos fisicos para a reducdo do teor de umidade (secagem) e tamanho da
particula (trituracdo e/ou moagem); deslignificacdo, sacarificacdo; filtracao;
concentracdo de agucares (evaporacao); destoxificacdo; fermentagcdo; extracdo e

purificacdo do etanol.

Tabela 1: Composi¢cdo quimica de biomassas lignocelulésicas em base de massa
seca.

Biomassa Lignocelulésica % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Talo de milho 35 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Algodao 95 2 0,3
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

Fonte: Santos et al., (2012a).

2.2.1 Residuos lignocelulésicos utilizados na producéao de bioetanol

Muitas pesquisas vém sendo feitas para viabilizar o uso de residuos

lignocelulésicos como matéria-prima para a producdo de bioetanol, também

denominado de etanol de segunda geracéo, ou simplesmente etanol 2G.
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De acordo com Nunes et al. (2013), o Brasil possui diversas fontes alternativas
para a producdo de etanol de segunda geracao a partir de residuos lignocelulésicos,
dentre os quais destacam-se: palha de cana-de-acucar, bagaco da cana, palha de
trigo, palha de arroz e pseudocaule da bananeira. A palha e bagaco da cana, contém
um teor celulésico em média de 39% e 43%, respectivamente, estimando assim um
potencial de producéo de etanol em torno de 88 e 101 bilhdes de litros. Ja os residuos
da cultura do arroz e trigo com potencial de 1,15 e 2,37 bilhdes de litros, e o
pseudocaule da bananeira, possui 0 maior teor de celulose, apresenta um potencial
de aproximadamente 17 bilhdes de litros de etanol.

Estudos apontam a viabilidade técnica e o sucesso do uso de residuos
lignoceluldsicos para producdo de etanol. Na Tabela 2 estdo identificados alguns
trabalhos realizados no Brasil com diferentes residuos previamente hidrolisados para

a producéao de etanol 2G.

Tabela 2: Biomassas lignocelulésicas e principais pré-tratamentos empregados para
a producéao de bioetanol.

Biomassa Obtencéo do agucar Autor
Palha e casca de Moidas e peneiradas com hidrélise &cida e hidrolise FURLAN, 2009
arroz enzimética

Polpa e cascas de Hidrélise acida e hidrolise enzimatica com diferentes SCHULZ, 2010

banana concentragdes de massa Umida inicial
Pseudocaule da Hidrolise acida sem pré tratamento quimico de GONGCALVES
bananeira deslignificacdo, hidrolise acida com deslignificagdo FILHO, 2011

prévia, hidrolise enzimatica precedida de hidrdlise
acida e hidrolise enzimatica com deslignificacédo

prévia.
Residuos de Moidas, hidrélise alcalina, sacarificacdo, hidrolise GUEDES, 2012
algodao enzimética

Residuos da cana- Secas, moidas, hidrolise acida, hidrolise alcalina, SANTOS, 2012b
de-aclcar e hidrolise enzimética
celulose

Cascas de banana In natura e secas/moidas, apds a hidrolise acida e FERREIRA, 2013b
hidrélise enzimatica.

Fonte: o autor, (2014).
Embora a biomassa lignocelulosica venha sendo considerada como a matéria-
prima mais promissora durante muito tempo, devido a sua grande disponibilidade e

baixo custo de aquisi¢cdo, a producdo comercial de etanol 2G ndo se implementou
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ainda devido ao seu alto custo global. Segundo Perdices et al. (2012), o custo de
producdo do etanol lignoceluldésico depende grandemente da escala de producéo e
do tipo de hidrdlise utilizada, os quais podem representar mais de 40% do custo total
do processo.

Buckeridge et al. (2010), reforcam a importancia dos custos associados
principalmente a conversdo da biomassa em acglcares fermentaveis e destacam que
para se obter niveis aceitaveis de comercializagcdo do etanol 2G (<US$ 0,36/kg) sera
necessaria a reducdo dos mesmos. Segundo os autores, um dos reagentes mais
utilizados nessa etapa do processo tem sido o &cido sulfarico, o qual contribui
significativamente pelo alto custo do produto final (cerca de US$ 0,80/kg) quando
comparado a producéo de etanol de amido (US$ 0,35/kg) e da cana-de-agucar (US$
0,27/kg).

2.2.1.1 Residuos da bananicultura

A banana é a segunda fruta mais consumida no planeta, com 11,4
kg/habitante/ano, perdendo apenas para a laranja, com 12,2 kg/habitante/ano. A sua
producdo mundial em 2012 foi de 106,5 milhdes de toneladas (FAO, 2014).

De acordo com o Centro de Socioeconomia e Planejamento Agricola do
governo do Estado de Santa Catarina (CEPA, 2013), dentre as frutas “in natura”
comercializadas nos principais centros consumidores mundiais, a banana apresenta
o0 maior movimento financeiro, seguida pela uva, maca e laranja. A bananicultura tem
se expandido bastante na maioria dos paises nas trés ultimas décadas, passando de
35 milhdes de toneladas na safra 1978 para 107 milhdes de toneladas na safra 2011.
Isso foi possivel gracas ao uso mais intensivo de tecnologia, proporcionando melhores
produtividades. A india lidera a producdo de banana no ranking mundial, sendo
responsavel por 28,1%. A China, com 10,1%, vem em segundo lugar; seguida pelas
Filipinas, com 8,6%; Equador, com 7,0%; Brasil, com 6,9% (7,3 milhdes de
toneladas/ano) e Indonésia, com 5,8%.

No Brasil, a banana é cultivada na maioria dos estados brasileiros. As
condicbes de clima (temperatura, umidade relativa, precipitacdo e insolagéo)
favorecem que a producao seja distribuida durante todo o ano, atendendo de forma
regular as necessidades de consumo. Santa Catarina destaca-se no cenario nacional
como o terceiro maior produtor de banana (689,8 mil toneladas/ano). S&o cerca de
seis mil produtores que se dedicam a essa atividade. O Litoral Norte do Estado
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concentra 85% da producédo estadual, onde predominam os cultivares Nanica e
Nanicdo, componentes do tipo Caturra. J& no Litoral Sul, que representa cerca de 9%
da producéo, os cultivares mais usados sédo a Enxerto e a Branca de Santa Catarina,
componentes do tipo Prata também conhecidos como Branca em alguns Estados da
Federacgéo (CEPA, 2013).

As microrregides catarinenses que possuem a maior concentragao da producao
de bananas sédo Joinville (383,5 mil toneladas), Blumenau (135,9 mil toneladas), Itajai

(86,2 mil toneladas) e Ararangué (45,5 mil toneladas), conforme mostra a Figura 11.

Figura 11: Produgéo de banana no estado de Santa Catarina.

A=

08 - Joinville
12 - Blumenau
13 - Itajai

20 - Ararangua

Banana - Concentracado da producao
por microrregido geografica
- Santa Catarina - Safra 2012

(Total = 689.815 t)

Fonte: Centro de Socioeconémica e Planejamento Agricola, (2013).

Os municipios com maior producédo na safra de 2012 foram Corupa (20%), Luiz
Alves (19%), Massaranduba (9%), Jacinto Machado (7%) e Jaragua do Sul (6%). A
soma da producdo destes municipios é responsavel por 61% da producédo estadual,
ou seja, 403 mil toneladas (CEPA, 2013).

Segundo Souza et al. (2010), para cada tonelada de banana colhida em torno
de quatro toneladas de residuos agroindustriais sdo gerados (fruta integral rejeitada
para consumo humano, cascas de banana, engaco, folhas e pseudocaule da
bananeira). Considerando apenas a microrregiao de Joinville é possivel estimar, uma
producdo anual de mais de 1,5 milhdes de toneladas de biomassa disponivel para

producdo de biocombustivel.
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Esse tipo de producéo torna-se um processo bastante atraente pois, além de
permitir a criagdo de uma fonte alternativa e renovavel de energia e de contribuir com
a reducédo de residuos no meio ambiente, a geracdo de energia pode agregar valor a
matriz produtiva da fruta reduzindo, assim, o risco de perdas provocadas por sua
comercializacdo (SOUZA et al.,2012)

Especificamente para as cascas de banana, varios estudos tém sido realizados
para avaliar a sua potencialidade como substrato da fermentacéo alcodlica, incluindo
a caracterizacdo do residuo e avaliagcdo de diferentes formas de tratamento e
fermentacdo da biomassa.

Mohapatra (2010) estimou a sua composi¢cdo (em base umida) como: 83,5%
umidade, 1,8% proteinas, 2,4% glicose, 6,2% frutose, 2,6% sacarose, 1,2% amido e
8,4% celulose, além de tracos de varios minerais inorganicos.

Velasques-Arredondo et al (2010) apresentam como caracteristicas: 89,1% de
umidade e a seguinte composicdo (em base seca): 13,2% de celulose, 14,8% de
hemicelulose, 14% de lignina e 39,9% de amido. Como ndo foram detectados
acucares nas cascas e a concentracao de amido é relativamente alta, acredita-se que,
apesar dos autores ndo terem mencionados, trata-se, aqui, de cascas de banana
verde.

Souza et al (2012), caracterizaram as cascas de banana madura Musa
cavendishii, popularmente conhecida na regiao sul do Brasil como banana nanica, e
determinaram (em base Umida): 88,6% umidade, 2,0% lignina, 2,2% celulose, 0,1%
sacarose, 1,1% glicose e 1,1% frutose.

Monsalve et al. (2006), avaliou a producéo de etanol de cascas de banana
previamente secas, moidas e tratadas por acido e atingiu uma concentracdo de
acucares redutores de 20 g/L no caldo hidrolisado e de 7,92 g/L de etanol no mosto
fermentado.

Sharma et al. (2007) realizou a fermentacdo e sacarificacdo de cascas de
banana otimizando os paréametros de fermentacdo para producdo de etanol, e
alcancou valores maximos de concentragdo, rendimento e eficiéncia em etanol de
26,84 g/L, 0426 g/g e 83,52%, respectivamente.

Schulz (2010) realizou estudos de pré-tratamento acido de 250 g/L (em massa
Uumida) de cascas frescas de banana madura combinado, ou ndo, com hidrélise
enzimatica e obteve um caldo com concentracdo méaxima de agucares redutores (AR)
da ordem de 8 g/L para o caso de hidrélise acida (H2SO4 2%, 120 °C, 15 min)
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combinada com a enzimatica (celulase NS22086, Xilanase NS22083, 3-glucosidade
NS 22118, Complexo enzimético NS22119, Hemicelulase NS22035, glucoamilase
NS22035, pH 5,5, tampéo acetato de sodio/acido acético 0,1 M, 45 °C, 24 h). Ao
comparar esse resultado com o valor maximo de AR (7 g/L) no caldo sem pré-
tratamento 4cido ou sacarificacao (hidrélise acida seguida de hidrdlise enzimatica), o
autor estimou um ganho percentual aproximado de 14,3% em AR ao aplicar a
sacarificacdo. Diante disto, foi indicado o uso desse residuo na sua forma fresca,
apenas com a necessidade prévia de cozimento da biomassa em agua (no minimo,
15 min) para a extragdo dos acucares livres. Ao avaliar a influéncia da concentracdo
de biomassa nesse tipo de tratamento o autor recomendou o uso de 400 g de cascas
frescas e 200 mL de agua, onde alcancou 25,37 g/L de acUcares redutores totais.

Em estudo recente, Ferreira (2013b) sacarificou cascas de banana in natura
(ndo-secas) e previamente secas (2,5% m/m, 121 °C, 15 min) e ao fermentar o caldo
destoxificado (AR = 26,5 g/L e 41,8 g/L, respectivamente) por Zymomonas mobilis
alcancou concentracdo maxima de 87,7 g/L em etanol.

Esses estudos comprovam a potencialidade do uso das cascas de banana
como substrato da fermentacao alcodlica, porém, ainda merecem novos estudos para

definir a necessidade, ou néo, de sua sacarificagdo para a producao de bioetanol.
2.2.2 Tratamento de residuos lignocelulésicos para a producao de etanol 2G

De acordo com Mood et al. (2013), a biomassa lignocelulésica formar uma
intrincada estrutura recalcitrante para decomposi¢éo devido a sua rigidez provocada
pela associacao entre lignina, celulose e hemicelulose. Uma das melhores estratégias
apontadas para converter este tipo de biomassa em acgucares fermentaveis tem sido
a sacarificacdo enzimatica devido ao seu baixo consumo de energia e baixa polui¢éo;
mas, 0 maior problema tem sido a baixa acessibilidade da celulose provocada pela
lignina. A quebra da lignina com uma maior exposi¢cao da celulose tem sido um dos
maiores desafios para converter materiais lignocelulésicos em biocombustiveis.

Perdices et al, (2012), destacam a importancia de pré-tratamentos fisico e/ou
guimicos da biomassa para remover a lignina bem como, também, a hemicelulose
antes da obtencdo da glicose pela sacarificacdo enzimatica. Busca-se com o pré-
tratamento o aumento da porosidade dos materiais e a reducéo da cristalinidade do

polimero, tornando-0 mais acessivel ao ataque das enzimas celuloliticas.
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Dentre os diferentes tipos de pré-tratamentos h& o0s que visam,
especificamente, a reducao do tamanho e aumento da area superficial das particulas
sélidas (trituracdo, picagem e moagem) e agueles com objetivo de reduzir a
cristalinidade (Ogeda et al (2010)) ou a recalcitrancia (Lorencini, 2013) do material
(hidrélise acida, hidrélise alcalina, organosolv, ozondlise, explosdo de vapor, explosao
de amoénia (ammonia fiber explosion — AFEX), explosdo de CO2, dgua superaquecida
(liquid hot wate — LHW), oxidacao quimica (wet oxidation — WO) e radiagdo por micro-
ondas).

A hidrélise acida tém sido o método de pré-tratamento mais utilizado até o
momento para reduzir a cristalinidade da biomassa lignocelulésica (MOOD et al.,
2013).

2.2.2.1 Hidrolise acida

A hidrélise &cida é utilizada no pré-tratamento da biomassa tanto diretamente
para a quebra da hemicelulose e celulose em seus respectivos e principais
mondmeros xilose e glicose, como para proporcionar um tratamento inicial para
posterior hidrolise enzimética desses polimeros.

Acidos diluidos e concentrados tém sido empregados, mas o uso na forma
concentrada € apontado como néo-atraente por ser tdxico, corrosivo, perigoso e por
requerer equipamentos de alto custo de aquisicao (TELEBNIA et al., 2010).

De acordo com Singh et al. (2015), varios acidos utilizados no tratamento de
diferentes biomassas tém sido reportados na literatura incluindo o acido sulfurico,
acido nitrico, acido cloridrico, acido fosforico, acido peracético e acido oxalico. Entre
todos estes, a abordagem mais amplamente explorada e testada esta baseada no uso
do acido sulfarico diluido em funcdo do produto ser altamente reativo e estar
comercialmente disponivel para aplicacdes industriais com um dos menores custos
de aquisicéo.

Perdices et al. (2012) descreve na Tabela 3 as principais caracteristicas das

hidrélises com acidos diluidos e concentrados.
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Tabela 3: Vantagens e desvantagens do processo de hidrélise acida diluida e
concentrada.

Vantagens

Desvantagens

Hidrolise acida diluida

E um processo rapido;

No primeiro estagio de hidrdlise, a fracao de
hemicelulose é convertida em acUcares e
outros coprodutos através da utilizacdo de
acido diluido e vapor.

A temperatura do processo é 130-190°C e
tempo de residéncia de 10 -30 min;

O segundo estagio é realizado com acido
diluido e vapor e a temperatura entre 190-
265°C, com tempo de residéncia de segundos.

As solucbes agucaradas séo tratadas com
hidréxido de célcio e as vezes com pequena
adicdo de sulfato de sédio antes da
fermentacdo. Este tratamento neutraliza os
hidrolisados e remove substancias inibidoras.

Na maioria dos processos nao é possivel atingir
rendimentos de acUcares superiores a 50%;

Ocorre duas reac@es: a primeira € a hidrolise de
celulose para glicose e a segunda transforma
aclcares em substancias quimicas;

Assim que ocorre a hidrélise, as moléculas
degradam para furfural;

A degradacdo da glicose conduz baixa
eficiéncia, como produz o furfural, o que
acarreta em produtos que sdo toxicos aos
micro-organismo;

Hidrolise Acida concentrada

A hidrélise ocorre em um s6 estagio, a baixa
temperatura, geralmente abaixo de 35°C e com
tempos de residéncia entre 5 e 60 min;

N&do é necessario trabalhar sob pressdes
elevadas;

Neste processo pode-se obter uma alta
recuperacdo de aclcares, cerca de 90%;

A matéria prima deve ser submetida a secagem,
a fim de evitar a diluicdo do &cido no estagio da
hidrolise;

E um processo relativamente lento, sendo
também necessario um sistema de recuperagao
de &cido para que seja rentavel;

Se o &cido ndo for recuperavel, deve utilizar
grandes quantidade de cal para neutralizar
acido antes da fermentacao;

No processo de neutralizacdo geram grandes
guantidade de sulfato de calcio, cuja eliminagao
gera altos custos.

Fonte: Perdices et al. (2012)

temperatura e tempo de

A combinagdo de diferentes concentragbes de &acido sulfurico diluido,

reacdo no pré-tratamento de varias biomassas

lignoceluldsicas avaliadas por diferentes autores é apresentada na Tabela 4.
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Tabela 4: Condi¢cGes operacionais indicadas como ideais para o pré-tratamento de
diferentes tipos de biomassa por acido sulfarico diluido.

Concentragéo do _ o
T(C) Tempo (min) Referéncia

Biomassa acido (m/m)
Palha de trigo 0,5% 180 15 Saha et al. (2005)
Palha de milho 2% 120 43 Lu et al. (2007)
Cascas de banana 1% 120 30 Schulz (2010)

2% 120 15 Schulz (2010)
Palha de arroz 1% 180 1-5 Hsu et al. (2010)
Grama 1,2% 140 30 Redding et al. (2011)
Palha de arroz 1% 120 15 Belal (2013)
Cascas de banana 2,5% 121 15 Ferreira (2013)b
Pseudocaule de 1% 120 30 Gongalves Filho et al. (2013)
bananeira 2% 120 15 Souza et al. (2014)

Fonte: o autor (2014).

2.2.2.2 Hidrolise enziméatica

A conversao enziméatica da celulose em glicose é catalisada por um grupo de
enzimas denominadas celulases, as quais rompem as ligacdes glicosidicas das
microfibrilas de celulose, resultando na liberacdo de oligossacarideos, celobiose e
glicose (Santos, 2012b, apud Dillon, 2004).

O processo de hidrolise enzimatica apresenta vantagens associadas a
obtencao de rendimentos superiores a 0,85 g glicose/g celulose (77,3% do rendimento
tedrico: 1,1 g/g), sob temperatura de 40 — 50°C e pressao atmosférica (MACEDO,
2007).

Ao contrario da hidrdlise acida, a hidrolise enzimatica é conduzida sob
condi¢cbes brandas, podendo atingir rendimentos proximos a 100 % do tedérico. A acéo
das enzimas é especifica pelo substrato, evitando a geracdo de compostos
secundarios que podem inibir a etapa de fermentag&do. No entanto, o uso de enzimas
requer um maior tempo para que ocorra a hidrolise. Alguns dos fatores que podem
afetar a sacarificacdo enzimatica incluem o tipo de substrato, a atividade celulolitica,
a temperatura, o tempo e o pH de reacdo (HAHN-HAGERDAL et al, 2006).
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2.3 Producéao de bioetanol por fermentacao

A fermentacao alcoolica consiste na conversdo da glicose em etanol, pela agéo
de micro-organismos especificos, principalmente leveduras. Esta transformacéo
acontece através de uma complexa sequéncia de reacfes que podem ser expressas
do ponto de vista estequiométrico e de maneira global, pela seguinte reacdo quimica
(MOURA et al, 2012):

CeH,,04 + Levedura - 2CH, — CH, — OH + 2C0, + Calor + Levedura

Na fermentacéo alcodlica uma molécula de glicose (CsH1206) é convertida em
duas de etanol (C2HsOH) e mais duas de CO2. Estequiometricamente, o rendimento
tedrico da reacdo é de 0,511 g etanol/g glicose. No entanto, parte dos acuUcares
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 acidos organicos, principalmente acético e succinico, além de outros
alcodis. Industrialmente a fermentacdo alcodlica apresenta eficiéncia (relacédo
percentual entre rendimento real e rendimento tedrico) da ordem de 90% (DIAS,
2008).

A fermentacdo € a via mais importante para a obtencédo do alcool etilico no
Brasil devido ao grande niumero de matérias-primas naturais e residuais existentes
que fornecem aculcares passiveis de fermentacdo microbiana (Lima et al, 2001).

Lima et al (2001) descreve na Tabela 5 os diversos fatores quimicos, fisicos e

microbiolégicos que afetam a fermentacgéo.
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Tabela 5: Fatores que afetam a fermentacéo.

Fatores

Caracteristicas

Agentes de
fermentacéo

Nutrientes

minerais e

orgéanicos

Temperatura

pH

Inibidores de
fermentacéo

Concentracgéo de
acucares

Concentracgéo de
inoculo

Contaminacéo
bacteriana

Antissépticos

Antibiéticos

Cada linhagem de micro-organismo tem suas caracteristicas proprias, afetadas,
pelas condi¢cdes em que o processo fermentativo se desenvolve.

Os micro-organismos exigem uma fonte de carbono elaborada — glicose ou
outro agUcar- que fornece a energia quimica e o esqueleto carbdnico de suas
estruturas celulares, constituidas predominantemente de carbono, oxigénio e
hidrogénio. Algumas vitaminas, como tiamina e acido pantoténico, também séo
necessarias. O meio deve fornecer, ainda, nitrogénio, fosforo, enxofre, potassio,
magnésio, calcio, zinco entre outros elementos em quantidades diminutivas.

As temperaturas 6timas para a producéo industrial de etanol situam-se na faixa
de 26 a 35°C.

As fermentacdes se desenvolvem numa ampla faixa de valores de pH, sendo a
mais utilizada de 4 a 5 para o caso do uso de S. cerevisiae.

O processo fermentativo pode ser inibido ndo somente pelo produto, como o
etanol e &cidos organicos, mas também, por diferentes substancias que podem
estar presentes nos mostos. Minerais como potéssio e célcio, em quantidades
excessivas podem acarretar efeitos negativos as leveduras.

Elevadores teores de acglcar acarretam estresse osmotica da levedura,
entretanto dependendo do processo de fermentacdo uma faixa de concentracao
€ considerada ideal.

O elevado teor de micro-organismos exige maior energia para manutencéo, ou
seja, maior consumo de aguUcar, que tem por consequéncia a maior
competitividade pelos nutrientes do meio.

Altas temperaturas de fermentacdo favorecem a contaminacdo bacteriana, a
gual compromete a fermentacgédo alcodlica.

O uso de antissépticos sdo favoraveis ao desenvolvimento das leveduras e
desfavoravel a outros micro-organismo. Muitos agem inibindo bactérias e
fungos.

Os antibiéticos possuem o0 mesmo efeito dos antissépticos, fazendo com que as
fermentacBes sejam mais puras e regulares.

2.3.1 Leveduras da fermentacéo alcodlica

As leveduras sdo agentes bioldgicos ativos responsaveis pela fermentacao

alcodlica e podem ser definidas como fungos especializados, monocelulares,

aclorofilados, heterotroficos, unicelulares e eucarioticos (FURLAN, 2009).

As exigéncias nutricionais de micro-organismos situam-se entre aqueles que

se desenvolvem em substratos mais simples, constituidos por fontes de carbonos e
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sais minerais, entretanto ha alguns que exigem meios mais complexos (SCHMIDELL
et al., 2001).

As leveduras sé@o conhecidas como “as produtoras de etanol”, principalmente
as do género Saccharomyces, devido a sua boa capacidade fermentativa, alta
tolerancia ao etanol e outros inibidores e a capacidade de crescer rapidamente sob
condicdes anaerdbicas que sdo caracteristicamente estabelecidas durante a
fermentacdo em larga escala (KNAUF & KRAUS, 2006).

A principal rota metabdlica envolvida na fermentacéo alcodlica de leveduras &
a glicélise (rota Embden-Meyerhof-Parmas ou EMP), através da qual uma molécula
de glicose € oxidada e duas moléculas de piruvato sdo produzidas (MADIGAN et al,
2000).

O género Saccharomyces constitui um grupo de leveduras de vasto
conhecimento humano, sendo o representante mais conhecido deste grupo, a espécie
Saccharomyces cerevisiae, a qual € amplamente utilizada nas industrias farmacéutica
e na de panificacdo, bem como na producédo de vinhos, etanol e outros (FERREIRA,
2013)a.

S. cerevisiae é 0 micro-organismo mais utilizado na producao industrial de
bioetanol, porém, apenas a partir da sacarose e seus mondémeros de glicose e frutose.
De acordo com Pereira (2010), S. cerevisiae ndo fermenta pentoses.

Quanto a fermentacdo das pentoses, poucos micro-organismos possuem
capacidade de transforma-las em etanol, entretanto trés espécies de leveduras foram
identificadas como as de maior potencial para a fermentacdo alcodlica de pentose:
Scheffersomyces stipitis, Candida shehatae e Pachysolen tannophilus, com
desempenho muito limitado devido o metabolismo das pentoses exigir uma presenca
minima de oxigénio, o que deve ser rigorosamente controlado (ROSSELL, 2006).

Segundo Van Vieest e Jeffries (2009) a levedura S. stipitis apresenta um
conjunto de caracteristicas fisiologicas que a torna muito interessante para a
bionconversdo de agucares em etanol. Além de apresentar capacidade de fermentar
xilose, esta levedura é capaz de fermentar outros acgucares como glicose, manose,
galactose e celobiose, fazendo com que tenha potencial aplicacdo em processos de
fermentacdo para a producao de etanol a partir de hidrolisados hemicelulésicos ou
através de sacarificagdo e fermentacao simultanea (processo SSF).

Dentre as leveduras que fermentam xilose, S. stipitis € a espécie mais

promissoras para a aplicacao industrial, pois é capaz de converter xilose e quase
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todos os agUcares presentes em hidrolisado lignocelulésicos a etanol, com fatores de
converséo de 0,3 — 0,44 g/g de substrato (STAMBUCK et al., 2008)

Apesar da P.stipitis ser considerada a de maior capacidade fermentativa de
xilose, em relacdo a outros micro-organismos, esta espécie tem um baixo consumo
de acucar comparado ao da S. cerevisiae e requer condicBes microaerofilas para
producéo de etanol (AGBOGBO & COWARD KELLY, 2008).

Ainda, na fermentacao utilizando S. stipitis existem varios fatores que podem
influenciar a bioconversdo de acucares em etanol como a temperatura, pH,
oxigenacao, adicdo de nutrientes e concentracdo inicial de substrato e de inéculo
(GARCIA, 2012)

A levedura, P. tannophilus foi a primeira levedura identificada com capacidade
significativa para converter xilose em etanol, e nesta identificacdo constatou-se que
esse micro-organismo pode fermentar todos os aglcares comuns, exceto L-arabinose
(SLININGER et al., 1987).

Em fermentacfes utilizando P. tannophilus, a oxigenacdo pode influenciar
significativamente a producdo e consumo de etanol pois, podem ocorrer perdas
significativas de etanol em condi¢des aerdbias resultados do metabolismo quando o
acucar presente é a xilose (KIIPER, 2009),

Para P. tannophilus, o pH 6,0 é indicado como o ideal para altas produtividades
em relacéo a fermentacao alcodlica enquanto que a temperatura é de 30 °C, segundo
Converti (2001).

Normalmente, a eficiéncia fermentativa do micro-organismo em temperaturas
acima de 40 °C é muito baixa devido ao aumento da fluidez da membrana provocada
pela alteragdo da composicdo de &cidos graxos presentes na membrana plasmatica
(BREISHA, 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Biomassa

Cascas de banana madura da espécie Musa cavendishii, popularmente
conhecida na regido sul do Brasil como banana nanica, foram utilizadas como
biomassa para a fermentacéo alcoolica. O residuo foi doado pela empresa Tipikus
Alimentos situada na microrregido de Joinville, municipio de Garuva, nordeste de

Santa Catarina.

3.2 Micro-organismos e manutencao

Foram avaliados, como micro-organismo da fermentagdo alcodlica, culturas
puras das leveduras Saccharomyces cerevisiae CCT 0293 (ATCC 26603),
Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis) CCT 2617 (ATCC 58376) e Pachysolen
tannophilus CCT 1891 (ATCC 32691); todas adquiridas junto a Fundacdo André
Tosello, Sao Paulo.

A manutencdo das cepas foi realizada através do cultivo de superficie em
placas de Petri empregando meio sélido (20 g/L de Agar-agar) e incubacao a 30 °C
durante 24 h, seguido de armazenagem em geladeira a 4°C. No maximo, a cada
quinze dias, as culturas foram reativadas através da re-inoculacdo da cultura em
novas placas de Petri contendo o mesmo tipo de meio de manutencéo.

Para cada um dos micro-organismos foram utilizados os nutrientes

recomendados pela Fundagéo André Tosello, conforme mostrado na Tabela 6.



Tabela 6: Composi¢cédo do meio de cultivo para manutengédo dos micro-organismos.
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Nutrientes Concentracéo (g/L)
S. cerevisiae S. stipitis P.tannophilus
Glicose 20,0 20,0 20,0
Extrato de levedura 3,0 3,0 3,0
(NH4)2S04 0,5 - 0,5
K2HPO4 1,0 - 1,0
MgSOa4 0,1 - 0,1
CaClz 0,1 - 0,1
Peptona - 5,0 -
Extrato de malte - 3,0 -

3.3 Ensaios de fermentacéo

Foram desenvolvidos no laboratério de Biotecnologia | da Universidade da

Regidao de Joinville — UNIVILLE empregando frascos de Erlenmeyer de 250 mL

contendo 100 mL de volume de trabalho (80 mL de mosto e 20 mL de inoculo). Vinte

e um ensaios de fermentacao (Figura 12), com diferentes concentracdes iniciais de
acucares redutores (ARo), foram realizados; todos, no minimo, com uma replicata. Os

ensaios foram conduzidos a 30 °C com frequéncia de agitagédo de 100 min-! utilizando

como incubadora agitador orbital (shaker) da LOGEN.



Figura 12: Fluxograma esquematico dos ensaios de fermentacgéo.
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Nos nove primeiros ensaios, 0 objetivo foi selecionar os micro-organismos de
maior capacidade de producdo em etanol. Nessa primeira etapa foi utilizado meio
sintético (item 3.4.1) contendo glicose e/ou xilose como principal fonte de carbono. Em
cada conjunto de trés ensaios, cada um dos ensaios recebeu como indculo uma
diferente espécie de micro-organismo.

Nos demais ensaios (12 ensaios), buscou-se avaliar a producéo de etanol pelos
micro-organismos selecionados empregando meio complexo composto por cascas de
banana.

Cada ensaio de fermentacao foi composto por doze frascos de Erlenmeyer para
possibilitar a retirada peridédica de amostras para quantificacdo da concentracdo de
acucar redutor (AR) e etanol (P), conforme item 3.5.

A identificacdo de cada um dos ensaios foi a seguinte:

(1) Ensaios com meio sintético contendo 100 g/L de glicose como principal fonte
de carbono. Trés ensaios:
e Ensaio Gsc com S. cerevisiae.
e Ensaio Gps com S. stipitis.
e Ensaio Gp: com P. tannophilus.
(2) Ensaios com meio sintético contendo 100 g/L de xilose como principal fonte de
carbono. Trés ensaios:
e Ensaio Xsc com S. cerevisiae.
e Ensaio Xps com S. stipitis.
e Ensaio Xpt com P. tannophilus.
(3) Ensaios com meio sintético contendo 50 g/L de xilose e 50 g/L de glicose como
principais fontes de carbono. Trés ensaios:
e Ensaio XGsc com S. cerevisiae.
e Ensaio XGps com P. stipitis.
e Ensaio XGpt com P. tannophilus.
(4) Ensaios com cascas frescas de bananas maduras (sem sacarificagdo), sem
concentragéo prévia do mosto (ARo = 20 g/L). Dois ensaios:
e Ensaio CF20,sc com S. cerevisiae.
e Ensaio CF20,,pt com P. tannophilus.
(5) Ensaios com cascas frescas de bananas maduras (sem sacarificagdo), com
concentragdo prévia do mosto (ARo = 50 g/L). Dois ensaios:
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e Ensaio CFso,sc com S. cerevisiae.
e Ensaio CFsopt com P. tannophilus.
(6) Ensaios com cascas frescas de bananas maduras (sem sacarificagdo), com
concentragéo prévia do mosto (ARo = 100 g/L). Dois ensaios:
e Ensaio CFi00,sc cOm S. cerevisiae.
e Ensaio CFio00,,rt com P. tannophilus.
(7) Ensaios com cascas de bananas maduras previamente secas, moidas e
sacarificadas, sem concentracdo prévia do mosto (ARo = 20 g/L). Dois ensaios
e Ensaio CS2o,sc com S. cerevisiae.
e Ensaio CS2o,rt com P. tannophilus.
(8) Ensaios com cascas de bananas maduras previamente secas, moidas e
sacarificadas, com concentracao prévia do mosto (ARo = 50 g/L). Dois ensaios:
e Ensaio CSso,sc com S. cerevisiae.
e Ensaio CSso,pt com P. tannophilus.
(9) Ensaios com cascas de bananas maduras previamente secas, moidas e
sacarificadas, com concentracdo prévia do mosto (ARo = 100 g/L). Dois ensaios:
e Ensaio CSioo,sc cOm S. cerevisiae.

e Ensaio CSioo,rt com P. tannophilus.

3.4 Composicao dos meios de fermentacao

Exceto para o tipo e concentracao da fonte de carbono, todos os mostos foram
adicionados, especificamente para cada espécie de micro-organismo, das mesmas
concentracbes de nutrientes utilizadas na composicdo dos meios de manutencéo
(Tabela 6).

Todos os meios foram esterilizados em autoclave a vapor a 121 °C durante 15
min precedido do acerto do pH para 4,5 no caso da fermentacdo com S. cerevisiae;

5,5 para S. stipitis e 6,0 para P. tannophilus.
3.4.1 Preparacao do meio sintético

A fonte de carbono (glicose, xilose e xilose-glicose) juntamente com todos os
demais nutrientes especificos a cada um dos micro-organismos avaliados foram

diluidos em agua destilada sob agitacdo constante e, apos acerto do pH, distribuidos
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em frascos Erlenmeyer (80 mL por frasco) e esterilizados. Apds resfriarem até

temperatura ambiente foram inoculados e incubados.
3.4.2 Preparacao do meio complexo com cascas de banana

3.4.2.1 Caldo de Cascas Frescas (CF)

Inicialmente as cascas frescas de banana madura foram cortadas em pedacgos
quadrados com cerca de 2-3 cm de aresta e entdo moida em liquidificador doméstico
empregando a relacdo de 400 g de massa Umida de biomassa por 200 ml de agua
destilada (615,39 g/L de biomassa Umida, equivalente a 70,15 g/L de biomassa seca)
até obter uma mistura homogénea. Em seguida, conforme sugerido por Schulz (2010),
a mistura foi aquecida em autoclave (120 °C/15 min) para solubilizacdo dos aguUcares
livres e apds filtracdo em tecido de algodédo foi armazenada em congelador para
posterior utilizacao.

O caldo armazenado, apos descongelamento em banho-maria a 60-70 °C, foi
utilizado na forma n&o-concentrada (ARo = 20 g/L, Ensaio CF20) ou concentrada (ARo
=~ 50 g/L, Ensaio CFso e ARo = 100 g/L, Ensaio CF1o0).

Para concentracao, foi utilizado concentrador tipo banho-maria equipado com
aquecedor elétrico e agitador de haste. A temperatura de evaporacédo foi controlada
entre 60 a 70 °C até concentracdo desejada (2,5 vezes para obter CFso e 5 vezes para
CF100).

3.4.2.2 Caldo de Cascas Secas (CS)

Pedacos quadrados de cascas frescas de 2 a 3 cm de aresta foram secas em
estufa na temperatura de 60 °C durante 24 h, seguido de moagem em moinho de facas
da marca Solab — SL-32 até granulometria maior que 30 mesh.

O po foi submetido ao pré-tratamento &cido (H2SO4 2% m/ms; 120 °C, 15 min)
utilizando concentragédo de 70 g/L de massa seca de biomassa (ms) seguido de
hidrolise enzimatica (sacarificacao).

A concentracao de acido, temperatura e tempo de reacdo da hidrolise acida
foram definidas com base nos trabalhos de Schulz (2010) e Souza et al. (2014).

Para a sacarificagéo utilizou-se enzimas Celulase NS50013 e Hemicelulase
NS22002, cedidas pela Novozymes Latin America Ltda, nas proporcdes enzimas/ms

recomendadas pela empresa (6% m/ms para celulase e 2% m/ms para hemicelulase),
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A hidrdlise enzimatica foi conduzida em meio contendo tampao citrato de sédio/acido
acético 0,1 M, pH 5,5; 45 °C, frequéncia de agitacdo de 70 min?, durante 24 h,
conforme Gongalves Filho (2011).

Apos sacarificacao, o caldo foi filtrado a vacuo e armazenado em congelador

para posterior fermentagao.
3.4.3 Pré-indculo e padronizacao do indculo

Como pré-inoculo foi empregada suspensdo microbiana proveniente de
cultivo liquido em frascos Erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de meio de meio
de manutencao (Tabela 3.A). A cultura liquida foi iniciada com suspensao aquosa (5
mL) contendo micro-organismos raspados de uma placa de Petri mantido em
geladeira (idade da cultura inferior a 15 dias). Os frascos foram incubados em agitador
orbital, Shaker Incubating da LOGEN a 30 °C, 100 min-t, durante 24 h.

A padronizagdo do in6culo teve como objetivo iniciar as fermentacdes nas
mesmas concentracdes iniciais de micro-organismos (Xo = 6,5 g/L de massa seca de
células).

Para tanto, foram construidas curvas de calibracdo de absorbancia em funcao
da massa seca (Anexo 1) e através delas estabelecidas as relacdes de volume de
pré-inéculo e volume de agua a adicionar para obter a concentracdo adequada de
micro-organismo para a inoculacdo. Apenas para S. cerevisiae foi necessario
adicionar agua pura no pré-inéculo para obter o valor padronizado de Xo no meio de

fermentacao.

3.5 Métodos Analiticos

Periodicamente (a cada trés horas até 6 h de fermentacao e a cada seis horas
a partir desse ponto) foram retiradas duas amostras de cada fermentacao (cada frasco
de fermentacéo foi considerado uma amostra) para determinacdo da concentracao de
acucares redutores (AR) e de etanol (P). Todas as anélises foram feitas em duplicata.

Inicialmente, 35 mL de cada amostra foi centrifugado a 3500 rpm, 17 °C
durante 10 min empregando centrifuga Excelsa 4 — Modelo 280-R com rotor de
diametro 14 polegadas (forca centrifuga de 2938 g). Em seguida, o sobrenadante foi
vertido em micro tubos de ensaios, lacrados com tampa de rosca e congelados até

realizacdo das analises.
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3.5.1 Determinacdo da concentracao de acucares redutores

Foi utilizado o método colorimétrico do &cido dinitrosalicilico (DNS), adaptado
de Miller (1959): 500 pl de amostra previamente diluida em agua destilada foi
adicionada de 500 pul DNS e aquecida em banho-maria a 100 °C durante 5 min. Em
seguida a mistura foi rapidamente resfriada em banho de gelo e ap6s adi¢édo de 5 ml
de agua destilada foi colocada em cubeta de acrilico para leitura de absorbancia em
espectrofotometro LKB — Biochrom — Novaspec Il no comprimento de onda de 540
nm.

Para o célculo da concentracdo de acucares redutores (AR) foi utilizada a
Equacéo 1 resultante da curva de calibrag&o utilizando glicose como padréo (Anexo
2).

_ Abs +0,0141

0,6311 @

3.5.2 Determinacéo de acucares por cromatografia liquida

Para a determinacao de acgucares foi empregado o método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando cromatografo Merck Hitachi D-7000 IF
equipado com detector de indice de refragcdo Merck RI-71 e Coluna Ca SugarPak —
Waters 30 cm. O eluente empregado foi agua ultrapura (agua Milli-Q) com fluxo de 0,5
ml/mi, e a temperatura foi de 80°C

Antes das amostras serem encaminhadas para analise de cromatografia, foi
realizado o ajuste do pH com carbonato de bério, apdés as amostras foram
centrifugadas a 3800 rpm, 17 °C durante 20 min empregando centrifuga Excelsa 4 —
Modelo 280-R com rotor de didmetro 14 polegadas (forca centrifuga de 2938 g), apés
0 sobrenadante foi filtrado em filtro HV em PE com membrana ou rapore 0,45U de
poro, 13 mm de diametro.

A concentracdo de acucares presentes na amostra foi realizada a partir de
uma curva de calibracdo padrdo (Anexo 05), com os acUcares (sacarose, glicose,

xilose e frutose) ja conhecidos.
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3.5.3 Etanol

Amostras previamente armazenadas em congelador foram descongeladas em
banho-maria a 60 °C e analisadas em cromatégrafo gasoso Agilent - Modelo 6890
equipado com detector de FID (Flame lonization detector) e coluna HP1- Crosslinked
Methyl Siloxane (50 m x 0,32mm x 1,05 um). Como gas de arraste foi empregado gas
He com alto grau de pureza.

A concentracdo de etanol (P) foi calculada pelo equipamento a partir de uma
curva de calibracdo (Anexo 3) construida com padrées contendo o produto nas
concentracoes de (em g/L): 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0.

3.6 Construcdo dos graficos de cinética do consumo de substrato e

formacao do produto

Conhecendo-se os valores das concentracdes de AR e P ao longo do tempo
de fermentacao (t) foram construidos os graficos de cinética para cada um dos 21
ensaios realizados. As curvas ajustadas (ajuste polinomial de 42 ou de 52 ordem)
foram tracadas pelo programa Excel empregando valores médios de cada uma das
variaveis (AR e P) calculados a partir das duplicatas de ensaios e duplicatas de
analises. Através da leitura de cada uma dessas curvas foram retirados os respectivos
valores de AR e P no inicio (ARo e Po) e no final (ARse Pr) da fermentacdo. Entende-
se como final de fermentacao (tr) o tempo em horas necessario para o processo atingir
o0 inicio da fase de acumulo de P (dP/dt = 0) no caldo fermentado, conforme pode

ser visto no exemplo dado na Figura 13.
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Figura 13: Modelo da cinética de consumo do substrato (e) e formacao de produto (a)
para a determinacdo do tempo final de fermentacao (tf) e concentragdes iniciais e

finais de aclcares redutores (ARo e ARy) e etanol (Po e Px).

100 - 50
-»
80 IR - 40
kT
i 3
60 - 30
= L4 ,” iy
E " E
o L
= L [
40 L 20
A
& hd
20 L 10
' e
0 oo 0
0 12 24 36 a8

t(h)

3.7 Célculo dos parametros cinéticos de fermentacéo

Os calculos dos fatores de conversdo de acucares redutores em etanol e

produtividade volumétrica, foram calculados conforme as Equacfes 2 e 3.

Pr— B

Yps = ——————— 2

Qp = 3)

Onde,

Yris— fator de conversao de substrato em produto ou rendimento em etanol (g/g)
Qr — produtividade volumétrica em etanol (g/L.h)

ARo— concentracgdo inicial de agucares redutores (g/L)

ARt — concentracgdo final de acucares redutores (g/L)

Po — concentracao inicial de produto (g/L)

Pt — concentracao final de produto (g/L)

tr — tempo final de fermentacgé&o (h)
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3.8 Analises estatisticas

Os valores de Ypss e Qp relativos a cada um dos ensaios de fermentagéo foram
analisados pelo método ANOVA com teste de Tukey para p<0,05 empregando o

programa computacional Origin 7.5.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selegdo de micro-organismos

Para a selecdo da(s) espécie(s) de levedura(s) com maior potencial para a
producdo de etanol e sua posterior utilizacdo como inéculo na fermentacdo da
biomassa em avaliacdo (cascas de banana), foram comparados os parametros
cinéticos de rendimento e produtividade volumétrica em etanol. Para isto foram
inicialmente construidos os gréaficos cinéticos de consumo de agucares redutores (AR)
e formacéao de etanol (P) dos ensaios de fermentacdo com meio sintético. A variacao
de AR e de P em funcéo do tempo de fermentac&o com o uso da glicose como principal
substrato, xilose e uma mistura glicose/xilose contendo 50% m/m de cada um dos

carboidratos séo apresentados nas Figuras 14, 15 e 16, respectivamente.
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Figura 14: Cinética do consumo de acucares redutores (e AR) e producao de etanol (a
P) por Saccharomyces cerevisiae ATCC 26603 na fermentacéo de glicose (a), xilose

(b) e glicose + xilose (c).
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Figura 15: Cinética do consumo de acgucares redutores (e AR) e producao de etanol (a
P) por Pacchysolen tannophilus ATCC 32691 na fermentacao de glicose (a), xilose (b)

e glicose + xilose (c).
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Figura 16: Cinética do consumo de acgucares redutores (e AR) e producao de etanol (a
P) por Scheffersomyces stipitis ATCC 58376 na fermentacéo de glicose (a), xilose (b)

e glicose + xilose (c).
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Conforme pode ser observado na Figura 14a a glicose foi totalmente
consumida pela cepa S. cerevisiae ATCC 26603 até 24 h de fermentacdo com uma
producdo acumulada de etanol da ordem de 40 g/L.

Em estudo recente, Furlani (2014) utilizou duas cepas de S. cerevisiae e
relatou dois resultados diferentes com o uso da glicose. O primeiro deles, com S.
cerevisiae isolada de fermento comercial Fleishmann®, utilizou 180 g/L de glicose e
obteve 64,4 g/L de etanol. No outro estudo, com S. cerevisiae PE-2, uma cepa isolada
das usinas de etanol do Brasil conforme Basso et. al. (2008), obteve 68 g/L de etanol
a partir de mosto contendo 160 g /L de glicose. Os tempos finais de fermentagéo para
ambos os casos foram de 6 h, bem menor do observado neste trabalho (24 h). Isto
ocorreu em virtude da autora ter iniciado os processos fermentativos com 20 g/L de
massa seca de indculo, enquanto que, neste trabalho, a concentracao de inéculo (6,0
g/L) foi 3,3 vezes menor.

No processo de fermentagé&o utilizando somente a xilose (Figura 14b) n&o foi
observado o consumo do substrato por S. cerevisiae e, consequentemente, a
formacdo de produto, conforme ja indicado por outros autores (PEREIRA, 2010;
COSTA, 2011; SANTOS et al, 2010).

O consumo de AR por S. cerevisiae ATCC 26603 para o caso da mistura
proporcional de glicose e xilose (50:50 em massa) mostrado na Figura 14c foi da
ordem de 50% da sua concentragao inicial (100-120 g/L). Esse comportamento
corrobora com o observado no uso da xilose como Unica fonte de carbono, ou seja,
Saccharomyces cerevisiae selvagem (sem manipulagdo genética) ndo consome
pentoses (MORAES, 2012).

P. tannophilus ATCC 32691 apresentou comportamento semelhante a S.
cerevisiae no consumo de glicose (Figura 15a), ou seja, o substrato foi totalmente
consumido com uma producdo média de 38 g/L de etanol. No entanto, foi necessario
50% a mais no tempo de fermentacédo (36 h) para exaurir toda a concentracéo inicial
de AR.

Para o caso do uso de apenas xilose como AR (Figura 15b), até 48 h de
processo, foi possivel observar apenas um pequeno consumo do substrato (35,7% de
ARo) com uma baixa producéo de etanol (P = 3,2 g/L). Segundo Slininger et al (1982)
e Cheng et al (2008), Pachysolen consome xilose; no entanto, de acordo com Moraes
(2012) a velocidade de consumo desse substrato depende da disponibilidade de

oxigénio dissolvido no meio de cultivo.
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Watson et al (1985), ao cultivar P. tannophilus NRRL Y- 2460 em meio com ARo
=10 g/L de xilose e aeracdo de 1,18 mmol/(L.h) observaram o consumo total do agucar
somente com 100 h de cultivo, com uma concentracéo final de etanol (Ps = 2,2 g/L)
semelhante a alcancada neste trabalho sem aeracéo (Figura 15b).

Essa baixa velocidade do consumo de xilose refletiu no comportamento cinético
da fermentacdo com glicose + xilose (Figura 15c). Observa-se que comt = 18 h, em
torno de 50% de ARo ja havia sido consumido pelo micro-organismo e, a partir desse
ponto, onde supbe-se iniciar o consumo da xilose, a velocidade decai
significativamente e o acumulo do produto no meio praticamente cessa.

Resultados semelhantes foram observados por Zhao et al. (2008). Os autores
utilizaram glicose e xilose em processo batelada e avaliaram o comportamento de P.
tannophilus 1771 (cepa do China National Research Institute of Food & Fermentation
Industries) em diferentes composi¢cdes do substrato: glicose 20 g/L; xilose 20 g/L;
mistura de % de glicose (15 g/L) e ¥a de xilose (5 g/L); mistura contendo 50% de glicose
(10 g/L) e 50% de xilose (50 g/L); mistura de ¥ de glicose (5 g/L) e ¥ de xilose (15
g/L). Na primeira condicdo o substrato foi totalmente consumido ap6s 12 h de
fermentacao com producédo de 7 g/L de etanol. No caso da xilose como Unico substrato
foram necessérias 60 h para o seu consumo total com producéo de 2,2 g/L de etanol.
O acumulo maximo de etanol (2,7 g/L) nesse caso foi em t = 48 h, quando AR era de
aproximadamente 2 g/L. Ao compor 0 mosto com as misturas de glicose e xilose, 0
tempo final de fermentacéo (tr) foi diretamente proporcional a quantidade de glicose
no meio de fermentacéo, ou seja, 12 h para o caso de glicose % e 48 h para o0 caso
de 50% e xilose ¥%. A concentragdo maxima em etanol foi obtida com glicose % (P =
6 g/L).

Na fermentagéo de S. stipitis ATCC 58376 utilizando como unico substrato 100
g L de glicose (Figura 16a), é possivel constatar que a velocidade de consumo de AR
foi menor do que o ocorrido com P. tannophilus ATCC 32691 (Figura 15a). Comt =48
h, S. stipitis consumiu 73,4 % de ARo enquanto que P. tannophilus em t = 36 h ja havia
consumido toda a glicose inicialmente presente no meio (ARo = 100 g/L). A
concentracéo de etanol em t = 48 h para S. stipitis foi em torno de 30 g/L.

Cho et al. (2010), analisaram a producao de etanol por S. stipitis KCCM 12009
utilizando, entre outros substratos, 58 g/L de glicose. O micro-organismo consumiu
toda a glicose em 36 h, o que indica uma velocidade global de consumo do substrato

(1,67 g/L.h) semelhante a que pode ser estimada para este trabalho (1,56 g/L.h). A
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diferenca entre as fermentacdes foi o pH: 6,0 e 5,5, respectivamente e a quantidade
de inoculo adicionada ao meio.

Scheffersomyces stipitis ATCC 58376, assim como Pachysolen tannophylus
ATCC 32691, consumiu parcialmente a xilose quando este foi utilizado como Unico
acucar no mosto (Figura 16b) ou em composi¢cdo com a glicose (Figura 16c). Para o
caso do uso somente de xilose com S. stipitis 0 acumulo de etanol no meio foi de
aproximadamente 5 g/L com um consumo em torno de 30% de ARo até 48 h de
fermentacao.

Silva et al (2009b) estudaram o consumo de substrato e formacéo de produto
por S. stipitis NRRL Y-7124 (ATCC 58376) em meio composto por xilose (90 g/L),
glicose (15 g/L) e arabinose (15 g/L) e obtiveram um acumulo maximo de etanol de
cerca de 27 g/L somente quando t chegou a 84 h de fermentacé&o, confirmando assim,
a baixa velocidade de metabolismo da cepa em relacéo a alta concentragéo de agucar.

A partir do comportamento cinético de cada um dos micro-organismos
avaliados na fermentacédo de meios sintéticos (Figuras 14 a 16), retirou-se os valores
das concentracdes de acglcar e etanol no inicio (ARo e Po) e no final (ARs e Pr) do
cultivo, conforme descrito no item 3.6 e e calculou-se os valores de rendimento, (Yers,
Equacao 2) e produtividade volumétrica (Qp, Equacao 3) para cada um dos ensaios
realizados. As Figuras 17 e 18 apresentam esses valores médios com 0s respectivos

desvios padrao, conforme Tabela 3.A do Anexo 3.
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Figura 17: Rendimento (Yrss) da fermentagcdo de meio sintético contendo glicose (G),
xilose (X) e glicose + xilose (GX) para S.cerevisiae ATCC 26603 (sc), P. tannophilus
ATCC 32691 (pt) e S. stipits ATCC 58376 (ps).
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Letras iguais numa mesma concentragdo de acgUcar, significam que ndo ha diferenca significativa entre

os valores de Yp;s de acordo com o teste de Tukey para p<0,05
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Figura 18: Produtividade volumétrica (Qp) da fermentagcédo de meio sintético contendo
glicose (G), xilose (X) e glicose + xilose (GX) por S.cerevisiae ATCC 26603 (sc), P.
tannophilus ATCC 32691 (pt) e S. stipits ATCC 58376 (ps).
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Letras iguais numa mesma concentracédo de aglcar, significam que ndo ha diferenca significativa entre

os valores de Ypss de acordo com o teste de Tukey para p<0,05.

Conforme pode ser observado na Figura 17 ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os valores médios de Ypis na fermentacdo de glicose pelos trés micro-
organismos avaliados. Para o caso da xilose, conforme discutido anteriormente, S.
cerevisiae ndo produziu etanol (Yr/s = 0). Ao utilizar P. stipitis como inoculo estimou-
se rendimento de 0,15+0,05, o qual foi trés vezes maior do que Ypis para P.
tannophilus (Yris = 0,05+0,01). Ao misturar-se glicose com xilose na proporcao de
massa 50:50 (ensaios GX), S. cerevisiae proporcionou o maior rendimento em etanol
(Yrs = 0,53+0,17), mesmo nao sendo consumidora de xilose. Esse valor foi,
aproximadamente, 36% maior do que Yps obtido com P. tannophilus (Yrs =
0,3910,07) e 2,2 vezes maior de que Ypss de P. stipitis (Yris = 0,24+0,06).
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Ribeiro & Horri (1999), realizaram ensaios de fermentagdo com caldo de cana-
de-acucar comparando a producédo de etanol por trés diferentes linhagens de S.
cerevisiae, uma delas floculante, como a deste trabalho. Os autores obtiveram uma
producao final de etanol de 54,51 ml/L (= 43 g/L considerando massa especifica do
etanol a 20 °C igual a 0,789 g/L) a partir de uma concentracao inicial de agucar préximo
a 100 g/L. Essa diferenca no acumulo de etanol (35,6% maior do que o obtido nos
ensaios com cascas frescas de banana deste trabalho) pode ter ocorrido em funcao
dos autores terem utilizado uma linhagem de levedura industrial, previamente
selecionada pela industria e ja adaptada ao tipo de substrato empregado.

Valores de Ypss iguais a 0,13; 0,19; 0,23; 0,26 e 0,32 g/g foram observados por
ZHAO et al (2008) nos seus estudos com P. tannophilus empregando misturas de
glicose e xilose nas propor¢cdes massicas de 100% de xilose; ¥4 de glicose e ¥ de
xilose; ¥ de glicose e Y2 de xilose; % de glicose e % de xilose; 100% de glicose,
respectivamente. Os respectivos tempos de fermentagdes empregados (em h) foram
de 60, 48, 48, 36 e 12.

Em relagdo a Pichia stipitis, Silva et al. (2009) cultivaram a linhagem NRRL Y-
7124 em meio composto por xilose (90 g/L), glicose (15 g/L) e arabinose (15 g/L) e
obtiveram Ypis méaximo de 0,32 g/g.

Cabral et al (2011) reavaliaram a producao de etanol dessa mesma cepa em
meio com mesma concentracdo de arabinose (15 g/L) porém, com menores
concentracfes de xilose (30 g/L) e glicose (3 g/L), em diferentes valores de pH, e
alcancaram rendimento maximo ainda maior (Ye/s = 0,40 g/g) do que o obtido por Silva
et al. (2009). Ambos os rendimentos relatados foram bem superior ao obtido neste
trabalho (Yris = 0,15 g/g, Figura 17, Ensaio Xps). Além desses autores empregarem
maior frequéncia de agitacdo (200 a 250 min'!) do que a empregada neste trabalho
(100 mint), conduziram o cultivo até exaustdo de todo o substrato. Além disto, Silva
et al. (2009) fizeram uso de aeracgdo (Kia = 4,9 h', 0,25 vvm). Convém deixar claro
gue a linhagem NRRL Y-7124 é a mesma da utilizada neste trabalho (ATCC 58376) e
é identificada pela Fundacdo André Tosello, fornecedora da cepa, com nimero CCT
2617.

Na analise técnica de um processo fermentativo qualquer, além de se conhecer
0 parametro de rendimento que indica o aproveitamento do substrato na geracéo do
produto de interesse, deve-se “olhar”, também, para a produtividade do processo, cujo
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calculo inclui o tempo de processo gasto para alcancar a concentragdo do produto
desejado.

Na Figura 18 estdo apresentados os valores de produtividade volumétrica (Qp)
estimados nos experimentos realizados neste trabalho. Os maiores valores de
produtividade especificos a cada micro-organismo avaliado foram de 1,57+0,13 g/(L.h)
para S. cerevisiae em meio com glicose 100 g/L, 0,91+0,02 g/(L.h) para P. tannophilus
com a mistura glicose:xilose (50:50) e 0,10+£0,04 g/(L.h) para P. stipitis em meio com
xilose 100 g/L.

Nos trabalhos citados anteriormente (Furlani, 2014; Zhao et al, 2008 e Cho et
al. 2010) é possivel estimar valores maximos de Qp da ordem de 10,73 g/(L.h) para
Saccharomyces com o uso de glicose como substrato (Furlani, 2014) e de 1,24 g/(L.h)
para Pachysolen em meio contendo glicose (Zhao et al 2008) e 1,67 g/(L.h) para Pichia
empregando 60 g/L de glicose (Cho et al, 2010).

Considerando os valores de Ypss (Figura 17) e Qp (Figura 18) alcangados com
meio sintético rico em glicose, dos trés micro-organismos testados, S. cerevisiae
ATCC 26603 foi o que apresentou maior potencial para a producéo de etanol, seguido
por P. tannophilus ATCC 32691 e S. stipitis ATCC 58376. Para o caso de meio
contendo apenas xilose, sem glicose, o micro-organismo indicado seria S. stipitis
enquanto que para meio contendo glicose e xilose, tanto S. cerevisiae como P.
tannophilus apresentaram mesmo rendimento; no entanto, P. tannophilus possibilitou
maior produtividade.

Sabe-se que dependendo do tipo de biomassa empregada e do método de
tratamento a que esse material foi submetido para a obtencdo de acucares
fermentesciveis pode-se obter caldos de fermentacdo ricos em glicose com
propor¢des variadas de xilose.

Exemplos disso, sdo os trabalhos realizados por Oliveira et al (2014), que
realiza estudos, utilizando como substrato palha de cana de aglucar em um meio
hidrolisado rico em glicose, através de pré-tratamento de deslignificacdo e hidrélise
enzimatica. Os autores concluiram que foi possivel converter a palha de cana em um
hidrolisado rico em glicose pelos processos de tratamento adotados, e que os tempos
de permanéncia e temperatura mais elevadas podem promover uma melhor
solubilizacéo da hemicelulose e fragmentacéo lignina.

Especificamente para as cascas de banana utilizadas como biomassa neste

trabalho, devido ao problema de ordem técnica, sO6 foi possivel investigar a
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composicdo dos caldos de fermentacgédo, tanto em relacdo a biomassa fresca quanto
a sacarificada, na etapa final da selecdo de micro-organismos. Através de analise
cromatografica (Tabela 7) foi possivel identificar uma baixa concentracdo de xilose no
caldo de fermentacao, independentemente do tipo de tratamento ao qual a biomassa
foi submetida. Este fato pode, aqui, representar a auséncia da necessidade do uso de
micro-organismos consumidores de xilose.

A partir da Tabela 7 € possivel constatar que o uso de cascas frescas (70 g/L
em massa seca) possibilitou a obtencédo de um caldo com concentracdo de agUcares
fermentesciveis (sacarose + glicose + frutose) de 18,0 g/L; valor este muito proximo
ao obtido na concentracdo de acucares resultante da sacarificacdo de mesma
guantidade de biomassa. Este fato ndo corrobora com parte da hipétese formulada
por Schulz (2010) que sugeriu o uso da sacarificacdo do farelo de cascas secas para
aumentar a concentracdo de aclUcares no mosto e assim, aumentar o acumulo de

etanol no meio fermentado.

Tabela 7: Composicdo do mosto de fermentacéo proveniente de cascas frescas (CF)
e sacarificadas (CS) de banana madura nas diferentes concentragfes de agucares
avaliadas (20, 50 e 100 g/L).

Concentracéo de agUcar (g/L)

Tratamento

Sacarose Glicose Xilose Frutose
CF20 0,23 +0,00 8,72 +0,06 0 9,06 +0,03
CFso0 1,57+£1,75 18,43+0,81 0 17,96+1,18
CF100 7,34 41,01+1,38 0 43,57+2,01
CS20 3,13+0,39 10,92 0,06 9,67
CSso 1,90 19,95+2,76 0,15 14,27+2,40
CSi00 1,85+0,49 32,29+1,71 0 27,13

No entanto, convém lembrar que a etapa da selecdo dos micro-organismos foi
realizada com o objetivo de indicar, de uma forma geral, as cepas com maior potencial
para consumo de acUcares de biomassas, independentemente do tipo de residuo
lignocelulésico empregado. Assim, mesmo no caso de cascas de banana, optou-se
por manter a avaliagdo de S. cerevisiae ATCC 26603 e P. tannophilus ATCC 32691



67

na fermentacdo, visto que ambas as cepas apresentaram maiores valores de
rendimento (0,44+0,01 e 0,42+0,01 g/g) e produtividade em etanol (1,63+0,01 e
1,20+0,02 g/(L.h)), respectivamente.

4.2 Fermentagédo de cascas frescas e sacarificadas de banana madura

Apés as etapas de obtencéo do caldo de fermentacéo a partir da solubilizacéo
a guente de cascas frescas (item 3.4.2.1) ou da sacarificacdo das cascas secas (item
3.4.2.2), realizou-se as fermentacdes desses meios empregando diferentes
concentragdes iniciais de agucares redutores.

Na Figura 19 estdo mostrados o comportamento cinético dos micro-organismos
S. cerevisiae ATCC 26603 e P. tannophilus ATCC 32691 com caldo de cascas frescas

e na Figura 20, o comportamento com caldo de cascas secas e sacarificadas.
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Figura 19: Cinética do consumo de agucares redutores (AR) e producgédo de etanol (P)

por S. cerevisiae (1) e P. tannophilus (2) na fermentacdo de mosto de cascas frescas

de banana sem concentracdo prévia de AR (a), AR concentrado até 50 g/L (b) e AR

concentrado até 100 g/L (c).
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Figura 20: Cinética do consumo de agucares redutores (AR) e producgédo de etanol (P)

por S. cerevisiae (1) e P. tannophilus (2) na fermentacédo de mosto de cascas secas e

sacarificadas de banana madura, sem concentracdo prévia de AR (a), com AR

concentrado até 50 g/L (b) e AR concentrado até 100 g/L (c).
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Observando os resultados com mosto de cascas frescas de banana (Figura 19)
€ possivel visualizar que houve uma pequena diferenca no acumulo de etanol no meio
de fermentacéo entre 0os micro-organismos testados. O valor maximo dessa diferenca
(37,8%) ocorreu no meio com maior AR inicial (ARo = 100 g/L) onde o valor médio de
Pr foi de 31,7 g/L para S. cerevisiae (Figura 19-cl) e 23,0 g/L para P. tannophilus
(Figura 19-c2).

Em nenhum dos experimentos (Figura 19) houve o consumo total de ARo como
no caso da glicose (Figura 14). Como utilizou-se método colorimétrico do DNS para
andlise das amostras ao longo do tempo de fermentacao, buscou-se a identificacdo
desse composto residual através de analises cromatogréafica posteriores apenas das
amostras correspondentes aos tempos inicial e final de fermentacdo, de ambos os
micro-organismos. Como o método cromatogréafico foi desenvolvido para quantificar
apenas 0s acucares sacarose, glicose, frutose e xilose (Anexo 5), foi possivel
identificar no caso de S. cerevisiae residuos de sacarose, xilose e tracos de frutose
(Anexo 6); e para o caso de P. tannophilus, com maiores valores de AR residual do
gue o ocorrido com Saccharomyces, principalmente para ARo = 100 g/L (Figura 19-
c2), encontrou-se frutose, sacarose e glicose (Anexo 7). Esse fato pode ter ocorrido
em funcéo de algum tipo de inibidor natural presente nessa biomassa em seu estado
natural (cascas frescas), nao identificado neste trabalho.

Ao empregar mosto proveniente de po de cascas secas de banana submetidas
a sacarificagédo (Figura 20), o consumo de ARo e acumulo de P pelas duas leveduras
testadas, para valores de ARo = 20 g/L foram semelhantes aos verificados no mosto
de cascas frescas de banana (Figura 19). O mesmo ocorreu com ARo em torno de 50
g/L e 100 g/L para S. cerevisiae (Figuras 19-b1 e 19-c1, respectivamente).

No entanto, quando ARo foi elevado para 50 g/L na fermentacdo com P.
tannophilus (Figura 20-b2), apenas 42% do acgUcar inicialmente presente no mosto foi
consumido, o que representou a metade da porcentagem do consumo de ARo pelo
micro-organismo se comparado com 0S ensaios com cascas frescas (84,1%).
Entretanto, essa diferenca entre os consumos de aguUcar provenientes de cascas
frescas e de cascas sacarificadas, inverteu-se quando o caldo foi submetido a um
maior tempo de aquecimento para incremento de ARo. No caso de cascas frescas 100
g/L (Anexo 4, Tabela 4.A, Ensaio CFio0o0,,rt) 0 consumo médio foi de 68,8% enquanto
gue para cascas secas e sacarificadas (Anexo 4, Tabela 4.A, Ensaio CSioo,rt) €SSa

percentagem foi de 81,6%.



71

A necessidade de um maior tempo de evaporacao para concentrar o caldo
sacarificado de 20 até 100 g/L (t = 8 h), em comparagéo a concentragdo de 20 para
50 g/L (t = 3,5 h), pode ter contribuido para uma maior dextoxificagdo do meio. O
aguecimento favorece a reducdo ou, até mesmo, a eliminacédo dos inibidores como
acido aceético, furfural e hidroximetilfurfural pela evaporacéo. De acordo com Brethauer
& Wymann (2010); Jénsson et al (2013); Costa et al (2013) e Roviero (2013), esses
compostos normalmente se encontram presentes em caldos provenientes de
biomassas sacarificadas. Essa hipotese esta sendo avaliada em outros trabalhos em
desenvolvimento pelo grupo de pesquisa empregando como biomassa o pseudocaule
de bananeira.

Também, foi observado um comportamento diferenciado de P. tannophilus no
mosto de cascas sacarificadas com ARo = 50 g/L, em comparagdo a mesma
concentragdo no mosto de cascas frescas, que refletiu no acumulo médio de etanol
no meio (Pr= 7,7 g/L), o qual foi 41% menor.

A contribuicdo do acumulo de etanol sobre o rendimento do processo com
cascas de banana madura pode ser vista na Figura 21 (cascas frescas e
sacarificadas); para ambos o0s micro-organismos, nas diferentes concentracoes

iniciais de acucar.
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Figura 21: Rendimento (Yrss) da fermentacdo de meio de cascas de banana frescas
(CF) e sacarificadas (CS), nas diferentes concentracdes iniciais de acucares (20,50 e
100 g/L) por S.cerevisiae ATCC 26603 (Sc), P. tannophilus ATCC 32691 (Pt).
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Letras iguais numa mesma concentracdo de acgUcar, significam que ndo ha diferenca significativa entre

os valores de Ypss de acordo com o teste de Tukey para p<0,05.

A partir da leitura da Figura 21 é possivel verificar que ndo houve diferenca
significativa (p < 0,05) entre os valores de Ypis para as duas leveduras empregadas
como indculo, exceto quando o mosto fermentado possuia ARo em torno de 20 g/L
(Ensaios CF, identificados como CF20,sc/CF20,pt € CS20,5¢/CS20,,pt NO Anexo 4, Tabela
4.A). O rendimento médio em etanol nessa concentracdo de acucar para cascas
frescas com S. cerevisiae (Ypss, medio = 0,56+0,05 g/g) foi 86% maior do que o valor
estimado para o mesmo tipo de biomassa empregando P. tannophilus (Yp/smedio =
0,30+0,01 g/g). Entretanto, cabe ressaltar que esse alto rendimento observado com
S. cerevisae ultrapassou o rendimento maximo tedérico da conversao estequiométrica

da glicose para etanol que é de 0,511 g/g, conforme Finguerut (2008). Novos testes
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nessas mesmas condicbes de fermentacéo precisariam ser realizados para melhor
avaliacao deste fato.

Para cascas sacarificadas (Ensaios CS), essa diferenca percentual reduziu
para 37,5%, ou seja, para S. cerevisiae o valor médio do rendimento foi de 0,44+0,02
g/g enquanto que, para P. tannophilus, Ypssmedio foi de 0,32+0,03 g/g.

Schulz (2010) e Souza et al. (2012) utilizaram mosto sacarificado de cascas
de banana madura (sem secagem prévia) e alcancaram rendimento maximo em
etanol da ordem de 0,34 g/g ao utilizar mosto com 7,5 g/L de acUcares totais (sacarose
+ glicose + frutose) e uma linhagem néo-floculante de S. cerevisiae como inoculo.

A produtividade volumétrica (Qr) referente aos ensaios com mosto de cascas
de banana madura (frescas e sacarificadas), nas diferentes concentra¢des iniciais de

acucar para os dois micro-organismos, pode ser visto na Figura 22.
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Figura 22: Produtividade (Qp) da fermentagcéo de meio de cascas de banana frescas
(CF) e sacarificadas (CS), nas diferentes concentracdes iniciais de acucares (20,50 e
100 g/L) por S.cerevisiae ATCC 26603 (Sc), P. tannophilus ATCC 32691 (Pt).
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Letras iguais numa mesma concentracdo de aclcar, significam que ndo ha diferenca significativa entre

os valores de Qp estimados de acordo com o teste de Tukey para p<0,05.

Em relacdo a produtividade volumétrica em etanol (Figura 22), verifica-se que,
assim como ocorreu com o0 uso de meio sintético contendo apenas a glicose como
substrato, o maior valor de Qr foi sempre para S.cerevisiae ATCC 26603 em
comparacao a P. tannophilus ATCC 32691, na maioria dos experimentos realizados.
Apenas na fermentacdo de mosto contendo ARo = 50 g/L (Ensaio CF), houve uma
pequena diferenca significativa ao nivel de 95,5% de seguranca (teste de Tukey)
positiva para P. tannophilus (Qp, medioc = 0,685+0,07 g/(L.h)) em relacdo a S.cerevisiae
(Qp, medio = 0,625+0,07 g/(L.h)). Na fermentacdo de cascas sacarificadas (Ensaio CS)
para ARo = 20 g/L ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os dois

micro-organismos.
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O comportamento de S.cerevisiae nas diferentes condi¢cdes de fermentacéo
experimentadas, tanto em relacdo ao tipo de tratamento da biomassa para obtencéo
do mosto (extracao a quente do aglcar de cascas frescas ou sacarificacdo de cascas
secas) quanto a concentracao inicial de acucares redutores, pode ser visto na Figura
23.

Verifica-se a partir da Figura 23 que somente houve diferenga significativa
(p<0,05) entre os valores de Ypss nos diferentes tipos de tratamento (CF e CS) quando
foi empregado ARo= 20 g/L.

Ao comparar as diferentes concentracdes iniciais de acucar (20, 50 e 100 g/L)
para um mesmo tipo de tratamento, pode-se constatar a existéncia de um maior valor
de Yrss na condigdo CF para ARo =20 g/L; enquanto que na condi¢do CS nao houve
diferenca significativa nesse parametro, independentemente do valor de ARo.

Para Qp, houve diferenca significativa entre todos os ensaios conduzidos a
partir das diferentes condigbes experimentais avaliadas, exceto no ensaio a ARo = 20
g/L. O maior valor em Qr (1,31+0,01 g/(L.h)) foi alcangcado em CF com ARo = 100 g/L
e 0 menor valor (0,35+0,04 g/(L.h)) na condi¢do CS, ARo = 20 g/L, conforme Tabela
4.A do Anexo 4.

O valor de Qrp com CF e ARo = 100 g/L foi aproximadamente 16% maior do que
Qr com CS, na mesma concentracdo de acucar inicial. Para a condi¢do de CF e ARo
=~ 50 g/L (0,63%0,01 g/(L.h)) essa diferenca aumenta para 108%.

Diante do exposto, indica-se a fermentacdo de mosto proveniente de cascas
frescas com extracdo dos acucares livres por solubilizacdo a quente, seguido de
concentracdo desses acUcares até, aproximadamente, ARo = 100 g/L, confirmando

assim, a recomendacao feita por Schulz (2010).
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Figura 23: Rendimento (Yrss) e Produtividade volumétrica em etanol (Qp) estimados
na fermentacdo de mosto proveniente de cascas de banana frescas (CF) e
sacarificadas (CS), nas diferentes concentracdes iniciais de acgucares (20,50 e 100
g/L) por S.cerevisiae ATCC 26603.
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Letras iguais numa mesma concentracao de acucar (a, b, c, d, e), significam que ndo héa diferenca
significativa (Teste de Tukey para p<0,05) entre os valores de Yp;s ou entre os valores de Qp estimados
para os dois tipos de tratamentos prévios da biomassa (CF e CS).

Letras iguais entre as diferentes concentragdes de aclcar em CF ( f, g, h), significam que ndo ha
diferenca significativa entre os valores de Yeis ou entre os valores de Qp.

Letras iguais entre as diferentes concentracfes de aglcar em CS (i, j, k), significam que n&do ha

diferenca significativa entre os valores de Ypss ou entre os valores de Qr.

Ao comparar o maior valor de Qp obtidos com o uso de S. cerevisiae ATCC
26603 com aqueles relatados por outros autores (Tabela 08) é possivel verificar que,
as cascas frescas de banana possuem uma alta produtividade comparada aos outros

tipos de substrato, ainda, vale destacar que Souza et al (2012) também obteve uma
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produtividade semelhante a deste trabalho, utilizando cascas frescas de banana,

entretanto o micro-organismo utilizado foi o fermento de S.cerevisiae comercial.

Tabela 8: Valores de produtividade em bioetanol, obtidos com diferentes linhagens de

S. cerevisae empregando diferentes tipos de substratos.

Fonte de carbono Higlrolise Hidrélis.e Qr (g/Lh) Referencia

acida enzimatica
Cana de agucar Nao Nao 3,40 Ribeiro & Horri (1999)*
Farelo de trigo Sim Sim 1,92 Palmarola-Adrados et al (2005)
Cascas de banana e N&o Sim 0,426 Sharma et al (2007)
residuos de tangerina
Polpa de banana Sim N&o 3,04 Souza et al (2012)
Cascas de banana Sm Nao 1,32
Bagaco de malte Sim Sim 0,46 Lima et al 2013
Cascas de banana Né&o Né&o 1,31 Este trabalho*
Casca de banana Sim Sim 0,89

*Linhagem floculante

Portanto, confirma-se a potencialidade do uso dessa cepa para a fermentacao
alcodlica de aglcares provenientes de cascas de banana madura. E importante
relembrar que trata-se do aproveitamento de um residuo disponivel na regido, durante
praticamente o ano todo, nas industrias de beneficiamento da banana. Outro ponto
importante a ser considerado em relacdo ao micro-organismos indicado, é que trata-
se de uma cepa floculante. Consequentemente, melhor aproveitamento dessa
caracteristica pode ser obtido em sistemas continuos, principalmente em relacao a
separacdo das células do mosto fermentado e, caso se deseje, em relagdo a

recirculagdo do micro-organismo.
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5. CONCLUSOES

Ao empregar meio sintético contendo 100 g/L de glicose como substrato nas
condicbes ideais de fermentacdo (pH e temperatura) para cada um dos micro-
organismos avaliados (Saccharomyces cerevisiae ATCC 26603, Pacchysolen
tannophilus ATCC 32691, Scheffersomyces stipitis ATCC 58376) a espécie S.
cerevisiae foi a que possibilitou um maior acimulo de etanol no meio fermentado (Ps
= 41,8 g/L) com menor tempo de fermentacdo (tr = 24 h). Consequentemente,
proporcionou maior valor médio de produtividade volumétrica em etanol (Qp = 1,63
g/(L.h)), seguido por P. tannophilus com Qp = 1,20 g/(L.h) e S. stipitis (Qp = 0,62
g/(L.h). Portanto, Saccharomyces e Pacchysolen foram consideradas as de maior
potencial para o estudo da producédo de etanol a partir de meio complexo proveniente

de cascas de banana.

O uso da operacdo de evaporacao para aumentar a concentracao de aglcares
redutores inicialmente presentes no caldo de cascas de banana madura (ARo = 20
g/L) para valores de até 100 g/L, possibilitou incrementar a concentracao de etanol no
mosto fermentado de 7,5 g/L para valores acima de 31 g/L, para o caso do uso de

cascas frescas (in natura) e S. cerevisiae; e para 23 g/L com P. tannophilus.

Comparando o uso do mosto proveniente de cascas frescas com o de cascas
secas e moidas, verificou-se que houve diferenca significativa (p<0,05) em rendimento
em etanol entre os dois micro-organismos selecionados, apenas no caso do uso de
mosto contendo ARo = 20 g/L, onde Ypss para S. cerevisiae foi em torno de 60% maior
do que Ypss para P. tannophilus. Nas demais fermentac¢des, com ARo = 50-100 g/L, o

valor médio geral de Ypss foi de 0,38+0,04 g/g.

Em relacdo a produtividade volumétrica, o maior valor (Qep = 1,31+0,04
g/(L.h)), foi obtido com S. cerevisiae a0 empregar cascas frescas e ARo = 100 g/L
como substrato. Esse valor foi 34,35% superior ao maior valor obtido para 0 mesmo
micro-organismos (Qp = 0,87 g¢/(L.h)) com cascas sacarificadas e mesma
concentragdo de ARo. Para P. tannophilus, o maior valor de Qpr (0,69 g/(L.h)) foi
alcancado na fermentagédo de mosto de cascas frescas contendo 50 g/L de acUcares

redutores.
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Como, os mostos de cascas de banana, sacarificada ou ndo, apresentaram
concentracbes muito baixas de xilose (concentracdo méxima em torno de 0,1 g/L)
recomenda-se 0 emprego de Saccharomyces cerevisiae para a producao de etanol.
Como mosto de fermentacao indica-se o0 uso do caldo de cascas frescas previamente
solubilizado a quente (120 °C,15 min), filtrado e evaporado até obtencdo de uma
concentracéo inicial de acucares redutores da ordem de 100 g/L.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHO FUTURO

Realizar a fermentacdo de mostos de cascas frescas de banana com
concentracbes de agucares redutores maiores que 100 g/L e avaliar a sua
influéncia sobre o rendimento e produtividade em etanol.

Fazer balanco de massa e de energia e realizar analise econémica do processo
de obtencéo do etanol a partir de mosto de cascas frescas de banana para num

cenario de ampliacédo de escalas.

Realizar um estudo focado nos novos tipos de residuos gerados no processo
de producéo do bioetanol, desde o pré-tratamento da biomassa até a etapa de
extragcdo e purificacdo do produto (ndo realizada neste trabalho). O
reaproveitamento desses novos residuos como compostagem ou ha geracao
de energia (biogas, combustéo ou pirdlise), seriam boas opcdes para reduzir o
seu impacto no meio ambiente (aplicacdo dos conceitos de biorrefinaria,

sustentabilidade, quimica verde e residuo zero).
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Anexo 1

Curva de calibracao para a padronizagéo do inoculo

Tabela 1.A: Valores de massa Umida e massa seca de Saccharomyces cerevisiae
ATCC 23606, utilizando meio de S.c. apo6s inoculacdo de 48h a 30°C.

Amostra Massa umida (g) Massa seca (g) Massa celular (g/L)
A 112,8116 1,0099 10,99
B 112,6971 1,0222 10,22

C 112,7518 0,9004 9,004
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Tabela 1.B: Valores de absorbancia de suspensdes de Scheffersomyces stipitis ATCC

23606, utilizando meio de P.s. apds inoculacao de 48h a 30°C.

Diluicéo Peso celular seco (g/L) ABS
1:1 1,037 0,985
1:1,2 0,733 0,815
1:11,5 0,586 0,720
1:2 0,564 0,597
1:3 0,385 0,461
1:5 0,317 0,258
1:10 0,262 0,172

Figura 1.A: Curva de calibracdo da concentracdo celular utilizando Scheffersomyces
stipitis, obtida das suspenc¢des do caldo do inéculo a 570 nm, com pré-fermentacéo
de 48h a 30°C.
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Tabela 1.C: Valores de absorbancia de suspensdes de P.tannophilus ATCC 23606,

utilizando meio de P.t. apds inoculagédo de 48h a 30°C.

Diluicéo Peso celular seco (g/L) ABS
1:1 1,1 0,969
1:1,2 0,92 0,822
1:11,5 0,66 0,716
1:2 0,48 0,530
1:3 0,36 0,380
1:5 0,24 0,283
1:10 0,2 0,140

Figura 1.B: Curva de calibracdo da concentracdo celular utilizando P. tannophilus,
obtida das suspenc¢des do caldo do inoculo a 570 nm, com pré-fermentacdo de 48h a
30°C.
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Curvas padréo para analises de acucares pelo método DNS

Tabela 2.A: Valores de absorbancia a 540 nm de amostras contenho diferentes

concentracdes de glicose para a confeccao da curva de calibragdo pelo método DNS

Concentracao (g/L)

Absorbéancia (nm) Teste de Equacéo (g/L)

0

0,1

0,25

0,5

0,75

0 0
0,041 0,09
0,139 0,24
0,296 0,49
0,456 0,74
0,624 1,01

Figura 2.A: Curva de calibracédo obtida a partir de diferntes concentracfes de glicose

pelo método DNS.
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Tabela 2.B: Valores de absorbancia a 540 nm de amostras contenho diferentes

concentracdes de xilose para a confec¢ao da curva de calibracéo pelo método DNS.

Concentracao (g/L) Absorbancia (nm) Teste de Equacéo (g/L)
0 0 0
0,1 0,05 0,09
0,25 0,151 0,24
0,5 0,321 0,50
0,75 0,482 0,74
1 0,665 1,01

Figura 2.B: Curva de calibracdo obtida a partir de diferentes concentragdes de xilose

pelo método DNS.
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Tabela 2.C: Valores de absorbéncia a 540 nm de amostras contenho diferentes
concentracdes de glicose mais xilose para a confeccao da curva de calibragdo pelo
método DNS.

Concentracao (g/L) Absorbancia (nm) Teste de Equacéo (g/L)
0 0 0
0,1 0,036 0,08
0,25 0,154 0,25
0,5 0,322 0,49
0,75 0,509 0,76
1 0,684 1,01

Figura 2.C: Curva de calibracdo obtida a partir de diferentes concentracdes de glicose

mais xilose pelo método DNS.
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Anexo 3- Parametros cinéticos da fermentacéao alcodlica empregando meios sintéticos.
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Tabela 3.A: Valores médios das concentracdes iniciais (0) e finais (f) de substrato (acUcares redutores, AR) e produto (etanol, P),
tempo final de fermentacéo (tr), rendimento (Yrss) e produtividade volumétrica (Qp) obtidos na fermentacg&o alcodlica de meio sintético
contendo glicose (G) ou xilose (X) ou mistura de glicose e xilose (50:50, GX) pelos micro-organismos S. cerevisiae (Sc), P.

tannophylus (Pt) e S. stipitis (Ps).

Ensaios* tr (h) ARo (g/L) AR (g/L) Po (g/L) Ps(g/L) Yris(9/9) Qr(g/L.h)
Gsc A 24 90,70 1,13 2,58 41,82 0,44+0,01 1,63+0,01
B 24 95,10 1,14 1,87 38,11 0,39+0,07 1,51+0,40
Gps A 48 101,30 25,65 3,85 28,41 0,32+0,09 0,51+0,17
B 48 100,70 28,01 0,95 30,73 0,41+0,07 0,62+0,03
Get A 36 100,26 0,58 0,93 40,91 0,40+0 1,11+0,08
B 36 104,42 0,73 0,92 44,13 0,42+0,01 1,20+0,02
Xsc A 48 79,00 79,00 1,00 1,00 0 0
B 48 79,00 79,00 1,00 1,00 0 0
Xps A 48 104,93 71,47 0,80 6,55 0,17+0,06 0,12+0,04
B 48 96,39 69,22 0,94 4,11 0,12+0,03 0,07+0
Xpt A 48 87,50 53,60 1,71 3,09 0,04+0,02 0,03+0,01
B 48 76,90 52,05 1,55 2,65 0,05+0,01 0,02+0,01
XGsc A 24 112,22 71,79 1,08 21,40 0,51+0,10 0,85+0
B 24 113,66 72,22 1,03 21,14 0,54+0,28 0,84+0,07
XGps A 48 120,86 58,05 0,81 17,24 0,27+0,07 0,34+0,02
B 48 150,01 68,21 0,91 17,66 0,21+0,02 0,35+0,02
XGpt A 24 112,65 52,25 1,90 24,00 0,38+0,09 0,92+0
B 24 113,55 58,25 2,00 23,58 0,40+0,07 0,90+0,03

* Os valores relativos as letras A e B de cada um dos ensaios apresentados correspondem aos valores médios calculados entre duas amostras.
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Anexo 4 - Parametros cinéticos da fermentacdo alcodlica empregando mosto de cascas de banana madura.

Tabela 4.A Valores médios das concentracdes iniciais (0) e finais (f) de acgUcares redutores (AR) e etanol (P), tempo final de
fermentacao (tr), rendimento (Yrss) e produtividade volumétrica (Qp) obtidos na fermentagéo alcodlica de mosto de cascas frescas
de banana madura (CF) ou de cascas secas sacarificadas (CS), empregando concentracdes iniciais de agucar de 20 g/L (20), 50 g/L
(50) e 100 g/L (100) pelos micro-organismos S. cerevisiae (Sc) e P. tannophylus (Pt).

Ensaios ti (h) ARo (g/L) ARsf (g/L) Po(g/L) Pt (g/L) Yeis(9/9) Qr (g/L.h)
CF20,s¢ A 18 15,98 4,47 1,67 8,56 0,60+0,04 0,38+0,03
B 18 17,06 4,61 1,39 7,98 0,53+0,10 0,37x0,04
CFaopt A 24 22,64 3,32 1,78 7,47 0,30+0,02 0,24+0,00
B 24 21,64 3,75 191 7,49 0,31+0,02 0,23+0,00
CFso,sc A 24 42,96 5,32 1,19 16,24 0,40+0,01 0,63%0,01
B 24 39,67 4,47 1,12 15,89 0,42+0,02 0,62+0,01
CFso,pt A 18 45,39 5,33 1,48 13,81 0,32+0,09 0,68+0,03
B 18 39,95 8,19 1,46 13,82 0,40+0,07 0,69x0,00
CFuo00,sc A 24 98,62 13,91 0,98 32,34 0,37+0,03 1,31+0,01
B 24 101,55 14,98 1,02 31,06 0,35+0,01 1,25+0,09
CF1o00,rt A 48 92,18 31,72 1,41 22,72 0,36+0,05 0,44%0,01
B 48 94,40 26,50 1,27 23,32 0,33+0,05 0,46x0,01
CS2o,sc A 18 15,63 4,39 1,40 7,70 0,45 0,35+0,04
B 18 21,63 5,04 1,26 8,36 0,43+0,03 0,39+0,00
CSa20,pt A 18 26,07 5,90 1,56 8,43 0,34+0,03 0,38x0,00
B 18 29,36 6,26 1,66 8,53 0,30+0,02 0,38x0,02
CSso,s¢ A 12 46,46 10,90 0,95 14,56 0,38+0,01 1,13+0,05
B 12 42,10 10,33 1,14 14,72 0,43+0,01 1,13+0,07
CSso,pt A 24 39,35 23,73 2,25 7,01 0,49+0,49 0,20x0,09
B 24 49,63 28,34 1,78 8,42 0,32+0,07 0,28+0,01
CSi00,s¢ A 12 46,46 10,90 0,95 14,56 0,38+0,01 0,84+0,01
B 24 68,35 12,77 1,01 22,25 0,39+0,07 0,89+0,00
CSi00,pt A 30 62,35 11,12 1,37 20,81 0,38+0,04 0,65+0,00
B 30 67,21 12,76 1,30 21,27 0,37+0,02 0,67+0,00

* Os valores relativos as letras A e B de cada um dos ensaios apresentados correspondem aos valores médios calculados entre duas amostras.



Anexo 05 — Analise de Cromatografia liquida

100

Figura 24: Analise de Cromatografia liquida dos padrdes dos acglcares sacarose,
glicose, frutose e xilose.

D-7000 HSM: Validation

Series: 5245

Report: modified

System: UNIVILLE

Analyzed:

D-7000 HPLC System Manager Report

10/02/15 16:35

Reported:
Processed:

Data Path: C:\Win3ZApp\HSM\validate\DATA\5245\

Processing Method: Agucares

sugarpak-waters

System(acquisition): UNIVILLE
Lpplication: Validation

Sample Name: Padréio

Injection from this vial: 1 of 1

Sample Description:

11/02/15 08:58
11/02/15 08:56

Series:5245
Vial Number: 7

Vial Type:
Volume:

UNK

10,0 ul

Chrom Type: HPLC Channel
1200 S2ME 400
1000 3 7
8@]% E .
600 ; :

400

Intensity (mV)

Acquisition Method:
Column Type: RP18

4 <] 8 10 12

14

Retention Time (min)

Acucares

sugarpak-waters

Pump A Type:
Solvent A:

Solvent C:
Method Description:

L-7100
H20

Metanol

Developed by: Cliudia
Solvent B: HAc 0,5%
Solvent D: ACN

Método para determinar acgucares usando Coluna Ca SugarPak -

30 cm, eluente H20. Curva de calibragioc série 5244.
(s e, xilose, frutose e glicose).
Chrom Type: HPLC Channel 2
Peak Quantitation: ARERA

Calculation Method: EXT-STD

No. RT Name Area Conc 1 BC Area %
g/L

1 0,80 2341 0,000000 BB 0,006
2 2,36 527 0,000000 BB 0,001
3 5,02 10336 0,000000 BB 0,029
4 7,07 6659 0,000000 BB 0,018
5 8,07 Sacarose 11823539 7,24995 BB 32,714
(5] 9,98 Glic 7766701 4,74560 BB 21,489
7 10,85 Xilose ©937435 4,83674 BB 19,195
8 11,71 Frutose 9549958 5,93084 BB 26,423
9 14,52 6112 0,000000 BB 0,017
10 15,30 1792 0,000000 BB 0,005
11 16,00 6812 0,000000 BB 0,019
12 18,84 1287 0,000000 BB 0,004
13 23,81 28802 0,000000 BB 0,080
36142301 22,7631 100,000
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D-7000 HSM: Validation Series: 5245 Report: modified Svystem: UNIVILLE
D-7000 HPLC System Manager Report
Analyzed: 10/02/15 19:37 Reported: 11/02/15 09:09

Processed: 11/02/15 09:09
Data Path: C:\Win32App\HSM\validate\DATA\5245\
Processing Method: Agucares sugarpak-waters

System(acquisition): UNIVILLE Series:5245

Bpplication: Validation Vial Number: 14
Sample Name: Padrdo Vial Type: UNK
Injection from this vial: 1 of 1 Volume: 10,0 ul

Sample Description:

-

Chrom Type: HPLC Channel :

1200 dsame 200 SAMP 400
—N-M=th °

1000 _:B‘Ens & -

800 -3 2

600 =3

400 =

Intensity (mV)

200

Retention Time (min)

Acguisition Method: Acucares sugarpak-waters
Column Type: RPLS Developed by: Claudia
Pump A Type: L-7100
Solvent A: HZ20 Solvent B: HAc 0,5%
Solvent C: Metanol Solvent D: ACN
Method Description: Método para determinar agucares usando Coluna Ca SugarPak -
Warters 30 cm, eluente H20. Curva de calibracdo série 5244.
(sacarose, xilose, frutose e glicose).

Chrom Type: HPLC Channel : 2

Peak Quantitation: AREA
Calculation Method: EXT-STD

No. RT Name Area Conc 1 BC Area %
g/L
1 4,39 5058 0,000000 BB 0,014
2 5,05 10045 0,000000 BB 0,028
3 5,96 19202 0,000000 BB 0,053
4 ;22 29193 0,000000 BB 0,080
5 8,08 Sacarose 11966438 7,33758 BB 32,814
3 10,00 Glicose 7603032 4,64560 BB 20,848
7 10,87 Xilose 7134425 4,97408 BB 19,564
8 11,73 Frutose 9582956 5,95133 BB 26,278
9 14,53 4382 0,000000 BB 0,012
10 15,34 2583 0,000000 BB 0,007
11 15,98 2411 0,000000 BB 0,007
12 18,39 6000 0,000000 BB 0,016
13 22,71 102303 0,000000 BB 281
36468028 22,9086 100,000
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D-7000 HSM: Validation Series: 5245 Report: modified System: UNIVILLE
D-7000 HPLC System Manager Report
Analyzed: 10/02/15 22:39 Reported: 11/02/15 09:19

Processed: 11/02/15 09:18
Data Path: C:\Win3Z2App\HSM\validate\DATRA\5245\
Processing Method: Acgucares sugarpak-waters

System(acquisition): UNIVILLE Seriezs: 5245
Application: Validation Vial Number: 21
Sample Name: Padrio Vial Type: UNK

Injection from this wial: 1 of 1 Volume: 10,0 ul
Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel

1200 "Jazve 200 SAME 400
Ju-M=th "

1000 _: Sens 6 T
_ 800 3 .
= E - @
E E 3 ]
> 600 3 < g
ks E .
3 400 -3 S

200 - E_

C F L] L L] . L] II L] II L L] L T L

0 2 4 [} g 10 12 14 16 8 20 22 24
Retention Time (min)

Acguisition Method: Acucares sugarpak-waters

Column Type: RPI1S Developed by: Claudia
Pump A Type: L-7100
Sclvent A: HZO Solvent B: HAc 0,5%
Solvent C: Metanol Solvent D: ACN

Method Description: Método para determinar agucares usando Coluna Ca SugarPak -
Warters 30 cm, eluente H20. Curva de calibracgdo série 5244,
(sacarose, xilose, frutose e glicose).

Chrom Type: HPLC Channel

Peak Quantitation: AREA
Calculation Method: EXT-STD

No. RT Name Area Conc 1 BC Area %
g/L

1 4,16 3561 0,000000 BB 0,010
2 5,07 16633 0,000000 BB 0,045
3 7,12 6761 0,000000 BB 0,018
4 8,10 Sacarose 12163036 7,45813 BB 33,034
5 10,02 Glicose 7589199 4,63715 BB 20,611
6 10,89 Xilose 7232817 5,04267 BB 19,644
7 11,75 Frutose 9774679 6,07039 BB 26,547
8 14,52 6793 0,000000 BB 0,018
9 15,40 2004 0,000000 BB 0,005
10 18,08 4715 0,000000 BB 0,013
11 22,49 20019 0,000000 BB 0,054
36820217 23,2083 100,000

Peak rejection level: 500
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D-7000 HPLC System Manager Report

11/02/15 01:41 11/02/15 09:24

11/02/15 09:24

Analyzed: Reported:
Processed:
Data Path: C:\Win32App\HSM\validate\DATA\5245\
Processing Method: Acucares sugarpak-waters
System(acguisition): UNIVILLE

Application: Validation

Sample Name: Padrdo

Injection from this wvial: 1 of 1

Sample Description:

Series:5245

Vial Number: 28
Vial Type: UNK
Volume: 10,0 ul

Chrom Type: HPLC Channel : 2
1200 "Feame 200

SAME 400
i

1000 4=

al
Sacarose

800

600 =3

A00 =

Intensity (mV)

200

Retention Time (min)

Acguisition Method: Agucares sugarpak-waters

Column Type: RPILS Developed by:

Pump A Type: L-7100
Sclvent A: HZ20

Solvent C:

Claudia

Solvent B: HAc 0,5%

Metanol Solvent D: ACN

Method Description: Método para determinar agucares usando Coluna Ca SugarPak -

Warters 30 cm,

(sacarose, xilose, frutose e glicose).

Chrom Type: HPLC Channel : 2

Peak Quantitation: AREL
Calculation Method: EXT-STD

No. RT Name Area Conc 1 BC Area %
g/L
1 3,83 1779 0,000000 BB 0,005
2 5,08 27461 0,000000 BB 0,074
3 7,09 16370 0,000000 BB 0,044
4 8,08 Sacarose 12226785 T7,49722 BB 33,059
5 10,00 Glicose 7503887 4,58502 BB 20,289
5] 10,87 Xilose 7223006 5,03583 BB 19,530
7 11,73 Frutose 9937617 6,17158 BB 26,869
8 14,54 7709 0,000000 BB 0,021
9 15,39 2251 0,000000 BB 0,006
10 15,98 1210 0,000000 BB 0,003
11 17,36 1949 0,000000 BB 0,005
12 21,47 34788 0,000000 BB 0,094
36984812 23,2897 100,000

eluente H2Z0. Curva de calibracdo serie 5244,
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Figura 25: Analise de Cromatografia liquida da amostra de tr de S. cerevisiae de

cascas frescas na concentracdo de 100 g/L;

D-7000 HSM: Validation Series: 5245 Report: modified System: UNIVILLE

D-7000 HPLC System Manager Report

Analyzed: 10/02/15 16:09

Reported: 11/02/15 08:56
Processed: 11/02/15 08:55

Data Path: C:\Win32App\HSM\validate\DATA\5245\

Processing Method: Agucares sugarpak-waters
System(acquisition): UNIVILLE

Application: Validation

Sample Name: A6

Series:5245
Vial Number: ©
Vial Type: UNK

Injection from this wvial: 1 of 1 Volume: 10,0 ul
Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel : 2

JSEME 400
f

500 -3

400

Intensity (mV)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Retention Time (min)

Lcguisition Method: Agucares sugarpak-waters
Column Type: RP18 Developed by: Claudia
Pump A Type: L-7100
Solvent A: HZO Solvent B: HAc 0,5%
Solvent C: Metanol Solvent D: ACN
Method Description: Método para determinar acgucares usando Coluna Ca SugarPak -
Warters 30 cm, eluente H20. Curva de calibragido série 5244,
(sacarose, xilose, frutose e glicose).

~

Chrom Type: HPLC Channel : 2

Peak Quantitation: AREA
Calculation Method: EXT-STD

No. RT Name Area Conc 1 BC Area %
g/L
1 5,57 4128016 0,000000 BB 39,480
2 6,26 1416379 0,000000 BB 13,546
3 6,83 263687 0,000000 BB 2,522
4 8,04 Sacarose 492578 0,302039 BB 4,711
5 8,98 11321 0,000000 BB 0,108
4] 9,50 35190 0,000000 BB 0,337
7 10,83 Xilose 43730 0,0304884 BB 0,418
8 11,71 Frutose 6582 0,00408813 BB 0,063
9 12,07 41174 0,000000 BB 0,394
10 13,51 1316086 0,000000 BB 12,587
11 14,49 2482051 0,000000 BB 23,738
12 15,61 131647 0,000000 BB 1,259
13 16,41 65025 0,000000 BB 0,622
14 19,28 3531 0,000000 BB 0,034
15 20,42 4590 0,000000 BB 0,044
16 23,95 14248 0,000000 BB 0,136
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Anexo 07 — Analise de Cromatografia liquida

Figura 26: Analise de Cromatografia liquida da amostra de tr de P. tannophilus de
cascas frescas na concentragdo de 100 g/L;

D-7000 HSM: Validation Series: 5245 Report: modified System: UNIVILLE
D-7000 HPLC System Manager Report
Analyzed: 10/02/15 18:45 Reported: 11/02/15 09:07

Processed: 11/02/15 09:06
Data Path: C:\Win3Z2App\HSM\validate\DATA\5245\
Processing Method: Agucares sugarpak-waters

System(acquisition): UNIVILLE Serieg:5245

Lpplication: Validation Vial Number: 12
Sample Name: ALl Vial Type: UNK
Injection from this vial: 1 of 1 Volume: 10,0 ul

Sample Description:

~

Chrom Type: HPLC Channel : 2
1200 Jsame 200 SEME 400

1000 F——

_ 800

>

g 3

> 600 =3

J: @

, Glicose

Retention Time (min)

Acquisition Method: Agucares sugarpak-waters
Column Type: RPLS Developed by: Claudia
Pump A Type: L-7100
Solvent A: HZ20 Selvent B: HAc 0,5%
Solvent C: Metanol Solvent D: ACN
Method Description: Método para determinar acucares usando Coluna Ca SugarPak -
Warters 30 cm, eluente H20. Curva de calibragdo série 5244,
(sacarose, xilose, frutose e glicose).

~

Chrom Type: HPLC Channel : 2

Peak Quantitation: AREA
Calculation Method: EXT-STD

No. RT Name Area Conc 1 BC LArea %
g/L

1 5,59 5065041 0,000000 BB 34,022
2 6,35 1615781 0,000000 BB 10,853
3 6,94 313418 0,000000 BB 2,105
4 3,09 Sacarose 1412146 0,865900 BB 9,485
5 9,00 7070 0,000000 BB 0,047
5] 9,53 3758 0,000000 BB 0,059
7 9,99 Glicose 264640 0,161701 BB 1,778
8 11,73 Frutose 3342116 2,07556 BB 22,449
9 12,94 24361 0,000000 BB 0,164
10 13,45 739014 0,000000 BB 4,964
11 13,90 22009 0,000000 BB 0,148
12 14,50 1858202 0,000000 BB 12,482
13 15,61 130772 0,000000 BB 0,878
14 16,47 36193 0,000000 BB 0,243
15 19,30 5348 0,000000 BB 0,039
16 20,35 14771 0,000000 BB 0,099
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