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RESUMO

O uso de fontes renovaveis de energia, entre as quais se destaca a
energia de biomassa, € caracterizado por produzir menores impactos
ambientais do que o uso de combustiveis fosseis. Os rejeitos e 0s
residuos agricolas, por apresentarem quantidades significativas de
carboidratos e em funcdo da sua abundancia e do seu carater renovavel,
ocupam lugar de destaque entre as biomassas disponiveis no Brasil para
aproveitamento energético. Na regido nordeste da Santa Catarina, a
biomassa da bananicultura tem sido avaliada como uma destas fontes,
tanto para a geracdo de calor por combustdo (briquetes) como para a
producdo de etanol de primeira (1G) e segunda geracdo (2G). Até o
momento, para a obtencdo de etanol, tem sido empregado 0 processo
fermentativo descontinuo simples com uma Unica cultura microbiana
(Saccharomyces cerevisiae). Este trabalho teve como objetivo produzir
etanol de segunda geracdo a partir do pseudocaule de bananeira
empregando cocultura microbiana e diferentes formas de conducdo de
processo. Inicialmente foram realizados ensaios em batelada com
monocultura de quatro diferentes espécies de micro-organismos
mundialmente  conhecidos como  fermentadores de  hexoses
(Saccharomyces cerevisiae e Zymomonas mobilis) e pentoses
(Scheffersomyces stipitis e Pachysolen tannophilus). A partir desses
resultados pode-se concluir que todos sdo capazes de metabolizar
aproximadamente 100 g/L de agUcares redutores em até 24 h e produzir
em torno de 40 g/L de etanol, exceto S. stipitis. Nos ensaios em batelada
repetida, 0 emprego da cocultura microbiana na fermentacéo de caldo de
pseudocaule de bananeira previamente sacarificado, propiciou
incremento na produtividade do processo batelada simples em torno de
23% em comparacdo ao mesmo tipo de processo empregando cada um
dos micro-organismos avaliados (S. cerevisiae e P. tannophilus) de
forma isolada. N&o houve diferenca significativa (Teste de Tukey para
p<0,05) entre os valores de rendimento e produtividade volumétrica em
etanol obtidos nos ensaios de batelada repetida ao substituir-se
diferentes volumes de caldo fermentado (40% e 60%) por igual volume
de meio fresco (cortes). O processo de destoxificagdo do caldo de
pseudocaule de bananeira com carvao ativo auxilia diminuindo a
inibicdo do crescimento do micro-organismo. Tanto o aumento da
concentracdo inicial de indculo (3,0 g/L para 17 g/L) quanto o processo
de operacdo por batelada sequencial, atuaram sinergicamente para o
aumento da produtividade em etanol em torno de 60% quando
comparado ao processo de batelada simples.



Palavras-chave: bioetanol, regime de operacdo, pseudocaule de
bananeira.



ABSTRACT

The use of renewable energy sources, including biomass energy, is
characterized by lower environmental impacts than the use of fossil
fuels. Rejects and agricultural residues, because they present significant
amounts of carbohydrates and due to their abundance and their
renewable character, occupy a prominent place among the biomasses
available in Brazil for energy use. In the northeast region of Santa
Catarina, biomass of banana farming has been evaluated as one of these
sources, both for the generation of heat by combustion (briquettes) and
for the production of first (1G) and second generation (2G) ethanol. To
date, the simple discontinuous fermentative process with a single
microbial culture (Saccharomyces cerevisiae) has been used to obtain
ethanol. This work aimed to produce second generation ethanol from the
banana tree pseudostem using microbial co-culture and different forms
of process conduction. Initially, batch trials with monoculture were
carried out on four different species of microorganisms known
worldwide as fermenters of hexoses (Saccharomyces cerevisiae and
Zymomonas mobilis) and pentoses (Scheffersomyces stipitis and
Pachysolen tannophilus). From these results it can be concluded that all
are able to metabolize approximately 100 g/L reducing sugars in up to
24 h and produce around 40 g/L ethanol, except S. stipitis. In the
repeated batch tests, the use of microbial co-culture in the fermentation
of previously saccharized banana tree pseudostem broth, allowed an
increase in the productivity of the simple batch process around 23%
compared to the same type of process using each micro- Organisms (S.
cerevisiae and P. tannophilus) in isolation. There was no significant
difference (Tukey's test for p<0.05) between the yield and volumetric
productivity values in ethanol obtained in the repeated batch tests when
different volumes of fermented broth (40% and 60%) were replaced by
equal volume of fresh medium (cuts). The detoxification process of
banana tree pseudostem broth with active charcoal aids in decreasing
inhibition of microorganism growth. Both the increase in the initial
inoculum concentration (3.0 g/L to 17 g/L) and the serial tanks
operation, worked synergistically to increase productivity in ethanol by
around 60% when compared to the batch.

Key-wkeywords: bioethanol, operating regime, banana tree
pseudostem.
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t¢ - tempo final de fermentacéo (h)

Xo — Concentracao de inicial de micro-organismos (g/L)

X¢— Concentracdo de final de micro-organismos (g/L)

Yps — Fator de conversdo de substrato em produto (g/g)
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo intensiva de combustiveis fosseis como fonte de
energia, considerada uma das principais responsaveis pela emissdo de
Gases de Efeito Estufa (GEE) e consequente aquecimento global, levou
a uma diminuic&o consideravel das reservas mundiais com prognosticos
do seu esgotamento no préximo século. Fontes alternativas de energia
como a solar, edlica, hidraulica e de biomassa tém sido empregadas no
mundo todo. Dentre estas fontes, a biomassa € a Unica que possui a
flexibilidade de ser utilizada na geragdo de energia elétrica através da
sua combustdo ou como matéria-prima na producdo de biocombustiveis
(biogas, biodiesel ou bioetanol).

No processo de obtencdo do bioetanol, micro-organismos
fermentadores sdo capazes de converter os acUcares de materiais
lignoceluldsicos a etanol. No entanto, para a produgdo de etanol de
segunda geracdo (Etanol 2G), a biomassa lignoceluldsica necessita,
primeiramente, ser submetida ao processo de sacarificacdo antes da
fermentacdo alcoodlica. Entende-se como sacarificacdo a quebra dos
polimeros celulose e hemicelulose nos seus principais monémeros de
glicose e xilose, respectivamente. A glicose é facilmente metabolizada
pela maioria dos micro-organismos fermentadores enquanto que a
oxidacdo da xilose € realizada por um pequeno grupo de micro-
organismos produtores de etanol (SURIYACHAI et al., 2013; TRAN et
al., 2013).

Ha desafios técnicos para tornar o etanol 2G economicamente
viavel e competitivo frente a outros combustiveis, principalmente com o
etanol de primeira geracdo (Etanol 1G: etanol de caldo de cana-de-
acucar, milho ou beterraba). O principal desafio € a conversdo dos
residuos ou rejeitos agroindustriais em aglcares fermentesciveis e em
etanol com elevados rendimentos e baixos custos. Outro é possibilitar
gue os micro-organismos fermentadores possam converter todos o0s
acUcares contidos na matéria-prima, principalmente as hexoses e
pentoses, em etanol, com produtividade proxima a dos processos etanol
1G. Dessa maneira, diversos estudos abrangem linhas de pesquisas que
contribuem para a otimizacdo da geracdo de etanol 2G a partir de
biomassa vegetal como a Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas
(SFS) com micro-organismo modificado geneticamente e aumento da
eficiéncia da hidrélise por meio de irradia¢do ultrassom (KARIMI et al.,
2014), otimizacdo da hidrolise enzimatica por meio de metodologia de
superficie de resposta (RSM) (DAS et al., 2015). Entretanto, muitas
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vezes, 0s estudos de otimizacdo da produgéo de etanol 2G ndo se tornam
economicamente viaveis.

A utilizacdo da biomassa vegetal é favoravel pela abundancia
que apresenta no mundo todo. No Brasil, em especial no Estado de
Santa Catarina, 0 aproveitamento energético pode ser obtido a partir da
cultura de banana que, conforme dados do Centro de Socioeconomia e
Planejamento Agricola de Santa Catarina (CEPA, 2016), na safra de
2014/2015, o estado foi responsavel por 7351 mil toneladas,
destacando-se ainda como o quarto maior produtor de bananas do Brasil.
Por regido, o Litoral Norte do Estado é responsavel por 85% dessa
producdo. Considerando a producédo anual da regido em torno de 552,16
mil toneladas e tomando como base a quantidade de biomassa produzida
por tonelada de fruta (SOUZA et al., 2010) pode-se estimar a geracdo de
2,2 milhGes de toneladas (em massa Umida) de residuos vegetais
(cascas, engacos, folhas e pseudocaules). O pseudocaule representa 75%
de toda essa biomassa.

Vérios estudos realizados pelo grupo de pesquisa
“Valorizacdo de Residuos ¢ Biomassa” da Univille (GONCALVES
FILHO et al., 2013; JUST et al. 2015; SOUZA et al. 2013, 2014a,
2014b), demonstraram a potencialidade do uso do pseudocaule da
bananeira para a produgdo de etanol 2G. Até o momento foram
avaliadas: a influéncia de diferentes técnicas de pré-tratamento da
biomassa (secagem, cominui¢do, hidrdlise alcalina e hidrolise acida),
diferentes condigBes operacionais de hidrolise enzimética e o uso de
diferentes espécies de micro-organismos sobre o rendimento e
produtividade em etanol. Porém, em todos esses estudos onde o
processo fermentativo usado foi sempre o descontinuo simples (processo
batelada) onde a concentragdo méxima de etanol alcancada no caldo
fermentado foi de 40g/L (JUST et al. 2015).

Este trabalho buscou uma forma de aumentar a producdo de
etanol sem, contudo, reduzir o rendimento e a produtividade do
processo. Portanto, o objetivo principal foi produzir etanol de segunda
geracdo a partir do pseudocaule de bananeira empregando cocultura
microbiana e diferentes formas de conducdo de processo fermentativo
de forma a obter concentracdo do produto de até 80 g/L no caldo
fermentado. Como objetivos especificos teve-se:

1. Awvaliar a produgdo de etanol especifica para
quatro diferentes micro-organismos
(Saccharomyces  cerevisae ATCC 26603,
Zymomonas mobilis ATCC 35001,
Scheffersomyces (Pichia) stipitis ATCC 58376 e
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Pachysolen  tannophilus  ATCC  32691)
empregando mosto sintético (fonte de carbono:
glicose);

Avaliar a producdo de etanol 2G pelos mesmos
micro-organismos empregando como fonte de
carbono dois mostos de pseudocaule da bananeira
sacarificado (ndo destoxificado e destoxificado) e
mostos sintéticos (fonte de carbono: glicose);
Selecionar dentre os micro-organismos avaliados
duas espécies para compor cocultura e verificar a
influéncia da concentracdo de agucares redutores
de pseudocaule de bananeira sobre a
produtividade volumétrica em etanol
(fermentacdo batelada simples);

Verificar a influéncia da concentracdo de
acUcares redutores em mosto de pseudocaule
sobre a produtividade volumétrica em etanol
empregando a fermentacdo batelada simples com
cocultura microbiana;

Estabelecer a influéncia da concentracdo inicial
de in6culo (cocultura microbiana, processo
batelada simples) sobre a produtividade em
etanol 2G;

Produzir etanol 2G empregando diferentes
formas de conducdo do processo fermentativo
(batelada repetida e bateladas sequenciais)
visando aumentar a produtividade do processo
em comparacao a batelada simples.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O aproveitamento de diferentes biomassas vegetais como
fontes de energia, embora ndo venha substituir o petrdleo em sua
totalidade, contribuira para diminuir a utilizacdo de combustiveis fosseis
com consequente reducdo dos impactos negativos ao ambiente causados
pelo seu consumo.

A bhaixa eficiéncia no processo de queima dos combustiveis
fosseis para geracdo de energia motora, promove a emissdo de grandes
guantidades de poluentes na atmosfera, incluindo os Gases de Efeito
Estufa (GEE) e, principalmente, diéxido de carbono (CO,). Como
resultado do aumento de emissdo dos GEE, tem-se observado mudancas
climaticas, como o aquecimento global, que estdo provocando alteracoes
significativas nos ecossistemas. Estima-se como suas consequéncias
diretas aproximadamente 150 mil mortes adicionais por ano, um risco
crescente de fome para milhdes de pessoas, enchentes e escassez de
agua, além do aumento da incidéncia de doencas, como por exemplo, a
malaria (TESKE e SCHAFER, 2007). Preocupagdes com a
sustentabilidade e o meio ambiente tornam a obtencdo de energia
renovavel uma importante estratégia para as nacdes de todo mundo. Ao
mesmo tempo em que se busca ampliar a oferta desta energia deve-se
pensar em processos de baixo custo.

Em funcdo do estado de Santa Catarina gerar grandes
guantidades de residuos lignoceluldsicos na industria da bananicultura, a
Universidade da Regido de Joinville (UNIVILLE) vem estudando, desde
2007, formas de converter esses residuos em etanol 2G.

Schulz (2010) ao pré-tratar com acido e, posteriormente, hidrolisar com
enzimas casca de banana Musa cavendishii na concentracdo de 250 g/L
em massa Umida (mu), obteve 5,77 g/L de acucares redutores (AR) no
caldo, esse valor representou um rendimento em AR de 2,31%. Em
seguida, ao fermentar por Saccharomyces cerevisiae meio reacional
contendo 1210 g/L de casca de banana in natura (19,51 g/L de AR)
obteve concentracdo de etanol (Pf), fator de conversdo de substrato em
etano (YP/AR) e produtividade (QP) de 7,88 ¢g/L, 0,34 £ 0,11 g/g e 1,32
+ 0,03 g¢/L.h respectivamente. Gongalves Filho (2011), avaliou
diferentes processos de despolimerizacdo do pseudocaule de bananeira
Musa cavendishii sobre a fermentacdo alcoolica. Nesse estudo, o autor
obteve melhor resultado no rendimento em agucares redutores com base
no teor de celulose da biomassa (RAR = 74,1 + 11,4%) quando
empregou, sobre o pseudocaule, pré-tratamento alcalino e,
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posteriormente, lavagem com 4&gua e hidrolise enzimatica. Na
fermentacdo, por Saccharomyces cerevisiae, do caldo hidrolisado de
pseudocaule, cujo processo hidrolitico ocorreu por acido com 500
gmu/L (23,5 gms/L) de pseudocaule pré-tratado em meio alcalino,
obteve um fermentado com aproximadamente 7 g/L de etanol, e os
parametros fermentativos YP/AR e QP foram de 0,31 + 0,01 g/g e 0,90
+ 0,09 g/L.h respectivamente. Hopfner (2015) ao avaliar a producdo de
etanol por diferentes espécies de micro-organismos a partir de mostos de
cascas de banana (frescas ou sacarificadas) com diferentes
concentragbes de aglcares redutores, identificou que o caldo
concentrado (AR = 100 g/L) de casca in natura de banana fermentado
por S. cerevisiae ATCC 26603, proporcionou, ap6s 24 h de
fermentagdo, um vinho com 32,4 g/L de etanol, resultando em YP/AR
de 0,44 £ 0,01 g/g e QP de 1,31 £ 0,01 g/L.h.

Souza (2015) ao realizar simulacdo, em software Aspen
Hysys®, do processo de producdo de etanol a partir de residuos da
bananicultura (Figura 13), indicou que para a producdo de etanol em
escala industrial, com consumo de energia aproximo dos valores
propostos pela literatura, sdo necessarios 9046 ton/h de pseudocaule
seco, 52,33 ton/h de casca, e 1,58 ton/h de fruto rejeitado para se obter
270 ton/h de mosto, com esses valores foi possivel obter, pela
simulagdo, vazbes de etanol hidratado e anidro da ordem de 23,52 ton/h
e 21,97 ton/h, com fragdes massicas de etanol de 93,50 % e 99,50. Até o
momento foram avaliadas: a influéncia de diferentes técnicas de pré-
tratamento da biomassa (secagem, cominuicdo, hidrélise alcalina e
hidrélise 4cida), diferentes condices operacionais de hidrolise
enzimatica e o uso de diferentes espécies de micro-organismos sobre o
rendimento e produtividade em etanol. Porém, em todos esses estudos
onde o processo fermentativo usado foi sempre o descontinuo simples
(processo batelada) onde a concentragcdo maxima de etanol alcancada no
caldo fermentado foi de 40g/L (JUST et al. 2015). Neste capitulo, estdo
apresentados estudos realizados por outros pesquisadores e grupos de
pesquisa a fim de fundamentar o tema da tese.

2.1 Fontes de Energia

A matriz energética brasileira esta dividida em dois grandes
grupos: energia proveniente de fontes fosseis, que correspondem a 58%
da energia consumida no pais, e a energia de fontes alternativas, sendo
que a maioria desta Ultima sdo renovaveis. No Brasil, as fontes
renovaveis de energia representam 41% da matriz energética. Desses,
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12,5% correspondem a energia hidraulica e 16,1%, a energia de
biomassa (EPE, 2014), o que torna a matriz energética
predominantemente de origem renovavel (Figura 01).

Figura 01: Matriz energética no Brasil.

56% L3%

16,1% » Biomassa da cana
12.8% » Hidraulica
12,5% = Lenhae carvdo vegetal

» Lixivia e outras renovaveis

» Petroleo e Derivados
B.3% « Gis natural
» Carvdo Mineral

» Urania

Fonte: EPE (2014).

Na Figura 02 é apresentada a matriz energética mundial, onde
grande parte da energia utilizada é proveniente de recursos nédo
renovaveis e, apenas, 10% sdo de fontes renovaveis. Quando se faz uma
comparacao entre a matriz energética mundial e a do Brasil, percebe-se
gue a matriz energética brasileira é bastante limpa.
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Figura 02: Matriz energética mundial.

= Carvdo Mineral
= Qutras
= Fortes Renovaveis

= Hidraulica

LO% . Nuclesr
10.0% = G& Natural
= Petroleo

Fonte: EPE (2014).

As reservas mundiais de petroleo estdo distribuidas de
maneira extremamente irregular. O Oriente Médio concentra cerca de
65% das reservas mundiais, enquanto a Europa e a Eurasia respondem
por 11,7%, a Africa 9,5%, as Américas Central e do Sul 8,6%, a
América do Norte 5%, e a Asia e o Pacifico 3,4% (Figura 03) (BP,
2015).
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Figura 03: Estado atual e distribuicéo das reservas de petr6leo no mundo.

Reservas provodos o finois de 2005
BilhBes de barris

Orienle Médio
74

Américo Centrol Eurobsio
e do Sul Africo

América do
1035 114,3
Asio—Pocifico Norte

10,2 3

Fonte: BP — Brithish Petroleum (2015).

A utilizagdo intensiva e pouco eficiente dos combustiveis
fosseis para o suprimento das necessidades energéticas da humanidade,
levou a uma diminuicdo consideravel de suas reservas mundiais e a
prognosticos do seu esgotamento nas proximas décadas. Este fendbmeno
conhecido como peak-oil, é caracterizado pela redugdo na producédo
mundial de petréleo iniciado a partir de 2010. Esta situacdo teve como
consequéncias um aumento de preco dos barris de petr6leo, uma maior
frequéncia e intensidade dos conflitos bélicos e uma considerdvel
preocupacdo dos governos em garantir a seguranca energética dos paises
consumidores. E unanime a opinido de que a era da energia barata ja
esta ultrapassada (LORA e VENTURINI, 2012).

A resposta do Brasil para o declinio da extracdo de petroleo,
remonta a época do ‘“Primeiro Choque do Petréleo” em 1973, com o
lancamento do Programa Nacional do Alcool (Proalcool) pelo governo
brasileiro em novembro de 1975. O Prodlcool tinha por objetivo a
substituicdo da gasolina pelo alcool em veiculos automotivos, em larga
escala, o qual foi intensificado com o advento do “Segundo Choque do
Petroleo” em 79/80, substituindo no segmento de transporte veicular
leve, a gasolina consumida impactando positivamente a economia
brasileira (TORRES et al., 2010).
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Atualmente, o estado de Sdo Paulo é o maior produtor de
etanol no Brasil e o segundo maior produtor mundial, atras apenas dos
EUA, com ¥ da producdo mundial de etanol. Desde a safra 2013/14, as
usinas brasileiras tém destinado mais Aclcares Totais Recuperaveis
(ATR) para etanol do que para agUcar, revertendo uma tendéncia
observada a partir da safra 2009/10. Na safra 2015/16, aproximadamente
60% do ATR foi destinado ao etanol. Esta tendéncia ainda é observada
na safra 2016/2017 onde a producdo acumulada de aclcar alcancou
35,25 milhdes de toneladas, enquanto que a fabricacdo de etanol no
mesmo periodo totalizou 25,02 bilhdes de litros, com 10,57 bilhdes de
etanol anidro e 14,45 bilhdes de hidratado (MAPA, 2016). Aspectos
como variedades altamente selecionadas, processos industriais
sofisticados, clima e possibilidade de terras agricultaveis garantem ao
Brasil uma lideranca confortavel na tecnologia de producéo de etanol.
Entretanto, para preservar esta posi¢do num cenario competitivo, o
Brasil precisa manter investimentos compativeis na geracdo de novas
tecnologias e formagdo de competéncias. A conversdo de material
lignoceluldsico ou biomassa em agucares fermentaveis para producdo de
etanol vem sendo considerada como uma alternativa promissora para
aumentar a producdo de etanol necessaria para atender a demanda
mundial (BUCKERIDGE, 2013).

2.2 Biomassa

O Brasil possui condigdes naturais e geogréaficas favoraveis a
producdo de biomassa, pois recebe uma intensa radiacdo solar ao longo
do ano, possui uma grande quantidade de terra agricultavel, com boas
caracteristicas de solo e condi¢cBes climéaticas favoraveis. Estas
condicbes sdo favoraveis a producdo de biomassa, quer seja para
alimentacdo ou para fins agroindustriais. Assim, o pais pode assumir
posicdo de destaque no cenario mundial na producdo e no uso da
biomassa como recurso energético (MMA, 2014).

Do ponto de vista da geracdo de energia, 0 termo biomassa
abrange os derivados recentes de organismos vivos utilizados como
combustiveis ou para a sua producdo. Do ponto de vista da ecologia,
biomassa é quantidade total de matéria viva existente num ecossitema
ou numa populacdo animal ou vegetal. Os dois conceitos estdo
interligados embora sejam diferentes. Na definicdo de biomassa para
geracdo de energia excluem-se os tradicionais combustiveis fosseis, pois
embora estes também sejam derivados da vida vegetal (carvdo mineral)
ou animal (petroleo e gas natural), sdo resultado de Vérias
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transformac@es que requerem milhdes de anos para acontecerem. Nestes
termos, pode-se considerar a biomassa um recurso natural renovavel,
enquanto que os combustiveis fésseis ndo se renovam a curto prazo
(ANEEL, 2008).

De acordo com varios autores (BALAT e AYAR, 2005;
McKENDRY, 2002), a biomassa encontra-se entre 6 a 14% do total de
energia primaria consumida no mundo. Até 2021, os estudos do
Ministério de Minas Energia (MME) mostram a manutencdo da
participacdo das fontes renovaveis na matriz de Oferta Interna de
Energia (OIE), acima de 44%, ficando a biomassa com percentuais
superiores a 30%. Em 2021, especificamente, a biomassa chegard a
32,4% de participacdo (ANP, 2016).

O uso energético da biomassa é baseado na utilizacdo de
residuos primarios (residuos agricolas e florestais), secundarios
(indastrias madeireiras, moveleira, residuos de processamento de
alimentos, da producdo de carvao vegetal, da criacdo de animais, etc) e
terciarios (decorrentes do consumo de alimentos e materiais), assim
como da biomassa gerada diretamente para esta finalidade em
plantacdes energéticas (HOOGWIJK et al., 2003).

Hoogwijk et al. (2003), avaliaram que o potencial de
bioenergia em 2050 estara compreendido na faixa de 33 até 1130
EJ/ano. Um estudo realizado por Berndes et al. (2003), que utilizaram
outros 17 estudos diferentes como base, indicou um potencial
equivalente a 20% do consumo total de energia no mundo a ser
fornecido pela biomassa. Segundo Sims et al. (2007) em 2030 serdo
utilizados 61,20 EJ/ano de energia da biomassa. Estudos relatam que no
futuro o potencial de bioenergia sera, no minimo, maior ou igual ao
atual consumo de energia primaria global.

De acordo com Yamamoto e Yamaji (2005) a implementacéo
de taxas pelo carbono emitido incentivaria 0 uso energético da
biomassa. Nas Figuras 04 (a) e (b) é mostrado um prognoéstico de
consumo de energia primaria no mundo do ano de 2010 até o ano de
2050. Os autores simularam dois cenarios para 0 consumo de energia
em 2050: o primeiro sem nenhum tipo de taxacdo sobre a emissdo de
carbono e o segundo com uma taxa de US$ 400,00 por tonelada de
carbono emitido.
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Figura 04: Progndstico do consumo de energia para 2050 sem taxacéo (a) e com
elevada taxacéo (b) sobre emisséo de carbono.
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No caso de ndo haver taxacdo sobre as emissdes de carbono
(Figura 04a), o fornecimento estimado de bioenergia sera de 59 EJ/ano
em 2050, sendo constituido por 53EJ/ano de residuos de biomassa e 6
EJ/ano provenientes de plantacdes de culturas energéticas. Quando se
analisa a situacdo global de produgdo de energia com taxagdo sobre a
emissdo de carbono (Figura 04b), a previsdo € que a bioenergia
represente 253 EJ/ano em 2050, e os residuos de biomassa para 79
EJ/ano. Neste caso, as culturas energéticas produzidas através de

excedentes de solos cultivaveis serdo constantes e fornecerdo em torno
de 6 EJ/ano, em ambos 0s casos.
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2.3 Biocombustiveis

O termo biocombustiveis é designado aos combustiveis
liguidos ou gasosos utilizados no setor de transportes que sdo
produzidos predominantemente de biomassa. Oferecem muitas
vantagens, incluindo sustentabilidade, reducdo da emissdo de gases,
desenvolvimento regional, social e agraria e seguranga de suprimento
(REINJDERS, 2006).

Os biocombustiveis sdo renovaveis, uma vez que S&0
produzidos a partir de residuos de culturas agricolas, tais como cana-de-
acucar, plantas oleaginosas, biomassa florestal e outras fontes de matéria
organica. Como exemplos pode-se citar o biodiesel, etanol, metanol e
gas metano. Podem ser usados tanto individualmente quanto
adicionados aos combustiveis convencionais em misturas (LORA,
2012).

Para serem classificados como combustivel renovéavel,
biocombustivel avancado ou biocombustivel celulésico, devem
apresentar percentuais minimos de reducdo de GEE ao longo de seus
ciclos de vida em comparacdo com as emissfes da gasolina e do diesel
(RODRIGUES, 2011). Em fevereiro de 2010, a Environmental
Protection Agency (EPA) - Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos, designou o etanol de cana-de-aglcar como biocombustivel
avancado, capaz de reduzir as emissdes de gases de efeito estufa em
pelo menos 61% quando comparado com a gasolina.

Algumas vantagens dos biocombustiveis em comparacdo aos
combustiveis fésseis sdo: fechamento do ciclo do carbono, contribuindo
para a estabilizacdo deste gas na atmosfera; grandes areas para cultivo
de plantas que podem ser usadas como biocombustiveis, no caso do
Brasil; geracdo de emprego e renda no campo; maior investimento
financeiro em pesquisas; o biodiesel substitui bem o dleo diesel sem
necessidade de ajustes no motor; redu¢do de residuos no planeta e
manuseio e armazenamento mais seguros. Entre as desvantagens pode-
se relacionar o consumo de energia e agua, assim como os problemas
relacionados a contaminagéo do solo e lengoéis freaticos devido ao uso
de fertilizantes (RODRIGUES, 2011).

Os mais recentes desenvolvimentos no setor de
biocombustiveis, com base no exemplo da produgdo do etanol e
biodiesel, demonstram que o Brasil estd em um processo abrangente de
transformacdo, conduzindo a enormes consequéncias econdmicas,
associadas a mudangas na politica interna, gerando mudangas sociais,
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socioculturais e ecoldgicas (KOHLHEEP, 2010). Na Figura 05 ¢
mostrado e evolugéo dos biocombustiveis no Brasil (ANP, 2014).
Figura 05: Evolucéo dos biocombustiveis no Brasil.

Abril 2011 - ANP passa a regular e fiscalizar a producao de etanol, agora

considerado um combustivel. Percentual na gasolina pode ir de 18% a 25%

e é determinado pelo govemo.

Janerio 2010 - Vigéncia do BS

Abril 2008 - Consumo do etanol se equipara ao da gasolina

2008 - Inicio da obrigatoriedade do B2

2007 - Terceiro choque do petroleo

2005 - E langado o programa nacional de Biodiesel

2003 - Lancamento dos carros bicombustiveis

1990’s - Etanol passa a representar de 20% a 25% da gasolina

1989 - Precos do petrélec caem e gasolina se equipara ao etanol

1985 - Percentual de etanol adicionado a gasolina chega a 22%

1983 - Carros a etanol representam 90% do total de vendas

1980 - Segundo choque do petréleo

1979 - Adicao de 15% de etanol a gasolina

1977 - Adigdo de 4.5% de etanol a gasolina

1974 - Brasil cria o Proalcool

. 1973 - Pnmeiro choque do petrdleo
Fonte: ANP (2014).

2.4 Bioetanol

Os Alcoois sdo substincias neutras, derivadas de
hidrocarbonetos, com a substituicdo de um ou mais atomos de
hidrogénio por um ou mais grupos hidroxila (OH). Diferentes misturas
de gasolina e etanol s&o utilizadas em veiculos fabricados para funcionar
com gasolina, porém sao requeridas modificagbes no motor uma vez que
as propriedades do alcool combustivel sdo diferentes da gasolina. O
alcool etilico tem algumas desvantagens em relagdo & gasolina, entre
estes esta um menor poder calorifico, 0 que aumenta seu consumo
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especifico. Porém, devido a sua alta octanagem, o alcool pode ser
utilizado em motores com taxa de compressao elevada, o que se traduz
em aumento de poténcia (LORA, 2012).

O etanol ou éalcool etilico (C,HsOH) é produzido desde os
tempos antigos pela fermentagdo 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).

Para a obtencdo de etanol por fermentacdo as principais
matérias-primas sdo de origem agricola. Friedich (1999) as agrupa em
trés grandes grupos: agucaradas, amilaceas e celuldsicas (Quadro 01).

Quadro 01: Principais matérias-primas para obtencdo de etanol de origem
agricola.

Mosto de suco de diferentes frutas
Acucaradas Beterraba e cana-de-acUcar
Sorgo agucarado
Milho
Cevada
Malte
Cereais Trigo
Amilaceos Aveia
Centeio
Arroz
Batata
Tubérculos Batata-doce
Raiz de girassol
Madeira
Bagaco e palha de cana-de-agucar
Celuldsicos Palha de trigo
Residuos de milho
Polpa de beterraba

Fonte: Friedich (1999).

Diferentes tipos de matérias-primas sdo utilizados em
diferentes paises para a obtencdo de etanol, atendendo a disponibilidade
de cultivos e condicdes climaticas, que favorecem o crescimento e
produtividade de culturas agricolas diversas. Nos principais paises
produtores de etanol utilizam-se como matérias-primas, a cana-de-
aclcar na India e no Brasil; o milho nos Estados Unidos, a beterraba
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agucareira, 0 sorgo agucareiro e o trigo na Unido Europeia e a cana-de-
acucar e milho na China (LORA, 2012). Conforme dados do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2016), nos Gltimos
trés anos a producdo anual brasileira de etanol foi de, aproximadamente,
30 milhdes de litros.

De acordo com Finguerut et al. (2008), embora o
monossacarideo seja 0 componente mais importante na composicao de
uma matéria-prima a ser usada no processo industrial de fermentacéo,
varios outros parametros tém de ser levados em conta, tais como: teor de
agua (que tem influéncia sobre a concentracdo de carboidratos); tipos de
carboidratos que estdo presentes e em que propor¢do; teor de macro e
micronutrientes, principalmente nitrogénio, fésforo, magnésio, zinco e
manganés; fatores de crescimento, como vitaminas, que precisam estar
presentes em concentragdes minimas; pH e poder tamponante do
substrato a ser utilizado; teor de solidos insollveis (indesejavel na
maioria dos casos); presenca de compostos toxicos ou inibidores da
fermentacdo alcoolica; entre outros. O teor total de sais (como os de
potassio, sodio ou célcio) também tem um limite superior, pois o efeito
deletério promove um aumento da pressao osmotica.

Para avaliar o processo de producdo de etanol, as indudstrias
brasileiras tém utilizado o conceito de produtividade agroindustrial em
etanol, a qual engloba a produtividade da cana no campo e a
produtividade industrial na obtencdo do etanol. Alguns autores tém
demonstrado uma produtividade agroindustrial maxima de 8.000 a 8.500
litros de etanol por hectare de solo cultivado (GOLDEMBERG, 2010;
PALACIO et al., 2012).

Enquanto as tecnologias para a produgao de etanol de primeira
geragdo (etanol 1G) estdo baseadas na fermentagdo alcodlica dos
carboidratos (principalmente sacarose e amido) presentes na matéria-
prima, para a producdo do etanol de segunda geracdo (etanol 2G) faz-se
necessario a hidrélise prévia (sacarificagdo) dos polissacarideos celulose
e hemiceluloses presentes na parede celular dos vegetais. Os processos
de producdo do etanol de primeira e de segunda geragéo estéo resumidos
nas Figuras 06 e 07.



Figura 06: Producéo de etanol 1G.
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Figura 07: Producdo de etanol 2G.
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Entende-se por etanol de segunda geragao o produto obtido da
hidrélise dos polissacarideos presentes nos residuos lignocelulésicos,
transformando estes em monossacarideos e a fermentacdo destes em
etanol. A fermentacdo é um processo conhecido e de dominio, porém a
hidrélise possui uma série de gargalos que necessitam ser avaliados para

a melhor reproducdo em escala industrial (LORA, 2012).
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A hidrolise pode ser realizada por processos que utilizam
acidos, bases, solventes organicos ou enzimas. Dentre estes, a rota
enzimatica tem sido amplamente estudada nos Udltimos anos, visando
obter 0 maximo da sua potencialidade em proporcionar maiores
rendimentos e ndo formar subprodutos indesejaveis. Porém, fatores
como o alto custo das enzimas, a baixa produtividade e dificuldade em
se atingir os rendimentos esperados tém se mostrado importantes
desafios cientificos para o sucesso comercial da técnica (CTBE, 2015).

Segundo Alfred Szwarc, consultor de emissfes e tecnologia
da Unido da Industria de Cana-de-aglcar, nos Gltimos anos vem se
observando no mundo, um grande interesse pela utilizacdo de residuos
lignoceluldsicos na obtencdo de etanol. O governo dos EUA e também
algumas empresas privadas tém investido milhdes de dolares em
pesquisas cientificas na producdo de etanol 2G. Estima-se uma producdo
de 15 bilhdes de litros em 2022. No Brasil, apesar dos investimentos
serem mais modestos, existem algumas iniciativas em curso fomentadas
principalmente pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologia (MCT). O
Brasil apresenta uma grande vantagem competitiva em relagdo a outros
paises que buscam essa tecnologia: o baixo custo e a disponibilidade de
grandes quantidades de matéria-prima principalmente com o uso do
bagaco e da palha da cana-de-agucar. A expectativa € que 0S processos
de hidrélise produzam cerca de 300 litros de etanol por tonelada de
bagaco seco, dependendo da quantidade de matéria-prima direcionada
para o processo e da eficiéncia do mesmo (UNICA, 2012).

A disposicdo mundial para o desenvolvimento do processo de
producdo de etanol de 2G aponta para uma alternativa futura da
estabilizacdo do consumo das matérias-primas atualmente empregadas
(cana-de-aglcar no Brasil, milho nos EUA e beterraba na Comunidade
Europeia). Com isto, ameniza-se o clima nos debates sobre a possivel
competicdo entre combustiveis e alimentos. Segundo Ramos (2008), no
Brasil existe uma vasta biodiversidade e assim, uma grande variedade de
residuos agricolas e agroindustriais que podem ser bioprocessados para
trazer beneficios socioecondmicos. Exemplos desses residuos sdo 0s
derivados de atividades das industrias de papel e celulose (cavacos de
eucalipto e pinus), serrarias (serragem), usinas de agucar e alcool
(bagaco de cana) e, de um modo geral, unidades de producdo agricola
(palhas de cereais, sabugo de milho, cascas de arroz, etc.).

A produgdo comercial de etanol pela fermentacéo de materiais
lignoceluldsicos é uma alternativa conhecida desde o final do século
XIX, mas a busca de menores custos de produgdo, necessarios para a
competicdo no mercado de combustiveis, &€ uma proposta relativamente
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nova e com uma abordagem maior durante os Ultimos vinte anos
(MACEDO, 2007). Até 2012, segundo Palacio et al. (2012), a obtencdo
de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos ndo era, ainda, viavel
economicamente em escala industrial. O autor indicou, naquele
momento, que a solucdo desse problema nos proximos anos, estaria na
determinacdo de uma melhor opgéo para disponibilizar a glicose a partir
da hidrolise da celulose em termos de custo global, rendimento
glicosidico e fermentabilidade do hidrolisado.

Em seminério apresentado no Rio de Janeiro pelo Banco
Nacional de Desenvolvimento Social (BNDS), em abril de 2015,
mostrou-se que hd no mundo, atualmente, oito grandes projetos em
desenvolvimento para produgdo de etanol 2G em escala industrial,
totalizando uma producdo mundial prevista de 635 milhGes de litros por
ano. Nos Estados Unidos destacam-se os Projetos POET-DSM e
Abengoa com uma producdo individual de 95 milhdes de litros e o
Projeto Dupont com previsdo para 115 milhGes de litros, todos a partir
de biomassa residual da cultura do milho. Na China, também a partir de
residuos do milho, estd em desenvolvimento o Projeto Shandong com
uma producdo anual de 65 milhGes de litros. O Projeto M&G, em
execucdo na Italia, prevé uma producéo de 80 milhGes de litros de etanol
a partir da cana-do-reino (Arundo donax).

No Brasil, quatro instalagdes industriais usam os residuos
lignoceluldsicos da cana-de-aglicar para uma producdo nacional de 363
milhdes de litros. Todas essas unidades fazem uso da palha e do bagago
de cana-de-agUcar como biomassa: o0 Projeto Granbio, instalado em S&o
Miguel dos Campos, Alagoas, com capacidade para a producdo de 88
milhGes de litros, o Projeto Abengoa (mesmo nome do projeto nos
EUA), com duas plantas, uma em Pirassununga (Sdo Paulo) com
producdo anual de 90 milhGes de litros e outra em S&o Jodo do Boa
Vista (Sdo Paulo) com producgdo de 145 milhdes de litros por ano. A
guarta unidade, denominada de Projeto Raizen, esta localizada em
Piracicaba, Sdo Paulo, e produz anualmente 40 milhdes de litros de
etanol 2G. Prevé-se para 0 ano de 2020 que os custos de producdo, por
litro, de etanol de 2G sera de R$ 0,50 enquanto que o etanol 1G serd R$
0,70. Espera-se para este ano (2020) que a producdo de etanol 2G seja
economicamente viavel com um rendimento de 17 mil litros por hectare
de cana-de-aglcar (2G) contra 69 mil litros por hectare (1G). A maior
dificuldade estd relacionada as etapas mecénicas de produgdo e
movimentacao de biomassa.
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2.5 Residuos Lignocelulésicos

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

Todas essas matérias-primas se caracterizam pelo seu alto
contetido em celulose, um polissacarideo formado por longas cadeias de
glicose, muito resistentes, que precisam ser quebradas para
disponibilizar os aglcares suscetiveis & fermentacdo (glicose) e a
transformacdo em etanol. As tecnologias de producdo de etanol a partir
de biomassa lignoceluldsica (denominadas de segunda geracdo) podem
triplicar sua producdo por hectare e, ao contrario das matérias-primas
das tecnologias de primeira geracdo, ndo competem com a produgéo de
alimentos. Além disso, embora a maior parte dos estudos cientificos
concordem que os biocarburantes produzem menores emissfes de GEE
(entre 30-35%), o bioetanol produzido usando tecnologias de segunda
geracdo poderia diminui-la em torno de 70% (LORA, 2012).

A biomassa lignocelulésica estd composta basicamente de
carboidratos (celulose e hemicelulose), lignina (Figura 08) e uma
pequena parte constituida por extrativos, acidos, sais e minerais. A
celulose e hemicelulose sdo polissacarideos que podem ser hidrolisados
em acucares e eventualmente ser fermentados para obter bioetanol
(DEMIRBAS, 2005 e ARIN e DEMIRBAS, 2004).

1. Celulose (40-60% de biomassa seca): € um polimero linear
formado por glicoses (também chamada de aglcar Cg) unidas
por ligacoes glicosidicas do tipo B(1-4) — as orientacBes das
ligagdes do hidrogénio adicional fazem com que o polimero
seja rigido e dificil de quebrar. Na hidrolise, sdo quebrados em
moléculas de glicose livres mediante a adi¢do de agua, processo
chamado de sacarificacéo.

2. Hemiceluloses (20-40% de biomassa seca): pequenas cadeias
altamente  ramificadas de  varios  monossacarideos,
principalmente xilose (Cs), arabinose (Cs), galactose (Cg) e
glicose. A hemicelulose é relativamente facil de hidrolisar
devido a sua natureza amorfa e ramificada.

3. Lignina (10-15% de biomassa seca): estd presente em toda
biomassa lignoceluldsica, mas sua conversdo em carboidratos
ndo é possivel, sendo assim, qualquer processo de produgéo de
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bioetanol terd lignina como co-residuo. Este é um polimero
complexo de fenilpropano e grupos metoxilicos, uma substancia
polifendlica que cobre as paredes celulares. A lignina €
degradavel somente por alguns micro-organismos, com vistas a
producdo de produtos de alto valor, tais como &cido organicos,
fendis e vanilina. Mediante processos quimicos pode-se
produzir aditivos valiosos para combustiveis (HAMELINK et
al., 2005).

Figura 08: Forma de organizag&o da biomassa lignocelul6sica.
Parede celular da plonto

—Celulose

Lignina

Hemicelulose

Fonte: Cardenas (2006).

Dependendo das suas caracteristicas fisicas e propriedades
fisico-quimicas, a biomassa pode ser empregada como substrato de
fermentacdo mediante uma sequéncia de operagdes unitarias especificas
a sua natureza. De acordo com Balat et al. (2007) pode-se necessitar de
pré-tratamentos fisicos para a reducéo do teor de umidade (secagem) ou
tamanho da particula (trituracdo e/ou moagem); e pré-tratamento
quimico (&cido ou alcalino) para deslignificacéo, sacarificacdo; seguido
por filtracdo; concentracdo de aclcares (evaporacdo); destoxificacdo
(reducdo ou remocao dos inibidores da fermentacdo); fermentagdo;
extracdo e purificagdo do etanol.

Diversos trabalhos cientificos com diferentes objetivos,
caracterizaram inameros tipos de residuos lignoceluldsicos conforme
apresentados na Tabela 01.



48

Tabela 01: Composicdo percentual de celulose, hemicelulose e lignina de
diversos tipos de biomassa.

Biomassa Celulose  Hemicelulose  Lignina Fonte
(%) (%) (%)
Bagaco de cana 40 29 23 Oliveira, et al.
(2013)
Palha de cana 44 31 19 Santos et al.
(2014)
Sabugo de milho 40 27 17 Du et al. (2015)
Palha de trigo 32 17 21 Wang et al.
(2014)
Palha de arroz 39 23 31 Suriyachai et
al. (2013)
Casca de arroz 34 24 19 Soltani et al.
(2015)
Capim-elefante 60 24 08 Minmunin et al.
(2015)
Palha de cevada 39 41 19 Oun e Rhin
(2016)
Pseudocaule de 52 10 11 Romero-Anaya
bananeira et al. (2011)
Pseudocaule de 38 29 08 Souza et al.
bananeira (2017)

Fonte: Priméria (2017).

De acordo com Nunes et al. (2013), o Brasil possui diversas
fontes alternativas para a producéo de etanol de segunda geracao a partir
de residuos lignocelulésicos, dentre os quais destacam-se a palha de
cana-de-agUcar, bagaco de cana-de-agUcar, 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, com estimativa
de um potencial de producdo de etanol em torno de 88 e 101 bilhdes de
litros. Ja os residuos da cultura do arroz e trigo apresentam um potencial
de 1,15 e 2,37 bilhGes de litros, e o pseudocaule da bananeira, que
possui 0 maior teor de celulose, apresenta um potencial de,
aproximadamente, 17 bilhGes de litros de etanol. A base de célculo foi
massa seca. As diferencas nos teores de celulose e hemicelulose para os
estudos com pseudocaule de bananeira sdo atribuidas a diferentes
espécies e estacdo de colheita.

Estudos apontam a viabilidade técnica e o sucesso do uso de
residuos lignoceluldsicos para producdo de etanol. Na Tabela 02 estdo
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identificados alguns trabalhos realizados no Brasil com diferentes
residuos previamente hidrolisados para a producéo de etanol 2G.

Tabela 02: Trabalhos cientificos com residuos lignocelulésicos no Brasil.

Biomassa

Obtencéo do aglcar

Fonte

Palha e casca de
arroz

Cascas de banana

Residuos de

algoddo

Residuos da cana-
de-acUcar e celulose

Cascas de banana

Cavaco de bambu

Residuos da
IndUstria de Sucos

Bagaco de malte
Residuos da

producdo de farinha
de mandioca

Moidas e peneiradas com
hidrolise &cida e hidrolise
enzimatica

Hidrélise acida e hidrolise
enzimatica com diferentes
concentracdes de massa Umida
inicial

Moidas, hidrolise alcalina,
sacarificagéo, hidrolise
enzimatica

Secas, moidas, hidrolise acida,
hidrolise alcalina, hidrolise
enzimatica

In natura e secas/moidas, apos
a hidrélise acida e hidrolise
enzimatica.

Hidrolise  4cida, hidrolise
alcalina e hidrélise enzimatica
Secas, moidas, hidrolise

alcalina e hidrolise acida

Explosdo a vapor, hidrélise
acida e hidrélise enzimatica

Hidrélise enzimatica

Furlan (2009)

Schulz et al.
(2010)

Guedes
(2012)

Santos (2012)

Hopfner
(2015)

Jardim e
Gouvéa
(2015)

Pereira et al.
(2014)

Lima et al.
(2014)

Costa et al.
(2016)
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Polpa residual do Hidrolise &cida Pereira et al.
processamento de (2016)
azeitona
Pseudocaule de Hidrolise acida e enzimatica  Gongalves
bananeira sem concentracao e  Filhoetal.
destoxificagdo do mosto (2013)
Pseudocaule de Hidrolise acida e enzimatica  Souza et al.
bananeira com concentracao e (2017)

destoxificacdo do mosto

Fonte: Priméaria (2017).

Embora a biomassa lignoceluldsica venha sendo considerada
como a matéria-prima mais promissora, devido a sua grande
disponibilidade e baixo custo de aquisi¢do, a producdo comercial de
etanol 2G néo é ainda competitiva com a do etanol 1G em funcéo de seu
alto custo global. Segundo Perdices et al. (2012), o custo de producéo do
etanol lignocelulésico depende grandemente da escala de produgdo e do
tipo de hidrdlise utilizada, os quais podem representar mais de 40% do
custo total do processo.

Buckeridge et al. (2013) reforcam a importancia dos custos
associados principalmente & conversdo da biomassa em aclcares
fermentaveis e destacam que para se obter niveis aceitaveis de
comercializa¢do do etanol 2G (US$ 0,36/kg) ser& necesséria a reducéo
dos mesmos. Segundo os autores, um dos reagentes mais utilizados
nessa etapa do processo tem sido o &cido sulfirico, o qual contribui
significativamente pelo alto custo do produto final (cerca de US$
0,80/kg) quando comparado a producdo de etanol de amido (US$
0,35/kg) e da cana-de-agucar (US$ 0,27/kg).

2.6 Residuos da Bananicultura

Depois da India, Equador e Filipinas, o Brasil é o maior
produtor mundial de bananas. 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 producdo mundial de bananas
em 2015 foi de aproximadamente 7,0 milhdes de toneladas (FAO,
2015).
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A bananeira (Musa ssp.) (Figura 09) pertence a familia
botanica Musaceae e é originaria do Extremo Oriente. E uma planta
tropical, ou seja, adapta-se bem em clima quente e Umido, nao
suportando temperaturas inferiores a 15 °C, em que a atividade da planta
¢ paralisada, ou superior a 35 °C, em que seu desenvolvimento é
inibido. As regides litoraneas equatoriais sdo favoraveis para o bom
desenvolvimento da bananeira, pois apresentam temperaturas médias
anuais entre 26 e 27 °C, consideradas 6timas para o cultivo da bananeira
(ABAVAR, 2015 e ITAL, 1985).

A banana mais produzida no mundo é a do subgrupo
cavendish, que apresenta 47% da producdo mundial de banana, sendo
também a mais importante para a exportacdo. A América Latina é a
regido responsavel pela maior producdo e exportacdo de Musa
cavendish. Esta espécie é conhecida no Brasil como banana nanica, mas
recebe outros nomes como: banana d"agua, verde, and, entre outros, e é
chamada de dwarf cavendish pelos paises de lingua inglesa (ITAL,
1985).

Figura 09: Bananeira Musa ssp.
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No Brasil, a banana é cultivada na maioria dos estados
brasileiros. As condi¢des de clima (temperatura, umidade relativa,
precipitacdo e insolacdo) permitem que a producdo seja distribuida
durante todo o ano, atendendo de forma regular as necessidades de
consumo. Santa Catarina ocupa no cenario nacional a terceira posicao
como maior produtor de bananas (721,6 mil toneladas/ano). S&o cerca
de 3678 produtores que se dedicam a essa atividade. O Litoral Norte do
Estado concentra 86,7% da producdo estadual, onde predominam os
cultivares Nanica e Nanicdo, componentes do tipo Caturra. Ja no Litoral
Sul, que representa cerca de 13,3% da producédo estadual, os cultivares
mais usados sdo a Enxerto e a Branca, componentes do tipo Prata. Os
municipios com maior producdo na safra de 2016 foram: Luiz Alves
(24,0%), Corupa (22,9%), Massaranduba (8,9%), Jaragua do Sul (7,0%)
e S&o Jodo do Itaperiu (6,5%). A soma da producéo destes municipios
do nordeste catarinense é responséavel por 69,8% da produgdo estadual,
ou seja, 503,6 mil toneladas (CEPA, 2016).

Ap0s a retirada do cacho da bananeira, o pseudocaule adulto é
cortado e deve ser feito o desbaste, que consiste em eliminar o rebento
(pseudocaule broto) ruim e deixar 0s pseudocaules brotos que irdo
substituir os que foram cortados. Normalmente esta biomassa
lignoceluldsica é abandonada na plantacdo contribuindo para a
propagacdo do mal de sigatoca e outros problemas ambientais
decorrentes da sua degradacdo.

Existem diversos usos para as fibras do pseudocaule da
bananeira, a maioria limitada a trabalhos artesanais (FERIOTTI, 2010).
Espécies de bananeira como a M. textiles, conhecida como abaca ou
bananeira-de-corda, sdo cultivadas especialmente para a producdo de
fibras téxteis a partir de seu pseudocaule. Essas fibras sdo utilizadas na
manufatura de tecidos para roupas em geral e produtos artesanais como
bolsas, sacolas e chapéus (MEDINA, 1959; HIROCE, 1972; JARMAN
etal. 1997, SOFFNER, 2001).

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

O aproveitamento do pseudocaule da bananeira como
biomassa na producgéo de etanol 2G tem sido estudado e parece ser uma
boa alternativa para valorizacdo do residuo. Segundo Souza et al.
(2010), para cada tonelada de banana colhida em torno de quatro
toneladas de massa Umida de residuos agroindustriais sdo gerados (fruta
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integral rejeitada para consumo humano, cascas de banana, engago,
folhas e pseudocaule da bananeira); sendo 75% de pseudocaule.
Considerando apenas a microrregido de Joinville é possivel estimar uma
producdo anual de mais de 1,12 milhdes de toneladas de pseudocaule
disponivel (280 mil toneladas de massa seca) para producdo de
biocombustivel.

Esse tipo de producdo torna-se um processo bastante atraente
pois, além de permitir a criacdo de uma fonte alternativa e renovavel de
energia e de contribuir com a reducdo de residuos no meio ambiente, a
geracdo de energia pode agregar valor a matriz produtiva da fruta
(SOUZA et al., 2012).

Em relacdo & composicdo quimica dos residuos da bananeira
(Tabela 03), Oliveira et al. (2007) analisaram a composi¢do quimica do
engaco e folhas da bananeira M. Dwarf Cavendish. Souza et al. (2012)
avaliaram as cascas de banana enquanto que Ingale et al. (2014),
Cordeiro et al. (2004) e Guimardes (2009) analisaram exclusivamente o
pseudocaule.

Tabela 03: Composicdo percentual em base seca de celulose, hemicelulose e
lignina dos residuos da bananicultura.

Partes da Celulose  Hemicelulose  Lignina Fonte
bananeira (%) (%) (%)
Engaco 28,40 9,50 10,50 Oliveira et
al. (2007)
Casca de 8,40 5,36 2,05 Souza et al.
banana (2012)
Folhas 20,70 11,40 8,79 Oliveira et
al. (2007)
Pseudocaule 36,10 24,50 4,50 Ingale et al.
Musa (2014)
cavendischii
Pseudocaule 34,50 25,60 12,00 Cordeiro et
Musa al. (2004)
acumiunata
Pseudocaule 50,15 0,77 17,74 Guimardes
Musa (2009)
sapientum

Fonte: Primaria (2017).

Na Tabela 03 pode-se observar que entre os residuos oriundos
da bananicultura, o pseudocaule de bananeira é aquele que apresenta um
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maior teor de celulose e hemicelulose quando comparado ao engaco,
folhas e cascas. O pseudocaule € o residuo mais abundante na cultura da
banana e com teores elevados de celulose e hemicelulose torna-se um
bom substrato para a producédo de etanol 2G.

2.7 Tecnologias de conversdo de biomassa lignocelulsica em etanol
2G

O processo de producdo de bioetanol a partir de materiais
lignoceluldsicos via hidrolise possui ao menos quatro etapas bem
definidas: pré-tratamento, sacarificagdo, fermentacdo e recuperacdo.
Dependendo da integracdo destas etapas, 0 processo pode ser realizado
num menor ndmero de etapas. A sacarificacdo e fermentacdo podem ser
realizadas de forma simultdnea, ou a recuperacdo pode ser realizada ao
mesmo tempo que a fermentacdo. A escolha do tipo de pré-tratamento é
fundamental, pois esse processo influencia todas as etapas de
processamento subsequentes e ha eficiéncia e economia do processo
global no aproveitamento da biomassa lignocelulésica. Existem diversos
pré-tratamentos com diferentes efeitos e rendimentos e a escolha do
mais adequado depende da biomassa empregada (SADDLER e
KUMAR, 2013).

2.7.1 Pré-tratamento fisico

A maioria da biomassa lignoceluldsica requer processos
mecanicos para reducéo de tamanho. Alguns métodos de pré-tratamento
incluem fresagem, irradiacdo (usando raios gama, irradiacdo de elétrons,
radiacdo por microondas, etc) e extrusdo, que sdo comumente usados
para melhorar a hidrélise enzimética e biodegradabilidade dos materiais
lignoceluldsicos. Os melhores resultados da hidrdlise sdo devido a
reducdo da cristalinidade e melhoria na transferéncia de massa,
caracteristica da reducdo do tamanho de particula. A energia requerida
para o pré-tratamento fisico é dependente do tamanho final da particula
e da reducdo da cristalinidade do material lignocelulésico (YANG e
WYMAN, 2008). A pirdlise também tem sido utilizada para o pré-
tratamento de materias lignocelulésicos. Quando os materiais séo
tratados com temperatura acima de 300 °C, a celulose se decompde
rapidamente produzindo produtos gasosos e carbono fixo residual. A
baixas temperaturas se formam menos produtos volateis e a
decomposicdo é mais lenta (SUN e CHENG, 2002).
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2.7.2 Pré-tratamento fisico-quimico

A solubilizacdo dos componentes lignocelulésicos depende da
temperatura, pH e teor de umidade. Nos materiais lignocelulésicos a
hemicelulose é a fragcdo com menor estabilidade térmica e a mais
guimicamente sensivel (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). O proposito
do tratamento fisico-quimico é remover a lignina e a hemicelulose,
incrementar a porosidade dos materiais e reduzir a cristalinidade da
celulose para fazé-la mais acessivel ao ataque das enzimas, as quais
convertem o0s polimeros carboidratos em aglcares fermentaveis.
Relativamente aos pré-tratamentos fisico-quimicos, os mais utilizados
sdo: explosdo de fibras com amoniaco (AFEX, Ammonia Fiber
Explosion), explosdo a vapor e tratamento com agua liquida a elevada
temperatura (LHW, Liquid Hot Water). Um dos tratamentos mais
empregados é a explosdo a vapor que consiste no aquecimento da
biomassa por um certo tempo, tipicamente alguns minutos, através do
contato com uma corrente de vapor saturado a alta pressao (0,69 a 4,83
MPa) e a temperaturas de 160-260 °C (ZHENG et al., 2014), fazendo
com que 0 vapor penetre no material. Este sistema pressurizado sofre
posteriormente uma descompressdo sUbita, causando a ruptura da
estrutura rigida das fibras da biomassa (STELTE, 2013). Os principais
parametros do processo de explosao a vapor sdo o tamanho da biomassa,
a temperatura e o tempo de residéncia. O tratamento por explosdo a
vapor apresenta as seguintes vantagens: ndo € necessaria a utilizacdo de
reagentes, com exce¢do da agua; permite a obtencdo de um elevado
rendimento em hemicelulose, com baixa formacdo de produtos de
degradagdo; comparativamente com processos de hidrélise acida, a
exploséo a vapor ndo necessita de equipamento tao resistente a corroséo
devido ao pH do meio apresentar valores intermédios. Uma das
desvantagens deste processo é a ocorréncia de uma possivel degradacédo
dos agucares provenientes da hemicelulose durante este pré-tratamento,
resultando numa perda de carbono (HENDRICKS, 2009).

Nas Figuras 10 e 11 é mostrado o efeito do pré-tratamento do
material lignocelulésico e as reacdes que ocorrem durante estes
tratamentos, respectivamente (MOSIER, et al., 2005, PALMQVIST e
HAHN-HAGERDAL, 2000).
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Figura 10: Efeito do pré-tratamento no material lignocelulésico.
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Figura 11: Produtos e subprodutos do pré-tratamento do material
lignoceluldsico.
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A etapa de pré-tratamento normalmente leva a formacdo de
produtos como mondmeros de pentoses e hexoses, acidos organicos
(principalmente 4acido acético, &cido férmico, acido levulinico) e
aldeidos furano (5-HidroxiMetilFurfural (HMF) e furfural). Apds a
hidrolise dos polissacarideos da biomassa, a lignina permanece como
residuo solido, apesar de uma pequena parte ser degradada liberando
compostos fendlicos entre outros compostos aromaticos (JONSSON et
al., 2013). Estes compostos podem inibir o processo de fermentacdo
interferindo nas funcgdes celulares entre as quais a integridade da
membrana plasmatica, inibindo o crescimento das células, podendo até
mesmo provocar a morte celular (REGINATTO e ANTONIO, 2015).

Os processos fisico-quimicos de pré-tratamento utilizando
acido diluido, vapor de alta pressdo ou agua quente possibilitam a
remocao seletiva da hemicelulose, produzindo solugdes sacaridicas (pré-
hidrolisados) com elevado teor de pentoses e reduzido teor de lignina.
Processos alcalinos tendem a promover maior dissolu¢do da lignina e
menor solubilizagdo/fragmentagdo da hemicelulose. Basicamente,
extracOes seletivas dos componentes ndo celuldsicos (lignina e
hemicelulose) utilizando alcalis ou acidos tém sido realizadas a custos
relativamente razoaveis. Em particular, pré-tratamentos utilizando vapor
de agua, acido sulfirico diluido, ambnia e hidréxido de céalcio tém
resultado as opcBes mais promissoras (ABRIL et al., 2006).

2.7.3 Pré-tratamento quimico

O pré-tratamento quimico emprega diferentes substancias
como acidos, bases, agentes oxidantes ou solventes organicos
(Organosolv). Entre estes métodos, o pré-tratamento utilizando &cido
diluido é o mais amplamente utilizado. Dependendo da substancia
guimica utilizada, o pré-tratamento pode ter diferentes efeitos sobre os
componentes estruturais da lignocelulose. Os pré-tratamentos alcalino,
ozondlise, peréxidos ou oxidacdo por via Umida sdo mais efetivos na
remocdo da lignina enquanto que os acidos diluidos sdo mais eficientes
em solubilizar a hemicelulose (GALBE e ZACCHI, 2002; SANCHEZ e
CARDONA, 2008; TOMAS-PEJO et al, 2008).

A hidrolise acida 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, quanto para
proporcionar um tratamento inicial para posterior hidrélise enzimatica
desses polimeros. Acidos concentrados sdo poderosos agentes
hidrolisantes para a celulose, porém sdo corrosivos, toxicos e
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prejudiciais ao meio ambiente. J& os éacidos diluidos tém garantido o
sucesso da hidrélise da biomassa lignocelulésica, principalmente o &cido
sulfdrico. Altas temperaturas associadas aos &cidos diluidos séo
favoraveis para a hidrélise da celulose (YE e CHENG, 2002). A
combinacdo de diferentes concentragcBes de acido sulfirico diluido,
temperatura e tempo de reagdo no pré-tratamento de varias biomassas
lignoceluldsicas avaliadas por diferentes autores é apresentada na Tabela
04.
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Algumas bases podem ser usadas como pré-tratamento de
materiais lignoceluldsicos e seu efeito é dependente da quantidade de
lignina do material. Tratamento com hidréxido de sédio diluido causa
inchago levando a um aumento da area superficial interna, decréscimo
no grau de polimerizacdo, decréscimo na cristalinidade, separacdo das
ligagBes estruturais entre lignina e carboidratos e ruptura da estrutura de
lignina (GIRIO et al, 2010). O pré-tratamento alcalino pode melhorar
significativamente a digestibilidade da celulose e degradacdo dos
acucares, porém a sua aplicacdo é prejudicada pelos altos custos das
bases. A utilizagcdo de hidroxido de calcio como um agente alcalino
barato e sua recuperacdo e regeneracdo ou amonia que é reciclavel
devido sua volatilidade podem ser uma solugdo para este problema
(KIM e HOLTZAPPLE, 2006; WYMAN et al, 2005).

O processo de ozondlise é usado para solubilizar lignina e
uma pequena fracdo de hemicelulose. E realizado & temperatura
ambiente e pode remover eficientemente a lignina sem produzir residuos
toxicos. A maior desvantagem deste processo é a grande quantidade de
ozOnio utilizada o que encarece os custos do processo (SUN e CHENG,
2002). Binder et al. (1980) investigaram a deslignificacdo da palha de
trigo pelo tratamento com ozonolise e biodegradabilidade do residuo
solido restante. Foi demonstrado uma reducdo de 50% do contetido de
lignina original otimizando a hidrélise enzimatica. Depois do
tratamento, 75% da celulose foi digerida comparada com 20% da palha
n&o tratada.

Os processos Organosolv recorrem a solventes organicos,
como etanol, metanol, acetona e etilenoglicol, para remog&o da lignina e
hidrélise da hemicelulose (HARMSEN et al., 2010). Os processos se
baseiam no cozimento da biomassa lignocelulésica com o solvente
Organosolv, a elevada temperatura e pressdo, e posterior recuperacdo da
celulose e da lignina. O solvente organico é removido e recuperado por
evaporagdo e destilacdo, sendo reciclado no processo. Os processos
Organosolv se mostram muito eficientes no pré-tratamento que antecede
a hidrolise. Entende-se que os mesmos tém grande potencial, quando
seguidos pela etapa de hidrolise (&cida ou enzimatica), ou quando a
hidrélise acida é realizada simultaneamente (SOARES e ROSSELL,
2007).
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2.7.4 Pré-tratamento enzimatico

O processo de hidrdlise enzimatica oferece muitas vantagens
em comparagdo com 0s processos de hidrolise quimica citados
anteriormente. Este atinge elevados rendimentos de producdo sob
condi¢des moderadas. Porém, necessita de avangos consideraveis para
aplicacdo como tecnologia economicamente viavel, principalmente
devido ao alto custo das enzimas (MENON, 2012).

Geralmente, o processo de hidrolise enzimatica apresenta
vantagens associadas a obtencdo de rendimentos superiores a 0,85 g de
glicose/g de celulose, sob temperaturas de 40-50 °C e pressao
atmosférica. Entretanto, aspectos operacionais relacionados a elevada
duracdo do processo (48-72 h), desativacdo catalitica por inibicdo da
atividade enzimatica, além do custo das enzimas, tém acarretado
incertezas quanto & viabilidade econdmica do processo de hidrolise
enzimatica no contexto da producédo de bioetanol, a partir de biomassas
lignoceluldsicas (MACEDO, 2008).

Na Figura 12 apresenta-se o diagrama de fluxo do processo de
bioconversdo da biomassa em etanol utilizando-se dentre varias etapas, a
hidrélise enzimética.

Figura 12: Diagrama de fluxo de processo de conversdo de biomassa em etanol
utilizando-se dentre vérias etapas, a hidrélise enzimatica.
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Fonte: Hahn-Hagerdal et al. (2007).

A reacdo primaria, hidrdlise da hemicelulose para obter a xilose,
pode ser representada mediante a equacdo (1).
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Acidn

(CsHgOg)n+  nNHO 5, nCsH1005 1)

A xilose produzida neste processo pode ser fermentada em
bioetanol por alguns micro-organismos especificos.
Na etapa de hidrélise da celulose, as enzimas celulase
catalisam a conversdo da mesma para glicose mediante a reacao
indicada na Equacéo (2).

(CHuO)y  +  nHo celulase,

NCeH1206 (2)
Vérios micro-organismos, como as leveduras, podem fermentar a
glicose em bioetanol, conforme mostrado na Equagéo (3).

levediira

(C6H1206)n — 5 2C,HsOH + 2CO, (3)

Os principais problemas referentes a eficiéncia de conversao
dos hidrolisados lignocelulésicos em bioetanol estdo relacionados com
0s seguintes aspectos: (1) Apds o pré-tratamento, os hidrolisados
contém acgUcares fermentaveis e outros componentes que podem causar
a inibicdo dos micro-organismos usados na fermentagdo. (2) Os
hidrolisados da hemicelulose contém hexoses e pentoses. Os primeiros
Acucares Redutores (AR) podem ser fermentadas por Saccharomyces
cerevisiae empregando processos amplamente conhecidos, enquanto as
pentoses sdo mais dificeis de fermentar (OLSSON e HAHN-
HAGERDAL, 2006).

2.7.5 Formacao de Compostos Inibidores

Um dos grandes problemas da etapa de pré-tratamento é a
formacéo de inibidores que interferem na etapa de fermentagdo. Estes
inibidores geralmente sdo acidos, compostos fenolicos ou produtos de
degradacdo dos carboidratos presentes na matéria-prima ou lignina
(MIKULASOVA et al., 1990). Uma das formas de reduzir o impacto
desses compostos na etapa de fermentacdo é minimiza-los, ou aplicar
um método posterior de destoxificagdo do caldo hidrolisado
previamente & fermentacéo.

Olsson e Hahn-Hagerdal (2006) citam que existem
hidrolisados contendo mais de 60 componentes, porém o0s que
apresentam maiores impactos inibidores no metabolismo microbiano s&o
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acido acético e produtos resultantes da degradacdo da lignina.
Taherzadeh e Karimi (2008) comentam que a inibicdo da etapa de
fermentacdo ocorre devido a combinacdo de diversas substancias
presentes no hidrolisado, mesmo em baixas concentragdes. Assim, a
fermentabilidade de um meio sintético preparado com os principais
componentes inibidores muitas vezes difere bastante da cinética obtida
para um caldo hidrolisado real. Na Tabela 05 mostra-se 0s principais
inibidores, suas origens, faixa de concentracdo testada e porcentagem de
inibicdo no crescimento microbiano ou fermentacdo. Os furaldeidos
constituem um grupo importante de inibidores presentes no hidrolisado.
Sdo representados principalmente pelo 2-furaldeido (furfural) e 5-
hidroximetil-2-furaldeido (HMF), formados a partir da desidratacdo
acida de aculcares, representados pelas pentoses (xilose) e hexoses
(glicose), respectivamente (ALMEIDA et al., 2009).
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Pode-se observar na Tabela 05 que, geralmente, os produtos
de degradacdo da lignina apresentam maior impacto no crescimento ou
fermentagdo por S. cerevisiae ou P. stipitis, mesmo a baixas
concentragdes (0,22 ou 1,0 g/L). A maioria dos métodos de pré-
tratamento na literatura realizam a lavagem da matéria-prima ap6s o
processo de deslignificacdo (RABELO, 2010), o que provavelmente
remove esses componentes, evitando problemas mais graves na
fermentabilidade.

Vérios métodos de destoxificacdo, baseados na remocdo de
inibidores dos hidrolisados lignocelulésicos tém sido testados para
incrementar sua fermentabilidade. Meétodos quimicos, fisicos e
bioldgicos sdo empregados. Entre estes pode-se citar: a adsorcdo em
carvdo vegetal ativado, extracdo com solventes organicos, troca de ions,
cromatografia de exclusdo de ions, peneiramento molecular e a alteracéo
do pH por meio da adicdo de &cidos ou bases. O primeiro e Ultimo
método citados sdo os mais empregados (VENANCIO, 2007). O
primeiro é mais econdmico e eficiente e baseia-se na capacidade deste
material em adsorver sobre sua superficie diferentes tipos de moléculas,
as quais sdo retidas por forgas de Van Der Waals. Essas forcas sao
resultantes de uma atracdo intermolecular, de tal modo que seu potencial
é, basicamente, uma funcdo da area superficial do material. Dentre os
varios materiais comumente usados em processos de adsorcao fisica, o
carvdo vegetal ativo apresenta a maior area superficial. O tratamento
baseado na alteracdo do pH com élcalis e &cidos consiste na elevagéo do
pH inicial do hidrolisado por meio da adicdo de um &lcali ou um &cido.
Este método pode ser implementado por diferentes vias, mas a principal
envolve a precipitacgdo com hidroxido de calcio e elevacdo da
temperatura com posterior remocéo do precipitado e adequacdo do pH
para a fermentacdo (HAHN-HAGERDAL et al., 2007).

2.8 Processo Fermentativo

Os pré-tratamentos e processos de hidrélise sdo projetados
para otimizar o processo fermentativo (GAMAGE et al., 2010). Esta via
bioldgica natural depende das condi¢des e das matérias-primas usadas e
exigem a presenca de micro-organismos para fermentar aclcar em
alcool, &cido latico e outros produtos (WHEALS et al., 1999;
CHANDEL et al., 2007).
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2.8.1 Micro-organismos

Um importante fator de cautela industrial para a utilizacdo de

lignocelulose para a producdo de bioetanol é a caréncia de micro-
organismos capazes de fermentar eficientemente (com elevados
rendimentos e taxas de conversdo) todos 0s agucares (pentoses e
hexoses) liberados durante o pré-tratamento e a hidrélise. Em relagéo a
producdo comercial de etanol, o micro-organismo ideal deve ter ampla
utilizac8o de substratos, alta produtividade, altas taxas de conversdo em
etanol, tolerancia a inibidores presentes no hidrolisado, atividade
celulolitica e habilidade de fermentar acUcares em altas temperaturas
(HANH-HAGERDAL et al., 2007).
Os micro-organismos mais indicados para a producdo de etanol a partir
de hexoses tem sido levedura Saccharomyces cerevisiae e a bactéria
Zymomonas mobilis (CLAASSEN et al., 1999) que oferecem altas taxas
de conversdo em etanol (70-80% teoricamente) e alta tolerancia ao
etanol (acima de 10% m/v) no meio de fermentagdo. A maior
desvantagem de cepas nativas de S. cerevisiae e Z. mobilis é a sua
inabilidade de utilizar a xilose, o principal aclcar derivado da hidrolise
da hemicelulose (ROGERS et al., 2007; TALEBNIA e
TAHERZADEH, 2006). Conforme Lima et al. (2001), S. cerevisiae é
um micro-organismo aerdbico facultativo, capaz de converter glicose,
frutose, galactose, manose e sacarose a etanol e CO, em condicbes de
anaerobiose. As condigdes ideais de fermentagdo para esta levedura s&o
pH 4,0 a 5,0 (TOSETTO, 2008) e temperatura de 30 °C a 35 °C (PARK,
2010) e substratos ricos em hexoses, principalmente glicose.

Z. mobilis é uma bactéria Gram-negativa e tem despertado
grande interesse por conta do seu metabolismo peculiar e suas
caracteristicas no processo fermentativo para a producio de etanol. E
um micro-organismo anaerébico facultativo (FRIGIERI, 2007). Em
comparacdo com as leveduras, esta bactéria apresenta via metabdlica e
condicdes de crescimento mais simples, e os substratos que podem ser
utilizados por ela restringem-se a glicose, frutose e sacarose
(MALVESSI, 2008 apud FRIGIERI, 2007). A temperatura de incubagéo
de Z. mobilis empregada na producéo de etanol tem sido 30 °C (PATLE
& LAL, 2008; YANASE et al., 2012) e o pH 6,0 (MAITI et al., 2011;
PINILLA et al., 2011).

Alguns micro-organismos sdo conhecidos por fermentar de
forma satisfatdrios tanto as hexoses quanto as pentoses. Dentre esses
micro-organismos destacam-se: Scheffersomyces (Pichia) stipitis,
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Candida shehatae e Pachysolen tannophilus (CHANDEL et al., 2007;
LIN e TANAKA, 2006).

Segundo Van Vleet e Jeffries (2009), a levedura S. stipitis
apresenta um conjunto de caracteristicas fisiolgicas que a torna muito
interessante para a bionconversdo de acucares em etanol. Além de
apresentar capacidade de fermentar xilose, esta levedura é capaz de
fermentar outros agucares como glicose, manose, galactose e celobiose,
com fatores de conversdo de 0,3 — 0,44 g/g de substrato, fazendo com
que tenha potencial aplicacdo em processos de fermentacdo para a
producdo de etanol (STAMBUCK et al., 2008). Apesar da S. stipitis ser
considerada a de maior capacidade fermentativa de xilose, em relacdo a
outros micro-organismos, esta espécie tem um baixo consumo de agucar
comparado ao da S. cerevisiae e requer condi¢cBes microaeréfilas para
producdo de etanol (AGBOGBO & COWARD KELLY, 2008). As
condi¢des ideais de fermentacdo alcodlica para esse micro-organismo,
onde se obtém a maxima concentracdo de etanol, sdo: pH entre 4,5 e 6,0
e temperatura entre 30 a 32 °C (SLININGER et al.,, 1990 apud
OLIVEIRA, 2013).

P. tannophilus foi a primeira levedura identificada com
capacidade significativa para converter xilose em etanol, e nesta
identificagdo constatou-se que esse micro-organismo pode fermentar
todos os aglcares comuns, exceto L-arabinose (SLININGER et al.,
1987). P. tannophilus consegue degradar pentoses e hexoses, sendo
considerada uma das mais eficientes fermentadoras de xilose (pentose)
(CHANDEL et al., 2007 apud FUGITA, 2010; SLININGER et al., 1985
apud OLIVEIRA, 2013). Em fermenta¢es utilizando P. tannophilus, a
oxigenacgdo pode influenciar significativamente a producdo e consumo
de etanol pois podem ocorrer perdas significativas de etanol em
condicdes aerobias, resultado do metabolismo quando o aglcar presente
é a xilose (KIIPER, 2009). Para P. tannophilus, o pH 6,0 é indicado
como o ideal para altas produtividades em relagdo a fermentacéo
alcodlica, enquanto que a temperatura ideal é de 30 °C (CONVERTI et
al., 2001).

A fim de superar estas desvantagens, cepas geneticamente
modificadas de S. cerevisiae e Z. mobilis capazes de fermentar ambos 0s
acucares (pentoses e hexoses) foram desenvolvidas (KARHUMAA et
al., 2007). Outras bactérias mesofilicas capazes de metabolizar pentoses
na auséncia de oxigénio sdo Escherichia coli e Klebsiella sp. Estas,
depois de submetidas a modificacbes genéticas, estdo sendo estudadas
como alternativas para a fermentacéo alcoodlica do licor da hidrdlise de
biomassa (LORA, 2012).
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Outra estratégia muito explorada atualmente é a utilizacdo de
coculturas, também chamadas de culturas mistas ou consdrcios.
Coculturas de duas ou mais leveduras ou de leveduras e bactérias tem
sido estudadas para verificar a potencial utilizacdo sinérgica das vias
metabolicas de diferentes micro-organismos (CUNHA-PEREIRA et al.,
2011). A producdo de biocombustiveis por sistemas de coculturas
usualmente é maior do que a producdo em monoculturas (LIN et al,
2011; AELING et al, 2012). Em geral, para a formacdo da cocultura séo
empregadas basicamente duas estratégias: utilizacdo de dois micro-
organismos, um é responsavel pela sacarificacdo do residuo e o outro
pela sintese do produto em si; processo conhecido como SFS -
Sacarificacdo e Fermentagdo Simultdnea ou do inglés, SSF -
Simultaneous Saccharification and Fermentation. Neste ultimo, o micro-
organismo além de ser capaz de produzir bioetanol ou outro produto ou
subproduto, também é capaz de sintetizar celulases ou enzimas sdo
adicionadas durante o cultivo (KUHAD et al, 2011).

Em estudo realizado por Patle e Lal (2008) com cocultura
formada por Z. mobilis e Candida tropicalis no hidrolisado do residuo
de thippi (residuo da mandioca com alto teor de amido), onde foi
observado que, além de produzir maior quantidade de bioetanol em
relagdo & monocultura, o tempo de fermentacdo foi menor. Das et al.
(2013) utilizaram hidrolisado enziméatico de palha de arroz como
substrato da fermentacdo por Z. mobilis e S. cerevisiae. A maior
producdo de bioetanol foi de 41,1 mg/mL em pH 6 e temperatura de 30
°C. Os autores concluiram que o emprego deste consércio foi uma
alternativa apropriada para suprir a demanda de biocombustiveis e
reducdo de residuos descartados no meio ambiente. Hickert et al. (2013)
utilizaram cocultura de S. cerevisiae e Candida shehatae no hidrolisado
acido da casca de arroz. Observaram que com a associa¢do houve maior
bioconversdo em bioetanol. Para o trabalho de Singh, Majumder e
Ghosh (2014) o controle de oxigénio para 0 mix com Z. mobilis e S.
stipitis favoreceu a producdo maxima de bioetanol no hidrolisado acido
de biomassa de grama.

2.8.2 Fatores que afetam a fermentacéo
Lima et al. (2001) descreve na Tabela 06 os diversos fatores

quimicos, fisicos e microbiolégicos que devem afetar um processo
fermentativo alcodlico.
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Tabela 06: Fatores quimicos, fisicos e microbiolégicos que afetam a
fermentacéo alcodlica.

Fatores Caracteristicas

Agentes de Cada linhagem de micro-organismo tem suas

fermentacéo caracteristicas  prdprias, afetadas, pelas
condicdes em que o0 processo fermentativo se
desenvolve.

Nutrientes Os micro-organismos exigem uma fonte de

minerais e carbono elaborada — glicose ou outro agucar-

organicos que fornece a energia quimica e o esqueleto

carbonico de suas estruturas celulares,
constituidas predominantemente de carbono,
oxigénio e hidrogénio. Algumas vitaminas,
como tiamina e acido pantoténico, também sdo
necessarias. O meio deve fornecer, ainda,
nitrogénio,  fosforo, enxofre,  potassio,
magnésio, calcio, zinco entre outros elementos
em quantidades diminutivas.

Temperatura As temperaturas O6timas para a producdo
industrial de etanol situam-se na faixa de 26 a
35°C.

pH As fermentacbes 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.

Inibidores de O processo fermentativo pode ser inibido néo

fermentacéo somente pelo produto, como o etanol e cidos
organicos, mas também, por diferentes
substancias que podem estar presentes nos
mostos. Minerais como potassio e calcio, em
quantidades excessivas podem acarretar efeitos
negativos as leveduras.

Concentracdo de  Elevados teores de aclcar acarretam estresse
aclcares osmético da levedura. Dependendo do
processo de fermentagdo uma ampla faixa de
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concentracdo pode ser considerada ideal.

Concentragcdo de O elevado teor de micro-organismos exige
inoculo maior energia para manutencdo, ou seja, maior
consumo de acucar, que tem por consequéncia
a maior competitividade pelos nutrientes do

meio.
Contaminacéo Altas temperaturas de fermentacdo favorecem a
bacteriana contaminacdo bacteriana, a qual compromete a

fermentacgdo alcoolica.

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

Antibioticos Os antibidticos possuem o mesmo efeito dos
antissépticos, fazendo com que as fermentacdes
sejam mais puras e regulares.

Fonte: Lima et al. (2001).
2.8.3 Formas de conducéo da fermentacéo

Diferentes tipos de processos para a fermentacdo de etanol
tém sido propostos dentre 0s quais as mais comuns sdo: fermentacdo em
batelada, continua, continua com reciclo de células e batelada
alimentada (YOSHIDA et al., 2003). O processo de fermentagdo em
batelada (descontinuo) é extensivamente usado para converter agticar em
etanol para a producéo de bebidas e biocombustiveis. A fermentacdo em
batelada é um sistema de cultura fechado. A biomassa e o substrato séo
adicionados ao fermentador sem remocdo dos meios durante a
fermentacdo e os produtos sdo colhidos no final da fermentacdo. O
modo descontinuo tem desvantagens, particularmente quando o0s
microorganismos séo de crescimento lento ou fortemente afetados pela
inibicdo do substrato. Elevadas concentracBes de substrato levam a uma
série de dificuldades, que evitam uma adequada performance do
processo assim como produgdo de etanol limitada (BALLESTEROUS et
al., 2002).
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Um dos meios mais comuns de producdo industrial é a
batelada alimentada, por causa da adi¢do intermitente de mosto sem
renovacao total do mesmo. As vantagens deste processo incluem: baixa
pressdo osmatica, reducdo de substrato e produtos finais de fermentacédo
que inibem o processo, alta produtividade em etanol e diminui¢do do
tempo de fermentagdo. A batelada alimentada tem sido reportada como
um bom processo para producdo de etanol quando dirigido com
diferentes matérias-primas, como palha de milho e material derivado de
papel reciclado (VARGA et al., 2004; BALLESTEROUS et al., 2002;
SANCHEZ e CARDONA, 2008).

Tecnologias  alternativas  projetadas  para  remover
continuamente o etanol do caldo fermentado tém sido investigadas
desde os anos 90. Contudo, apenas poucos trabalhos tém abordado o
problema com o controle dos processos do ponto de vista da engenharia,
considerando o processo como um sistema de produgdo integrada e
dindmica, levando em conta mais do que uma Unica unidade de
processamento; por exemplo, considerando as interacGes entre
fermentac&o e reciclo de células (OCHOA et al, 2010). Para acertar no
processo continuo, Vvarios processos adicionais S30 necessarios,
incluindo células de levedura imobilizada utilizando um carreador ou
fermentador de leito fixo e recirculagdo de células utilizando um
dispositivo de separagdo. Processos continuos utilizando membranas,
tanques de separacdo, centrifugas e leveduras de alta floculacdo ja foram
estudados (DOMINGUES et al.,, 2000; KRISHNAN et al., 1999;
SANCHEZ e CARDONA, 2008; NISHIWAKI e DUNN, 2005).

A fermentacdo continua extrativa tem mostrado algumas
vantagens como baixa geragdo de vinhaca devido a possibilidade de
alimentacdo de melagos em contragGes mais altas, com custos reduzidos
no tratamento de residuos e com a potencialidade de eliminar uma
coluna de destilagdo do processo (ATALA e FILHO, 2006). Na
fermentacdo continua flash, a performance de todo o processo é
significantemente influenciada pelas relagcdes entre varidveis do
processo nas unidades de reacéo e separacdo (RIVERA et al., 2010).

Na fermentacdo semicontinua ou batelada repetida, a
concentracdo de micro-organismos inicial € maior que em um processo
em batelada simples e, consequentemente o tempo de fermentacédo
menor. O substrato quase sempre esti presente em maior quantidade e
0s nutrientes sdo consumidos mais lentamente. Em contrapartida, o
produto é de alta qualidade e produzido em maior quantidade. Dentre as
vantagens apresentadas por este processo pode-se destacar: (1) Uma
porcdo da cultura é coletada em intervalos de tempos e 0 meio fresco é
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adicionado a dorna; (2) Ha uma variacdo no volume da cultura; (3) Ndo
h& necessidade de ter uma dorna separada para o indculo, exceto no
inicio; (4) N&do é desperdicado tempo entre os repetidos ciclos de
fermentacdo para a limpeza e reesterilizacdo da dorna; (5) Néo é
requerido muito controle de lavagem das dornas, utilizacdo de biocidas;
(6) Possibilidade de operar o fermentador por longos periodos (as vezes
alguns meses) sem que seja necessario preparar um novo inéculo e (7)
Possibilidade de aumentar a produtividade do reator apenas modificando
a forma de operacdo. Dentre as desvantagens estdo o risco de
contaminagdo e mutacdo devido aos longos periodos de cultivos e as
operacdes manuais. Além disso, sdo necessarios reatores de volumes
maiores e 0s custos de investimento sdo levemente mais elevados que a
batelada simples (SCHMIDELL et al., 2001).

A técnica de reciclo de células por bateladas alimentadas
sucessivas tem sido bastante aplicada no Brasil para producéo de etanol
por, aproximadamente, 70 a 80 % das destilarias (BRETHAUER e
WYMAN, 2010). Dentre as vantagens do reciclo de células estdo a
reducdo de tempo requerido e custos resultantes do uso de nutrientes
empregados na etapa de preparacdo do in6culo (SANDA et al., 2011).
Brethauer e Wyman (2010) ainda comentam que as bateladas sucessivas
podem ser realizadas por, aproximadamente 200 vezes, levando a
redugdo do consumo de carbono para crescimento celular, e a0 mesmo
tempo, aumentando a produtividade em etanol.

Outros autores, tais como Basso et al. (2008), comentam que a
pratica de reciclo de células no setor industrial brasileiro leva a menores
tempos de fermentacdo, na ordem de 6 a 11 horas, devido a alta
concentracdo de células dentro dos fermentadores (em torno de 10-17 %
em base Umida). Observou-se que em altas densidades celulares, altas
concentracdes de etanol e reciclagem de células ocasionam a reducédo no
crescimento microbiano, levando a um aumento do rendimento de
acucar em etanol, em torno de 90 — 92 % do valor tedrico.

E importante ressaltar também que a pratica de reciclo
proporciona uma selecdo das leveduras selvagens mais resistentes as
condicOes estressantes do meio industrial, tais como alta concentragéo
de etanol, altas temperaturas, estresse osmotico devido a presenca de
sais e acUcares, contaminacdes microbianas, acidez e outros
(MIRANDA JUNIOR et al., 2009). Slininger et al. (2011) citam que o
reciclo de células tem como contribuigdo a possibilidade de adaptacéo e
condicionamento do micro-organismo ao processo. Assim, o reciclo de
células pode servir como uma estratégia imposta ao processo, com
objetivo de obter altos desempenhos. Porém a maioria das linhagens
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mais resistentes ndo possuem caracteristicas desejaveis para processos
fermentativos, que seriam consumo total de substrato, ndo formacéo de
espuma e flocos e alta produgéo de etanol.

Vale a pena lembrar que nos processos industriais brasileiros,
os reciclos de células sdo mantidos por, aproximadamente, oito meses,
durante toda a safra (BASSO et al., 2008). Uma estratégia usada por
Pereira et al. (2012) para manutengéo de alta viabilidade e produtividade
foi o monitoramento de viabilidade e quando essa alcancasse valores
baixos (50%), realizava-se novo indculo com concentracdo de 11 a 89
mg/mL, resultando em recuperagdo da produtividade. Assim, foram
realizadas 15 bateladas sucessivas com produtividade em etanol na faixa
de 3,45 a 4,59 g/(L.h).

Com o advento da produgdo de etanol 2G sugestbes de novos
nomes para 0s processos fermentativos em fungdo da sua adaptacdo ao
processo tem sido propostos. Destacam-se 0s processos: SHF —
Separated Hidrolysis and Fermentation, SSF — Simultaneous
Saccharification and Fermentation e S-SSF — Semi-Simultaneous
Saccharification and Fermentation. No processo de Sacarificacdo e
Fermentacdo Separadas (SHF), o sélido resultante do pré-tratamento
apos ser submetido as etapas posteriores de lavagem para remogdo dos
inibidores, é conduzido a etapa de hidrélise enzimética pela adi¢do de
enzimas celuloliticas. O hidrolisado resultante é convertido em etanol
por leveduras de fermentacdo convencionais ou outros micro-
organismos em potencial. Portanto, este processo possui etapas
diferentes para a producdo das enzimas, hidrolise da celulose e
fermentacdo da glicose (Figura 13). A vantagem deste processo é que
permite operar separadamente cada uma das etapas mencionadas, o que
minimiza as intera¢Oes entre as mesmas. Porém as enzimas celulase séo
inibidas pela acumulacdo dos aclcares, 0 que impede atingir
concentracdes razoaveis de bioetanol a altas taxas e com produces
altas, mesmo usando grandes quantidades de enzimas (JOHANSSON et
al., 1993). O processo em separado apresenta vantagens como
temperaturas da hidrdlise enzimatica e da fermentacdo podem ser
otimizadas para cada etapa. A hidrolise enzimatica é realizada por
celulases (endoglucanase e exoglucanase), que quebram a celulose em
celobiose, e esta €, subsequentemente, convertida em duas moléculas de
glicose pela B-glucosidase (PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL,
2000). A principal desvantagem é a inibicdo pela celubiose e a
contaminacéo devido ao elevado tempo envolvido na etapa.
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Figura 13: Diagrama esquematico representativo das etapas do processo SHF.

[Material lignacelulasico |

Deslignificogdo com
|Muterial qunncelutbsico]-—-| Fragdo celulésico] Glcalis/microrganismo
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Mistura
hexose+pentose

Destoxificagao

=

fermenloglo Fermenlogdo

Recuperogdo

do bicetanscl

Fonte: Balat et al. (2008).

O processo SSF, onde a sacarificacdo e fermentacdo
realizadas de forma simultanea proporciona algumas vantagens distintas
sobre o processo SHF como o uso de um Unico reator para sacarificacdo
e fermentacdo, minimas chances de repressdo catabdlica, pois os
acucares liberados durante a hidrélise enzimética sdo simultaneamente
fermentados pelos micro-organismos, simplicidade na operagéo, baixo
investimento capital e melhoria da economia do processo (pois ha
diminui¢do do nimero de reatores). A agitacdo também é outra variavel
gue requer uma condicdo intermediaria. A sacarificacdo é realizada,
geralmente, a 150 rpm. Contudo, o processo SSF requer otimizacdo dos
pardmetros como temperatura, pH e concentragdo de enzimas pois a
temperatura étima e maximo pH para a atividade catalitica da enzima e
das cepas que fazem a fermentacdo sdo, geralmente, diferentes. Outra
desvantagem é que no processo SSF a levedura ndo pode ser reutilizada
devido a dificuldades operacionais de separacdo da levedura com a
biomassa hidrolisada. O SSF tem sido experimentado para producdo de
etanol a partir de residuos de frutas (OBEROI et al., 2011; WILKINS et
al., 2007), mas ndo se tem ciéncia da produgdo comercial de etanol
utilizando estes residuos ou biomassa lignocelulésica. Apesar de
algumas desvantagens, este tem sido o método preferido tanto em
estudos de laboratdrio quanto em escala piloto. Da mesma forma que na
concepcao anterior, os agucares provenientes da hemicelulose apés o
pré-tratamento podem ser convertidos a etanol em um fermentador
separado (TAHERZADEH & KARIMI, 2008). Na Figura 14 apresenta-
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se as etapas do processo de SSF com a fermentacdo de aglcares
combinados.

Figura 14: Diagrama esquematico representativo das etapas do processo SSF.

|Material lignocelulésico |

|
Deslignificagdo com -
Glcalis/ microrganismos

| Sacarificagdo enzimdtica |

1
Sacarificag@oe enzimatica com enzimas celulose
+ fermentagdo dos agicares €5 e Cb

L

Recuperagto
do_bicelanol

Fonte: Balat et al. (2008).

RODRIGUES (2014) estudou a produgdo de etanol a partir de
processos SHF e SSF do bagaco do peddnculo do caju pré-tratado com
acido-alcali, utilizando Kluyveromyces marxianus ATCC36907. Em
processo SHF, realizado com enzimas do complexo Celluclast 1.5L a 60
FPU/Qceluiose, hidrolise & 45 °C e fermentagdo a 40 °C, a autora obteve
um rendimento de 0,43 g etanol/g giicese. Realizando SSF da mesma
biomassa lignocelulésica & 40 °C, utilizando celulases NS 22074 a 30
FPU/Qcetutose, foi obtido um rendimento 0,49 Qetanol/Jglicose € UMA
eficiéncia de processo de 95,6%, demonstrando o potencial do processo
SSF. DAHNUM et al. (2015) compararam processos SHF e SSF de
residuos do fruto da palmeira com Saccharomyces cerevisiae. Os
autores concluiram que o processo simultaneo (SSF) possui vantagens
frente ao SHF, pois todo o processo ocorre a uma temperatura menor
(menor gasto energético), como a producdo de etanol ocorre com menor
tempo, ja que os processos de hidrdlise e fermentacdo sdo simultaneos.
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No processo SSF com 40 FPU/Qgeuose 0S autores encontraram uma
produgéo maxima de etanol de 6,05%V eranol Visolucao, €quivalendo a um
rendimento tedrico de 97% com 24 horas de processo, contra 4,72% de
etanol e um rendimento tedrico de 76% em processo SHF com 72 horas
de fermentacdo, demonstrando a efetividade do processo SSF em
detrimento do processo SHF.

O processo S-SSF possui as vantagens de ambos 0s processos
SHF e SSF, utiliza uma pré-hidrélise antes da fermentag&o e ndo remove
0 substrato obtido depois da hidrélise para induzir o processo SSF. S-
SSF compreende uma fase SSF e uma fase pré-hidrolitica a qual €
conduzida sob condicBes 6timas para a pré-hidrolise enzimatica. Dado
gue 0 processo S-SSF é uma combinagdo dos processos SHF e SSF, é
esperado que 0 processo S-SSF apresente altas concentragdes de etanol e
altas taxas de conversdo se for selecionado um tempo de pré-hidrolise
adequado (SHEN e AGBLEVOR, 2010). S-SSF requer um tempo ideal
para iniciar a fermentacdo para balancear os fatores inibitorios e de
controle. A concentracdo de substrato ndo é tdo alta em um processo S-
SSF. Uma alta concentragdo de substrato durante a fermentagdo aumenta
0 aparecimento de substancias inibitorias que reduz a produtividade em
etanol (JORGENSEN et al, 2007).

2.8.4 Qutros processos

Uma evolucdo do processo SSF é a inclusdo da co-
fermentacdo de substratos com multiplos aglcares, permitindo o
consumo de pentoses e hexoses no mesmo reator. Essa nova proposta
tem sido denominada de processo SSCF —  Simultaneous
Saccharification and Co-Fermentation e j& foi testada em escala piloto.
Micro-organismos tradicionais como S. cerevisiae e Z. mobilis, usadas
para a fermentacdo de etanol, ndo metabolizam pentoses. Promover a
descoberta de leveduras fermentadoras de xilose tem atraido interesse na
producdo de combustiveis liquidos de materiais lignoceluldsicos que
possuem os dois acUcares promovendo melhor eficiéncia na
fermentagdo. Portanto, para eficiente conversdo de todos os aglcares em
etanol, a co-fermentacdo de hexoses e pentoses em etanol é o principal
alvo das pesquisas (YADAV et al., 2011).

Para Hamelinck et al. (2005), o final da evolugdo da
tecnologia parece ser o estabelecimento do bioprocesso consolidado
(CBP — Consolided Bio-Process), no qual as quatro transformacdes
bioldgicas envolvidas na producdo do etanol (producdo de enzimas,
sacarificagdo, fermentacdo de hexoses e fermentacdo de pentoses)
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ocorrem em uma Unica etapa. Neste caso, segundo Wyman (2007),
micro-organismos termofilicos necessitariam produzir anaerobicamente
complexos enzimaticos (celulossomos) com melhor atividade
celulolitica que as tipicas enzimas de fungos e fermentariam todos os
acucares liberados no mesmo reator. De acordo com Lynd et al. (2005),
um fendmeno que impacta sobre a performance desta configuracéo é a
sinergia entre enzima e micro-organismo, a qual possibilitaria um
aumento da eficiéncia da celulase na presenca do complexo celulose-
enzima-micro-organismo em comparacdo com os complexos celulose-
enzima.

Conforme Seabra (2008), ainda ndo existem micro-
organismos (ou combinagdes) capazes de produzir enzimas e etanol com
os rendimentos requeridos, mas evolugbes tém ocorrido. Apesar das
expectativas, ainda ndo existe consenso sobre qual seria o melhor
caminho para a reducdo dos custos de producdo do etanol de 2G.
Enquanto alguns pesquisadores acreditam que para alcancar o sucesso
nesse processo a “chave” esteja na reducdo do numero de etapas do
processo, outros sugerem que o melhor seria buscar otimizacdo dos
reatores separadamente, por conta da diferenca de condi¢Ges 6timas de
cada etapa e também por permitir um melhor controle do processo.

Independente do processo realizado, os produtos finais da
fermentacdo sdo uma mistura de bioetanol, d4gua e massa celular. O
primeiro passo é a recuperacao do bioetanol por meio de uma coluna de
destilacdo (método mais utilizado). A recuperacdo de bioetanol nas
colunas de destilacdo ¢é fixado em 99,6% para reduzir as perdas do
mesmo. Para se atingir concentragdes acima do ponto azeotrépico,
usam-se colunas de destilagdo extrativa (benzeno), secagem com
dissecantes, ou a pervaporagdo (HAMELINCK et al., 2005; BALAT et
al., 2008). Os so¢lidos sdo separados em uma centrifuga e secos em um
secador rotatério. Uma fracdo do efluente da centrifuga (geralmente
25%) é retornado ao fermentador, o restante continua no processo de
evaporacdo. O xarope, segundo Balat et al. (2008), tem um peso total de
solidos de 15-20%. O principal residuo sélido é a lignina e sua
guantidade depende de alguns fatores, como micro-organismo, tipo de
processo e biomassa utilizada. A principal proposta para seu uso é a
geracdo de vapor e eletricidade pela queima direta em caldeiras e
centrais de cogeragao.
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2.9 Aspectos econdmicos da producéo de etanol 2G

Embora a biomassa lignocelulésica seja uma boa opg¢éo para a
producdo de etanol de segunda geracdo devido ao baixo custo e facil
acesso, a producdo comercial de bioetanol em grande escala ainda nédo
se implementou. De acordo com um estudo desenvolvido pelo
departamento de Agricultura do Estados Unidos (ETHANOL
STATISTIC, 2008), mesmo que 0s custos dos materiais lignoceluldsicos
sejam quase a metade dos nao-lignocelulésicos, o custo global de
producdo do bioetanol celulésico ainda é muito alto quando comparado
com o processo tradicional.

Um estudo realizado por Sassner et al. (2007), apresenta a
avaliacdo técnico-econdmica da producédo de etanol 2G a partir de trés
tipos de materiais lignocelulésicos diferentes. Neste estudo foram
usados dois materiais da industria madeireira (abeto e salgueiro) e um
residuo agricola do milho, os quais foram comparados em termos de
custos de producdo e demanda de energia usando o processo baseado no
pré-tratamento com vapor catalisado com SO, seguido de sacarificagéo
e fermentacdo simultaneas (SSF). A avaliacdo econdmica constituiu na
estimativa dos custos de capital e 0s outros custos associados com 0
processo do bioetanol. Os custos dos maiores equipamentos do
processo, como o reator de pré-tratamento, secador, caldeira a vapor e a
maquina peletizadora, foram baseados em cotacdes dos vendedores. Os
custos dos outros equipamentos (bombas, tanques, colunas, trocadores
de calor, etc) assim como 0s equipamentos auxiliares (tubulacéo,
material elétrico, instrumentacdo, etc) foram estimados usando-se o
Avaliador de Processos Icarus (IPE) da tecnologia ASPEN. O custo
anual de capital foi determinado multiplicando-se os investimentos de
capital fixo por um fator de anuidade de 0,110, correspondente a um
periodo de depreciacdo de 15 anos e uma taxa de interesse de 7%. O
custo de produgdo por litro de etanol 2G produzido, assim como 0s
custos totais e parciais sdo apresentados no Quadro 02. Aos sistemas de
pré-tratamento e geracdo de vapor junto com os fermentadores SSF
correspondem 0s maiores custos no valor de investimento total nos
caso-base sendo, respectivamente, 172,5, 158,4 e 162,7 milhdes de
délares para salgueiro, residuos de milho e abeto.
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Quadro 02: Custos da producéo de etanol 2G (por litro).

Matéria-prima
Salgueirs BE,08 US$ftonelada métrica seca
Reslduos de milko 78,89 US$ftonelada métrica seca
H;’\batn 283,81 USsftenelada métrica seca
Rendimento do coproduto
| Combustivel sdlido 29,37 | US$/MWh
co, 0,0048 | US$/kg
Reagentes quimicos
50, 0,24 | US$/kg
MaOH [50%) 0,24 USskg
NHa 125%] 0,32 US$/kg
H,PO, (50%]" 0,79 US#/kg
Desespumants 317 US4/kg
(NH ), PO 0.24 USs/kqg
MgS0,.7H,0° 0,70 | US$ikg
Melago 018 USsgikg
Enzimas 3,02 US§M10% FPU
Utilitdrios -
Eletricidade 47,62 US5/MWhH
Agua de resfriamento 0,022 Ussm?
fgua de processe 0,22 USsjm?
Qutros custos
Mao de obra 852381 | USé/empregado/an
Seguros 1 % do capital fixe par ano
Manutengio . 2 % do capital fixo por ano

Fonte: Sassner (2007).

Umas das primeiras barreiras econémicas seria o rendimento
econdémico marginal da producdo do etanol, por exemplo, frente ao
acucar, que imporia mecanismos de suporte aos investimentos e aos
mesmos subsidios permanentes aos produtores. Nas condicOes vigentes
nos Gltimos anos, isso ndo parece ser relevante, pois este biocombustivel
tem se mostrado consistentemente viavel frente & gasolina, quando
remunerado ao nivel do custo de oportunidade do aclcar, sendo ainda
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mais atraente quando utilizados os melagos. Segundo Ramos (2008), no
Brasil existe uma vasta biodiversidade e assim, uma grande variedade de
residuos agricolas e agroindustriais que podem ser bioprocessados para
trazer beneficios socioeconémicos.

Nos ultimos anos, o Brasil ocupa o quinto lugar entre os
maiores produtores de etanol 2G do mundo, utilizando cana-de-aclcar
como matéria-prima, que é mais eficiente para a producéo de bioetanol
gue o milho. Os custos de producdo no Brasil estdo entre 0s mais baixos
do mundo. Para a producdo de etanol 2G no Brasil, 0s custos estdo em
torno de US$ 150 por galdo. Os fatores que favorecem a
competitividade incluem as condi¢des climéticas ideais, baixo custo de
mao-de-obra, e uma infraestrutura bem madura construida durante ao
menos 30 anos (BALAT et al., 2008). Estudos demonstram que o etanol
2G na Unido Europeia torna-se competitivo quando os pregos do
petroleo alcancam US$ 70 por barril, enquanto nos EUA torna-se
competitivo a US$ 50-60 por barril. Para o Brasil a barreira é mais baixa
entre US$ 25 e US$ 30 por barril. O custo da geragdo de etanol 2G, por
etapas de produgdo, para o periodo de 2005 & 2012 analisados pelo DOE
sdo mostrados na Figura 15.

Figura 15: Custo de etanol 2G de 2005 a 2012.

%, US$/L
08
07F g ¥
" /
08} //<
05 Auxiliores
d £33 Deslilogdo e recuperogdo dos sblidos
04} 23 Socorificogdo/fermentogdo
&= Enzimas
03+ €33 Pré-trotomento
0.2k 628 Motério-primo
0.1
0.0 !

2005 2009
Fonte: Ethanol Statistics (2008).
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo estdo descritas todas as condigdes
experimentais bem como as técnicas analiticas utilizadas no
desenvolvimento deste trabalho. A metodologia utilizada nos calculos e
as analises estatisticas também estéo apresentadas para o entendimento
dos valores calculados.

Os ensaios de fermentacdo realizados foram diluidos em dois
grupos: fermentacdo de mosto sintético contendo glicose como fonte de
carbono e fermentacdo de mosto complexo contendo como substrato
Acucares Redutores (AR) provenientes da sacarificacdo de pseudocaule
de bananeira.

O fluxograma mostrado na Figura 16 apresenta 0S ensaios
realizados com mosto sintético para selecdo de micro-organismos
visando a fermentagdo com cocultura.

Figura 16: Fluxograma dos ensaios em frascos de Erlenmeyer com mosto
sintético empregando diferentes monoculturas microbianas (EG) e cocultura
(ECG) formada por micro-organismos selecionados em EG.

Mosto sintético (ghcose 100g1.)

Monocultura Cocultura

EG1 (s

cerevisine)

| EG2Z | EG3 s smum) | EG4 (R

mobifis) tannaphiius )

ECG
Fonte: Priméria (2017).

O fluxograma apresentado na Figura 17 mostra o nimero de
ensaios realizados com mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado.

No Quadro 03 € mostrado o resumo dos experimentos
apresentados neste trabalho com as principais condi¢des operacionais.
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O fluxograma apresentado na Figura 17 mostra 0 nimero de
ensaios realizados com mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado.

Figura 17: Fluxograma dos ensaios com mosto proveniente de pseudocaule de
bananeira sacarificado.

Biomassa
(pseudocaule)

I Prensagem |—.| Residuo Liquido
Bagaco

Sacanficacio

Evaporacio |4—| Filtracio I_.I Residuo Solide I
|

| Destoxificacio H Evaporagdo |

ECP, EBR40, EBR60 (fermentacio EBR.40;,, EBR.60;,, EBR40;., EBR60;;, BS1, BS2
frascos de Erlenmeyer) (fermentagdo em biorreator de bancada)

Fonte: Priméria (2017).

O Quadro 04, apresenta 0s experimentos apresentados neste
trabalho com o resumo das principais condi¢des operacionais.
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3.1 Biomassa

Os teores de celulose, hemicelulose e lignina do pseudocaule
de bananeira Musa cavendishii determinados em estudo de Souza (2017)
sdo mostrados na Tabela 07, juntamente com outros valores obtidos da
literatura.

Tabela 07: Teores de celulose (cel), hemicelulose (hemi) e lignina (lig) em
diferentes tipos de biomassa lignocelulésica.
Fonte: Souza, (2016)

Biomassa cel hemi lig Referéncia
(%) (%) (%)

Pseudocaule (Musa 38,5 29,4 8,3 Souza (2016)
cavendischii)

Pseudocaule (Musa 37 21,6 8,5 Gogoi et al.
balbisiana) (2014)
Pseudocaule (Musa 35,2 24,4 34 Ingale et al.
acuminata) (2014)
Palha da cana-de-agucar 38 29 29 Silva (2009)
Bagaco de cana-de- 36,3 30,6 9,4 Pereira (2006)
acucar

Bagago de cana-de- 40,5 28,8 10,7  Gomes (2013)
acucar

Bagaco de cana-de- 38,8 29,4 21,7 Wolf (2011)
acucar

Foi empregado o pseudocaule da bananeira Musa
cavendischii, popularmente conhecida em Santa Catarina como
“bananeira nanica”. O residuo foi coletado na prépria Universidade da
Regido de Joinville - Univille.

Apos ser cortado em fatias de 30 cm de comprimento e
espessura aproximada de 5 cm, o material foi prensado em prensa de
cilindros (Figura 18) marca Hidro Industrial (modelo HB-350) para
extracdo de seu liquido natural. Em seguida, o bagaco foi seco em
secador de bandejas (Figura 19) marca COEL HW 500 com convecgéo
forcada (velocidade do ar na entrada do secador de 2,6 m/s e na cdmara
de secagem igual a 0,22 m/s), a 60 °C durante 24 h. O teor de umidade
do bagaco, apds prensagem, ficou em torno de 35% (em base seca) e,
apo6s secagem, reduz para valores menores que 10%, conforme ja
estabelecido por Gongalves Filho (2011).
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A biomassa seca foi triturada em moinho de facas Solab com
rotacdo de 1750 rpm até o tamanho maximo das particulas de 30 mesh
(0,595 mm). O farelo (Figura 20) obtido foi submetido ao pré-
tratamento quimico seguido de sacarificagdo ou, entdo, armazenado em
geladeira a 4 °C para posterior utilizacdo. Apds sacarificacdo, a mistura
foi filtrada. O filtrado (caldo) foi aquecido para a evaporacdo com
consequente aumento da concentracdo de acUcares redutores e entdo
conservado em congeladores, até utilizagdo como substrato da
fermentacdo. O aproveitamento energético do residuo soélido por meio
da geracdo de biogas devera ser avaliado em breve pelos pesquisadores
da Univille.

Figura 18: Fotografia da prensa de cilindro para massas Hidro Industrial HB-
350.

Fonte: Priméria (2017).
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Figura 19: Fotografia do secador de bandejas COEL HW 500.

Fonte: Primaria (2017).

Figura 20: Fotografia do farelo de biomassa de pseudocaule de bananeira.

Fonte: Primaria (2017).
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3.1.1 Pré-tratamento quimico

Empregou-se 7 g de farelo de pseudocaule contendo 9,7+0,1%
de umidade (umidade residual apds etapa de secagem, determinado por
gravimetria conforme definido por GONCALVES FILHO, 2011). A
concentracdo de biomassa seca (m;s) no frasco de reagdo (Erlenmeyer de
500 mL contendo 200 mL de mistura) foi de, aproximadamente, 70 g/L,
conforme proposto por Souza (2016).

Para o pré-tratamento, seguindo a metodologia proposta por
Souza (2015), utilizou-se a hidrélise &cida com H,SO,4 concentrado na
propor¢do de 2% m/mg (1,4 g/L de H,SO, na mistura reacional). A
reacdo foi realizada em autoclave elétrica (sem agitacdo) a 121 °C por
15 min. Apds pré-tratamento, o pH foi ajustado para 5,5 (solucdo de
NaOH anidro) e a mistura foi conduzida a hidrolise enzimética
(sacarificac&o).

3.1.2 Sacarificagdo

Para a sacarificacdo da biomassa pré-tratada foi utilizada uma
solucdo aquosa composta das enzimas Celulase NS50013 e
Hemicelulase NS22002 da Novozymes®. As respectivas concentragdes
das enzimas (6% m/m; e 2% m/mg), pH reacional (pH 5,5; tampdo
acetato de sodio/acido acético 0,1 M), temperatura (45 °C) e tempo de
reacdo (24 h), foram os mesmos utilizados por Gongalves Filho (2011)
conforme indicados pelo fabricante das enzimas.

Durante os experimentos, as enzimas foram conservadas em
geladeira e apresentaram atividades em torno de 30 umol/(min.mL) para
celulase e de 1,5 pmol/(min.mL) para a hemicelulase. Como reator
empregou-se frascos de Erlenmeyer de 2000 mL com 900 mL da
mistura pré-tratada quimicamente, adicionada de 100 mL de solucédo
enzimatica. A reagdo enzimética foi conduzida sob agitagdo constante.

3.1.3 Filtracdo e concentragdo do caldo sacarificado

Apbs sacarificacdo, a mistura foi filtrada a vacuo e o filtrado
foi submetido a evaporacdo aberta (pressdo ambiente) em banho de
aquecimento da marca Fisatom modelo 558 a 70 °C, com
homogeneizacdo constante a 150 rpm através de agitador portatil com
pas de hélice até obter-se a concentracdo de agUcares redutores desejada.
Para 0s ensaios indicados na Figura 17, as concentragBes foram
definidas de forma que, ao adicionar-se outros nutrientes no meio os
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valores de AR (Sy) fossem da ordem de 100 g/L (ECP, EBRy, EBRgo) €
150 g/L (EBR40sy, EBR60s;, EBR40gy, EBR60g,, BS1 E BS2). A
principio, uma maior concentracdo de acUcares redutores
fermentesciveis possibilita a obtencdo de uma maior concentragédo de
etanol no caldo fermentado. As Figuras 21 e 22, a seguir, apresentam-se
fotografias do licor ndo concentrado e concentrado.

Figura 21: Licor ndo concentrado de pseudocaule de bananeira.

Fonte: Primaria (2017).
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Figura 22: Licor concentrado de pseudocaule de bananeira.

A =
Fonte: Primaria (2017).
3.1.4 Destoxificagdo

A destoxificacdo do mosto sacarificado e concentrado foi
realizada conforme sugerida por Souza (2016). A adsorcdo dos
contaminantes (inibidores da fermentacdo alcodlica) foi feita por
adsorcdo em carvao ativo da marca Merck adicionado ao mosto na
proporcdo de 1% m/v. Andlises quimicas realizadas por Souza (2016)
determinaram as concentracdes de 4acidos organicos, compostos
fendlicos, furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF) e aglcares redutores
presentes no licor apds destoxificacdo. Estes resultados demonstraram
uma remocdo de compostos fenolicos (principais contaminantes) de
aproximadamente 51% para a propor¢do 1% m/v de carvao ativo. Apds
mistura, os frascos foram incubados em agitador orbital Shaker
Incubating LOGEN com frequéncia de agitacdo de 200 min™, 30 °C,
durante 60 min, conforme indicado por Mussatto e Roberto (2004) e
Ferreira (2013). Em seguida, o carvdo foi removido por centrifugacdo
(2218 g, 3500 rpm, centrifuga Modelo 280R) e o filtrado, congelado até
fermentacéo.

3.2 Micro-organismos e manutencao

Foram avaliados, como micro-organismo da fermentacdo
alcodlica, culturas puras das leveduras Saccharomyces cerevisiae CCT
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0293 (ATCC 26603), Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis) CCT
2617 (ATCC 58376), Pachysolen tannophilus ATCC 32691 e da
bactéria Zymomonas mobilis ATCC 3500; todas adquiridas junto a
Fundacdo André Tosello, Sao Paulo.

A manutencdo das cepas foi realizada atraves do cultivo de
superficie em placas de Petri empregando meio sélido (20 g/L de Agar-
agar) e incubacdo 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 0 mesmo tipo de meio de manutencao.

Para cada um dos micro-organismos foram utilizados os
nutrientes recomendados pela Fundagdo André Tosello, conforme
mostrado na Tabela 08.

Tabela 08: Meios de cultivo sintético para 0s micro-organismos avaliados.
Nutrientes  Concentragdo

(g/L) S. P. Z.
S. cerevisiae  stipitis  tannophilus  mobilis
Glicose 20,0 20,0 20,0 20,0
Extrato de 3,0 3,0 3,0 50
Levedura
(NH4),SO4 0,5 - 5,0 1,0
KoHPO, 1,0 - 1,0 1,0
MgS0,.7H,0 0,1 - 0,1 1,0
CaCl, 0,1 - 0,1 -
Peptona - 5,0 - -
Extrato de - 3,0 - -
Malte

Fonte: Priméria (2017).
3.3 Ensaios de fermentagéo

Foram desenvolvidos no laboratério de Biotecnologia | da
Universidade da Regido de Joinville — UNIVILLE.

3.3.1 Preparo do indculo
O in6culo foi produzido conforme sugerido por Schulz

(2010). Cultura pura do micro-organismo mantida no banco de cepas da
UNIVILLE, foi previamente cultivada em placa de Petri (30 °C, 24 h)
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contendo meio de cultivo especifico (Tabela 07) adicionado de 20 g/L
de Agar-Agar. Em seguida, foi adicionado 5 mL de agua destilada em
cada placa e, apds raspagem das colbnias com auxilio de uma alca de
platina, a suspensdo microbiana foi coletada por pipetagem e utilizada
como pré-indculo em mosto de cultivo liquido (2 mL de pré-inéculo/100
mL de meio) contido em frascos de Erlenmeyer de 250 mL. Os frascos
foram incubados em agitador orbital (shaker) da BIOTECH modelo
CERTOMAT U, a 30 °C com frequéncia de agitacdo de 110 min™
durante 24 h.

Antes da inoculagdo dos frascos de fermentagdo, o inéculo foi
padronizado a fim de que cada frasco recebesse massa celular suficiente
para concentracdo inicial de micro-organismos (Xo) conforme planejado
(3,0 g/L ou 17,0 g/L em massa seca).

Para a padronizagdo com concentragdo de inéculo 3,0 g/L, a
suspensao microbiana foi centrifugada e a massa celular adicionada de
agua destilada estéril em volume suficiente até absorbancia suficiente
para Xo, Para tanto, foi utilizado curva de calibracdo (Equacdo 4) obtida
em Espectrofotdmetro Novaspec Il LKB Biochrom com comprimento
de onda de 570 nm, conforme descrito no Apéndice 01.

Abs =0,823X + 0,043 r*=0,989 (4)

Entende-se como X a concentracdo de células no indculo apds
centrifugacdo e ressuspensdo em &gua, suficiente para atingir Xy no
biorreator (ou frasco de Erlenmeyer). Para a padronizacdo com
concentracdo de indculo 17,0 g/L, a suspensdo microbiana foi
centrifugada e ressuspensa em solucdo de sacarose 10%. Apos foi
liofilizada em liofilizador de bancada New Quimica 588 série LT.

3.3.2 Mosto sintético

O fluxograma apresentado na Figura 16, mostra 0s ensaios
conduzidos com mosto sintético composto por glicose 100 g/L
adicionado de outros nutrientes conforme proposto por Souza et al.
(2012): 3 g/L extrato de levedura, 0,5 g/L (NH,4),SO,, 0,5 K,HPO,, 0,1
g/L MgS0,.7H,0 e 0,1 g/L CaCl,. Antes da inocula¢do, 0s mostos
foram esterilizados em autoclave a 121 °C e 1 atm, durante 15 min e
deixados em camara de fluxo laminar até atingir temperatura ambiente.
A glicose foi esterilizada separadamente para evitar a reagdo de Maillard
(complexacdo da glicose com as proteinas presentes no mosto de
cultivo). Foram avaliadas duas diferentes concentracdes de células no
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inicio do processo: 1,5 g/L (Ensaios EG1, EG2, EG3 e EG4) e 3,0 ¢g/L
(Ensaio ECG, cocultura).

3.3.3 Mosto de pseudocaule da bananeira sacarificado

Mosto de pseudocaule concentrado foi adicionado de
nutrientes, conforme proposto por Souza et al. (2012): 3 g/L extrato de
levedura, 0,5 g/L (NH4),SO,, 0,5 K,HPO,, 0,1 g/L MgS0,4.7H,0 e 0,1
g/L CaCl,. Antes da inoculagdo, os mostos foram esterilizados em
autoclave a 121 °C e 1 atm, durante 15 min e deixados em camara de
fluxo laminar até atingir temperatura ambiente. Assim como no caso do
mosto sintético, o mosto de pseudocaule sacarificado foi esterilizado
separadamente da solucdo de nutrientes. Para esses ensaios, a
concentracao total de células (cocultura) no inicio do processo foi de 3,0
g/L (Ensaios ECP, EBR405,, EBR60s5,, EBR4099, EBR60g, BS1) € 17,0
g/L (BS2).

3.3.4 Ensaios em Batelada
3.3.4.1 Mosto sintético

Inicialmente foram realizados quatro ensaios de fermentacdo
empregando como principal fonte de carbono 100 g/L de glicose
(Ensaios EG1, EG2, EG3 e EG4). Cada um dos algarismos acrescido
aos nomes dos ensaios correspondeu a uma espécie de micro-organismo
avaliado (1 = S. cerevisiae, 2 = Z. mobilis, 3 = S. stipitis, 4 = P.
tannophilus). A temperatura de incubagdo (30 ° C) foi a mesma em
todos o0s ensaios e o pH inicial, especifico para cada micro-organismo (1
=45, 2=6,0, 3 =50, 4 =6,0). Dois dos quatro micro-organismos
utilizados nesses ensaios foram selecionados e compuseram outro ensaio
(ECG) também empregando glicose 100 g/L como fonte de carbono.
Neste caso, o pH de 5,5 definido conforme ensaios preliminares
realizados por Just et al. (2015) apresentados no Apéndice 4. A
definicdo dos micro-organismos foi baseada no crescimento, producéo
de etanol e condi¢cdes semelhantes de cultivo, visando uma futura
ampliacdo de escalas.

Em todos os mostos de cultivo foram utilizadas as mesmas
concentragBes dos nutrientes utilizados na obtengdo do indculo, com
esterilizacdo em autoclave a 121 °C durante 15 min. Os experimentos
foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 250 mL (100 mL de
volume de trabalho) contendo 80% v/v de mosto (agUcar + nutrientes) e
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20% v/v de in6culo. Os frascos foram acondicionados em shaker
rotativo CERTOMAT U com frequéncia de agitagdo de 100 min™,

3.3.4.2 Mosto de pseudocaule sacarificado

Os micro-organismos utilizados na cocultura foram avaliados
no ensaio com mosto de pseudocaule sacarificado (Ensaio ECP). A
concentracdo do caldo foi de 100 g/L e foi realizada conforme descrita
no item 3.1.3. A temperatura de incubacéo foi de 30 °C e o pH inicial foi
de 5,5.

Assim como nos ensaios com mosto sintético em todos os
meios de cultivo aqui empregados foram utilizadas as mesmas
concentragGes de com esterilizacdo em autoclave a 121 °C durante 15
min e os experimentos foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de
250 mL, nas mesmas condi¢des operacionais.

3.3.5 FermentagOes em Batelada Repetida
3.3.5.1 Ensaios em frascos de Erlenmeyer

Foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de volume de trabalho. Como inoculo foi utilizado
20% do volume de trabalho (v/v) com biomassa microbiana (3,0 g/L)
composta por 50% de S. cerevisiae e 50% de P. tannophilus. Foram
realizados dois ensaios de fermentacdo com duplicata empregando
incubadora shaker CERTOMAT U a 30 °C, pH inicial de 5,5 (sem
controle) e com frequéncia de agitacio de 100min™. Foram avaliadas
duas condicbes diferentes de condugdo do processo fermentativo em
relacdo ao volume de “corte” (volume retirado de mosto fermentado
seguido da reposi¢do de mesmo volume de mosto fresco): 40% (EBR40)
e 60% (EBR60). Como fonte de carbono foi empregado o0 mosto de
pseudocaule sacarificado contendo AR suficientemente planejado para
So = 100 g/L. Os ciclos das bateladas de cada um dos dois ensaios
(nimero de cortes) foram repetidos trés vezes.

3.3.5.2 Ensaios em biorreator de bancada

Foram conduzidos em biorreator Biostat B (B. Braun) com
dorna de 2000 mL contendo 1500 mL de volume de trabalho (Figura
23). Como inéculo foi utilizado 20% do volume de trabalho (v/iv). A
temperatura do processo foi de 30 °C e o pH controlado em 5,5 com
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adicdo de KOH 3 M. A frequéncia de agitacdo foi de 150 min™,
realizada por trés turbinas Rushton, de 50 mm de didmetro, com seis pas
planas, separadas por uma distancia de 20 cm entre si. Os parametros de
pH e temperatura foram monitorados através de sondas instaladas na
tampa do reator. Foram avaliadas quatro condicdes diferentes de
condugao do processo fermentativo em relacdo ao volume de “corte com
diferentes proporcBes de concentracdo de biomassa celular entre os
micro-organismos do indculo (cocultura start). Os volumes de corte de
40 e 60% foram definidos em virtude de estudos anteriores com
processo em batelada repetida (SILVA, 2007). (1) Ensaio EBR40s:
corte de 40%, proporcdo de 50/50; (2) Ensaio EBR60sy: corte 60% e
proporcdo 50/50; (3) EBR40g: corte 40% e proporcdo 90/10; (4)
EBRG60g: corte 60% e propor¢do 90/10. Como fonte de carbono foi
empregado o mosto de pseudocaule sacarificado contendo 150 g/L de
AR, destoxificado. Os ciclos das bateladas de cada um dos quatro
ensaios foram repetidos trés vezes.

Figura 23: Conjunto de equipamentos para realizagdo dos experimentos em
biorreator de bancada 2 L.

Fonte: Primaria (2017).
3.3.6 Fermentacdo com cocultura em batelada sequencial

Foram realizados em dois biorreatores distintos (Figura 24):
Biostat B da B. Braun (reator 1) e Liflas GP da Biotron (reator 2). No
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biorreator 1 foi cultivado S. cerevisiae nas mesmas condicgdes
operacionais empregadas nos experimentos em batelada repetida
(descritas no item 3.3.5.2). Quando a concentragdo de AR no biorreator
1 atingia em torno de 15 g/L, 80% do meio (1200 mL) era transferido
para o biorreator 2 e re-inoculado com diferentes concentragdes de P.
tannophilus. Para o biorreator 2, também foram empregadas as mesmas
condicdes descritas em 3.3.5.2, com excecdo do sistema de agitacdo que
foi realizada empregando uma turbina com seis pas planas (flate-blade)
posicionadas rente ao fundo do biorreator. O objetivo destes
experimentos foi avaliar o consumo de AR e producdo de etanol quando
0 cultivo era conduzido em separado (primeiro para consumo das
hexoses com S. cerevisiae e posteriormente para consumo das pentoses
com P. tannophilus). Foram testadas duas condi¢Bes de cultivo: (1)
Ensaio BS1: concentragdo celular inicial de 3,0 g/L em ambos os
reatores e (2) Ensaio BS2: concentracdo celular inicial de 17,0 g/L em
ambos os reatores. Na Figura 24 é mostrado um ensaio de batelada
sequencial.

Figura 24: Conjunto de equipamentos utilizados nos experimentos de batelada
sequencial.

Fonte: Primaria (2017).
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3.4 Métodos Analiticos

De todos os ensaios de fermentacdo realizados foram retiradas
amostras periddicas para as determinacfes das concentragGes de
acUcares redutores (AR) e etanol (P). Todas as amostras foram
coletadas, no minimo, em duplicata, (2 mL/amostra), transferidas para
tubo Eppendorf e centrifugadas em Centrifuge 5415C com 12.000 min™
(1774 g) durante 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo de Eppendorf e congelado para posterior analise de AR e
P.

3.4.1 Determinacdo de AR

Foi utilizado o método colorimétrico de DNS (3,5 dinitro
salicilato) proposto por Miller (1959). A leitura de absorbancia (Abs) foi
feita em espectrofotdbmetro LKB BIOCHROM, Novaspec I,
empregando comprimento de onda de 540 nm. O valor de AR foi
determinado a partir da Equagdo 5, obtida de curva de calibracdo
mostrada no Apéndice 1.

Abs = 0,6989AR - 0,0187 r’= 0,9981 ()

Excepcionalmente para os casos da fermentagdo com mosto
de pseudocaule (ensaios BS1 e BS2), analisou-se as amostras de AR em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para especificar as
concentracdes das hexoses (e dimeros) e das pentoses, principalmente
no tempo inicial (ty) e final (tf) de cada ensaio. O objetivo deste
procedimento foi diferenciar as concentragbes de cada um desses
carboidratos nas diferentes fases da fermentacdo. Para tanto, foi
utilizado o cromatégrafo Merck Hitachi D-7000 IF equipado com
detector de indice de refracdo Merck RI-71 e Coluna Ca SugarPak —
Waters 30 cm. O eluente empregado foi &gua ultrapura (dgua Milli-Q)
com fluxo de 0,5 mL/min.

3.4.2 Determinacdo de Etanol

As andlises para determinar a concentracdo de etanol, no
inicio (t = ty) e no final (t = t;) de cada etapa de fermentagdo, foram
realizadas por cromatografia gasosa (CG). Foi empregado cromatdgrafo
da marca Agilent, modelo 6890, acoplado com amostrador automatico
da Agilent, modelo 7683 e coluna da Hewlett-Packard HP-1 de
comprimento 50 m e didmetro externo de 0,32 mm, com fase



98

estacionaria 100% dimetil poli-siloxano e espessura de filme 1,05 um.
Para a analise as amostras ja centrifugadas foram diluidas em agua
destilada e filtradas em microfiltros com porosidade de 0,45 pm. A
concentragdo de etanol (P) foi calculada a partir de uma curva de
calibragdo construida com padrbes contendo o produto nas
concentragdes de (em g/L): 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0.

3.4.3 Célculo dos parametros cinéticos de fermentacao
Os valores do fator de conversdo de substrato em etanol (Ypys)

e da produtividade volumétrica em etanol (Qp) foram obtidos de acordo
com Schmidel et al. (2001) a partir das Equaces 6 e 7, respectivamente:

v :(Pf—Po) )
PIS =5y =5,
P —P
QP=(ft—O) ™
f

Onde,

Ypis— fator de conversdo de substrato em etanol (g/g);

Qp — produtividade volumétrica em etanol (g/(L.h));

P, — concentracdo de etanol no inicio da fermentacéo (g/L);
Ps — concentragdo de etanol no final da fermentagéo (g/L);
Sp — concentracdo inicial de AR (g/L);

St — concentracdo final de AR (g/L);

ti — tempo de fermentacg&o (h).

Para os ensaios de batelada, a grandeza t; foi correspondente
ao periodo de tempo necessdrio para que AR atingisse a menor
concentragdo no mosto, coincidente com o inicio do periodo em que
d(AR)/dt = 0. Para os ensaios de batelada repetida t; correspondeu ao
tempo necessario para reduzir Sy até S¢ em cada um dos ciclos realizados
(retirada de meio fermentado e reposicdo de igual volume de meio
fresco). Para 0s ensaios com batelada sequencial, o valor de t; foi
semelhante ao considerado nos ensaios em batelada. Para determinar
este tempo no biorreator 1, de forma a permitir uma rapida re-inoculagdo
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do meio com o outro micro-organismo, as determinacgdes de AR foram
realizadas imediatamente ap0s sua coleta.

3.4.4 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos nas fermentacfes foram analisados pelo
método ANOVA com teste de Tukey para p < 0,05 empregando o
programa computacional Origin 7.5. O objetivo do teste de Tukey foi
determinar quais 0s grupos de amostras apresentaram diferenca
estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo estdo apresentados os resultados para a avaliagao
dos diferentes modos de conducdo de processo fermentativo para
producdo de etanol 2G utilizando os mostos de cultivo propostos. Em
uma primeira etapa foram definidas as cinéticas de consumo de
substrato e formacdo de produto pelas diferentes espécies de micro-
organismos avaliadas e estabelecido o melhor consércio de micro-
organismos para fermentacdo por cocultura (para realizar
simultaneamente o metabolismo de hexoses e pentoses). Em uma
segunda etapa avaliou-se diferentes formas de regime de operacdo do
biorreator visando incrementar o rendimento e a produtividade do
processo.

4.1 Fermentacao por monocultura em batelada simples

As cinéticas do consumo de substrato (AR: glicose) e
formagdo de produto (P: etanol) relativas as fermentagdes por
monocultura empregado como in6culo 0s micro-organismos S.
cerevisae, Z. mobilis, S. stipitis e P. tannophilus sdo apresentadas na
Figura 25 (Ensaios EG — mosto sintético, So = 100 g/L).
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Figura 25: Cinéticas de consumo de substrato (AR) e acimulo de etanol (P)
durante a fermentacdo descontinua simples (batelada) de mosto sintético
contendo glicose (100 g/L) e cultivo com monocultura de Saccharomyces
cerevisae ATCC 26603 (EG1); Zymomonas mobilis ATCC 3500 (EG2);
Scheffersomyces stipitis ATCC 58376 (EG3); Pachysolen tannophilus ATCC
32691 (EG4). As barras de erro representam os desvios padrdo das duplicatas.
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Fonte: Priméria (2017).

A partir da analise dos dados experimentais apresentados na
Figura 25, pode-se observar que apenas para o caso do uso de cultura
pura de S. stipitis ATCC 58376 (Ensaio EG3) a glicose inicialmente
presente no meio de fermentagdo (ART = 100 g/L) ndo foi totalmente
consumida até 48 h de fermentacao, refletindo-se assim em um menor
actmulo de etanol no meio. Para os demais micro-organismos avaliados
esse comportamento foi bem diferente, visto que, de 24 a 38 h de
fermentacdo, o acglcar presente no meio foi totalmente exaurido. Em
fungdo disto, S. stipitis ndo foi selecionada para prosseguimento do
estudo.

O comportamento cinético de S. cerevisae, Z. mobilis e P.
tannophilus foram bastante semelhantes e apresentaram condicGes para
serem indicados como “ideais” para 0 prosseguimento dos estudos
visando a maximizacdo da producdo de etanol. No entanto, como
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pretende-se, na continuidade deste estudo, avaliar a producdo de etanol
em diferentes formas de condugdo do processo fermentativo, a espécie
S. cerevisae torna-se, num primeiro momento, a mais atrativa que a cepa
de Z. mobilis, visto que a cepa empregada (S. cerevisae ATCC 26603),
segundo informagBes do fornecedor, possui a caracteristica de ser
floculante e de possuir tolerancia a altas concentracdes de agucar e de
etanol, o que é desejavel para processos fermentativos alternativos ao
descontinuo simples.

Na Figura 26 é apresentado os valores obtidos do fator de
conversdo de substrato em produto (Yps) e produtividade em etanol
(Qp) dos experimentos com monocultura em mosto sintético, calculados
a partir dos respectivos valores de Sy, Sy, Po, Pr e t.

Figura 26: Fator de conversdo de substrato em produto (Ypss) e produtividade
volumétrica em etanol (Qp) obtidos na fermentacdo de mosto sintético por S.
cerevisiae (EG1), Z. mobilis (EG2), S. stipitis (EG3) e P. tannophilus (EG4). Os
valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey em nivel de 5% (p<0,05). As barras de erros representam os

desvios padréo das duplicatas.
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Fonte: Priméria (2017).

Para os micro-organismos tipicamente produtores de etanol
convertendo hexoses, pode-se perceber que com excecdo a S. stipitis,
ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre os parametros cinéticos
Yris € Qp. Em funcdo de apresentar propriedade floculante favorecendo
o0 estudo futuro de outros processos fermentativos, além das avaliadas
neste trabalho, como por exemplo, cultivo com alta densidade celular,
definiu-se S. cerevisiae como um dos micro-organismos para compor a
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cocultura desejada. O outro micro-organismo selecionado foi P.
tannophilus, capaz de metabolizar hexoses, como S. cerevisiae, e
pentoses. Além disso, realizar o consércio de duas leveduras faz com
que as condicOes operacionais sejam préximas e melhor controladas.

Uma série de autores vem testando a capacidade de diversos
micro-organismos em processar altas concentracbes de glicose para
producdo de etanol. Morais et al. (1993), estudaram a producdo de
etanol por S. cerevisiae LACI-delta em mosto de cultivo contendo sais e
glicose (100 g/L), sem agitacdo e a 30 °C. A concentracdo de etanol
atingida ap6s 24 h de cultivo foi de 2,9 g/L. Najafpour et al (2004),
obtiveram valores na ordem de 46 g/L de etanol em cultivo de S.
cerevisiae ATCC 24860 imobilizada. A concentracdo de glicose foi de
150 g/L. Rieger et al. (1983), estudando o crescimento e produgdo em
etanol de S. cerevisiae, alcangou valores de 20,5 g/L de etanol com 80 h
de cultivo e concentracdo inicial de glicose na ordem de 80 g/L.

A bactéria Z. mobilis j& foi exaustivamente estudada em
relacdo a sua capacidade de producédo de etanol. Ernandes e Garcia-Cruz
(2009), avaliaram o efeito da concentracdo inicial de acUcares sobre a
producdo de etanol por vérias linhagens de Z. mobilis e encontraram
valores em torno de 60 g/L de etanol para a linhagem NRRL B 4286
com concentragdo inicial de glicose de 150 g/L. Morais et al. (1993)
também estudaram varias linhagens de Z. mobilis e, ap6s 24 h de cultivo
com concentracdo inicial de glicose de 100 g/L, a linhagem que mais
produziu etanol foi a Z-2-80 com 2,7 g¢g/L. Para Ernandes e
colaboradores (2007), a maior concentragdo de etanol foi de 76,6 g/L, a
temperatura de 40 °C quando o meio de cultura foi composto de 25% de
sacarose e com pH inicial de 8,0. Além disso, os resultados indicaram
que as diferentes concentracdes de sais minerais testados influenciaram
significativamente na producgéo de etanol. Neste sentido, alguns autores
(HEBLING, 1995; TANO E BUZATO, 2003; BORSANI, 2004)
comprovaram que a bactéria Z. mobilis tem habilidade reduzida na
producdo de etanol a partir de melagos e residuos agroindustriais quando
comparada com outros substratos (mosto sintético e cana-de-acucar).

As leveduras S stipitis e P. tannophilus tém sido exploradas
pela sua capacidade de metabolizar ndo sé as hexoses como também as
pentoses. Agbogbo et al. (2006) demonstrou que a levedura S. stipitis
pode transformar tanto glicose quanto xilose em etanol. Para glicose, 0s
valores alcangaram uma concentragdo final de 22,7 g/L depois de 96 h
de fermentacdo (60 g/L de glicose) e com xilose (60 g/L) a concentracéo
de etanol foi de 24,3 g/L com o consumo total da fonte de carbono
depois de 120 h. Para Karagéz e Ozkan (2014), a concentragéo de etanol
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obtida foi de 10,6 g/L para uma concentragdo inicial de glicose de 20
g/L.

P. tannophilus em estudo conduzido por Zhang e
colaboradores (2008), fermentou glicose a 20 g¢/L atingindo uma
concentracao de etanol na ordem de 8 g/L em 60 h de processo batelada.
A concentragdo de glicose chegou a zero em aproximadamente 12 h de
fermentagdo. Para Sathesh-Prabu e Murugesan (2011), a levedura P.
tannophilus produziu uma concentracdo de etanol de 40 g/L quando foi
cultivada em meio com 150 g/L de glicose.

O comportamento cinético de S. cerevisae e P. tannophilus,
empregados individualmente, como micro-organismo fermentador foi
avaliado em mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado néo
concentrado (50 g/L de AR) e concentrado (100 g/L de AR). Nas
Figuras 27 e 28 é apresentado as cinéticas de consumo de glicose (AR) e
formag&o de produto (P) para os micro-organismos S. cerevisiae (1) e P.
tannophilus (4) para os casos de cultivo com mosto de pseudocaule de
bananeira sacarificado ndo concentrado (EP1 e EP4) e concentrado
(EPc1 e EPc4).

Figura 27: Cinéticas de consumo de glicose (AR) e formacdo de produto
(P) para o micro-organismo S. cerevisiae (1) para o cultivo com mosto
de pseudocaule de bananeira sacarificado ndao concentrado (AR = 50,0
g/L).

EP1 EP4

AR (g/L)
P (g/L)

tempo (h) tempo (h)

Fonte: Just (2015).
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Figura 28: Cinéticas de consumo de glicose (AR) e formagdo de produto (P)
para 0 micro-organismo S. cerevisiae (1) para o cultivo com mosto de
pseudocaule de bananeira sacarificado concentrado (AR = 100,0 g/L).

EPc1 EPc4

-

AR (g/L)
=]

AR (g/L)
=]
-

—_— =

e 2

tempo (h) tempo (h)
Fonte: Just (2015).

De acordo com os resultados obtidos foi possivel verificar que
0s comportamentos cinéticos dos dois micro-organismos para 0 mosto
ndo concentrado foram muito semelhantes. No entanto, ao concentrar o
mosto, P. tannophilus necessitou de mais tempo para metabolizar a
mesma quantidade de AR consumida por S. cerevisiae, ou seja,
apresentou menor velocidade do consumo do substrato e,
consequentemente, menor velocidade de acimulo de produto. Isto pode
ter ocorrido em funcdo de uma maior sensibilidade de P. tannophilus ao
aumento do efeito inibidor de algum composto presente no mosto
hidrolisado pela operagéo de evaporacgdo para aumentar AR.

4.2 Fermentacéo com cocultura em processo batelada simples

Com a composicdo de micro-organismos da cocultura
definida, tornou-se importante avaliar 0 comportamento do consércio
com mosto de cultivo sintético (glicose 100 g/L) e com mosto de
pseudocaule de bananeira sacarificado (AR 100 g/L). Nas Figuras 29 e
30 sdo apresentados os resultados da cinética de consumo de agUcares
(AR) e produgdo de etanol (P) para os ensaios empregando cocultura
microbiana de S. cerevisiae e P. tannophilus.
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Figura 29: Cinética de consumo de substrato (AR ) e producio de etanol (P®)
empregando cocultura microbiana formada por S. cerevisiae e P. tannophilus
(50:50 em massa seca) na fermentacdo batelada em mosto sintético contendo
100 g/L de glicose. As barras de erro representam os desvios padrdo das
triplicatas.
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Fonte: Primaria (2017).

A partir da analise da Figura 29, pode-se perceber que a
glicose foi totalmente consumida em torno de 98 h ap6s o inicio do
cultivo. O acumulo de etanol neste periodo foi de 60,83 g/L, resultando
em uma produtividade de 0,63 g/L.h. Comparando-se este valor com 0s
da monocultura (EG1 e EG4) verifica-se que com a monocultura foi
possivel obter Qp em torno de 30% maior. No entanto, a cocultura
proporciona rendimento em etanol (Yps = 0,48 g/g) 10% maior.
Observa-se que, para o consumo da fonte de carbono, um tempo maior é
requerido para a cocultura. Esta divergéncia nos tempos pode estar
associada com o antagonismo microbiano entre as duas cepas, Visto que
P. tannophilus também é um consumidor de hexoses.

Em estudo semelhante, Karagéz e Ozkan (2014)
empregaram cocultura de S. cerevisiae e S. stipitis para produgdo de
etanol. Parte do estudo foi avaliar a performance da cocultura em meio
sintético contendo 11 g/L de AR. Os autores conseguiram uma producédo
de etanol em torno de 5,5 g/L. Fu e Peiris (2008) avaliaram a influéncia
do consorcio de Z. mobilis e P. tannophilus frente a uma solucdo de
glicose e xilose. A concentracdo inicial da mistura foi de 80 g/L e, apds
aproximadamente 150 h de cultivo, a concentracdo de AR chegou a zero
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e a concentracdo de etanol em torno de 25 g/L. Para Cunha-Pereira et al.
(2011), a mistura de AR era composta de glicose, xilose e arabinose
com concentragdo inicial de 50 g/L (20 g/L de glicose, 20 g/L de xilose
e 10 g/L de arabinose). A cocultura utilizada foi Spathaspora arborarie
e S. cerevisiae. Os resultados determinaram um fator de conversdo de
substrato em produto de 0,77 g/g e um coeficiente de produtividade de
0,69 g/(L.h).

Em estudo recente, Ashoor et al. (2015) apresentaram 0s
resultados obtidos do cultivo da cocultura de S. cerevisiae e S. stipitis
em frascos de Erlenmeyer. Dentre as varias linhagens testadas, a que
apresentou melhores resultados exibiu uma concentracdo final em etanol
de 8,92 g/L com uma produtividade de 0,186 g¢/(L.h) e fator de
conversdo de substrato em produto de 0,336 g/g. Culturas mistas de
Kluyveromyces lactis e Saccharomyces cerevisiae foram testadas pela
capacidade de producdo em etanol com mosto sintético composto por
sais, extrato de levedura e glicose na concentracdo de 200 g/L. Ap6s 14
dias de cultivo (336 h), a glicose foi exaurida e a concentracao final de
etanol alcangou o valor de 80 g/L com produtividade de 0,24 g/(L.h)
(YAMAOKA et al., 2014).

Figura 30: Cinética de consumo de agucares redutores (AR @) e producdo de
etanol (P @) empregando cocultura microbiana de S. cerevisiae e P. tannophilus
na fermentacdo batelada de mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado
sem destoxificagdo. As barras de erro representam os desvios padrdo das
triplicatas.
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Fonte: Priméria (2017).
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Na Figura 30 pode-se observar que com 204 h de cultivo os
acucares redutores presentes ainda estdo sendo, lentamente, consumidos;
restando em torno de 10 g/L. A concentracdo maxima obtida em etanol
foi de 57,4 g/L. O fator de conversdo de substrato em produto foi de
0,57 g/g e a produtividade em etanol foi de 0,28 g/(L.h). A sobra de AR
no mosto pode ter ocorrido devido a influéncia de compostos inibitérios
presentes no hidrolisado ndo destoxificado de pseudocaule de bananeira
(SOUZA et al, 2017), somado a conhecida inibicdo pela concentracdo de
etanol.

Yadav e colaboradores (2011) estudaram o comportamento da
cocultura composta de S. cerevisiae e S. stipitis cultivados com
hidrolisado de palha de arroz. Apds a hidrdlise, o caldo hidrolisado foi
concentrado e destoxificado. A concentracdo inicial de AR ficou em
torno de 30 g/L e a produgdo maxima em etanol foi de 7,5 g/L em 36 h
de incubagdo com um fator de conversdo de substrato em produto de
0,30 g/g e uma produtividade de 0,20 g/(L.h).

No cultivo conjunto de Spathaspora arborarie e S. cerevisiae
utilizando como fonte de carbono hidrolisado de casca de arroz, Cunha-
Pereira et al. (2011), alcancaram valores de fator de conversdo de
substrato em etanol de 0,62 g/g e produtividade de 0,25 g/(L.h). Karagoz
e Ozkan (2014) estudaram a producio de etanol empregando cocultura
de S. cerevisiae e S. stipitis e fonte de carbono proveniente de
hidrolisado de palha de trigo. A concentracédo inicial de AR foi de 100
g/L e a concentracdo de etanol alcangada foi de 10,42 g/L. Ingale et al.
(2014) também utilizaram em seus estudos hidrolisado de pseudocaule
de bananeira e uma cocultura composta de Aspergillus
fumigatus/Aspergillus ellipticus e S. cerevisiae. A maxima producdo em
etanol atingida foi de 17,1 g/L. com uma produtividade de 0,24 g/(L.h).

Hickert et al. (2013) avaliaram a capacidade de producgéo em
etanol da cultura mista de S. cerevisiae e S. arborariae com hidrolisado
de cascas de arroz contendo 27 g/L de glicose, 13 g/L de xilose e 5 g/L
de arabinose. A concentracdo de etanol ao final do cultivo (240 h) foi de
6 g/L. Os autores concluiram que S. cerevisiae provou ser um eficiente
conversor de hexoses em etanol, enquanto que em cocultura com S.
arborariae, pentoses e hexoses foram convertidos em etanol mostrando
bons rendimentos.

Foi observado que a produtividade em etanol e o fator de
conversdo de substrato em etanol para este trabalho com cultivo de
cocultura de S. cerevisiae e P. tannophilus utilizando hidrolisado de
pseudocaule de bananeira alcangou valores equivalentes aos melhores
resultados reportados na literatura conforme pode ser visto na Tabela 09.
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Por vezes, os valores obtidos neste trabalho foram superiores em um dos
parametros analisados (Yp/s € Qp) OU nos dois.

Tabela 09: Comparativo entre valores de Yp,s € Qp de diversos autores e fontes

de biomassa.

Biomassa Mo’s Ypss Qp Fonte
Pseudocaule  S. cerevisiae 0,57 0,28 Este
de bananeira eP. trabalho
tannophilus
Palha de arroz ~ S. cerevisiae 0,30 0,20 Yadav et al.
e S. stipitis (2011)
Casca de S. arborarie e 0,62 0,25 Cunha-
arroz S. cerevisiae Pereira et al.
(2011)
Palha de trigo  S. cerevisiae 0,11 0,15 Karagoz e
e S. stipitis Ozkan
(2014)
Pseudocaule  A. fumigatus 0,43 0,24 Ingale et al.
de bananeira e A. ellipticus (2014)
Cascas de S. cerevisiae 0,13 0,10 Hickert et
arroz e S. arborarie al. (2013)

Fonte: Primaria (2017).
4.3 Fermentacéo alcoolica por cocultura em bateladas repetidas

4.3.1 Ensaios com mosto sacarificado de pseudocaule em frascos de
Erlenmeyer

O processo batelada repetida utiliza-se de uma estratégia de
substituicdo de 40 ou 60% do caldo no final da fermentacdo com o
mesmo volume de meio fresco. Essa técnica € vantajosa pois remove a
maior parte dos produtos inibitorios e produz células mais adaptadas que
irdo assegurar uma maior velocidade de utilizagdo do substrato e
producdo do etanol (DISHISHA et al., 2015).

Nas Figuras 31 e 32 ¢é apresentado as cinéticas de consumo de
substrato e producdo de etanol para os ensaios em regime de operacao
batelada repetida utilizando mosto de pseudocaule de bananeira
sacarificado ndo destoxificado com concentracdo de 100 g/L de AR. A
concentracdo celular no inicio dos experimentos foi de 3,0 g/L. Na
Figura 29, o corte dos experimentos foi de 40% e na Figura 30, de 60%.
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Figura 31: Cinética de consumo de agucares redutores (AR) e producdo de
etanol (P) empregando cocultura microbiana de S. cerevisiae e P. tannophilus
em mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado empregando regime de
operacdo batelada repetida com corte de 40% v/v. As barras de erro representam
os desvios padrdo das triplicatas.
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Fonte: Primaria (2017).

Figura 32: Cinética de consumo de aglcares redutores (AR) e producdo de
etanol (P) empregando cocultura microbiana de S. cerevisiae e P. tannophilus
em mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado empregando regime de
operacdo batelada repetida com corte de 60% v/v. As barras de erro representam
0s desvios padréo das triplicatas.
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Fonte: Primaria (2017).

Conforme pode ser observado nas Figuras 31 e 32 (assim
COMO Ocorreu no processo batelada), que tanto no processo com corte de
40% (EBR40) quanto no processo com corte de 60% (EBR60) ndo
houve o consumo total da fonte de carbono (AR). As concentragdes de
produto (etanol) e o tempo de processo foram diferentes para cada
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ensaio. As condicdes de processo bem controladas fornecem um claro
efeito sobre o tempo de fermentacgdo e a produtividade.

Para 0 ensaio EBR40, os tempos de fermentacdo para o
consumo dos agucares redutores (AR), foram diminuindo ao longo dos
ciclos (24, 18, 16 e 14 h, respectivamente), possivelmente devido ao
aumento do ndmero de células. A produtividade em etanol (Qp) foi
significativamente maior (p<0,05) no primeiro ciclo (0,69 g/(L.h)),
diminuiu no segundo ciclo (0,61 g/(L.h)) e, a partir do segundo ciclo,
passou a aumentar novamente para 0,63 g/(L.h) (terceiro ciclo) e 0,66
g/(L.h) (quarto ciclo) resultando numa produtividade média de
0,65+0,03 g/(L.h). Comportamento semelhante foi observado para o
fator de conversdo de substrato em produto (Yps) resultando num valor
médio de 0,54+0,04 g/g.

No ensaio EBR60, foi observado tanto para a produtividade
guanto para o fator de conversdo de substrato em produto valores
préximos entre os cortes. O resultado final de Qp para este ensaio foi de
0,54+0,06 g/(L.h) e 0 Yp;s foi de 0,60+0,08 g/g. Mesmo com um fator
de conversdo em torno de 11% maior, a produtividade no ensaio EBR60
foi menor que no ensaio EBR40. O menor valor em Qp foi devido a uma
maior diluicdo do indculo que permaneceu na dorna de fermentagdo
apos o corte. Acredita-se que outro fator que pode ter contribuido para
essa menor produtividade esteja relacionado com 0s compostos
inibitérios presentes no mosto de cultivo. Em EBR60, a concentracdo
média de AR apds cada corte (80 g/L) foi maior do que aquela
observada em EBR40 (60 g/L). Concomitantemente, é esperado que a
guantidade de compostos inibitérios em EBR60 também seja maior.

Comparando os resultados do processo batelada repetida
(EBR40 e EBR60) com o processo em batelada (ECP) todos com
cultivo de cocultura de S.cerevisiae e P. tannophilus com concentracao
celular inicial de 3,0 g/L, verifica-se que tanto o ensaio EBR40 quanto o
ensaio EBR60 apresentaram valores superiores de Qp. Para EBR40 este
valor foi 132% maior e para EBR60 foi 93% maior que o processo ECP
em batelada.

Ozmihci e Kargi (2007) avaliaram o processo de opera¢do em
batelada repetida para a producdo de etanol empregando o micro-
organismo Kluyveromyces marxianus DSMZ-7239 e mosto de cultivo
composto por soro de leite em p6. Foram testadas trés diferentes
concentracdes de agUcares redutores: 50, 100 e 150 g/L. O tempo total
de processo foi de 336 h com cinco ciclos de operagdo. Para a
concentracdo de 100 g/L, o residual de agucares ao final do quinto ciclo
foi de 12,7 g/L gerando um fator de converséo de substrato em produto
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de 0,52 g/g e uma concentragdo final (5° ciclo) de 68,0 g/L de etanol.
Fan et al. (2013) utilizaram uma cepa tolerante de inibidores de P.
guilliermondii e mosto de cultivo composto por hidrolisado de residuos
da cultura de milho. O modo de operagéo do processo fermentativo foi o
de batelada repetida com cinco ciclos. Os valores encontrados para Yps
e Qp foram de 0,54 g/g e 0,45 g/(L.h), respectivamente. Os autores
concluiram que a robustez da cepa combinada com a estratégia de
fermentacdo otimizada (batelada repetida) sugere uma plataforma de
producdo de bioetanol simples e rentavel.

Para Liu e colaboradores (2015), comparado com o processo
de batelada simples a biomassa celular presente no processo de batelada
repetida é invariante. Para cada batelada no processo de batelada
repetida uma maior quantidade de células ativas reduz o tempo da
batelada (ciclo) quando comparado com o processo de batelada simples.
Como consequéncia, altas produtividades em etanol séo alcancadas. Os
autores desenvolveram os ensaios de batelada repetida com cinco ciclos
e uma concentragdo inicial de glicose de 200 g/L e alcancaram valores
de concentragdo de etanol em torno de 90 g/L. Também comentaram
que o declinio da taxa de absorcdo de glicose limita a operacéo
prolongada do processo em batelada repetida. Uma cepa recombinante
de S. cerevisiae capaz de metabolizar glicose e xilose foi empregada no
estudo do processo de fermentacdo em batelada repetida utilizando
hidrolisado de residuo de arroz contendo 12 g/L de glicose, 10 g/L de
xilose, 4,72 g/L de frutose, 2,60 g/L de arabinose e 0,89 g/L de
galactose. Depois de cinco ciclos, a concentracdo de etanol encontrada
foi de 9,8 g/L. Os autores também relataram um declinio no consumo de
acucares ap6s muitas repetigdes.

Kim et al. (2010) estudaram o processo de batelada repetida
com uma mistura de glicose e xilose na concentracdo de 40 g/L. A cepa
engenheirada de S. cerevisiae, capaz de metabolizar glicose e xilose,
depois de quatro ciclos de processo, resultou numa produtividade de
0,59 g/(L.h) e um fator de conversdo de substrato em produto de 0,35
0/g.

Estudos recentes tém sido desenvolvidos para testar o
processo de batelada repetida tanto para a produgdo de etanol quanto
para de outros produtos, confirmando que este tipo de modo de operagdo
apresenta vantagens frente aos processos tradicionalmente empregados.
Dentre eles pode-se citar El-Dalatony et al. (2016) que empregou 0
micro-organismo Chlamydomonas mexicana e mosto sintético contendo
20 g/L de glicose. A producdo de etanol se deu em reator de leito
imobilizado e por processo de batelada repetida com sete ciclos. Os
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autores atribuem o sucesso dos experimentos tanto ao tipo de regime de
operacdo empregado quanto a imobilizacdo celular. Os resultados
determinaram uma produtividade de 0,138 g/(L.h) e um fator de
conversdao em produto de 0,50 g/g. Santos et al. (2016) encontraram
resultados promissores ao investigar a producdo de etanol por S. stipitis
utilizando como fonte de carbono xarope de cana-de-aglcar. Os
experimentos foram conduzidos com em regime de operacdo batelada
repetida com cinco ciclos e com uma concentracdo inicial de aclcares
de aproximadamente 70 g/L. Os autores alcancaram uma produtividade
em etanol de 0,54 g/(L.h), a mesma produtividade encontrada neste
trabalho para um corte de 60%.

Ainda, Devarapalli et al. (2016) avaliaram o cultivo batelada
repetida de Clostridium ragsdalei para a produgdo conjunta de etanol e
acido acético. Segundo o estudo, depois de 1662 h de cultivo e 19
ciclos, a concentracéo de etanol ficou em torno de 5,7 g/L. Em todos 0s
estudos apresentados, 0s autores obtiveram resultados promissores para
a producdo rentavel de etanol com a utilizacdo do modo de operacdo em
batelada repetida, tanto para mostos sintéticos quanto para mostos
complexos dos mais diversos tipos de residuos.

Néo foram encontrados trabalhos associando o regime de
operacdo em batelada repetida e cultivo de cocultura microbiana.

4.3.2 Ensaios em biorreator com mosto de pseudocaule
destoxificado

Os produtos de degradacdo formados no pré-tratamento do
material lignoceluldsico depende tanto da biomassa vegetal quanto das
condigdes utilizadas no pré-tratamento como temperatura, tempo de
reacdo, pressdo e pH. Os produtos da degradacdo dos acucares — furfural
e hidroximetilfurfural — sdo formados em altas concentracGes durante
condicdes severas de pré-tratamento acido. A remocdo destes e de
outros compostos inibitérios do metabolismo microbiano pode ser
realizada por extracdo em membranas de troca idnica, adsorgdo com
carvao ativo ou tratamento com lacase e peroxidase (KLINKE et al.,
2004).

Cavka e Jonsson (2013) estudaram o tratamento de
hidrolisado de bagaco de cana-de-aglcar e lascas de madeira com
borohidreto de sddio. Os resultados mostraram que a destoxificacdo
efetiva ocorre em condicbes suaves como temperatura ambiente e pH
6,0 para concentrag@es maiores que 50 mM de borohidreto. Mateo et al.
(2013) avaliaram o efeito de diferentes concentragdes de carvéo ativo na
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remocao de compostos inibidores de hidrolisado de residuos de poda de
oliveira. Os autores encontraram uma taxa de remogdo de 45% quando a
concentracdo de carvao ativado foi de 8%.

Souza et al. (2017) estudaram o efeito da destoxificacdo
utilizando carvdo ativado sobre o hidrolisado sacarificado de
pseudocaule de bananeira. Os autores testaram trés diferentes
concentragGes de carvdo ativado (1% m/v, 2% miv e 4% miv) e
indicaram a utilizacdo da concentracdo de 1% m/v, com remoc¢do de
67% de acido acético, 92% de compostos fendlicos e 78% de furfural;
porém os autores chamaram atengdo para a perda de AR. Durante o
processo de destoxificacdo foi observado que juntamente com o0s
inibidores houve a remog&o de 17% de glicose, 16% de frutose, 17% de
sacarose e 25% de xilose; valores estes considerados baixos pelos
autores em comparagdo a remocgdo dos compostos inibitdrios. Durante
este estudo ndo foi detectado HMF (hidroximetilfurfural) na mistura,
mesmo antes do processo de destoxificacdo. Isto pode ter ocorrido em
funcdo da baixa concentracdo de HMF no meio decorrente das
condi¢des pouco severas empregadas na hidrdlise &cida (H,SO4 & 2%,
120 °C e 15 min) ou devido a interferentes que influenciaram nas
interpretaces dos cromatogramas (Apéndice 8). Diante desde cenario,
0S ensaios seguintes passaram pelo processo de destoxificagdo com
carvdo ativo a 1% m/v.

Nas Figuras 33, 34, 35 e 36 sdo mostrados os graficos que
apresentam os valores de consumo de AR e acumulo de P para os
ensaios EBR40s5,, EBR60s;,, EBR40y, € EBR60g. Em todos os
experimentos foi utilizado mosto sacarificado de pseudocaule de
bananeira para concentragcdo inicial de AR (So) de 150 g/L e
concentracdo celular inicial de 3,0 g/L. Os experimentos diferiram na
proporcdo de micro-organismos utilizados no inéculo. Para os ensaios
EBR40s, e EBR60s, a proporcao foi 50% de S.cerevisiae e 50% de P.
tannophilus enquanto para EBR40g, e EBR60g, a propor¢édo foi 90% de
S.cerevisiae e 10% de P. tannophilus. Os ndmeros 40 e 60 em cada
ensaio corresponderam ao volume de corte (40 e 60% do volume de
trabalho).
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Figura 33: Cinética de consumo de agucares redutores (AR) e producdo de
etanol (P) empregando cocultura microbiana composta por 50% (em base de
massa seca de células) de S. cerevisiae e 50% de P. tannophilus em mosto de
pseudocaule de bananeira sacarificado empregando regime de operacéo batelada
repetida com trés cortes de 40% (C1, C2 e C3) do volume de trabalho. As barras
de erro representam os desvios padrao das duplicatas.
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Fonte: Primaria (2017).

Pode-se perceber, pela observagdo do grafico, que houve
comportamento semelhante entre as velocidades de consumo de AR e
formacdo de P entre os trés cortes realizados. Entretanto, o tempo de
fermentacdo necessario para exaurir AR apds o terceiro corte (24 h) foi
6 h maior do que aquele determinado nos dois primeiros cortes. O tempo
total de fermentagcdo considerando a batelada inicial foi de 84 h. Os
acucares redutores foram prontamente metabolizados (96,7%) em todos
os cortes. O fator de conversdo se manteve praticamente constante no
decorrer dos cortes (Yps = 0,41 g/g) com produtividade média em etanol
de 0,7010,01 g/(L.h). A concentracdo média de etanol obtida em todo o
processo foi de 59,13+ 1,06 g/L.
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Figura 34: Cinética de consumo de agUcares redutores (AR) e producdo de
etanol (P) empregando cocultura microbiana composta por 50% (em base de
massa seca de células) de S. cerevisiae e 50% de P. tannophilus em mosto de
pseudocaule de bananeira sacarificado empregando regime de operacéo batelada
repetida com trés cortes de 60% (C1, C2, C3) do volume de trabalho. As barras
de erro representam os desvios padrédo das duplicatas.
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Fonte: Priméaria (2017).

Para o processo com cortes de 60% também houve
comportamento semelhante entre as velocidades de consumo de AR e
formacdo de P entre os trés cortes realizados. Tanto as curvas de
consumo de agucares redutores quanto as de producdo de etanol foram
semelhantes com o ensaio EBR40sq. O tempo total de fermentacdo
considerando a batelada inicial foi de 84 h. Os acucares redutores foram
prontamente metabolizados (96,5%) em todos os cortes. O fator de
conversdo se manteve praticamente constante no decorrer dos cortes
(Yps = 0,45 g/g) com produtividade média em etanol de 0,78+0,02
g/(L.h). A concentracdo média de etanol obtida em todo o processo foi
de 66,00+ 0,89 g/L.

Comparando-se 0s resultados de EBR40s5, e EBRG60s,
percebe-se um aumento tanto do fator de conversdo (10%) quando da
produtividade em etanol (12%) para o ensaio com corte de 60%. Essa
maior produtividade do corte de 60% foi observada por Borzani et al.
(1990). N&o foram encontrados na literatura, trabalhos que relacionem a
influéncia dos volumes de corte sobre o crescimento celular ou
produtividade em etanol ou outro produto.
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Figura 35: Cinética de consumo de agUcares redutores (AR) e produgdo de
etanol (P) empregando cocultura microbiana composta por 90% (em base de
massa seca de células) de S. cerevisiae e 10% de P. tannophilus em mosto de
pseudocaule de bananeira sacarificado empregando regime de operacéo batelada
repetida com trés cortes (C1, C2, C3) de 40% do volume de trabalho. As barras
de erro representam os desvios padréo das duplicatas.
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Fonte: Primaria (2017).

Nos ensaios onde houve mudanga na proporcao de células no
inéculo utilizado como cocultura start, ndo foi observado mudanga do
padrdo de comportamento frente aos ensaios anteriores com proporgdo
celular de 50:50. Porém, os tempos relativos a batelada inicial (36 h) e
0s sucessivos cortes (48 h/corte) foram bem superiores aos ensaios
anteriores, com proporcdo de 50% entre os dois micro-organismos da
cocultura perfazendo um total de 180 h de cultivo. Assim como em
EBR40s; e EBR60s, 0s acucares redutores foram prontamente
metabolizados (98%) em todos os cortes. O fator de conversdo (Yps) se
manteve praticamente constante no decorrer dos cortes, com valor
médio de 0,38+ 0,05 g/g. A produtividade em etanol se manteve
constante em 0,30 g/(L.h). A concentracdo média em etanol foi de
53,47+0,55 g/L.
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Figura 36: Cinética de consumo de agUcares redutores (AR) e produgdo de
etanol (P) empregando cocultura microbiana composta de 90% (em base seca de
células) de S. cerevisiae e 10% de P. tannophilus em mosto de pseudocaule de
bananeira sacarificado empregando regime de operagdo batelada repetida com
trés cortes (C1, C2, C3) de 60% do volume de trabalho. As barras de erro
representam os desvios padréo das duplicatas.
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Fonte: Primaria (2017).

Para o corte de 60%, o tempo total depois de 4 fermentacGes
também foi de 180 h e, também o mesmo tempo entre os cortes foi
observado (36, 48, 48 e 48 h). Tanto as curvas de consumo de agucares
redutores quanto as de producdo de etanol foram semelhantes com o
ensaioc EBR40q. Os acUcares redutores foram prontamente
metabolizados (97,5%) em todos os cortes. O fator de conversdo (Ygs)
se manteve praticamente constante no decorrer dos cortes, com um valor
médio de 0,37 + 0,05 g/g. A produtividade em etanol se manteve
constante em 0,27 g/(L.h). A concentracdo média em etanol foi de
48,03+ 0,42 g/L.

Comparando-se 0s resultados de EBR40g, e EBRG60g,
percebe-se que os valores de fator de conversdo e produtividade em
etanol foram respectivamente cerca de 12% e 11%, maiores para o corte
de 40%.

Na Figura 37 é apresentado um grafico comparativo dos
valores de Yps € Qp dos ensaios em batelada repetida discutidos
anteriormente.
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Figura 37: Comparativo dos valores de Yps (@) € QP (®) dos ensaios EBR405,
EBR60s,, EBR40y, e EBR60g,. Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% (p<0,05). As
barras de erros representam os desvios padrao das triplicatas.

0,90
0,80
0,70
0,60

0,50

b
a
b
a
0,40 € d
0,30 C d
0,2
0,
0,00

EBR4050 EBREO50 EBR40S0 EBRE0S0

YP/S e QP

[=]

=
o

Fonte: Primaria (2017).

Estatisticamente, todos os valores de Yps € Qp diferem
significativamente (p<0,05) entre os ensaios. Percebe-se pela Figura 37
gue os melhores resultados tanto de Yps quanto de Qp foram obtidos em
EBR60sy. Aliado a isso, nota-se que os resultados dos ensaios que
empregaram uma propor¢do celular de 50:50 alcancaram melhores
resultados que aqueles com uma proporcao celular de 90:10.

Corroborando estes resultados, Karagoz e Ozkan (2014)
estudaram a proporcéo celular de cocultura de S. cerevisiae e S. stipitis
na producdo de etanol a partir de hidrolisado de residuo de palha de
trigo. Os autores afirmam que S. cerevisiae possui uma melhor taxa de
crescimento especifico e utilizacdo de substrato. Também ndo pode
converter xilose em xilulose porém pode fermentar xilulose que pode
ser produzida pelo micro-organismo que metaboliza xilose como S.
stipitis. Por este motivo, 0s autores avaliaram diferentes proporcdes de
cocultura de S. cerevisiae e S. stipitis em regime de operacdo de
batelada. Os resultados mais promissores foram encontrados quando a
cocultura na propor¢do de 50:50 foi utilizada. A concentracdo de etanol
neste caso foi de 11,55 g/L utilizando Sy de 30 g/L. Ashoor et al. (2015)
empregaram cocultura de S. stipitis e trés diferentes cepas de S.
cerevisiae (EC1118, 2168 e 49) e testaram as propor¢Ges massicas no
indculo de 1:1, 5:1 e 10:1. O regime de operacdo foi de batelada. Os
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pesquisadores encontraram melhores resultados em todas as
combinacdes de cepas quando uma razéo de 1:1 (50:50) foi utilizada. As
concentrages em etanol nestes casos, variou de 7,6 a 8,9 g/L para Sp de
30 g/L.

Os valores comparativos de tempo final de fermentacéo (ty),
concentracdo final de produto (Ps), Yps € Qp dos ensaios com mosto
sacarificado de pseudocaule de bananeira em regime de operacdo
batelada (sem destoxificacdo), batelada repetida 60% (sem
destoxificacdo) e batelada repetida 60% (com destoxificacdo) estdo
apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Valores de t;, P, Y5 € Qp para 0s ensaios ECP, EBR60 e EBR60s,.

Ensaios te (h) Pt (9/L) Yes (9/9) Qe (9/(L.D))

ECP 204 57,4+2,26  0,5740,01  0,28+0,01
EBR60 88 4734568  0,60+0,08  0,5440,06
EBR60s, 84 66,0+0,89  0,4540,01  0,7840,02

Fonte: Primaria (2017).

O menor tempo de fermentacdo foi do ensaio EBR60s,, bem
como o fator de conversdo de substrato em produto. Porém a
concentracdo final de etanol e a produtividade em produto foram
maiores para este ensaio. Um menor tempo de processo associado a
altos valores de concentracdo final, levam a bons valores de
produtividade que sdo requeridos para uma futura ampliagéo de escala e
rentabilidade econdmica. A produtividade do ensaio EBR60s, foi 44%
maior que o ensaio EBR60 e 178% maior que o ensaio ECP. A maior
produtividade do ensaio EBR60s, estd associada ao processo de
destoxificacdo e ao regime de operacdo que foi a batelada repetida com
corte de 60%.

Varios autores em seus estudos para obtencdo de etanol
compararam o processo batelada simples com outros tipos de regimes de
operacdo, porém em nenhum destes estudos foi utilizado cocultura
microbiana. Lui et al. (2015) comparou 0s regimes de operacdo em
batelada e batelada repetida de levedura floculante com concentracdo
inicial de glicose de 200 g/L. Os pesquisadores concluiram que o
processo de batelada repetida € superior ao processo de batelada simples
desde que a biomassa seja reutilizada. Sanda et al. (2011) testaram o
processo de batelada e batelada repetida com S. cerevisiae e fonte de
carbono resultante de hidrolisado de palha de arroz. Os resultados
também indicaram a batelada repetida como melhor método para
obtencdo de etanol frente ao processo batelada.
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Fan e colaboradores (2013), empregaram a cepa Pichia
guilliermondii e fonte de carbono de residuos da lavoura do milho. Com
uma estratégia otimizada de batelada alimentada, a maxima
concentragdo em etanol e produtividade foi de 46,3 g/L e 0,47 g/(L.h),
respectivamente. Para aumentar ainda mais a produtividade em etanol, o
processo batelada foi repetido trés vezes com reciclo de células e a
concentragcdo maxima em etanol e sua produtividade alcangaram valores
de 51,2 g/L e 1,11 g/(L.h), respectivamente. Os autores consideraram 0
sistema promissor para a producdo comercial.

Chang et al. (2012), compararam as condi¢des 6timas de
méxima produtividade em etanol proveniente de hidrolisado celulésico
para 0s processos de batelada e batelada alimentada. Para o processo de
batelada uma concentracédo final de etanol de 23 g/L foi alcancada. Ja
para o processo de batelada alimentada este valor foi de 32,3 g/L. Os
resultados indicam que o processo de batelada alimentada é superior ao
processo de batelada simples. Outros autores, testaram a producdo de
etanol utilizando como fonte de carbono suco de sorgo doce em
diferentes concentragdes e dois diferentes regimes de operacao: batelada
simples e batelada alimentada. O processo em batelada resultou numa
concentracdo em etanol de 32 g/L. O processo em batelada alimentada
apresentou uma concentracdo similar porém aumentou em 51% a
produtividade.

Pode-se perceber que, em todos os estudos, 0s processos de
batelada alimentada e batelada repetida foram superiores a batelada em
relacdo a produtividade em etanol. Para os cultivos com coculturas, a
forma de fermentagdo depende dos micro-organismos no sistema.
Alguns autores encontraram resultados que mostram uma baixa
utilizacdo de xilose (6%) nas condicOes de batelada, enquanto que as
condicdes continuas favorecem a conversdo simultanea (LAPLACE et
al., 1993).

4.4 Fermentacdo alcodlica por cocultura de leveduras em batelada
sequencial

Sabe-se que o0s agUcares que compde os hidrolisados de
material lignocelulésico sdo, em sua maior parte, glicose e xilose. Nos
Gltimos anos, micro-organismos recombinantes que podem realizar esta
conversdo em algum grau foram estudados. De qualquer forma, 0 uso
destes micro-organismos em escala industrial necessita de aumento da
confiabilidade de todo o processo e superagdo das preocupagdes do
publico com micro-organismos recombinantes. Também, coculturas de
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leveduras nem sempre garantem a conversdo total das pentoses por
causa do comportamento diauxico das leveduras fermentadoras de
pentoses e da competicdo por oxigénio destas leveduras com as
leveduras fermentadoras de hexoses (FU et al., 2008; BOTHAST et al.,
1999; DE BARI et al., 2004).

Assim, o regime de operacdo de batelada sequencial pode ser
uma opcdo promissora para aproveitar ao maximo dos micro-
organismos fermentadores de glicose e xilose. Desta forma, foram
testados os micro-organismos S. cerevisiae e P. tannophilus cutivados
separadamente em dois tanques ligados em série (batelada sequencial).
Para este tipo de processo, primeiramente faz-se o cultivo do micro-
organismo S. cerevisiae em um tanque e, quando a concentracdo de AR
atinge o valor de 15-20 g/L, o volume do primeiro tanque é transferido
para um segundo tanque, onde € feita a inoculagdo do micro-organismo
P. tannophilus. O ensaio BS1 empregou concentracdo celular de 3,0 g/L
em cada tanque e concentracgdo inicial de acUcares redutores de 150 g/L
no primeiro tanque. Os acUcares redutores foram provenientes do
hidrolisado sacarificado de pseudocaule de bananeira destoxificado. O
ensaio BS2 foi conduzido nas mesmas condicdes porém com
concentracdo celular de 17 g/L em cada tanque. Nas Figuras 38 e 39 é
mostrado as curvas de consumo de agUcares redutores (AR) e producdo
de etanol (P) para os ensaios de batelada sequencial.
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Figura 38: Cinética de consumo de agUcares redutores (AR @) e producéo de
etanol (P ® ) empregando cocultura microbiana de S. cerevisiae (3,0 g/L) e P.
tannophilus (3,0 g/L) em mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado
empregando regime de operagdo de batelada sequencial. As barras de erro
representam os desvios padrédo das duplicatas.
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Fonte: Primaria (2017).

De acordo com a Figura 38, os acglcares redutores foram
totalmente consumidos dentro de 108 h de cultivo. Quando a
concentracdo de agucares redutores foi de aproximadamente 15 g/L, foi
iniciada a transferéncia de 80% (1200 mL) do contetdo do primeiro
tanque para o segundo tanque e realizado a inoculacdo de P.
tannophilus. A partir deste ponto (t = 72 h) o consumo das pentoses
levou 36 h para chegar a zero. A concentracdo de etanol ao final dos
ciclos foi de 73,33, g/L com uma produtividade de 0,80 g/(L.h).
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Figura 39: Cinética de consumo de agUcares redutores (AR @) e producdo de
etanol (P ®) empregando cultura microbiana de S. cerevisiae (17,0 g/L) e P.
tannophilus (17,0 g/L) em mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado
empregando regime de operagdo de batelada sequencial. As barras de erro
representam os desvios padrdo das duplicatas.
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Fonte: Primaria (2017).

O ensaio BS2 foi conduzido da mesma forma que o ensaio
BS1, porém a concentragdo celular no inicio do experimento foi cerca de
400% maior. O consumo total de agucares redutores se deu em 84 h.
Tratando-se somente do consumo das pentoses, o tempo foi de 24 h, 12
h a menos que o ensaio BS1. A concentracdo de etanol chegou a 78 g/L
e a produtividade foi de 0,93 g/(L.h) ao final dos ciclos. Estes valores
foram respectivamente 6 e 16% maiores que o ensaio BS1. Apesar do
aumento nos valores de concentracdo e produtividade, esperava-se
melhores resultados pois a concentracdo celular recebeu um
consideravel incremento do ensaio BS1 para o ensaio BS2. Apesar da
maior concentragdo celular em BS2, pode ter ocorrido a inviabilizagdo
de parte da biomassa devido ao processo de liofilizagdo utilizado para
conservacdo. Na Figura 40 apresenta-se um grafico comparativo entre os
dois ensaios em relacdo ao fator de conversdo (Yp;s) € a produtividade

(Qe).
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Figura 40: Comparativo dos valores de Yps (®) e QP (®) dos ensaios BS1 e
BS2. Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey em nivel de 5% (p<0,05). As barras de erros representam
0s desvios padrdo das triplicatas.
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Fonte: Priméria (2017).
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Grootjen et al. (1991), estudaram a influéncia da inoculagéo
tardia de S. cerevisiae em um leito imobilizado de P. stipitis. A
inoculacdo foi realizada ap6s 100 e 200 h de cultivo de P. stipitis. O
tempo total de cultivo em ambos os casos foi de 600 h e 0s autores
constataram que a insercdo de S. cerevisiae apds 200 h de cultivo
aumentava a concentracao de etanol em cerca de 20%. Tantipaibulvut et
al. (2015) avaliaram o tempo de inoculagdo de Bacillus subtilis em
cultura de S. cerevisiae em um tempo total de cultivo de sete dias. Uma
concentracdo de etanol de 4,8 g/L foi alcancada quando a inoculagéo de
B. subtilis ocorreu um dia antes do cultivo com S. cerevisiae e uma
concentracdo de etanol de 1,0 g/L com inocula¢do de B. subtilis dois
dias antes.

Para estabelecer um sistema de producéo de etanol eficiente a
partir de residuos de casca de arroz, Li e colaboradores (2011)
empregaram um sistema de cultura sequencial de S. cerevisiae e P.
stipitis com desativagdo pelo calor de S. cerevisiae antes da inoculagéo
de P. stipitis. Os ensaios apontaram que apds o inicio dos experimentos
0 tempo ideal de inoculagdo de P. stipitis foi de 26 h, precedido de 6 h
de desativacdo da cepa de S. cerevisiae a 50 °C. A concentracdo de
etanol atingida apds 110 h de cultivo foi 15 g/L maior para o cultivo
sequencial e de 10 g/L para o cultivo com monocultura de S. cerevisiae
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nas mesmas condigdes. Singh et al. (2014) investigaram uma técnica de
cocultura sequencial de P. stipitis e Z. mobilis utilizando hidrolisado de
grama Kans. O consumo total de agucares redutores totais depois de 80
h de cultivo foi de 97,2% e a inoculacdo de Z. mobilis foi realizada 56 h
depois do inicio do cultivo. A concentracdo final de etanol foi de
57,8g/L, cerca de 7% menor que 0 ensaio utilizando mosto sintético.

Os valores comparativos de tempo final de fermentacdo (ty),
concentracdo final de produto (Py), fator de conversdo de substrato em
produto (Ypss) e produtividade em produto (Qp) dos ensaios com mosto
sacarificado de pseudocaule de bananeira em regime de operacéo
batelada (sem destoxificacdo), batelada repetida 60% (com
destoxificagdo) e tanques em série (com destoxificagdo) estdo
apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Valores de t;, P, Y5 € Qp para 0s ensaios ECP, EBR605, e BS2.

Ensaios te (h) Pt (9/L) Yes (9/9) Qe (9/(L.D))
ECP 204 57,4+2,26  0,5740,01  0,28+0,01
EBR60s, 84 66,0+568  0,45+0,08  0,7840,06
BS?2 84 78,040,67  0,5040,01  0,9340,01

Fonte: Primaria (2017).

Os menores tempos de fermentacdo foram dos ensaios
EBR60s, € BS2, bem como o fator de conversdao de substrato em
produto. Porém a concentracdo final de etanol e a produtividade em
produto foram maiores para o0 ensaio BS2 que para o ensaio EBR60s.
Para que se tenha uma boa produtividade em etanol é importante que o
processo apresente robustez e qualidade tanto em escala laboratorial
guanto em escala industrial. A produtividade do ensaio BS2 foi 19%
maior que o ensaio EBR60sy € 232% maior que o ensaio ECP. O sistema
de cocultura ideal combina micro-organismos que ndo afetam as
atividades metabdlicas um do outro como crescimento, e a
competitividade pelo substrato devem ser minimas para maximizar a
produtividade.

A inibicdo do metabolismo de absor¢do de xilose, pelos
micro-organismos fermentadores de pentoses, por repressdo catabdlica
na presenca de altas concentracGes de glicose e a inibi¢cdo por etanol
devido a rapida producdo de etanol pelos micro-organismos
fermentadores de hexoses, sdo 0s maiores problemas relatados nos
sistemas de cocultura existentes onde estes micro-organismos sdo
cultivados simultaneamente. As contramedidas utilizadas para contornar
esses problemas é o uso da adicdo sequencial das culturas em seus
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respectivos mostos e carboidratos. Visto que a cocultura simultanea
pode gerar este tipo de empecilho e prejudicar a produtividade em etanol
para o cultivo neste trabalho, o regime de operacdo de batelada
sequencial, aproveitando o melhor de cada cepa, parece promissor.



129
CONCLUSOES

Por meio do estudo em batelada, foi possivel determinar as
cinéticas de consumo de substrato e producdo de etanol por diferentes
micro-organismos, primeiramente com ensaios padres utilizando
glicose como fonte de carbono e empregando S. cerevisae, Z. mobilis, P.
stipitis e P. tannophilus, seguida da realizacdo de ensaios com caldo
hidrolisado de pseudocaule ndo-concentrado e concentrado empregando
S. cerevisae e P. tannophilus. Com os resultados dos ensaios padrfes
pode-se concluir que todos sdo capazes de degradar ~ 100 g/L de glicose
em 24 h e produzir ~ 40 g/L de etanol, exceto P. stipitis, o qual
degradou pouca glicose em 48h refletindo na baixa concentracdo de
etanol. Além disso, os ensaios realizados com pseudocaule néo-
concentrado com o0s dois micro-organismos selecionados também
obtiverem resultados semelhantes, e nos ensaios com pseudocaule
concentrado percebeu-se uma diferenca entre as cinéticas avaliadas dos
mesmos, concluindo-se que S. cerevisae e P. tannophilus sdo capazes de
fermentar o caldo hidrolisado de pseudocaule, porém com alguma
interferéncia ainda desconhecida do caldo concentrado em relagdo a
fermentacéo de P. tannophilus.

Nos ensaios em batelada depois de selecionada a cocultura
microbiana, 0 emprego da mesma na fermentacdo de caldo de
pseudocaule de bananeira previamente sacarificado, propiciou
incremento na produtividade do processo batelada simples em torno de
10% em comparacdo ao mesmo tipo de processo empregando
monocultura de cada um dos micro-organismos avaliados (S. cerevisiae
e P. tannophilus).

A destoxificacdo do caldo sacarificado com carvdo ativo 1%
antes da concentragdo do mosto proporcionou aumento em Qp em torno
de 20% em comparagdo ao mesmo tipo de fermentacdo com caldo nédo
destoxificado. Este comportamento corroborou 0s  resultados
apresentado por Souza et al. (2017) onde os autores demonstraram que
esse tipo de destoxificacio reduziu em, no minimo, 50% dos inibidores
presentes no caldo concentrado sem destoxificacao.

Houve diferenca significativa (Teste de Tukey para p<0,05) entre
os valores de rendimento e produtividade volumétrica em etanol obtidos
nos ensaios de batelada repetida ao substituir-se diferentes volumes de
caldo fermentado (40% e 60%) por igual volume de meio fresco
(cortes). O ensaio com 60% de corte (composi¢do do indculo com 50%
de S. cerevisiae e 50% de P. tannophilus) apresentou os melhores
resultados. A produtividade média alcancada nos trés ciclos (cortes)
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realizados neste processo de batelada repetida (Qp = 0,78+0,06 g/(L.h))
foi maior do que a observada em um ciclo do processo simples (Qp =
0,28+ 0,01 g/(L.h)), com mesmo tipo de substrato e mesma cocultura
microbiana, essa alternativa torna-se bastante atraente pois além da
maior produtividade ainda pode contribuir para a redugdo dos “tempos
mortos” normalmente presentes em maior nimero na batelada simples.
Consequentemente, a produtividade global considerando longos
periodos de producdo pode aumentar proporcionalmente mais no
processo de batelada repetida do que a batelada simples.

Para o0s processos de batelada sequencial, um aumento da
concentracdo inicial de indculo (de 3,0 g/L para 17 g/L) aumentou a
produtividade do processo em 16%. Comparando o processo de batelada
sequencial com o processo batelada simples com as mesmas condicdes e
mesma concentracdo inicial de in6culo, ocorreu um aumento de
aproximadamente  185% na produtividade média indicando
superioridade do processo de batelada sequencial com cultivo isolado de
cada um dos micro-organismos (bioconversores de hexoses e
bioconversores de pentoses) frente a batelada com cocultura.

Frente aos processos e condigdes avaliados, o sistema de
cultivo dos micro-organismos separadamente em batelada sequencial foi
0 que apresentou a maior concentragdo em etanol no final do processo
(80 g/L) e também o maior valor de produtividade (0,93 (g/L.h)), sendo
indicado para producdo de etanol 2G a partir de caldo sacarificado de
pseudocaule de bananeira destoxificado.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Auvaliacdo do processo de cultivo continuo para producdo de
etanol 2G a partir de caldo de pseudocaule de bananeira
sacarificado;

e Caracterizacdo e destinacdo final do residuo liquido originado
na etapa de prensagem do pseudocaule de bananeira;

e Caracterizacdo e destinacao final do residuo solido originado na
etapa de filtracdo do caldo de pseudocaule de bananeira
sacarificado.
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Curva de calibracéo para a padronizacao do inéculo

Tabela 12: Valores de massa Umida e massa seca de Saccharomyces cerevisiae,

utilizando meio de S.c. ap6s inoculacéo de 48h a 30°C.

Amostra Massa Umida (g) Massa seca (g) Massa celular (g/L)

A 112,8116
B 112,6971
C 112,7518

10,99
10,22
9,004

Tabela 13: Dados experimentais obtidos na construcdo da curva de calibragdo

da concentracéo celular.

Amostras Absorbancia (Abs) Células (g) Concentragdo (g/L)
1a 1,05 0,0128 1,28
1b 1,05 0,0122 1,22
2a 0,735 0,0079 0,79
2b 0,735 0,0079 0,79
3a 0,58 0,0065 0,65
3b 0,58 0,0064 0,64
4a 0,262 0,003 0,3
4b 0,262 0,0029 0,29
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Figura 41: Curva de calibragdo da concentracédo celular utilizando S. cerevisiae,
obtida das suspences do indculo a 600 nm.
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Tabela 14: Valores de absorbancia de suspensdes de P. tannophilus, utilizando
meio de P.t. ap6s inoculagdo de 48h a 30°C.

Diluicdo Peso celular seco (g/L) ABS

11 11 0,969
1:1,2 0,92 0,822
1:1,5 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
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Figura 42: Curva de calibragdo da concentracdo celular utilizando P.
tannophilus, obtida das suspengdes do in6culo a 600 nm.
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Apéndice 02

Curvas padrao para andlises de agucares pelo método DNS
Tabela 15: Valores de absorbancia a 540 nm de amostras contenho diferentes

concentragBes de glicose para a confecgdo da curva de calibragdo pelo método
DNS

Concentracdo (g/L)  Absorbancia (hm) Teste de Equacao (g/L)

0 0 0
0,1 0,041 0,09
0,25 0,139 0,24
0,5 0,296 0,49
0,75 0,456 0,74

1 0,624 1,01

Figura 43: Curva de calibracdo obtida a partir de diferentes concentrac@es de
glicose pelo método DNS.

40 nm)

ABRS [S
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Tabela 16: Valores de absorbancia a 540 nm de amostras contenho diferentes
concentragBes de xilose para a confeccdo da curva de calibragdo pelo método
DNS.

Concentracgdo (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 43: Curva de calibracdo obtida a partir de diferentes concentracdes de
xilose pelo método DNS.
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Tabela 17: Valores de absorbancia a 540 nm de amostras contenho diferentes
concentragBes de glicose mais xilose (50:50) para a confec¢do da curva de
calibragdo pelo método DNS.

Concentracdo (g/L) Absorbancia (hm) 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 45: Curva de calibracdo obtida a partir de diferentes concentracBes de
glicose mais xilose pelo método DNS.
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Apéndice 03

Determinacdo da concentracdo celular (gravimetria): A
medida da massa seca foi realizada tomando-se uma aliquota de 10 mL
de suspensdo microbiana e centrifugada em centrifuga Excelsa 4
Modelo 280R a 3500 rpm (2122 @) durante 10 min. Depois de
centrifugado, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em
agua destilada. Em seguida, a massa celular foi transferida para um
conjunto de filtracdo dotado com membrana de nitrato de celulose da
marca Sartorius (0,45 nm), previamente tarada. Procedeu-se a filtragdo
e a membrana foi entdo removida do conjunto, colocada em um vidro de
relogio e transferida para uma estufa com temperatura controlada de 105
°C durante 24 h. Apés este tempo, a membrana foi retirada da estufa e
acondicionada em um dessecador até esfriar. ApGs, procede-se nova
pesagem. O resultado foi expresso pela equacéo 8 a seguir:

X (g/L) = (M2 - My)/Va ®)

Onde:

X — concentragdo celular (g/L)

M; — massa da membrana (g)

M, — massa da membrana + massa do material seco (g)
V, — volume da amostra (L)
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Apéndice 04

As Figuras 46, 47 e 48 apresentam os resultados obtidos nos
experimentos para determinagdo do pH utilizado nos ensaios
fermentativos com cocultura de S. cerevisiae e P. tannophilus.

Figura 46: Cinética de consumo de glicose (AR) e formagéo de etanol (P) por
cocultura microbiana de S. cerevisiae e P. tannophilus em pH 4,0.
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Fonte: Just (2015).
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Figura 47: Cinética de consumo de glicose (AR) e formagdo de etanol (P) por
cocultura microbiana de S. cerevisiae e P. tannophilus em pH 5,0.
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Figura 48: Cinética de consumo de glicose (AR) e formagdo de etanol (P) por
cocultura microbiana de S. cerevisiae e P. tannophilus em pH 6,0.
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Empregando o método ANOVA com teste de Tuckey verificou-
se que ndo houve diferenca significava (p<0,05) entre 0 comportamento
cinético (velocidade global de consumo de AR e formagéo de P) das trés
fermentagdes conduzidas em diferentes valores de pH. Sendo assim,
optou-se pelo valor de pH intermediario (pH 5,0) para os ensaios de
fermentacdo batelada repetida empregando como substrato mosto de
pseudocaule sacarificado.



Apéndice 05

Na Figura 49 é mostrado um cromatograma da analise de
acucares realizada para confirmacéo da concentracdo de xilose nos
ensaios.

Figura 49: Cromatograma da analise de agUcares.
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Method Description: Método p/ determinagdo de agGcares. Coluna SugarPak Ca.
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Apéndice 06

As Figuras 50, 51 e 52 apresentam 0s cromatogramas das
analises em CG da remocéo de compostos inibitorios.

Figura 50: Cromatograma dos compostos acido acético, aglcares e acido latico.
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Figura 51: Cromatograma do composto hidroximetilfurfural (HMF).

D-7000 HPLC System Manager Report

03/01/16 13:03 Rep 2

(EANP 800

Intessity (m)

Retertion Time (min)

Fonte: Souza (2016).

Figura 52: Cromatograma referente ao composto furfural.
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