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RESUMO

NOLASCO, R. X.

Influéncia do magnésio nos processos fermentativos de residuos hidrolisados da
cultura da bananeira. Palmas, 2017. 67 f. Dissertacdo (Mestrado em Agroenergia),

Universidade Federal do Tocantins — UFT, Mestrado em Agroenergia.

Com o advento do aquecimento global e o esgotamento das reservas de petréleo,
tém-se realizado maiores estudos sobre a utilizacdo de fontes alternativas de energia,
particularmente as decorrentes de biomassa. O etanol, produzido a partir de diferentes
matérias-primas renovaveis (fontes sacarinas, amilaceas ou celuldsicas) constitui uma
alternativa de combustivel para motores a explosdo. Os diferentes processos para a
producdo de etanol possuem grande variacdo de custo de producdo, nos quais a matéria-
prima constitui um forte fator de elevagcédo dos custos. Nesse contexto, o presente trabalho
buscou avaliar os residuos lignocelulésicos da bananeira, sua producdo de glicose
mediante hidrélise enzimatica e seu comportamento durante a fermentacdo mediante a
adicdo de magnésio e aluminio. Os diferentes residuos estudados (pseudocaule e a massa
foliar) obtiveram altos teores de glicose (73,24 e 79,75 ¢/L respectivamente),
demonstrando o potencial desses materiais para a producdo de etanol. Ja na fermentacao,
houve diferencas significativas na adicdo de magnésio e aluminio, mostrando que o
magnésio elevou a producao de etanol em 24% e que o aluminio gerou uma reducao de
10% na producao, entretanto, ndo houve diferencas significativas na interacao entre os
minerais, 0 que significa que o magnésio ndo conseguiu suprimir o efeito toxico causado

pelo aluminio.

Palavras chaves: bioetanol; bananeira; influéncia mineral.
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ABSTRACT

NOLASCO, R. X.

Influence of magnesium on the fermentative process of hydrolyzed residues of
banana crop. Palmas, 2017. 67 f. Dissertacdo (Mestrado em Agroenergia),
Universidade Federal do Tocantins — UFT, Mestrado em Agroenergia.

With the advent of global warming and the depletion of oil reserves, further studies
have been carried out on the use of alternative sources of energy, particularly those derived
from biomass. Ethanol, produced from different renewable feedstocks (saccharin,
amylaceous or cellulosic sources) is an alternative fuel for explosion engines. The different
processes for the ethanol production have a large production cost variation, where the raw
material is a strong factor to increase costs. In this context, the present work sought to
evaluate the lignocellulosic residues of the banana tree, its glucose production through
enzymatic hydrolysis and its behavior during fermentation through the addition of
magnesium and aluminum. The different residues studied (pseudostem and banana leaf)
obtained high levels of glucose (73.24 and 79.75 g/L, respectively), demonstrating the
potential of these materials for the production of ethanol. In the fermentation, there were
significant differences in the addition of magnesium and aluminum, showing that
magnesium raised the ethanol production in 24% and that aluminum generated a reduction
of 10% in production, however, there were no significant differences in the interaction
between minerals, which means that magnesium failed to suppress the toxic effect caused

by aluminum.

Keywords: bioethanol; banana crop; mineral influence.
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1. INTRODUCAO

Com o advento do aquecimento global, seguido pela poluicdo urbana, o
esgotamento de reservas de petréleo e o custo elevado dos combustiveis fosseis, maiores
estudos sobre a utilizacdo de fontes alternativas de energia estdo sendo realizados,
particularmente os decorrentes de biomassa (VELASQUEZ-ARREDONDO et al., 2010). O
etanol, produzido a partir de diferentes matérias-primas renovaveis (fontes sacarinas,
amildceas ou celuldsicas) constitui uma alternativa de combustivel para motores a
explosdo. Como o carbono no etanol tem uma origem vegetal, quando ele é liberado
durante o processo de combustdo, ndo contribuird para o aumento das emissdes de CO:
(MANN e SPATH, 1997; WANG et al., 1999). Além disso é considerado biodegradavel,
derivado da utilizacdo de energia solar armazenada em biomassa, oxigenado e isento de
enxofre.

As matérias-primas mais utilizadas para a producdo de etanol sdo culturas de alto
teor de acucar, como a cana-de-acUcar, beterraba, melaco e frutas, porque seus
componentes principais sdo acgucares que sdo diretamente convertidos em etanol. A
conversdo das culturas a base de amido, tais como milho, cereais e batatas é mais
complexa do que a das culturas a base de acucar porque contém hidratos de carbono que
devem ser primeiro convertidos em acucares simples (glicose) e, em seguida fermentados
em etanol (SHAPOURI et al., 2004). Da mesma forma, matérias-primas lignocelulésicas
decorrentes de residuos agricolas florestais, residuos industriais, arvores, gramineas e
materiais dos residuos solidos urbanos também exigem a quebra de cadeias de acglcares
complexos em acucares simples antes da fermentacdo, pois sao constituidas
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina que sdo mais dificeis de quebra do que
0 amido (VELASQUEZ-ARREDONDO et al., 2010).

Em matérias-primas lignoceluldsicas, ambos os componentes de hemicelulose e
celulose sédo cadeias a base de agucar que podem ser fermentados em etanol e um
componente estrutural de lignina que ndo pode (GREGG e SADDLER, 1995). Os residuos
da cultura da banana sdo em sua grande parte compostos por materiais lignocelulésicos,
portanto, eles precisam ser hidrolisados para serem convertidos em glicose, que € entéao
fermentado para produzir etanol (CARRASCO et al., 1992; KUMAKURA e XIN, 1993).

O abastecimento com etanol oferece muitas vantagens: reducdo do consumo de
combustiveis fosseis, aumento na seguranca energética e beneficios sociais derivados de

sua producao. No entanto, algumas questdes politicas precisam ser resolvidas antes de
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expandir a producdo de bioetanol, tais como: uso da terra contraria a producdo de
alimentos, o desmatamento e a perda de biodiversidade (GOLDEMBERG et al., 2008).

Os diferentes processos para a producdo de etanol variam consideravelmente em
relacdo ao custo de producdo, nos quais a matéria-prima constitui um forte fator de
elevacao dos custos (McALOON et al., 2000). A banana € uma das frutas mais populares
do mundo (MEECHAONA, et al., 2007; SULAIMAN, et al., 2011), sendo consumida nao
somente in natura, mas também processada, podendo ser aproveitada em todas as fases
de amadurecimento (AURORE et al., 2009). No Brasil, o0 consumo médio per capita é de
30 kg por ano (FAOSTAT, 2009). Cada hectare de banana gera em torno de 220 t de
residuos que consistem principalmente de material lignocelulésico (GABHANE et al.,
2014).

As atuais vertentes de pesquisa do etanol estdo focadas na utilizacdo de matérias-
primas alternativas que possam reduzir o custo de producdo e formas de aumento na
eficiéncia energética no processo industrial. Material lignocelulésico ndo desempenha um
papel intrinseco na cadeia alimentar e este € um aspecto fundamental que o torna uma
alternativa atraente para a producéo de etanol (BELLO et al., 2014), um fator positivo para
a exploracao dos residuos da bananeira. A grande dificuldade da exploracédo do etanol de
celulose é o seu alto custo, fator esse que faz com que sejam buscadas matérias-primas
de boa qualidade ao menor custo possivel e em maneiras de aumentar a eficiéncia do
processo.

Residuos lignocelulésicos da bananeira possuem baixo custo e alta oferta por todo
0 pais, podendo ser uma opcdo como matéria-prima para a producdo de bioetanol.
Entretanto, esse material carece de pesquisas nessa area, podendo ser uma matéria-prima
com potencial para a producao de bioetanol a ser estudada e explorada.

Além disso, segundo o constatado por (SOUZA et al., 2014), teores elevados de
magnésio auxiliam na produtividade da fermentag&o alcoolica, além de suprimir efeitos
negativos causados por outros minerais, como o aluminio, que esta constantemente
presente nos mostos fermentativos e que tem como caracteristica a toxidez em diversos
seres vivos, inclusive em leveduras (AMARAL; ARANHA, 2002). Diante do exposto, a
adicdo de magnésio no mosto fermentativo pode ser uma pratica que aumente a

produtividade do bioetanol produzido a partir dos residuos da bananeira.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia do magnésio nos processos fermentativas de diferentes residuos

obtidos da cultura da bananeira.

2.2. Objetivos especificos

o Verificar a produtividade em acucares redutores de residuos lignocelulésicos
da cultura da bananeira (pseudocaule da bananeira e a massa foliar) submetidos a

hidrolise enzimatica;

o Avaliar a influéncia da adicdo de diferentes concentracfes de magnésio em
reacdes fermentativas de residuos hidrolisados da cultura da bananeira;

o Avaliar a influéncia do magnésio na reducdo dos efeitos toxicos produzidos
pelo sulfato de aluminio nos residuos hidrolisados da cultura da bananeira.

18



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Reducao dos Gases de Efeito Estufa (GEE)

Os elevados niveis de poluicdo atmosférica j& alcancados em algumas regides do
planeta, tem apresentado seus reflexos negativos sobre a salde e o meio ambiente. Tais
reflexos, somados a crescente industrializacdo dos paises e elevagcdo do numero de
veiculos automotores em circulacdo, com consequente aumento do nivel de emissfes
atmosféricas, mostram a urgéncia de promover a conscientizacdo dos diferentes setores
da sociedade para a necessidade da preservacdo ambiental e da utilizacdo de fontes
energéticas mais limpas (SANTOS, 2012)

Os dados revelados no quarto relatorio do Painel Intergovernamental de Mudancas
Climaticas (IPCC, 2007) e as informacdes divulgadas no relatério do Greenpeace Brasil
“‘Mudancas do Clima Mudancas de Vida” (GREENPEACE, 2006) destacam os seguintes
aspectos:

“A sociedade mundial tera que tomar atitude apropriada entre
optar pela sustentabilidade dos recursos naturais submetidos a
pressbes globais para aumento do consumo ou continuar
adotando o crescimento econdmico, a qualquer preco, em
relacdo a reposicdo dos estoques de capital natural e
comprometimento dos servicos ambientais.” (GREENPEACE,
2006).

Entre tantas causas do aquecimento global, ndo ha mais duvidas quanto a
responsabilidade dos humanos pela vulnerabilidade do Planeta e a 6bvia necessidade de
acOes politico-estratégicas, tecnoldgicas e financeiras para reducdo das emissdes de GEE
(IPCC, 2007).

No caso dos combustiveis fésseis, de um modo geral, os principais poluentes
encontrados nos gases de combustdo sdo os 6xidos de enxofre (SOX), resultantes da
gueima do enxofre do préprio combustivel, os 6xidos de nitrogénio (NOX), resultantes tanto
do nitrogénio presente no ar da combustdo quanto no préprio combustivel e o material
particulado (VERGNHANINI e USHIMA, 1996).

As mudancas climéticas se destacam nas agendas politicas, no Brasil e em todas
as partes do mundo, por conta da previsdo de graves consequéncias de carater

econdmico, social e ambiental. Nao ha duavidas de que as principais fontes de emissbes
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estdo nos paises industrializados, do hemisfério norte, os quais consomem mais do que
70 % da energia produzida e de que os EUA, sozinho, é responsavel por cerca de 25 %
das emiss@es mundiais de GEE. Nestes paises, os combustiveis fosseis — carvao, petréleo
e gas natural — respondem por 70 % das emissdes. (IPCC, 2007)

Globalmente, a dependéncia de combustiveis fosseis resultou em problemas
ambientais diferentes, que incluem o aquecimento global, a deterioracdo da qualidade do
ar, os derrames de petréleo e chuva acida, entre outros (BORINES et al., 2013). O
processo de combustdo emite dioxido de carbono (CO2), um dos gases de efeito estufa
mais significativos. O nivel de concentracdo de CO: atmosférico foi relatado em torno de
350-380 ppm em 2010 e foi previsto um aumento para 450 ppm até 2020 se nao forem
tomadas medidas visando o controle e a reducdo de CO2 (KRAAN, 2010).

A conscientizacdo do aquecimento global, bem como outras questfes ambientais
tem aumentado o interesse no desenvolvimento de métodos para mitigar as emissdes de
gases efeito estufa (GEE) e diminuir a producdo de poluentes. Um desses métodos de
reducdo é o uso de biocombustiveis produzidos a partir de fontes renovaveis de energia
(JANG et al., 2012; MEINITA et al., 2011).

Os biocombustiveis podem ser classificados nas categorias de biocombustiveis de
primeira ou segunda geracao (NAIK et al., 2010). Biocombustiveis de primeira geracao séo
geralmente feitos a partir de carboidratos, lipidios e 6leos ou residuos agroindustriais
usando tecnologias convencionais. Biocombustiveis de segunda geracdo sdo geralmente
derivados a partir de biomassa lignocelulésica incluindo biomassa vegetal tais como o0s
caules, hastes, madeira, etc. Segundo Ingale et al. (2014), muitos biocombustiveis de
segunda geracdo, tais como biohidrogénio, biometanol, bioetanol e alcoois mistos estédo
em desenvolvimento. Hoje, a biomassa abrange cerca de 10 % da demanda de energia
primaria mundial. Num contexto de subida dos preg¢os do petréleo, esgotamento de
recursos, a instabilidade politica nos paises produtores e os desafios ambientais, a
biomassa tem um elevado potencial para substituir o fornecimento de uma civilizagdo com
fome de energia (INGALE et al., 2014).

3.2. O setor agroenergético brasileiro

3.2.1. Caracterizacao do setor energético

O desenvolvimento de culturas de alta produtividade devido ao clima favoravel que
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oferece o Brasil, tem colocado o agronegdécio em grande destaque na economia nacional,
contribuindo para que o0s produtos brasileiros tenham competitividade no mercado
internacional.

A matriz energética nacional € caracterizada pela oferta de fontes renovaveis e nédo
renovaveis de energia. A geracao elétrica a partir de ndo renovaveis representou, no ano
de 2014, 26,9 % do total nacional contra 23,3 % em 2013, enquanto as fontes renovaveis
representam 74,6 % da oferta interna de eletricidade no Brasil, conforme informagdes
oficiais constantes no Balan¢co Energético Nacional de 2015, elaborado pela Empresa de

Pesquisas Energéticas (EPE, 2015), e apresentadas na Figura 1.
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Figura 01. Oferta da participagdo de fontes renovaveis e ndo renovaveis na oferta interna de
energia no ano de 2014.
Fonte: EPE, 2015.

As politicas publicas e as respostas dos investidores, nos paises de economia
desenvolvida, estdo sinalizando, claramente, para uma transicdo do uso de fontes fosseis,
para outras consideradas “limpas”. Entretanto, quando se analisa o cenario de expansao
energética da matriz elétrica brasileira proposta pelo Planejamento Nacional Energético
2030, elaborado pela Empresa de Pesquisa Energética (EPE) em 2009, nota-se uma
reducdo na utilizacdo na oferta de energia elétrica a partir de fontes fosseis demonstrada
no Plano Decenal de Expansdao de Energia 2010-2019, no qual a contribuicdo das
termoelétricas movidas a combustiveis fésseis foi revista de 14 mil MW de capacidade
instalada para 9 mil MW com usinas a serem construidas até o prazo limite de 2014 (PDE,
2009).
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3.2.2. Importancia do setor alcooleiro

O agronegocio da cadeia alcooleira inclui empresas que produzem agucar e/ou
etanol, ou atuam em algum elo da cadeia produtiva desses elementos. No Brasil, este
setor esta diretamente relacionado ao cultivo de cana-de-aclUcar, uma vez que esta € a
principal matéria-prima da cadeia (LINS e SAAVEDRA, 2007).

O setor sucroalcooleiro brasileiro tem hoje uma enorme importancia socioecondémica
no pais, fornecendo valores impressionantes relativos a area plantada. De acordo com o
Conselho Nacional do Abastecimento (Conab), a producdo de cana-de-acucar na safra
2014/15 alcancou 642,1 milhdes de toneladas. Este montante foi 2,5 % inferior ao
registrado no ano civil anterior, quando a moagem foi de 658,8 milhbes de toneladas
(CONAB, 2015). Em 2014 a producédo nacional de etanol cresceu 3,3 %, atingindo um
montante de 28.526 mil m3. Deste total, 57,1 % referem-se ao etanol hidratado: 16.296 mil
m3. Em termos comparativos, houve acréscimo de 4,4 % na producdo deste combustivel
em relacdo a 2013. J4 a producdo de etanol anidro, que é misturado a gasolina A para
formar a gasolina C, registrou acréscimo de 1,9 %, totalizando 12.230 mil m3. Diante dos
fatos, a producédo de etanol é vista como uma das oportunidades mais atraentes do setor
energético e de combustiveis e, devido a busca por fontes de energias renovaveis, visando
a reestruturacdo da matriz energética mundial, a producdo de etanol tem crescido
significativamente no Pais.

Em relacdo as outras matérias-primas para a producdo do etanol, a cana-de- acucar
no Brasil tem a vantagem de possuir maior produtividade, aproximadamente 8.100 litros
por hectare, contra o etanol produzido, por exemplo, a partir de milho, nos EUA, de 3.300
litros por hectare (EPA, 2010). Além disso, os custos de producéo do etanol brasileiro sédo
significativamente menores em relacdo a outros paises produtores de etanol, conforme
Figura 02. Os precos s&o mais elevados nos Estados Unidos e na Unido Europeia, 0s mais

baixos ocorrem no Brasil, seguido pela Tailandia (FULTON, 2004).
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Figura 02. Custo de producao do etanol para diferentes matérias-primas em diferentes regides do

planeta.
Fonte: FULTON, 2004.

Todo esse crescimento no setor alcooleiro se deve em grande parte ao programa
Proalcool e a producédo de veiculos com combustivel flexivel ou flex fuel. Esse fato foi
verificado pela ANP (2012), uma vez que no periodo compreendido entre 2003
(lancamento da tecnologia flex fuel) a 2008, houve um acréscimo de cerca de 309 % no
consumo de etanol hidratado no Brasil.

Segundo Walter (2009) a partir do lancamento dos veiculos flex fuel em 2003, houve
um “boom” nas vendas de veiculos movidos a etanol anualmente, como pode ser
observado na Figura 03, alterando completamente o cenario da producdo deste
combustivel no pais. Em 2010, tais veiculos representavam cerca de 77 % dos veiculos
vendidos, acumulados desde 2003 até abril de 2010, tem-se 9,6 milhdes de veiculos flex
no mercado (ANFAVEA, 2011). Em 2012 foram licenciados 3.162.874 de veiculos flex fuel
no Brasil, sendo que apenas em janeiro de 2013, este numero alcangou 262.500 veiculos
(ANFAVEA, 2013). Ja para o0 ano de 2015 foram licenciados 2.194.006 novos veiculos flex
fuel, indicando uma queda de 30 % na producédo de veiculos no Brasil (ANFAVEA, 2016).
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Figura 03. Producéo total de automoveis e comerciais leves por combustivel no Brasil.
Fonte: Elaboracéo propria a partir dos dados de ANFAVEA (2016).

Além do mercado interno, o mercado externo também desempenha um papel
importante na demanda por etanol brasileiro. Em 2008, as exportacdes de etanol brasileiro
somaram 5,12 bilhdes de litros, sendo que os principais compradores foram Estados
Unidos (34 %), Holanda (26 %), Jamaica (8 %) e El Salvador (7 %). Em estudo realizado
por Mitsutani (2010), foi considerada uma expanséo das exportagbes do etanol brasileiro
para o Japdo. Os volumes de 2007 foram de 364 milhdes de litros e podera alcancar em
2018 trés bilhdes de litros anuais. Outro potencial significativo para o crescimento das

7

exportacdes € mercado da China para a qual serd exportado 750 milhdes de litros em
2017, isso significa um quantitativo de 200 milhdes de litros a mais que o ano de 2008.
Embora o volume exportado seja pequeno se comparado a producao total (26,6 bilhées de
litros), ja sinaliza grande potencial de crescimento, pois desde 2001, o volume multiplicou
14 vezes e o faturamento, 24 vezes (UNICA, 2010).

Outro fator que torna o etanol um combustivel tdo bom e competitivo € a sua
caracteristica limpa frente a emiss6es de Gases de Efeito Estufa (GEE). Segundo os
dados apresentados pela Environmental Protection Agency (EPA), as emissdes de GEE do
etanol comparado as emissdes da gasolina, podem ser entre 60 e 90 % menores,
dependendo do cenério avaliado (EPA, 2010). E importante ressaltar também que este
estudo do EPA leva em consideracdo diversos aspectos, como a producdo do combustivel,
a mudanca do uso do solo (interna e externa ao pais), entre outros. Portanto, conclui-se
gue o etanol é uma resposta rapida para reduzir as emissdes de gas carbonico (CO>), pela
disponibilidade agricola, tecnolégica e custos compativeis com os do petrdleo. O Brasil tem
potencial para reduzir entre 18 % e 36 % das emissfes de poluentes com biocombustiveis

até 2020, mas deve associar sua expansao a uma postura social e ambiental responsavel.
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Essa atitude pode superar inclusive as barreiras impostas ao etanol brasileiro no exterior
(BERNARDES, 2008).

3.3. Etanol de 22 geracao

3.3.1. Caracterizagao

De acordo com Agustini e Junior (2007), o etanol (alcool etilico), CHsCH20OH, € um
dos principais alcoois existentes. Trata-se de um liquido incolor, inflamavel e de odor
caracteristico, miscivel em agua e em outros compostos organicos. Apresenta ponto de
fusdo de -114,1 °C e ponto de ebulicdo de 78,5 °C, e densidade de 0,789 g/ml a 20 °C
(REIS, 2006). Possui varias aplicacdes, sendo as mais comuns o chamado uso potavel,
alimenticio e farmacéutico, além de usos menos nobres como o industrial (BRINGHENTI,
2004).

Para a producédo do etanol, existem diversas matérias-primas, e as mesmas podem
ser divididas em trés categorias, segundo Macedo (1993). Entre os produtos chamados
sacarinos, assim conhecidos por possuirem o acucar sacarose, que da origem ao etanol,
citam-se: cana-de-acUcar, sorgo sacarino (colmo), beterraba, sucos de frutas em geral,
entre outros. Com relacdo aos amilaceos, que possuem esse nome por conterem amido,
mencionam-se mandioca, cereais de um modo geral, sorgo (graos), batata e babacu
(mesocarpo). A outra categoria € a de matérias-primas celulésicas, na qual o etanol é
produzido em biorrefinarias a partir da celulose existente em sua composi¢ao, na qual se
destacam: eucalipto, marmeleiro, serragem, bagaco de cana, pericarpo de babacu, casca
de arroz, entre outros.

O etanol de 22 geracao (E2G) ou, bioetanol, é o biocombustivel que se espera que
seja mais amplamente usado em todo o mundo, que pode ser produzido a partir das
abundantes camadas de biomassa celuldsica (JOHN et al.,, 2011). Os mais importantes
paises produtores de bioetanol no mundo sdo Brasil, Estados Unidos e Canada
(CHIARAMONTI, 2007). Paises como o Brasil tém desenvolvido tecnologia para o uso do
etanol puro ou misturado em altas propor¢cées com gasolina como combustivel para
motores de ignicdo, o0 que justifica os esforcos em pesquisas cientificas para
desenvolvimento de tecnologias de producdo cada vez mais eficientes. O uso da mistura
gasolina/etanol e 6leo diesel/biodiesel tém crescido em popularidade em varios paises, ndo

sO para trazer beneficios ambientais, mas também como forma de estabelecer recursos
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energéticos domésticos possuindo custos competitivos e gerar desenvolvimento
econdmico adicional (BORINES et al., 2013).

A utilizacdo de bioetanol é vantajosa porgue usa como matéria-prima biomassa,
produto da assimilacdo do dioxido de carbono atmosférico pelas plantas. Além disso, 0
etanol é menos toxico, € facilmente biodegradavel e seu uso produz menos poluentes
transportados pelo ar do que os combustiveis de petréleo (JOHN et al., 2011). O bioetanol
também possui outros usos, como forma de mistura a gasolina, contribuindo
significativamente para reduzir essas emissdes. Ele também pode ser usado como
combustivel para a geracdo de energia elétrica, em células de combustivel (de acéo
termoquimica), em sistemas de cogeracdo de energia elétrica, e como matéria-prima na
industria quimica (PETROU e PAPPIS, 2009). Bioetanol pode ser empregue como
substituto de intensificadores de octanagem como tricarbonilo metilciclopentadienil
manganés (MMT) e hidrocarbonetos aromaticos, tais como benzeno ou produtos
oxigenados, tais como éter metilterbutilico (MTBE) (CHAMPAGNE, 2007).

Em relacdo a outros tipos de energias renovaveis, a biomassa, transformada em
energia quimica na forma de E2G, se destaca pela geracdo de alta densidade energética e
pelas facilidades de armazenamento, conversdo e transporte. Outra vantagem é a
semelhanca entre os sistemas de producdo de energia a partir de biomassa e os que
utilizam energias fésseis, de forma que a substituicdo ndo teria grande impacto na sua
aplicacdo em equipamentos. Além disso, programas de biomassa, responsaveis por 25 %
da energia priméaria do Pais, também podem representar um incremento na geracao de
empregos e diminuicdo dos danos ambientais causados pelo petréleo e pela cana-de-
acucar (CASTRO, et al. 2012).

A literatura geralmente sugere como alternativa, o aproveitamento de residuos
organicos para a producdo E2G para a cogeracao de energia (BARREIRA, 2003;
GONCALVES, 2005; LOPES, 2007). Dessa maneira, nenhuma outra opgao sustentavel
para a producdo de combustiveis pode competir contra o E2G, em relacdo a sua tematica
ecolégica e as suas vantagens econdmicas e de infraestrutura (CHAND e
VENKATESWAR, 2009).

3.3.2. Producéo de bioetanol no Brasil

N&o se pode deixar de levar em consideracdo que a expansao do cultivo de terra

para a producdo de energia, ou qualquer outro uso, torna irreversivel a conversao de
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ecossistemas virgens. O desmatamento, por exemplo, causa a extincdo da espécie e de
seus habitat, e a perda das fun¢des de um ecossistema. Estudos revelam que a destruicao
em larga escala das florestas pode afetar o ciclo hidrolégico e o clima, reduzindo a
precipitacéo regional e provocando o aumento da temperatura (SANTOS, 2012). Portanto,
faz-se necessario a utilizacdo de matérias-primas baratas e que produzam o minimo de
danos ambientais possiveis, como os residuos lignoceluldsicos.

As pesquisas no Brasil voltadas para a producdo de biocombustiveis a partir de
biomassa lignocelulosica residual sdo quase que exclusivamente para o bagaco de cana-
de-aclcar. O Brasil processou na safra 2008/2009 mais de 569 milhdes de toneladas de
cana-de-acguUcar, gerando aproximadamente 136 milhdes de toneladas de bagaco (UNICA,
2010).

No Brasil, a expansdo da cana-de-aclUcar esta limitada pela precipitacdo
pluviométrica e pela logistica do combustivel (SANTOS, 2012). Ainda segundo 0 mesmo
autor, a cana-de-acglcar ndo é uma cultura com particular exigéncia em termos do solo,
adaptando-se razoavelmente aos solos de fertilidade média e de porosidade elevada.
Solos mais férteis implicam em niveis mais elevados da produtividade e/ou na demanda
menor para fertilizantes e produtos corretivos, mas apresentam custo maior. As areas que
necessitam de irrigacdo sdo mais problematicas, devido aos investimentos iniciais e ao
custo da energia usada na irrigacdo. A maioria do solo da regido amazonica ndo é
apropriada ao cultivo da cana-de-acuUcar por razdes ndo agricultaveis, além do fato do
desmatamento indesejavel (GOLDEMBERG et al., 2008).

O aproveitamento dos residuos florestais e agroindustriais como substratos em
processos biotecnolégicos para a producdo de produtos de alto valor agregado é uma
alternativa atrativa e promissora, haja visto que estes materiais sdo abundantes,
renovaveis e de baixo custo (BRAGATTO, 2010). Nas ultimas duas décadas varios
estudos foram desenvolvidos com o objetivo de converter materiais lignocelulésicos em
etanol (AZZAM, 1989; DALE et al., 1994; DUFF e MURRAY, 1996; MARTIN et al., 2002;
RESHAMWALA et al, 1995; YANASE et al., 2005). Muitos outros residuos agroindustriais
lignoceluldsicos ja foram estudados, tais como: o bagaco da cana-de-acucar (SANTOS e
GOUVEIA, 2009), palha de arroz (SILVA e ROBERTO, 2001), palha de trigo (NIGAM,
1995), residuos da bananeira (INGALE et al., 2014).

Aguiar (2002) estudou a transformacdo do bagaco da cana em acUcares
fermentesciveis pelo processo de hidrolise e concluiu ser possivel obter até 60 % de
conversdo. Uma das grandes dificuldades encontradas para fermentar os agucares
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encontrados no hidrolisado lignocelulésico é a presenca de inibidores do metabolismo
microbiano, tais como: furfural, 5-hidroximetilfurfural, acido acético e também compostos
aromaticos derivados da degradacdo da lignina e extrativos (RODRIGUES et al., 2001;
MUSSATO e ROBERTO, 2004).

Embora sejam evidentes os avancos tecnoldgicos alcancados pelo Brasil, no que
tange a producdo de etanol a partir do caldo de cana-de-aclUcar (etanol de primeira
geracéo), poucos foram os investimentos no desenvolvimento de novas tecnologias para a
producédo de E2G (BRAGATTO, 2010). Atualmente, o E2G é uma das melhores propostas
em termos de biocombustiveis para o Brasil devido a grande quantidade de biomassa que

0 pais possuli.

3.3.3. Processos produtivos

O processamento do bioetanol é realizado em biorrefinarias. De acordo com Kamm
et al. (2005), as biorrefinarias sdo baseadas na utilizacdo de toda a planta, ou complexo da
biomassa, e na integracdo de processos tradicionais e modernos de utilizacdo de matérias-
primas biolégicas. A biorrefinaria contempla a producdo de bioetanol (com base na
celulose e hemicelulose), empregando processo de hidrélise acida ou enzimatica, bem
como produtos derivados de segunda geracdo da alcoolquimica, como o etilenoglicol e o
propilenoglicol, empregando a hidrogendlise (BASTOS, 2007). Desta maneira, a
bioconversdo da celulose contida nos materiais lignocelulésico em etanol de segunda
geracdo (E2G) requer um processo que compreende trés etapas: pré-tratamento, hidrolise
(acida ou enzimatica) dos polimeros, seguido do processo fermentativo dos monémeros
(glicose) em etanol realizado por leveduras ou bactérias (LOHMEIER-VOGER et al., 1998).
A hidrélise pode ser catalisada por enzimas especificas (celulases) ou por meio quimico
(acido). Na hidrolise &cida ndo é necesséria uma selecdo das caracteristicas quimicas do
material lignocelulésico. A metodologia acida produz altas concentragbes de
monossacarideos disponiveis para a fermentacdo, porém a desvantagem do uso de acidos
minerais (sulfarico ou cloridrico) esta centrada na corrosdo de equipamentos e
recuperacéao dos reagentes (BRAGATTO, 2010).

A hidrélise enzimatica ndo utiliza reagentes quimicos, e conseqguentemente nao
gera poluentes ambientais. A desvantagem deste processo envolve a aplicacdo em escala
industrial, pois sdo necessarios grandes volumes de enzimas, além da baixa eficiéncia do

processo em biomassas in natura (sem pré-tratamento) (MATSUSHITA et al, 2009). Desta
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maneira, a hidrélise enzimatica necessita de etapas de pré-tratamento, a fim de alterar a
biomassa in natura, com o objetivo de melhorar o acesso das enzimas.

Devido as ligacdes intermoleculares entre lignina, pectina, celulose e hemicelulose
dentro das paredes celulares, o material vegetal deve ser pré-tratado antes de ser
hidrolisado e fermentado em etanol. Segundo Oliver et al. (2014), existem dois métodos
principais de pré-tratamento: &cido ou alcalino e explosdo a vapor.

Os objetivos do pré-tratamento de lignocelulose sdo hidrolisar as hemiceluloses
completamente a mondmeros sem degradacdo, para remover a lignina e para reduzir o
tamanho da estrutura semi-cristalina de celulose para a hidrolise (GALBE e ZACCHI, 2007;
KUMAR et al., 2009). De acordo com Kumar et al. (2009), o pré-tratamento deve melhorar
a liberacdo de acUcares para a hidrdlise, evitar a degradacédo ou perda de carboidratos,
evitar a formacdo de sub-produtos que sao inibitérios para os processos de hidrélise e
posterior fermentacdo e deve ter custo efetivo. Depois do pré-tratamento, os polimeros de
celulose sdo expostos para a hidrélise enzimética, que necessita de um pré-tratamento
mais complexo, ou &cida, hidrolisando o material diretamente apds um pré-tratamento

fisico (Figura 4).
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Figura 04. Fluxo do processo de producéo do E2G.
Fonte: Adaptado de Oliver et al. (2014)
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Pré-tratamento fisico (moagem)

Os substratos sdo moidos até um tamanho de particula menor para a hidrolise
através de picagem e de moagem. Demonstrou-se, em relacdo a espécies de plantas
lenhosas, que o tamanho de particula tem um impacto direto sobre a eficacia do pré-
tratamento (TILLMAN et al., 1989). Os substratos sdo geralmente picados para um
tamanho de 10-30 mm e/ou moidos até um tamanho de 0,2-2 mm (SUN e CHENG, 2002).
O efeito genérico da moagem é que a celulose perde um pouco de sua estrutura

semicristalina.

Pré-tratamento fisico-quimico

O pré-tratamento fisico-quimico utiliza uma combinacdo de pré-tratamentos fisicos,
tais como a pirdlise leve, que explora a alteracdo molecular e decomposi¢cdo de biomassa
sob calor, com decomposicdo quimica. De acordo com Oliver et al. (2014), existem trés
tipos de pré-tratamento que sdo 0s mais comumente utilizados, sdo eles:

Exploséo a vapor: a biomassa é exposta a vapor entre 160-260 °C em alta pressao,
seguido de uma reducéo rapida da pressao, o que obriga a biomassa a se submeter a uma
descompressao altamente potente (SUN e CHENG, 2002), utilizando ou nao catalisadores
como &cido sulftrico e diéxido de enxofre. Na auséncia de catalisadores, ocorrem reacdes
de auto-hidrélise, nas quais 0 acido acético proveniente da biomassa age como catalisador
das reacdes de hidrolise da hemicelulose por meio da diminuicdo do pH do meio
(CARRASCO et al., 2010).

e Explosao de fibra em aménia: a biomassa é exposta a amodnia liquida a alta presséo
e temperatura, seguido de uma reducdo réapida da pressdo. Este pré-tratamento nao
solubiliza significativamente as hemiceluloses em relacdo aos outros pré-tratamentos (SUN
e CHENG, 2002).

e Exploséo de CO2: a explosdo de CO:2 € semelhante a explosdo a vapor e de
amoénia, em que a biomassa é tratada sob alta pressdo e temperatura com CO.. Isto
seguido por uma descida rapida da pressao. Durante esse processo, o CO; se transforma

em acido carbdnico que, em seguida acelera a hidrélise (SUN e CHENG, 2002).

Pré-tratamento quimico
Os populares pré-tratamentos quimicos, uma alternativa para o pré-tratamento
fisico-quimico, geralmente envolvem técnicas com acidos, bases e, em menor medida,

agentes oxidantes. Acidos, tais como &cidos sulfurico, cloridrico, nitrico ou acido fosférico
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sdo utilizados individualmente ou em combinacdo com um pré-tratamento fisico-quimico,
tais como explosdo a vapor, para quebrar as celuloses. Perdoxidos ou substancias
alcalinas, tais como hidroxido de sédio, amoniaco e hidréxido de calcio séo utilizados para
deslignificacdo (remocéao de lignina) e a remocéo de hemicelulose. Os solventes, tais como
metanol, etanol e acetona também s&o utilizados para a deslignificacdo (MOUSDALE,
2008).

*
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Figura 05. Esquema do efeito genérico causado pelo pré-tratamento sobre a biomassa
lignocelulosica.
Fonte: Adaptado de Mosier et al. (2005).

A Figura 5 apresenta 0 esquema da desestruturacdo que sofre a biomassa
lignocelulésica durante o pré-tratamento. Neste processo, ocorrem alteracées na estrutura
da parede celular, com significativos aumentos da area superficial da celulose. Pré-
tratamentos que combinam principios fisicos e quimicos sdo mais eficientes e representam
as melhores opcbes para o processo de fracionamento da biomassa lignocelulosica
(RAMOS, 2003).

Hidrolise enzimética

Trés principais processos de hidrélise sdo normalmente utilizados na producéo de
etanol: acido diluido, acido concentrado e hidrolise enzimatica (KUMAR et al., 2009). A
hidrélise enzimatica tem 3 principais vantagens. Em primeiro lugar, a producédo de sub-

produtos pode ser controlada e assim, aumentar a eficiéncia de producédo. Em segundo
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lugar, ela exige condigcbes mais suaves (pH, temperatura e pressao) e em terceiro lugar ela
possui baixo consumo de insumos energéticos (BADGER et al., 2002). Existem duas
desvantagens distintas de hidrélise enzimatica: a producdo de enzimas aumenta 0 custo
do processo e, a amostra requer neutralizacdo apés pré-tratamentos acido/basico, que
podem produzir sais inibitérios ou aumentar o tempo de preparacdo da amostra antes da
analise e fermentacéo (OLIVER et al., 2014).

As enzimas sao disponiveis comercialmente para os polimeros de celulose,
hemicelulose e pectina. Uma classe de enzimas denominadas celulases decompbe a
celulose em glicose. Segundo Taherzadeh e Karimi (2007), as trés principais celulases
séo:

e Endoglucanase, que se liga, e cliva as liga¢des glicosidicas mais acessiveis da
cadeia de polimero de celulose para criar cadeias de celulose menores (oligdbmeros) e,
assim, aumentar a quantidade de extremidades de ligacdo para as outras enzimas de
celulase.

e Exoglucanase, que se liga as extremidades da cadeia e quebra o dissacarido
celobiose.

¢ 3 - glucosidase, que rompe a celobiose em monossacarideos (glicose).

Hidrolise acida

A hidrdlise acida, que é anterior a hidrélise enzimatica, tem a vantagem de nao
necessitar de matéria-prima para a producdo de enzimas (MOUSDALE, 2008) e é simples
e relativamente barato para se realizar em pequena escala e em experimentos
laboratoriais. Acidos fortes (30-70 %) s&o utilizados proximo de temperatura ambiente,
enquanto que em concentragdes muito baixas (=1 %) podem ser usado em combinagao
com temperaturas elevadas (190 °C / 220 °C). A desvantagem é que os inibidores
microbianos, tais como furfural e Hidroximetilfurfural (HMF), sdo formados. Os ions de
determinados &cidos, tais como os sulfatos do acido sulftrico, também sao inibitérios para
a fermentacdo (SUN e CHENG, 2002; TAHERZADEH e KARIMI, 2007). Inibidores

microbianos devem ser removidos antes do processo de fermentacéo.
Fermentacao
Uma vez que os polissacarideos sao divididos em monossacarideos e

dissacarideos, a fermentacdo é o proximo passo. As vias bioquimicas de microorganismos
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produzem muitos produtos finais diferentes que s@o desejaveis para as industrias. Estes
incluem ingredientes farmacéuticos ativos, antibitticos, sabores e enzimas (RATLEDGE e
KRISTIANSEN, 2006). O objetivo da fermentacdo € ganhar acumulacdo do produto final
(no caso, o etanol), o que € conseguido alterando as condicfes de crescimento e/ou 0s
substratos disponiveis. A fermentacdo de carboidratos em etanol é conseguido através de
microorganismos produtores de etanol chamados etanologens.

A via bioquimica usada para produzir etanol varia dependendo do organismo e
influencia os requisitos de crescimento e a velocidade de producédo de etanol. Para a
fermentacdo da glicose em etanol, a levedura Saccharomyces cerevisiae usa a via de
Embden-Meyerhof-Parnas (MARIS et al., 2006), que utiliza frutose 1,6 biofosfato como
substrato para o processo de clivagem, sendo esta a via mais comum, enquanto que a
bactéria Zymomonas mobilis utiliza a via Entner-Doudoroff, exclusiva de algumas bactérias
gran-negativas, que utiliza 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogliconato na clivagem (DAWES et al.,
1966).

3.3.4. Lignocelulose

As lignoceluloses sdo 0s compostos organicos mais abundantes na biosfera
abrangendo aproximadamente 50 % da biomassa no mundo e estdo presentes nos
processos residuais da agricultura, florestas, frutas e vegetais. Sao polimeros organizados
e com ligacbes covalentes e ligagbes de hidrogénio acompanhadas diretamente na
combinacéo com ligacdes de forcas Van der Waals (OVEREND, 1987).

A lignocelulose representa mais de 90 % do peso seco de uma célula vegetal,
sendo composta pelos polimeros celulose, hemicelulose e lignina, unidos fortemente entre
si por forcas nao covalentes e ligacbes covalentes. Nas paredes celulares de tecidos
vasculares de plantas terrestres superiores, as fibrilas de celulose estdo localizadas em
uma matriz amorfa de lignina e hemicelulose (GLAZER & NIKAIDO, 1995).

A quantidade de cada um dos polimeros varia com a espécie, a idade e entre as
partes de uma planta. Em média, a lignocelulose consiste de 45 % de celulose, 30 % de
hemicelulose e 25 % de lignina (GLAZER & NIKAIDO, 1995).

A natureza estrutural da molécula de celulose, constituidas de unidades D-glicose
unidas por ligagdes tipo B-1,4 altamente ordenadas, confere caracteristicas estruturais a
esta, tornando dificil a sua separacdo do complexo lignocelulésico e particularmente ao

processo de hidrolise deste polimero. As ligacdes de hidrogénio conferem as cadeias de
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celulose uma estrutura altamente ordenada e rigida (BOBBIO & BOBBIO, 1989). A porcao
de celulose insolivel em base forte (ex: NaOH 18 %) é chamada de alfa-celulose e a
parcialmente precipitada em condi¢cdes neutras € dita beta-celulose. Ja restante dissolvida

€ a gama-celulose (BOBLETER, 1994).

\

HO OH HO OH
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Figura 06. (A) Estrutura quimica da glicose com carbonos numerados e (B) polimero de celulose

com um DP de 22,
Fonte: Adaptado de Gandini e Belgacen (2008).

A hemicelulose é constituida por unidades de pentoses (xilanas) ou alternadas de
manoses e glicoses ou de galactoses. Possuem cadeias laterais de acido acético,
pentoses, acidos hexurénicos e deoxihexoses que sdo responsaveis pela solubilidade em
agua e/ou em alcalis (PEREIRA JR., 1999). Nas plantas, as hemiceluloses estdo na
maioria, conectadas as ligninas, através de ligacbes covalentes, e assim fixadas a
estrutura fibrosa. Para o isolamento da hemicelulose, € necesséario quebrar as ligacdes
lignina - polissacarideo através de processo hidrotérmico que pode ser seguido ou nao de
rapida descompressdo. Ha o desarranjo da estrutura fisica do material e facilitando a
extragdo de um licor composto principalmente de xilose com pequeno grau de
polimerizacao (<10) (SCHUCHARDT et al., 2001).
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Figura 07. Estrutura quimica do polimero de hemicelulose.
Fonte: Adaptado de Heldt e Heldt (2005).

A lignina, ao contrario da celulose e da hemicelulose, possui uma estrutura
aromatica que forma uma rede macromolecular tridimensional e € mais hidrofébica
(BOBLETER, 1994). E o mais abundante composto fendlico na natureza, sendo polimeros
formados pela unido covalente de trés tipos de mondmeros: &alcoois p-cumarilico,
guaiacilico e sinapilico. As ligacBes do tipo éter resistem a varios agentes hidroliticos e
sistemas enzimaticos (FUKUSHIMA et al., 2003).

(@)

A _OH B _OH

Figura 08. Estrutura quimica das trés unidades estruturais de lignina: alcool p-cumarilico (A), élcool
guaiacilico (B) e alcool sinapilico (C).
Fonte: Adaptado de Smith et al. (2010).

3.4. Cultura da banana

3.4.1. Aspectos gerais
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Originaria da Asia, a banana ¢é a fruta simbolo do clima tropical. A expanséo do isla
levou a fruta ao Mediterraneo e, em seguida, ela foi difundida na Africa. Nos séculos XV e
XVI, os portugueses ja cultivavam bananas na llha da Madeira e na costa ocidental
africana — berco da palavra banana, hoje usada em muitas linguas. As primeiras mudas
foram trazidas para o Brasil das Ilhas Sdo Tomé e Principe (MIRANDA, 2007).

Atualmente, a banana é a fruta mais consumida no mundo, com 59 milhdes de
toneladas produzidas anualmente e envolve um agronegocio de nove bilhdes de délares
por ano em todo o planeta (VELOSO et al., 2013). Nesse sentido, a bananicultura tem se
expandido bastante na maioria dos paises nas trés ultimas décadas, passando de 35
milhdes de toneladas na safra 1978 para 107 milhdes de toneladas na safra 2011. Isso foi
possivel gracas ao uso mais intensivo de tecnologia, proporcionando melhores
produtividades. Além disso, a cultura possui grande importancia econdémica e social,
presente na mesa de todas as camadas sociais da populagéo.

O Brasil é o sexto maior produtor de banana do mundo. Possui uma producao de
6.892.622 toneladas, com uma éarea de plantio de 485.075 hectares e com patrticipacdo de
6,9 % na producdo mundial (CONAB, 2014). E a segunda fruta mais cultivada, estando
presente em todos os estados, desde a faixa litoranea até os planaltos centrais. Entretanto,
devido a fatores climaticos, a exploracdo da banana estd concentrada nos Estados da
Bahia, que responde por 16,16 % da producéo, seguido por Sdo Paulo, com 15,81 %,
Minas Gerais com 10,68 %, Santa Catarina com 9,64 %, e o Par4, com 8,5 %, conforme o
demonstrado na Figura 09.

16,16%

39,21% £
A 15,81%

10,68%

8.50% 9.64%
M Bahia H Sao Paulo
O Minas Gerais [ Santa Catarina
B Para B Outros

Figura 09. Principais estados produtores no Brasil.
Fonte: Adaptado de Conab (2014).
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Com relagédo a produtividade, o destaque nacional € o estado do Rio Grande do
Norte com a expressiva marca de 31,4 toneladas/ha, sendo 135 % maior que a média do
pais (13,4t/ha). Na sequéncia, aparecem Santa Catarina e S&o Paulo com produtividades

superiores a media brasileira: 64 % e 54,7 %, respectivamente (Tabela 01).

Tabela 01. Estados produtores de banana.

Estados Area Colhida Producao Rendimento
(ha) ® (t/ha)
Bahia 73.837 1.113.930 15,09
Séo Paulo 50.79 1.090.009 21,50
Minas Gerais 41.341 736.038 17,80
Santa Catarina 29.031 664.336 22,88
Para 43.510 585.943 13,47
Ceara 49.255 375.531 7,62
Pernambuco 36.309 364.144 10,03
Parana 11.707 280.458 23,96
Espirito Santo 21.793 248.653 11,41
Goias 12.441 196.540 15,80
Rio de Janeiro 22.365 150.586 6,73
Rio Grande do Note 5.186 148.721 28,60
Paraiba 12.442 145.721 11,71
Rio Grande do Sul 12.208 122.934 10,07
Maranhao 9.921 102.974 10,38
Roraima 8.735 92.030 10,54
Amazonas 6.660 84.726 12,72
Acre 7.336 77.742 10,60
Rondénia 8.277 70.762 8,53
Mato Grosso 6.300 68.073 10,81
Piau 1.957 37.518 19,17
Sergipe 2.790 37.494 13,44
Alagoas 3.927 35.698 9,09
Tocantins 3.461 29.356 8,48
Amapa 1.985 17.115 8,62
Mato Grosso do Sul 1.402 12.445 8,88
Distrito Federal 190 3.699 19,47
Brasil 485.075 6.892.622 14,21

Fonte: Adaptado de Conab (2014).
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3.4.2. Residuos da cultura

As bananas comuns e bananas de cozimento (constituicdo do genoma AAA, AAB,
ABB) séo derivadas de cruzamentos entre as espécies selvagens da Musa acuminata (AA)
e Musa balbisiana (BB) (HESLOP-HARRISON e SCHWARZACHER, 2007). Elas séao
cultivadas por pequenos produtores em associacdo com outras culturas alimentares em
baixas densidades (isto é, como arvores de sombra para plantas perenes, como café e
cacau) ou nas plantagcbes comerciais em altas densidades, principalmente da banana
comum (GRAEFE et al., 2011).

Cerca de 20 a 40 % das bananas que sdo produzidas ndo cumprem as normas de
exportacdo ou mesmo exigéncias dos mercados locais de qualidade, e sdo geralmente
depositados em lix6es a céu aberto (HAMMOND et al., 1996; CLAY, 2004). Em relacéo a
area, para cada hectare de cultura da banana, sao gerados cerca de 220 t de residuos que
consistem principalmente de material lignocelulésico. A maioria destes residuos séo
descartados pelos agricultores em locais inadequados ou queimados, 0 que provoca uma
séria preocupacao ambiental (INGALE et al, 2014). No entanto, os residuos de banana
contém boa quantidade de lignocelulose que podem ser convertidos em biocombustiveis e
outros produtos quimicos. O teor de celulose, hemicelulose e lignina de residuos de
banana é classificado como 28,92 % 25,23 % e 10,56 %, respectivamente (REDDY et al.,
2010), embora menor variacdo poderia ser possivel com a mudanca de espécies de
banana, crescimento e outras condi¢cdes ambientais.

Ja no Brasil, em particular nas regides do Sul, estima-se que para cada 100 kg de
frutos colhidos, 46 kg n&do sédo utilizados (EMBRAPA, 2006). Souza et al. (2010) indicam
gue, para cada tonelada de bananas produzidas aproximadamente 3 toneladas de
pseudocaule, 160 kg de hastes, 480 kg de folhas e 440 kg de peles sdo gerados. Além
disso, Fernandes et al. (2013) constataram que menos de 10 % da biomassa disponivel
como residuo, que totalizam 440 milhdes de toneladas no Brasil, € designado para alguma
aplicagéo.

Residuos dessa cultura tém sido utilizados para diversos fins energéticos, como
para a producédo de biogas (DEL ROSARIO e PAMATONG, 1985), enzimas ligninoliticas
(ROBINSON et al., 2001). Shah et al. (2005), Krishna e Chandrasekaran (1996), Sharma et
al. (2007) e Bello et al. (2012), utilizaram residuos de banana para a producdo de etanol.
Velasquez Arredondo-et al. (2010) investigaram a hidrélise acida de polpa de banana e de

fruta e a hidrolise enzimatica da haste de flor e casca de banana, e os resultados obtidos

38



demonstram um balanco de energia positivo para as quatro vias de producao avaliadas. O
estudo de Graefe et al. (2011) apresenta resultados de um estudo de caso na Costa Rica e
Equador, que concluiu que montantes consideraveis de etanol podem ser produzidos a
partir de cachos de banana que ndo cumprem as normas de qualidade, bem como a partir
dos quais sao parcialmente deixados a apodrecer nos campos. Oberoi et al. (2011)
também demonstraram que a casca de banana pode servir como um substrato ideal para a
producdo de etanol por meio de sacarificacdo e fermentacdo simultdneas. Hossain, et al.
(2011) avaliaram o bioetanol a partir de banana podre e concluiram que este pode ser
utilizado em motores de automadveis, produzindo emissdes reduzidas e, assim, ela pode
ser usada como um processo de reciclagem para a gestéo de residuos.

Em comparacdo com outros residuos lignoceluldsicos, a biomassa de banana
possui, geralmente, menores teores de lignina, mas de natureza mais fibrosa. Sdo mais
facilmente deslignificadas, mas a sua natureza fibrosa limita a velocidade da hidrdlise
enzimatica, devido ao seu elevado grau de cristalizagdo e polimerizacdo (MANSFIELD et
al, 1999; KIM e LEE, 2005; FAN et al, 1980; LEE e FAN, 1983).

3.5. Atividade mineral na fermentagéo

3.5.1. Os efeitos do aluminio sobre a fermentacao

O aluminio é o metal mais abundante do planeta e o terceiro elemento em teor na
crosta terrestre, principalmente nas formas insolUveis e atéxicas de aluminosilicatos ou
oxidos, mas, a medida que os solos se tornam mais acidos, formas fitotéxicas de aluminio
sdo disponibilizadas, nomeadamente o ion AI**, na forma hexahidratada de Al (H20)e**
(Kochian, 1995).

O metal é normalmente encontrado em solos acidos (pH<5,0), especialmente em
regides tropicais, podendo compreender até 40 % de toda a area aravel do mundo
(Kochian, 1995). Entretanto, estimativas sugerem que esta presente em cerca de 70 % da
area agricultavel dos paises tropicais (Haug e Vitorello, 1997). Os solos brasileiros, em sua
maioria, apresentam acidez e elevados teores de aluminio (CRISTINA et al., 2007).

Além disso, o aluminio apresenta um quadro de toxicidade, o que o torna um fator
limitante na produtividade de diversas culturas. Essa toxicidade, causada pelo ion Al®",
também é observada em outros organismos como bactérias, fungos e algas verdes (FOY e
GERLOFF, 1972; DATE e HOLLIDAY, 1979; GUIDA et al., 1991; ZEL et al., 1993).

O fator limitante do aluminio ndo se restringe apenas a culturas, mas também a
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outras formas de exploragdo de microrganismos, como é o caso das leveduras utilizadas
na fermentacéo alcodlica. Segundo Amaral e Aranha (2002), mosto e o meio fermentativo
podem ser contaminados pelo aluminio através da cana-de-acUcar cultivada em solos
acidos com grande disponibilidade de aluminio e da utilizacdo de agua tratada com aliumen
de potassio ou sulfato de aluminio, um tratamento muito comum em meio industrial. Foi
relatado que em destilarias de etanol combustivel no estado de Sao Paulo foram
encontradas concentracdes elevadas de aluminio em mostos industriais, oscilando entre 8
e 40 mg.L™'! mas podendo chegar a até 130 mg.L™? (AMARAL e ARANHA, 2002),
influenciando diretamente no rendimento do processo fermentativo. Quanto aos niveis de
toxidez do aluminio, Tun et al. (2013) verificou que o ion AI** foi medianamente téxico para
as células de levedura na concentracdo de 21,5 mg.L™! enquanto Oliveira et al. (2009),
obteve uma inibicdo de 72 % da atividade das leveduras com uma concentracdo de
54 mg.L™2.

Outro ponto que deve ser considerado é que no processo industrial de producéo de
etanol a levedura é reutilizada de um ciclo fermentativo para outro. Em fermentacdes de 6-
10 horas, obtém-se um total de dois ciclos por dia, durante uma safra de 200 a 250 dias,
podendo gerar uma acumulagdo de aluminio, aumentando os efeitos téxicos do metal
mesmo para niveis mais baixos do que aqueles preconizados na literatura. Tais
informacdes justificam uma pesquisa sobre técnicas de protecéo as células de leveduras a
toxidez do aluminio (AMARAL; ARANHA, 2002).

3.5.2. Os efeitos do magnésio sobre a fermentacao

A composicdo do caldo destinado a fermentacdo alcodlica pode variar, afetando
Vvarios parametros operacionais industriais, tais como o rendimento da fermentacao.
Embora o teor de cinzas no caldo seja um pouco constante, a sua composi¢do mineral
pode variar amplamente, dependendo da fonte da matéria-prima (BASSO et al., 2011).

Diversos minerais sdo importantes na nutricdo de levedura, permitindo que o
metabolismo celular seja adequado ao crescimento. Os componentes principais sdo o
nitrogénio, fosforo, enxofre, potassio, magnésio, calcio, zinco, manganés, cobre e ferro.
Além disso, no caso do metabolismo fermentativo, minerais como potassio, magnésio,
célcio, manganés, ferro, zinco e cobre, sdo considerados essenciais (AMORIM et al.,
2009).

Segundo Stehlik-Thomas et al. (2004), alguns destes minerais, tais como o
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magnésio, manganés zinco, cobre e ferro, desempenham papéis importantes como
cofatores de enzimas e na manutencédo da homeostase celular. No entanto, quantidades
excessivas destes componentes podem ser toxicos e podem causar danos nas funcdes
gue estdo associados. Por exemplo, niveis elevados de potassio e calcio presentes em
melagco de cana podem causar estresse osmoético que prejudica o desempenho da
levedura (AMORIM et al., 2009). Nitrogénio pode ser assimilado pela Saccharomyces
cerevisiae na forma de ion de aménia (NH**), amida (ureia) ou aminicos (aminoacidos),
mas ndo na forma de nitrato e pouco ou nenhuma na forma de proteinas. Esses
componentes tém uma influéncia direta sobre as taxas de brotamento, de crescimento
especifico e de transporte de acgucares (SILVERIO, 2002).

O magnésio (Mg?*) é o mais abundante cation divalente intracelular e representa
cerca de 0,3 % do peso seco da célula de levedura. Atua como um cofator para diversas
enzimas envolvidas em diferentes reacdes metabdlicas, tais como o ADN e a sintese de
ATP (SOUZA et al., 2014). O magnésio desempenha fun¢des multifacetadas na fisiologia
de células de levedura em niveis citolégicos, bioquimicos e biofisicos, e € muito importante
em processos de fermentacédo industrial, nos quais € necessario para a ativacado de varias
enzimas glicoliticas e na protecdo dos estresses ambientais durante a fermentacao, tais
como aquelas causadas pelo etanol, temperaturas elevadas ou de alta pressdo osmdtica.
Portanto, ainda segundo o mesmo autor, a sua disponibilidade na forma, a absorcéo
celular e a subsequente utilizagcdo metabdlica parece ser um pré-requisito para atingir o
maximo de atividade de fermentacao da célula de levedura.

Souza et al. (2014), observaram uma diminuicdo na producdo de etanol nos lotes
que apresentaram uma menor concentracdo de ions de Mg?* e Fosforo (P*). Karamushka
e Gadd (1994) relataram um efeito protetor do Mg?* em relacdo a toxidade causada por
concentracdes elevadas de Cu?* em ambiente laboratorial. Assim, este resultado corrobora
a conclusdo de que o efeito inibitério de Cu?* poderia ser suprimido pela presenca de
concentracdes elevadas de cations divalentes de Mg?*, conduzindo a um aumento de
rendimento de fermentacao.

A absorcdo de magnésio e subsequente utilizacdo metabdlica parece ser um pré-
requisito para atingir o maximo de atividade de fermentacéo da levedura (CHANDRASENA
e WALKER, 1997). Trés enzimas chave que, subsequentemente, trabalham para a
biossintese de etanol sdo dependentes da Mg?*: A enolase, que converte 2-fosfoglicerato
em 2-fosfoenolpiruvato (SCHREIER e HOCKER, 2010), piruvato-quinase, que converte 2-
fosfoenolpiruvato em piruvato (BOLLENBACK e NOWAK, 2001), e piruvato-
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descarboxilase, que converte mais piruvato em acetaldeido (TUN et al., 2013). Diante dos
fatos apresentados, a pesquisa sobre a influéncia do magnésio nas reac¢des fermentativas

€ justificada.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta e processamento dos residuos

A coleta dos residuos da cultura da banana foi feita na unidade experimental do
Instituto Federal de Ciéncias e Tecnologias, Campus de Araguatins. O experimento foi
realizado no Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN), localizado na
Fundacdo Universidade Federal do Tocantins (UFT), latitude -10.17650 e longitude -
48.35862, a 5,6 km da capital.

A bananeira escolhida foi da variedade FHIA-18, grupo gendmico AAAB, tendo seu
corte sido realizado aos 6 meses apods a germinacao. O residuo foi separado em duas
diferentes partes morfolégicas da bananeira: o pseudocaule (PC) e a massa foliar (MF),
cortados em pequenos pedacos do tamanho de 2-3 polegadas usando uma faca de aco
inoxidavel. Os materiais cortados foram secos ao sol durante 2 dias, seguido de secagem
em estufa a 70 °C até peso constante. Apés a secagem, o material foi moido em um
moinho de facas do tipo “Willie” até atingir o tamanho de 18 mesh (1 mm) para possibilitar

reducéo da cristalinidade da celulose (SUN et al., 2000).

4.1.1. Determinacéao de Umidade
A determinacdo da umidade foi realizada pelo método gravimétrico que tem como
base a perda de massa da amostra, por dessecacao até peso constante. Uma fracdo da
amostra total (cerca de 10 g) foi levada a estufa de secagem e esterilizacdo da marca
Tecnal TE-393/l, & temperatura de 105°C durante uma hora. Apds esse periodo a amostra

foi pesada até ndo apresentar variacdo no peso.

4.1.2. Determinacgao de Cinzas
O teor de cinzas foi determinado por meio da incineracdo da amostra em forno
mufla da marca Coel TLK49, a temperatura de 550 °C pelo periodo de quatro horas. Para
isso o cadinho foi previamente calcinado, arrefecido e pesado. Em seguida, foram
distribuidas uniformemente 2g da amostra no cadinho. A mesma foi incinerada na
temperatura de 550 °C. Apdés esta etapa foram calculadas as percentagens de cinzas em

relacdo a amostra submetida ao processo de secagem.
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4.1.3. Determinacao da lignocelulose

O método proposto por Van Soest (1994) foi utilizado para a determinacdo da
composicdo das fibras da bananeira por permitir um melhor fracionamento dos diversos
componentes da fracdo fibrosa. Este método € baseado na separacdo das diversas
fracbes constituintes das fibras, por meio de reagentes especificos denominados
detergentes (EMBRAPA, 2010). Foram avaliadas as quantidades de fibras em detergente
neutro (FDN), que sdo constituidas basicamente por celulose, hemicelulose, lignina, as
fibras em detergente acido (FDA), constituidas principalmente por celulose e lignina, assim
como a hemicelulose, calculada pela diferenca entre FDN e FDA.

Para a determinacédo do FDN foi realizado o seguinte procedimento: foi utilizado 1,0
g de amostra condicionada em copos de vidro com capacidade 600 mL proveniente do
digestor de fibra, adicionando-se 100 mL da solucdo detergente neutro. A solucdo
contendo as amostras permaneceu em fervura durante 60 minutos a 100° C, em seguida o
conteudo foi filtrado em cadinho filtrante com porosidade de 50 a 150 um — n° 2.

Para a analise das fibras em detergente acido pesou-se 1,0 g de amostra sendo
submetida ao mesmo procedimento de lavagem a quente que o descrito para FDN, porém
agora, sendo utilizado o detergente acido. Terminado este processo, a amostra foi filtrada
com auxilio do uma bomba de vacuo e lavada primeiramente com agua quente (90 a
100 °C) duas vezes, utilizando aproximadamente 80 mL no total da lavagem, e apés com
acetona outras duas vezes (utilizando aproximadamente 25 mL por lavagem). A amostra
foi levada a uma estufa para secar por 12 h a 60 °C. Depois foi esfriada em um dessecador
para que fosse feita a pesagem.

4.2. Pré-tratamento

Os materiais foram submetidos a um pré-tratamento intercalado, entre ataque acido
(H2SOs a 1 % v/v, 150 g material/500 ml solugdo) e basico (NaOH a 4 % v/v, 150 g
material/1000 ml solucdo) da fibra por 60 min a temperatura de 120 °C a 125 °C em
autoclave em cada etapa do processo. Terminado o pré-tratamento, as amostras foram
filtradas utilizando uma bomba de vacuo e lavou-se por duas vezes com agua quente (90 a
100 °C), aproximadamente 1000 mL no total, e outras duas vezes com acetona
(aproximadamente 80 mL por lavagem), até que as fibras se tornassem incolor em toda a
amostra. As amostras foram secas em estufa por 12 h a 60 °C e esfriada em dessecador
por 1 h antes de ser pesada.
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4.3. Hidrélise enzimética

Com finalidade de digerir a biomassa para liberar os acucares fermenteciveis, as
amostras (pré-tratadas) foram submetidas a hidrélise enzimatica. No tratamento enzimatico
(digestédo enzimatica) foi utilizada a associacdo dos complexos enzimaticos Cellic® HTec2

e Cellic® CTec2, obtidos a partir de cepas de Trichoderma reesei, da empresa

Novozymes.

Tabela 02. Caracterizacao das enzimas CTEC e HTEC conforme a descricdo da empresa

fabricante Novozymes.

Produto

Cellic CTec2

Cellic HTec2

Especificacéo e
Descricao

- Complexo de Celulase para degradar
celulose em agucares fermentaveis

-uma mistura de celulases agressivas, alto
percentual de B-glucosidase e hemicelulase

- Endoxilanase com alta
especificidade para hemicelulose
solavel.

- Percentual de Celulase

Caracteristicas

- Alta eficiéncia de converséo

- Eficiente para alta concentragdo de solidos
- Tolerante a inibidores

- Compativel com vérios tipos de biomassa e
pré-tratamentos

- Pode ser combinada com CTec2
para aumentar hidrélise da
celulose

- Favoravel para substrato com
pré-tratamento acido ou alcalino

- Alta concentragéo e estabilidade - Converte hemicelulose em
acucares fermentaveis

Beneficios - Até 50 % menos de dosagem de enzima - 20% menos enzima requerida

FONTE: Adaptado de Novozymes (2016).

O meio reacional consistiu de 5,0 g do substrato, 100 mL do tampéao citrato de
sédio/acido citrico (0,05 M, pH = 5) em 10 frascos ambar de 120 mL. As reacles
enzimaticas ocorreram em banho maria a 48 °C, durante 72 horas. A dosagem dos
complexos enzimaticos Cellic CTec2 e HTec2 foi baseada na proporcéo relativa de FDA e
hemicelulose (FDN-FDA) em relagdo ao FDN contido na amostra; foi usado o nivel de

dosagem correspondente a 6,0 % da FDN como complexo enzimatico.

4.3. Determinacdo de acucares redutores e acido acético

A analise dos acucares redutores (AR) e do acido acético foi realizada em um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) marca Shimadzu (LC-10 Series Avp;

desgaseificador: DGU-14A, integrador: CLASS LC-10), com elui¢do isocratica, pelo
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bombeamento (LC-10AD) de uma fase movel composta de 5mM de &cido sulfirico em
agua ultrapura (destilada e deionizada). O fluxo do eluente de 0,6 mL/min, a 30 °C (forno
de coluna CTO-10A), com corrida de tempo total de 15 minutos. A deteccdo em detector
de indice de refragcdo (Shimadzu, modelo RID-10A). As amostras foram previamente
centrifugadas a 2500 rpm por 10 min a 20 °C, em seguida foram filtradas em filtros de
seringa de fluoreto de polivinilideno (PVDF) hidrofilico com 0,22 ym de espessura. Apds o
preparo das amostras, uma aliquota de 20,0 ul foi injetada manualmente (injetor Rheodyne
- iL malha 20) e permeada por uma coluna Phenomenex Rezex ROA-OrganicAcid H+ (300
X 7,8 mm) com conexao direta a Cartucho de seguranca Phenomenex Carbo-H (4 x 3 mm)

preenchida com material semelhante ao da coluna principal.

4.4. Fermentacao

O experimento foi conduzido da seguinte forma: Com base nas menores
concentragfes citadas pela literatura, foram calculadas as concentracbes de magnésio e
aluminio utilizadas no experimento, sendo utilizado o fator dois afim de estabelecer as
demais concentracfes acima e abaixo do valor minimo. Em tubos de ensaio (30 mL),
foram acrescentados 3 concentracdes de Oxido de magnésio PA (99,0 % MgO) e 2
concentracfes de sulfato de aluminio (15 % de Al>O3), nas quantidades de 1,0; 2,0 e 3,0
mg.L* de MgO (M1, M2 e M3) e de 50 e 100 mg.L* de Al.O3 (Al e A2), sendo que, para
cada concentragdo de aluminio foram analisadas todas as concentracfes de magnésio. Foi
utilizado também solugdes controle para MgO e para Al2Osz (MO e AQ0). Para cada
concentracdo de minerais, incluindo as testemunhas, foram adicionados 10 mL do caldo
hidrolisado de PC e separadamente 10 mL do caldo hidrolisado de MF, formando dois lotes
de fermentacdo. Foi adicionado sulfato de amoénio, visando a nutricdo nitrogenada das
leveduras durante o processo, na concentracdo de 5 g/L. ApOs isso, foi adicionado a
levedura seca Saccharomyces cerevisiae (fermento comercial) na concentracdo de 10 g/L.
Para cada concentracdo de magnésio x aluminio foram realizadas 3 repeticbes. A
incubac&o ocorreu em uma incubadora com agitacdo 32 °C por 24 horas de acordo com
Laluce et al. (2009).
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4.5. Andlise estatistica dos dados

A fermentacdo foi realizada em triplicata, com delineamento experimental
inteiramente casualizado e os teores de AR e etanol produzido foram submetidos ao teste
de normalidade Shapiro-Wilk e posteriormente a analise de variancia pelo teste F, seguido
por analise de regressdo ao nivel de 5 % de significancia, utilizando-se o software

estatistico "Sisvar".

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Andlises preliminares

De acordo com os resultados obtidos pelas andlises iniciais, foi construida uma

tabela (Tabela 03) com os parametros avaliados.

Tabela 03. Resultados das analises iniciais.

Paréametros* Pseudocaule Massa foliar
Teor de umidade ( %) 84 65
Teor de cinzas ( %) 14,7 19,1
FDN ( %) 40,6 45,3
FDA ( %) 29,5 28,8
Matéria organica ( %) 85,3 80,9

* Valores obtidos através de analises sobre base seca dos materiais.

Pelos resultados apresentados, o pseudocaule apresentou 85,3 % de matéria
organica e 14,7 % de cinzas. A massa foliar apresentou uma leve diferenca, possuindo
uma quantidade mais elevada de cinzas (19,1 %), o que reflete, provavelmente, em uma
maior concentracdo de minerais como sédio, potassio e fésforo nessa parte da planta
(GABHANE et al., 2014).

E possivel observar através dos dados que os materiais sdo ricos em celulose e em
hemicelulose. Segundo Cordeiro et al. (2004), o pseudocaule possui a natureza de

apresentar uma maior quantidade de celulose em sua composi¢céo com baixo teor de
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lignina, entretanto, ndo se pode afirmar o teor de lignina das amostras pela analise
utilizada neste trabalho. Através das analises, o que se pode afirmar é a quantidade de
fibras totais (FDN), a quantidade de celulose + lignina (FDA) e a hemicelulose pela
diferenca de valores entre FDN (Fibra em Detergente Neutro) e FDA (Fibra em Detergente
Acido).

Para PC, os resultados apresentaram bons valores em FDN (40,6 %) e um elevado
FDA (29,5 %) mostrando que o material, em sua maior parte, € composto por celulose e
lignina. Os valores de FDN e FDA foram igualmente altos para a MF (45,6 % e 28,8 %
respectivamente), revelando um valor ainda maior para hemicelulose (16,5 %). Tais
valores para FDN e FDA se aproximaram dos valores obtidos por Fernandes et al., (2003)
para a cana-de-acucar (47,6 e 26,7 % respectivamente), demonstrando que os materiais
possuem potencial como fonte lignoceluldsica de igual valor a cana-de-aglcar que hoje, é
a matéria prima mais utilizada na producao de etanol de 22 geracéo.

Entretanto, PC apresentou uma grande diferenca no teor de umidade em relagéo a
MF (84 % de umidade para PC e 64% para MF). Diante desse ponto, é recomendavel uma
analise comparativa dos custos e rendimentos entre a utilizacdo dos dois materiais, afim de

se identificar o mais rentavel.

5.2. Efeitos do pré-tratamento

A metodologia utilizada para o pré-tratamento é semelhante a determinacao de fibra

bruta, descrita por Silva e Queiroz (2012), tendo como diferenca, apenas a concentracao
de &cido e base utilizada no pré-tratamento (1,25 % v/v para ambos os tratamentos). Desta
maneira, sera apresentada a proporcao de material insolavel recuperado apés pré-
tratamento, equivalente a fibra bruta do método de Silva e Queiroz (2012) fazendo a
comparacao com a quantidade de FDN do material, avaliando assim a eficiéncia do pré-
tratamento e podendo-se estimar uma possivel perda da hemicelulose durante o processo.
A partir das considera¢gfes pontuadas sobre o pré-tratamento, estdo apresentados

na tabela 04 os resultados observados. Nesta tabela fica explicito as propor¢cdes de perda
da fracdo de hemicelulose solubilizada com o pré-tratamento e a comparacdo entre a

fracdo insoltvel (pré-tratamento) e a concentracdo de FDN observada nas amostras.
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Tabela 04. Porcentagem sobre o material insolGvel obtido apo6s pré-tratamento, valor sobre o FDN
obtido pelas andlises preliminares e perda por solubilizacdo da hemicelulose obtido através da
diferenca entre o valor pos pré-tratamento e o FDN para as amostras MF e PC.

Material ok Hemicelulose
Amostras insoldvel (%)* FDN (%) solubilizada (%)*
MF 42 45,3 3,3
PC 19,6 40,6 21

* Valores obtidos através de andlises sobre base seca dos materiais.

De acordo com a tabela 04, apdés o pré-tratamento acido/basico, a amostra MF
sofreu uma reducdo de 58 % do seu peso inicial (150 g), resultando em 63 g de material
pré-tratado (42 %), podendo-se constatar que a fracdo insoluvel apds o pré-tratamento
corresponde a fracdo fibrosa (que foi posteriormente submetida a digestdo enzimati ca) e
gue se aproxima dos resultados para FDN (45,3 %). Assim, a subtracéo direta da fragéo do
material insolivel com a fracdo FDN resultou em uma perda de 3,3 % de hemicelulose
para MF. Esta perda ocorre devido ao pré-tratamento acido, onde a hemicelulose é
separada da celulose e é recuperada na forma de xilose, arabinose e outros monémeros,
na fracdo aproximada de 80 a 90 % de taxa de recuperacdo. Desse processo se obtém a
celulignina (celulose mais lignina) (CHENG et al., 2008). A partir desse resultado é possivel
contatar que o pré-tratamento foi efetivo na liberacdo da fracdo fibrosa (celulose,
hemicelulose e lignina) nas amostras de MF, para a hidrélise enzimatica, com pouca perda
de hemicelulose no processo, aumentando assim o quantitativo de fibras digeriveis que
podem se transformar em agulcares fermentesciveis.

Para a amostra PC, o pré-tratamento combinado acido/basico acarretou em uma
maior solubilizacdo da hemicelulose em relacdo a MF (21 %) e consequentemente em uma
maior perda de material (80,4 % de seu peso inicial). Esses dados sugerem que 0 pré-
tratamento combinado nao foi eficiente, pois segundo Santos et al. (2012), para o pré-
tratamento ser eficiente, ele deve apresentar uma elevada recuperacdo de todos 0s
carboidratos. A fim de aumentar o rendimento, recomenda-se a mudanca do pré-
tratamento, fazendo-se 0 uso apenas de um ataque basico, conforme o trabalho de Ingale
et al. (2014).
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5.3. Hidrdlise enzimética

Para a determinacdo da concentracao de glicose, foi criado um modelo padrédo na
concentracédo de 20 g/L, o qual gerou uma curva com a seguinte equacgao: y= 571032x —
100979, (onde “y” corresponde ao valor da area obtido pelo cromatograma e “xX” a
concentracdo de glicose em g/L) com R?= 0,982. A seguir, as amostras ricas em glicose
foram diluidas em agua ultra pura, sendo o fator de diluicdo de 1:5 v/v para a amostra MF e
1:10 v/v para PC. A partir dos cromatogramas gerados pelo CLAE, foi possivel determinar

as concentracoes de glicose das amostras (Figura 10).

Retenton Time

0,05

10.397

Y ' Y
4 6 8 10 12 14 16 18 20
Mintes

Figura 10. Cromatograma da amostra MF diluida a 1:5 v/v em agua ultra pura, obtido por CLAE
desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10, com elui¢do isocratica, fase movel composta
de 5mM de acido sulfirico em agua ultrapura, fluxo do eluente de 0,6 mL/min, a 30 °C com corrida

de tempo total de 15 minutos. Pico 10 a 12 min: glicose.

De acordo com os resultados obtidos mediante analise via cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), ouve uma ligeira diferenca entre a concentracao de glicose para MF

e PC, os quais foram relacionados na tabela abaixo.

Tabela 05. Concentracdo de glicose dos materiais via CLAE.

MF PC
Glicose (g/L) 79,75 73,24
Acido acético NO* NO*

*: Nao observado.
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Segundo a tabela 5, ambas amostras obtiveram quantidades elevadas de glicose
em relacdo a outros trabalhos, como o de Pereira (2013), onde se avaliou o rendimento em
acucares redutores totais de forrageiras submetidos a hidrélise enzimatica. Entretanto,
analisando separadamente cada matéria-prima, percebe-se que existem diferencas quanto
ao rendimento sobre a quantidade de material em base seca necessario para se chegar a
essas concentracoes.

Para a amostra MF, foram gastos unicamente 150 g de material seco, dando um
total de 53,16 % p/p de glicose produzida. Ja para PC, foram gastos 290 g de material
(193 % a mais de matéria-prima) para a producdo de quase a mesma quantidade de
glicose, resultando em um total de 25 % p/p de rendimento de glicose sobre a matéria seca
utilizada. Essa baixa taxa de recuperacdo se deve principalmente a ineficiéncia do pré-
tratamento sobre essa matéria-prima, pois como ja foi descrito neste trabalho, ocorreram
perdas do material devido a solubilizacdo da hemicelulose durante o pré-tratamento.

Chama a atencdo nas anadlises o teor reduzido de outros agucares como xilose,
celobiose e arabinose e a nfo formacéo de Acido acético durante a hidrdlise. E possivel
realizar este diagnéstico através da observacao da figura 10, onde se constata a auséncia
dos picos referentes a estes outros agucares.

5.4. Cromatografia da fermentagao

Apos a realizacdo do método de CLAE, foram obtidos fingerprints com as areas da
glicose e etanol, as quais sdo usadas para gquantificar as concentragcdes dos mesmos.
Estes fingerprints foram relacionados no ANEXO. A partir das areas obtidas, foi feito a
guantificacdo da glicose e do etanol contido nas amostras fermentadas, os quais foram

relacionados na tabela 06.

Tabela 06. Quantificacdo da glicose e do etanol em g/L nas amostras fermentadas de MF e PC.

Concentracgao Glicose Concentragao etanol Concentracao Glicose Concetragao etanol

MF PC
AOMOR1 55,132552 4,891944 45,844588 6,47956
AOMOR2 51,28346 4,68056 58,337312 7,269104
AOMOR3 47,738416 4,900248 48,130324 7,040448
AOM1R1 44,535792 5,821312 70,56778 7,956488
AOM1R2 63,376872 6,35352 59,383908 7,231624
AOM1R3 53,482072 5,8602 60,011232 7,266392
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AOM2R1
AOM2R2
AOM2R3
AOM3R1
AOM3R2
AOM3R3
A1MOR1
A1MOR2
A1MOR3
A1M1R1
A1M1R2
A1M1R3
A1M2R1
A1M2R2
A1M2R3
A1M3R1
A1M3R2
A1M3R3
A2MOR1
A2MOR2
A2MOR3
A2M1R1
A2M1R2
A2M1R3
A2M2R1
A2M2R2
A2M2R3
A2M3R1
A2M3R2
A2M3R3

41,386984
52,629516
51,701064
53,50548
46,70048
51,646864
55,725756
46,150296
44,403576
48,504992
54,20264
54,272588
61,511412
52,255844
50,419412
54,858056
45,739576
51,3092
49,996972
55,517092
54,847564
54,842672
50,698136
47,105088
58,33506
51,339796
54,858696
49,011052
50,2881
45,355204

5,662672
5,77824
5,763528
5,200224
5,125488
4,931152
4,961592
4,694928
4,8262
4,944912
4,79324
4,833328
5,100736
5,098912
4,869496
5,070784
4,778224
4,75684
4,818768
5,02616
5,109504
4,859296
4,914592
4,760072
5,01804
4,822992
4,664104
4,921848
4,75564
4,864024

59,16754
56,530512
55,647532
58,419332

60,05148
62,119824
65,617272
61,071072
63,446056
55,687696
67,353648

54,29622
51,947544
60,476812
64,710948

60,49084
61,620404
62,041948

59,5433
64,589412

58,17342
65,906488
61,183288

59,33322

55,94372
56,439856
56,174616
52,113876
48,249116
61,277824

7,377056
7,311392

7,14376
7,007648
7,250792
7,478272
7,414632
7,699584
7,383504
7,137984

7,77316
6,885944
6,873528
7,401704
7,508736
7,600176

7,53812
7,618312
7,536512
7,428664
7,178008
7,451808
7,403288
7,249536
7,135648
7,448696

7,15128

7,13132
6,966184
7,432488

A partir da andlise da tabela 06, nota-se a baixa quantidade de etanol produzido no

prazo de 24h em relagcdo a quantidade de glicose presente nos materiais. Portanto,

constata-se que fermentacéo nao ocorreu de forma eficiente, tendo ocorrido algum tipo de

inibicdo na atividade das leveduras. Esse efeito retardatario ndo foi influenciado pela

adicdo de magnésio e aluminio, tendo sido manifestado em todas as amostras, naquelas

em que houve ou ndo adi¢cdo de minerais.

5.5. Analise estatistica da fermentacao

Apbs analise das concentragfes pelo método de CLAE foi-se realizado a analise de

variancia das seguintes variaveis: Glicose da massa foliar (GL MF), etanol da massa foliar
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(E MF), glicose do pseudocaule (GL PC) e etanol do pseudocaule (E PC). Foi realizada

analise de variancia nas concentracdes de glicose a fim de se avaliar a eficiéncia da

levedura no consumo da glicose e a relacdo entre o consumo de glicose e os diferentes

niveis de aluminio e magnésio. Para GL MF obteve-se a seguinte analise.

Tabela 07. Andlise de variancia para GL MF.

FVv GL SQ oM Fc Pr>Fc
ALUMINIO 2 3.591935 1.795967 0.072 0.9312ns
MAGNESIO 3 45.665215 15.221738 0.606 0.6173 ns
ALUMINIO*MAGNESIO 6 131.224653 21.870776 0.871 0.5302 ns
Erro 24 515.302133 21.470922
Total corrigido 35 782.977041
CV (%) = 9.73 Numero de
Média geral: 51.5185647 observacoes: 36

*: significativo a 1 %. **: significativo a 5 %. ns: ndo significativo.

De acordo com a andlise de variancia, ndo houve efeitos significativos no consumo

da glicose pelas leveduras, o que significa que os minerais ndo afetaram a taxa de

consumo de glicose das leveduras neste substrato em questdo. Entretanto, fermentado de

PC, a taxa de glicose consumida pelas leveduras foi alterada pela presenca de minerais,

conforme os resultados da andlise de variancia apresentados na tabela 07.

Tabela 08. Analise de variancia para GL PC.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ALUMINIO 2 58.530489 29.265244 1.363 0.2750 ns
MAGNESIO 3 345.842067 28.539292 1.329 0.2881 ns
ALUMINIO*MAGNESIO 6 85.617875 57.640344 2.685 0.0388 *
Erro 24 515.302133 21.470922
Total corrigido 35 1005.292564
CV (%)= 7.86 Numero de
Média geral: 58.9369444 observacdes: 36

**: significativo a 1 %. *: significativo a 5 %. ns: ndo significativo.
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Segundo a tabela 07, a taxa de consumo de glicose no substrato PC foi alterada
pela interacdo entre as diferentes concentragfes de aluminio e magnésio. Neste caso, foi
realizado o desdobramento da interacéo a fim de identificar onde ocorreu essa interacao e
teste de médias para visualizacdo dos pontos estatisticamente diferentes, os quais foram

exibidos na tabela 08 e na figura 15.

Tabela 09. Teste de médias das concentracfes de glicose g/L na interacdo entre aluminio e

magnesio.
MAGNESIO
ALUMINIO 0 1 2 3
0 50,7707 bB* 63,321 aA 57,1152 aAB* 60,1969 aAB*
50 53,3781 aA 59,1125 aA 59,0451 aA 61,3844 aA
100 60,7687 aA 62,141 aA 56,1861 aA 53,8803 aA

*. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5 % de probabilidade.

65
60 60.7687
=
®55 + MO
2 M1
£ 50 $750.7707
© M2
45 M3
40
0 20 40 60 80 100 120
Aluminio (mg/L)

Figura 11. Teste de Tukey a 5 % de significAncia das concentra¢gfes de glicose g/L na interacao.

Pelo gréafico exibido na figura 15, € possivel notar o efeito da interagéo entre os dois
minerais. De acordo com o teste de médias, houve efeito significativo em MO e A0, o que
significa que na auséncia de 1 mineral, o outro influenciou a taxa de absorcéo de glicose.
Ambos minerais, conforme aumentaram suas dosagens, reduziram a taxa de consumo de
glicose, sendo que, o ponto 0, obteve a menor média de concentracéo (50 g/L).
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Entretanto, essa diferenca na taxa de absorcdo de glicose néo influenciou na

producdo de etanol do substrato PC, sendo que na analise de variancia, a producédo de

etanol ndo apresentou diferencas significativas em nenhum dos fatores avaliados conforme

0 mostrado na tabela 10.

Tabela 10. Andlise de variancia para E PC.

FvV GL SQ QM Fc Pr>Fc
ALUMINIO 2 0.175356 0.087678 1.181 0.3242ns
MAGNESIO 3 0.078253 0.026084 0.351 0.7885ns
ALUMINIO*MAGNESIO 6 0.726222 0.121037 1.630 0.1821ns
Erro 24 1.781867 0.074244
Total corrigido 35 5.707211
CV (%) = 3.73 Namero de
Média geral: 7.3047222 observacoes: 36

**: significativo a 1 %. *: significativo a 5 %. ns: ndo significativo.

Os resultados exibidos na tabela 10 poderiam levar a conclusédo de que a adicéo ou

nao de minerais nao interferem na eficiéncia da fermentacdo, entretanto, os resultados

obtidos na fermentacao do substrato MF trazem outras informacdes que contrabalanceiam

os resultados obtidos em PC. Para o rendimento de etanol de MF, a analise de variancia

revelou os seguintes resultados, conforme a tabela 11.

Tabela 11. Andlise de variancia para E MF.

FVvV GL SQ QM Fc Pr>Fc
ALUMINIO 2 2.199812 1.099906 47.116 0.0000 **
MAGNESIO 3 0.922960 0.307653 13.179 0.0000 **
ALUMINIO*MAGNESIO 6 2.024165 0.337361 14.451 0.0000 **
Erro 24 0.560273 0.023345
Total corrigido 35 5.707211
CV (%) = 3.02 NUmero de
Média geral: 5.0555611 observacoes: 36

**: significativo a 1 %. *: significativo a 5 %. ns: ndo significativo.
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Pela andlise de variancia, tanto os tratamentos individuais como a interacéo tiveram

efeitos significativos sobre a producdo de etanol. Para andlise dos efeitos individuais, foi

realizada andlise de

regressdo visando o0 entendimento do comportamento das

concentracfes dos minerais sobre o substrato, sendo demonstrado por meio de graficos

para melhor visualizagdo dos dados. Para visualizagdo do efeito da interagdo entre os

fatores, foi realizado teste de médias com os valores esbocados em um grafico.

a) Regressao na fonte de variagdo Aluminio.

5.5000
5.4000
— 5.3000
e~
E" 5.2000

S 5.1000

5.4050
8892 4.8730
4.8890 4.8725
20 40 60 80 100 120
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b) Regressao na fonte de variagdo Magnésio.
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c) Teste de médias das concentragfes de etanol (g/L) na interacao.
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Figura 12. Gréficos elaborados a partir dos resultados obtidos pela analise de regressao sobre as
fontes de variacdo significativas (a e b) e sobre a interagdo entre os fatores pelo teste de Tukey a
5% de significancia (c).

Para a fonte de variacdo aluminio, a analise de regressao detectou o efeito inibidor
do aluminio sobre as leveduras, reduzindo a producdo de etanol significativamente
conforme se aumentou a quantidade de aluminio no material. Isso pode ser explicado pela
liberacdo dos ions Al®*, cations que possuem carater toxico para as leveduras entre outros
organismos (FOY e GERLOFF, 1972; DATE e HOLLIDAY, 1979; GUIDA et al., 1991; ZEL
et al., 1993). Segundo a figura 16a, pelas médias obtidas a producdo de etanol caiu de
5,40 para 4,87 g/L, uma reducéo de cerca de 10 % na producdo de etanol, um valor que
em uma macro escala (nivel industrial) pode significar um prejuizo econémico altamente
significativo.

A regressdo apresentou uma equacao quadratica a fim de demonstrar o
comportamento do aluminio sobre o material. A equacéo y = 0,0001x? - 0,0153x + 5,405
apresentou um R? de 100 %, o que significa que o modelo consegue explicar 100 % das
variagcbes nas concentragcdes do mineral. Desse modo, a medida que se aumenta a
concentracdo de aluminio, acontece um decaimento na producdo de etanol até que a
variagéo se torne insignificante a partir de 100 mg/L.

Sobre a fonte de variacdo magnésio, exibido pela figura 16b, pode-se observar um
grande aumento na producdo de etanol entre 1 e 2 mg/L seguida de um acentuado
decaimento em 3 mg/L. Isso significa que o mineral conseguiu auxiliar a levedura,
fornecendo um suporte nutricional e conseguindo assim elevar significativamente o teor de

etanol produzido neste substrato, partindo de 4,87 g/L obtido no nivel 0, até o ponto
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méximo de 5,23 g/L obtido no nivel 1 de concentracdo, um aumento de 7% sobre o
material sem adi¢cdo de magnésio.

Entretanto, a medida que se elevou a concentracdo ocorreu uma saturacdo do
mineral nas leveduras, acarretando em um efeito inverso, reduzindo a producédo de etanol
de 5,23 g/L no ponto méximo para 4,93 g/L no nivel 3, uma reducdo de cerca de 6%.
Portanto, mesmo que o mineral seja altamente essencial as leveduras, altas concentragdes
do mesmo néo séo toleradas, podendo prejudicar a mesma na funcéao fermentativa.

A equacdo gerada foi a seguinte: y = -0,1578x? + 0,4885x + 4,8751, tendo um R? de
98,2 %. Isso quer dizer que o modelo estatistico consegue explicar 98 % do efeito do
mineral, demonstrando um alto grau de correlacdo entre a producdo de etanol e as
concentracfes de magneésio.

Em relacdo a interacdo entre os fatores, o gréafico exposto na figura 16¢c demonstra

gue a interacdo aconteceu apenas dentro do nivel O de aluminio para todas as
concentracfes de magnésio. Portanto, a utilizacdo de magnésio aumentou a produtividade
das leveduras, elevando a concentracédo de etanol no substrato durante a auséncia de
aluminio na solucdo. Com a adicdo de aluminio, os efeitos toxicos causados pelo mineral
causaram a inibicao nas leveduras, inibicdo a qual o magnésio ndo conseguiu corrigir, ou
seja, 0 magnésio nao conseguiu suprimir a toxidez causada pelo aluminio nesse substrato.

Para realizar a andlise de regressdo sobre a interacdo, foi feito o desdobramento
dos fatores sendo que, a partir do teste de médias, foi escolhido apenas o desdobramento
dos niveis de magnésio sobre o nivel 0 de aluminio, pois foi onde ocorreu a maior

diferenca entre as médias. As médias da interacdo geraram o grafico exposto na figura 17.
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Figura 13. Médias da interacdo dos diferentes niveis de magnésio dentro do nivel O de aluminio

pela andlise de regressao.
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Através da observacdo da figura 17, € possivel identificar o ponto 6timo da
concentracdo de magnésio em 1,5 mg/L. A partir desse dado, pode-se usar a equacao de
regressdo para estimar a maior produtividade teorica de etanol obtida pela adicdo de
magnésio na solucdo. A equacéo gerada foi: y = -0,465x% + 1,453x + 4,853 (onde y é a
producéo de etanol em g/L e x é a concentracdo de magnésio em mg/L), com R? de 0,932.
Pela equacéo, a concentracao 6tima de etanol foi de 6,32 g/L, um aumento de 24 % sobre
o material sem a adicdo de magnésio.

Esse incremento na produtividade s6 é possivel na auséncia de concentracdes
elevadas de aluminio, o que justifica o controle dos niveis de aluminio em mostos
fermentativos. Neste estudo foi possivel identificar a concentracao ideal de magnésio a se
utilizar e o ganho que é possivel obter a partir de sua utilizagéo, trabalhos futuros deveréo

aprofundar mais o assunto afim de verificar sua viabilidade econémica em larga escala.

6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, foi possivel verificar que os materiais (pseudocaule e
a massa foliar) apresentam amplo potencial para exploracdo como matéria-prima
lignocelulésica visando a producdo de glicose e etanol. A folha obteve maior rendimento
geral em comparagcdo ao pseudocaule, entretanto a metodologia adotada neste trabalho
nao conseguiu extrair todo o potencial do pseudocaule, e sendo ele a matéria-prima mais
abundante oriunda da cultura da banana, carece de maiores estudos acerca de se
estabelecer uma metodologia mais eficiente para a producédo de glicose, com exclusivo
enfoque no pré-tratamento, pois foi onde ocorreram as maiores perdas do material.

Um fato geral acerca da fermentacdo foi sua baixa rentabilidade na producéo de
etanol em um prazo de 24h levando em consideragao os altos teores de glicose do meio
fermentativo, o que traz a necessidade de uma investigacdo mais aprofundada acerca das
causas que geraram essa reducéo na velocidade de consumo da glicose pelas leveduras.
Recomenda-se uma revisdo na metodologia afim de identificar qual dos métodos adotados
neste trabalho ocasionou esse baixo rendimento.

Em relacdo a adicdo de minerais no mosto fermentativo, o aluminio gerou uma
reducdo de cerca de 10 % na producéo de etanol, reduzindo a quantidade produzida de
5,40 para 4,87 g/L de etanol, enquanto que o magnésio elevou a producédo de etanol no

mosto MF em 24 %, podendo aumentar a produtividade de 4,87 para 6,32 g/L. Entretanto,
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na interacdo entre os dois minerais, 0 magnésio ndo conseguiu suprimir os efeitos téxicos
causados pelo aluminio sobre as leveduras.

Portanto, os resultados aqui apresentados indicam que se deve controlar os niveis
de aluminio nos mostos fermentativos a fim de evitar possiveis perdas causadas por ele.
Recomenda-se também uma analise de viabilidade sobre a utilizagdo do magnésio em

larga escala, visando o aumento da producdo em nivel industrial.
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ANEXO A. Cromatograma da amostra AOMOR1 PC fermentada, obtido por CLAE desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10, com

eluicdo isocratica, fase mével composta de 5mM de acido sulfurico em agua ultrapura, fluxo do eluente de 0,6 mL/min, a 30 °C com corrida de

tempo total de 15 minutos. Pico 10 a 12 min: glicose; 20,7 a 24,3 min: etanol.

79



03 1  Retention Time 3 0.3
o 024 02
S ] i S
: = :
0,1 2 - 0,1
© )
00 —_ ' i ' 0,0
1 |l | T I | R I | AL I y 1 1) 1 | T I LR
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Minutes
ANEXO B. Cromatograma da amostra AOM1R2 MF fermentada, obtido por CLAE desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10, com

eluicdo isocratica, fase mével composta de 5mM de acido sulfurico em agua ultrapura, fluxo do eluente de 0,6 mL/min, a 30 °C com corrida de

tempo total de 15 minutos. Pico 10 a 15 min: glicose; 20,5 a 24,1 min: etanol.
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ANEXO C. Cromatograma da amostra AOM2R3 PC fermentada, obtido por CLAE desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10, com

eluicdo isocratica, fase mével composta de 5mM de acido sulfurico em agua ultrapura, fluxo do eluente de 0,6 mL/min, a 30 °C com corrida de

tempo total de 15 minutos. Pico 10 a 14,2 min: glicose; 20,3 a 24,4 min: etanol.

81



0,34 -0.3
Retention Time
0.2 -0.2
£ i - £
> >
8 i
0,1 = 2 -0,1
~ o~
0,0 | : ' l l - oo
LRIy DEDAD T T T | BOER B T B T | T
0 2 10 12 14 16 18 20 22 24

Minutes

ANEXO D. Cromatograma da amostra AOM3R1 MF fermentada, obtido por CLAE desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10, com

eluicdo isocratica, fase mével composta de 5mM de acido sulflrico em agua ultrapura, fluxo do eluente de 0,6 mL/min, a 30 °C com corrida de

tempo total de 15 minutos. Pico 10 a 14 min: glicose; 20 a 24,2: etanol.
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ANEXO E. Cromatograma da amostra AIMOR1 PC fermentada, obtido por CLAE desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10, com
eluicdo isocratica, fase mével composta de 5mM de acido sulfirico em agua ultrapura, fluxo do eluente de 0,6 mL/min, a 30 °C com corrida de

tempo total de 15 minutos. Pico 11 a 15 min: glicose; 22 a 25: etanol.
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ANEXO F. Cromatograma da amostra AIM1R1 MF fermentada, obtido por CLAE desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10, com

eluicdo isocratica, fase mével composta de 5mM de acido sulfurico em agua ultrapura, fluxo do eluente de 0,6 mL/min, a 30 °C com corrida de

tempo total de 15 minutos. Pico 10 a 12 min: glicose; 20 a 23: etanol.
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ANEXO G. Cromatograma da amostra ALM2R1 PC fermentada, obtido por CLAE desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10, com

eluicdo isocratica, fase mével composta de 5mM de acido sulfirico em agua ultrapura, fluxo do eluente de 0,6 mL/min, a 30 °C com corrida de

tempo total de 15 minutos. Pico 10 a 14 min: glicose; 21 a 24: etanol.
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ANEXO H. Cromatograma da amostra AIM3R1 MF fermentada, obtido por CLAE desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10, com

eluicdo isocratica, fase mével composta de 5mM de acido sulfrico em agua ultrapura, fluxo do eluente de 0,6 mL/min, a 30 °C com corrida de

tempo total de 15 minutos. Pico 10 a 13 min: glicose; 21 a 24: etanol.

86



0,3

0,24

Volts

0.1+

Retention Time

0,0

T

21,577

-0,3
L 0,2
L 0,1

-0,0

T

T

1
12
Minutes

14

16

18

20

22

24

Volts

ANEXO I. Cromatograma da amostra A2MOR1 PC fermentada, obtido por CLAE desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10, com

eluicdo isocrética, fase movel composta de 5mM de &cido sulfurico em agua ultrapura, fluxo do eluente de 0,6 mL/min, a 30 °C com tempo

total de corrida de 25 minutos. Pico 10 a 14 min: glicose; 20 a 24: etanol.
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ANEXO J. Cromatograma da amostra A2M1R1 MF fermentada, obtido por CLAE desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10, com
eluicdo isocratica, fase moével composta de 5mM de acido sulfarico em agua ultrapura, fluxo do eluente de 0,6 mL/min, a 30 °C com tempo

total de corrida de 25 minutos. Pico 10 a 14 min: glicose; 20 a 24: etanol.
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ANEXO K. Cromatograma da amostra A2M2R1 PC fermentada, obtido por CLAE desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10, com

eluicdo isocratica, fase moével composta de 5mM de &cido sulfirico em agua ultrapura, fluxo do eluente de 0,6 mL/min, a 30 °C com tempo

total de corrida de 25 minutos. Pico 10 a 14 min: glicose; 20 a 24: etanol.
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ANEXO L. Cromatograma da amostra A2M3R1 MF fermentada, obtido por CLAE desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10, com
eluicdo isocrética, fase movel composta de 5mM de &cido sulfurico em agua ultrapura, fluxo do eluente de 0,6 mL/min, a 30 °C com tempo

total de corrida de 25 minutos. Pico 10 a 14 min: glicose; 22 a 24: etanol
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