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RESUMO

SILVA, Isadora Ferreira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de 2016.
Potencial do pseudocaule de bananeira (cultivar Prata ana) para a producgao de
etanol de segunda geragdo. Orientador: José Humberto de Queiroz.
Coorientadores: Jorge Luiz Colodette e Fernando Almeida Santos.

Nas ultimas décadas, tem-se observado um crescente interesse nas biomassas
residuais de composigao lignoceluldsica para produgao de energia, destacando-se o
etanol de segunda geracéo. Entre a biomassa lignocelulésica disponivel se encontra
os residuos provenientes da bananicultura, cultura importante nas regides tropicais e
subtropicais. Nesse contexto, o presente trabalho objetivou estudar o potencial do
pseudocaule de bananeira (Prata Ana) para a producdo do etanol de segunda
geracdo. No primeiro capitulo do trabalho foram realizados pré-tratamentos
hidrotérmico e alcalino utilizando micro-ondas. O pré-tratamento hidrotérmico foi
realizado sob diferentes temperaturas (130 °C a 210 °C). O pré-tratamento alcalino
foi realizado de acordo com um delineamento composto central, cujas variaveis
estudadas foram: temperatura (190 °C - 210 °C) e concentragdao de hidréxido de
sodio (0,5 % - 1,5 %, m/v). A €ficiéncia dos pré-tratamentos foi verificada através da
comparagao de analises quimicas dos materiais in natura e pré-tratados e da
conversao de celulose em glicose por hidrolise enzimatica, além de sacarificagédo e
fermentagcdo simultdnea de alguns pré-tratados. As variaveis temperatura e
concentracdo de NaOH apresentaram efeitos lineares significativos. Como melhores
resultados dessa etapa, foram obtidos 77 % de conversao enzimatica para o pré-
tratado hidrotérmico (210 °C, 40 minutos), 78,3 % para o alcalino (190 °C, 0,5 %
NaOH) e 56 % para material ndo tratado. Em relagdo aos resultados de SSF, foram
obtidos rendimentos de etanol de 86,5 % para pré-tratado hidrotérmico, 85,3 % para
alcalino e 70,5 % para o material ndo tratado. Esses ensaios de hidrolise enzimatica
e SSF foram realizadas em tubos de 20 mL, utilizando 2,5 % (p/v) de concentragao
de solidos, 50 FPU/g de Cellic Ctec 2, Saccharomyces cerevisiae NCYC 2826, por
120 dias sob 120 rpm de agitacédo, sendo que a hidrélise foi realizada a 25 °C e SSF
a 37 °C. No segundo capitulo foi realizado um pré-tratamento hidrotérmico utilizando
reator Parr de 18 litros, sendo as condigcdes determinadas por delineamento
composto central: temperatura (170 °C - 210 °C), tempo de reagéo (10 min - 20 min)
e razao solido/liquido (1/10 - 1/15). Os efeitos lineares das variaveis foram
significativas, além do efeito quadratico da variavel razao sélido/liquido. A hidrdlise
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enzimatica foi realizada a 50 °C, por 72 horas, utilizando enzima Cellic Ctec (5,4 %,
p/p) com 8 % (p/v) de solidos. O pré-tratamento hidrotérmico em reator Parr
mostrou-se eficiente no aumento do rendimento de glicose apds hidrolise enzimatica,
alcangando rendimento maximo de glicose de 98 % na condigdo do ensaio 6 (210
°C, 10 minutos, S/L de 1/15).
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ABSTRACT

SILVA, Isadora Ferreira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November, 2016.
Potential use of banana pseudostem for second-generation ethanol
production. Adviser: José Humberto de Queiroz. Co-Advisers: Jorge Luiz Colodette
and Fernando Almeida Santos.

In recent decades, there has been a growing interest in the residual biomass of
lignocellulosic material for energy production, especially second-generation ethanol.
Among the available lignocellulosic biomass are residues from banana cultivation, an
important crop in tropical and subtropical regions. In this context, the present work
aimed to study the production of second-generation ethanol using banana
pseudostem as raw material. In the first chapter of this work, hydrothermal and
alkaline pretreatments were carried out for 10 minutes of reaction time using a
microwave. The hydrothermal pretreatment was performed under different
temperatures (130 °C to 210 °C). The alkaline pre-treatment was performed
according to a central composite design, of which the studied variables were:
temperature (190 °C - 210 °C) and sodium hydroxide concentration (0.5 % - 1.5 %,
m/v). The efficiency of the pretreatments was verified by comparing chemical
analyzes of the in natura and pretreated materials and their conversion of cellulose to
glucose after enzymatic hydrolysis and their ethanol yield after simultaneous
saccharification and fermentation. The variables NaOH concentration and
temperature showed significant linear effects. As best results of this step, were
obtained 77 % of enzymatic conversion using hydrothermal pretreated (210 °C, 40
minutes), 78.3 % using alkaline pretreated (190 °C, 0.5 % NaOH) and 56 % using the
untreated material. Regarding SSF results, 86.5 % of ethanol yields were obtained
using hydrothermal pretreated, 85.3 % using alkaline and 70.5 % using untreated
material. These enzyme hydrolysis and SSF assays were performed in 20 mL tubes
using 2.5 % (w/v) solid concentration, 50 FPU/g Cellic Ctec 2 and Saccharomyces
cerevisiae NCYC 2826 at 25 °C for 120 days under 120 rpm of stirring. The
enzymatic hydrolysis was performed at 25 °C and SSF at 37 °C. In the second
chapter, hydrothermal pretreatment was performed using 18 liters Parr reactor with
the conditions determined by central composite design: temperature (170 °C - 210
°C), reaction time (10 min - 20 min) and solid/liquid ratio (1/10 - 1/15). The linear

effects of the variables were significant, in addition to the quadratic effect of the
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variable solid/liquid ratio. The enzymatic hydrolysis was performed at 50 °C for 72
hours using Cellic Ctec enzyme (5.4 %, w/w) and 8 % (w/v) solid. Hydrothermal pre-
treatment in Parr reactor proved to be efficient in increasing glucose vyield after
enzymatic hydrolysis, achieving maximum glucose yield of 98 % under assay 6
condition (210 °C, 10 minutes, 1/15 S/L).



Introducgao Geral

A limitagcdo do fornecimento de combustiveis fosseis aliada as crescentes
preocupacdes com a questdo ambiental tem impulsionado o desenvolvimento de
processos industriais a base de energia renovavel (Li et al., 2012). Nesse sentido, os
biocombustiveis surgem como uma alternativa promissora de recurso energeético
mundial.

O etanol atualmente representa cerca de 90 % do consumo total de
biocombustiveis (IEA, 2014). A produgdo mundial de etanol atingiu 92 bilhdes de
litros em 2015 e devera aumentar em 30 % até 2020. Brasil e EUA sao considerados
0s maiores produtores, responsaveis por 28 % e 58 % da producdo mundial,
respectivamente (OECD/FAO 2013; RFA, 2015), produzidos a partir de matérias-
primas sacarinas ou amilaceas, como milho e cana-de-agucar (Gupta & Verma,
2015). Apesar dos efeitos positivos relacionados a producdo do etanol, existem
muitas criticas em relagdo a possivel expansao excessiva do cultivo, podendo
resultar em ampliacdo da utilizacdo de terras, o que implicaria em decréscimo das
areas agricultaveis para producao de alimentos (Arifin et al., 2014).

Assim, tem-se verificado um crescente interesse nas biomassas residuais de
composic¢ao lignocelulésica para produgédo de energia, destacando-se neste caso o
etanol de segunda geragcdo e a construgdo de biorrefinarias integradas.
Considerando o baixo custo e a grande disponibilidade deste tipo de matéria-prima
no Brasil, torna-se uma opc¢ao bastante atraente a aplicagdo desse material como
uma alternativa de energia renovavel (Santos et al., 2012).

A aplicagdo biotecnologica dos materiais lignocelulésicos envolve a
separagao de seus componentes de acordo com as caracteristicas do produto
desejado (Liu et al., 2016). No caso da produgdao de etanol combustivel, faz-se
necessario desenvolver processos eficientes para disponibilizar monossaracarideos
e a conversdo destes em etanol com alta produtividade (Mulakhudair et al., 2016).

Para disponibilizar os acucares fermentesciveis faz-se necessario submeter a
biomassa a pré-tratamentos fisico e/ou quimicos antes de sua hidrélise para
produgéo de etanol (Canam et al., 2013). A etapa de pré-tratamento é necessaria
para reduzir a cristalinidade da celulose, aumentar a porosidade da biomassa,
melhorar a acessibilidade das enzimas durante a hidrolise. Para ser considerado
eficaz, o pré-tratamento deve diminuir o grau de polimerizagao da celulose, de forma

que se torne acessivel ao processo de hidrélise, evitar formacao de subprodutos



inibidores dos processos de hidrdlise e fermentagdo e, principalmente, ser
economicamente viavel (Zhu et al., 2011; Zhang et al., 2016).

O pré-tratamento € visto como um dos gargalos na produgédo do etanol de
segunda geragédo. E considerado uma das etapas mais caras do processo, além de
influenciar fortemente as etapas seguintes, e por isso apresenta um grande potencial
para melhorar a eficiéncia do processo.

Entre a biomassa lignocelulosica disponivel se encontra os residuos
provenientes da bananicultura, cultura importante nas regides tropicais e
subtropicais (Bridgwater, 2012). Devido a ampla disponibilidade do pseudocaule de
bananeira, bem como a possibilidade de agregar valor a esse residuo, propde-se
desenvolver um processo de aproveitamento do pseudocaule de bananeira para

produgao de etanol de segunda geragao.



CAPITULO 1 - Etapa de Pré-tratamento do pseudocaule de bananeira utilizando
micro-ondas

Os experimentos descritos nesse capitulo foram realizados no Biorefinery
Centre do Institute of Food Research (IFR) em Norwich - Reino Unido, sob

supervisdo do Dr. Keith W. Waldron.

1. Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi analisar o efeito dos pré-tratamentos
hidrotérmico e alcalino em micro-ondas na fragdo celulésica da biomassa do
pseudocaule de bananeira submetido a hidrolise enzimatica e sacarificacdo e

fermentacao simultanea

1.1 Objetivos Especificos

- Caracterizar o pseudocaule de bananeira quanto a sua composi¢ao quimica;

- Submeter o pseudocaule de bananeira a pré-tratamentos hidrotérmico e alcalino
sob diferentes condi¢cdes de temperatura e concentracées de NaOH;

- Avaliar os efeitos dos pré-tratamentos na composicdo dos mondmeros de acucar
dos hidrolisados;

- Definir as condigbes de pré-tratamento mais adequadas visando maior
digestibilidade enzimatica do pseudocaule de bananeira;

- Realizar Sacarificagdo e Fermentagdo Simultdnea (SSF) nas melhores condi¢des
de pré-tratamento para producgao de etanol,

- Avaliar a influéncia da temperatura nas etapas de hidrélise enzimatica e SSF dos

pré-tratados selecionados.

2. Revisao Bibliografica
2.1 Etanol combustivel

O etanol € um composto organico com férmula C,HgO, largamente utilizado
como combustivel na forma hidratada ou misturada a gasolina.

O etanol ganhou destaque no cenario brasileiro na década de 1970, diante da
crise energética mundial, o que levou o pais a criar o Programa Nacional do Alcool —
Proalcool, que visava o desenvolvimento das técnicas de aperfeicoamento dos
insumos para produgao de alcool etilico, diminuindo a dependéncia brasileira em

relacdo ao petroleo (Andrade et al, 2009). Na primeira fase do Programa, o seu



principal objetivo consistia na produgcdo de alcool anidro para a mistura com
gasolina.

Esforgos em pesquisa e desenvolvimento direcionados a fabricagdo de carros
movidos exclusivamente a alcool resultaram na criacdo destes veiculos em 1978.
Devido a segunda crise do petréleo em 1979, o governo brasileiro decidiu aumentar
o uso combustivel do etanol, assinando acordos com fabricantes de automovel e
estimulando a constru¢do de um grande numero de destilarias autbnomas. Desta
forma, iniciou-se a produgao em larga escala do etanol hidratado (EPE, 2008).

Em 2003, surge no mercado nacional o veiculo flex-fluel ou bicombustivel,
cuja tecnologia permite o uso de alcool hidratado, desde 100 % de etanol hidratado
até uma gasolina com 27 % de etanol anidro (Portal Brasil, 2015). Os veiculos
equipados com tecnologia flex-fuel dominam atualmente o mercado automobilistico
brasileiro. Em 2016, aproximadamente 89 % dos carros licenciados possuem
tecnologia flex-fuel (MME, 2016) (Figura 1).
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Figura 1 - Evolugéo do Licenciamento de carros flex-fuel (MME, 2016)

Devido ao aumento da demanda de etanol apds desenvolvimento dos
veiculos flex-fluel, o Brasil demonstra crescente expansao na producio do etanol de
primeira geragao, produzido a partir da cana-de-agucar (Figura 2). A produgao
brasileira de etanol esteve em crescente expanséo, impulsionada pelo crescimento

da produgéao de veiculos.
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Figura 2 - Evolugdo da produgdo de cana-de-agucar e etanol no Brasil (UNICA,
2016).

A produgéo global de etanol atingiu o pico em 2015 depois de uma queda em
2012 e 2013. Os Estados Unidos sdo o maior produtor mundial de etanol, tendo
produzido cerca de 57 bilhdes de litros, seguido do Brasil com 27 bilhdes de litros e
Europa com 5,3 bilhdes de litros produzidos. Juntos, os EUA e Brasil produzem 85 %
do etanol do mundo. A grande maioria do etanol produzido nos Estados Unidos
utiliza o milho como matéria-prima, enquanto que o Brasil utiliza a cana-de-agucar
(Renewable Fuels Association, 2016).

Para atender a crescente demanda de etanol de primeira geracdo no Brasil, a
area de cultivo de cana-de-agucar devera ser expandida. Entretanto, para evitar
essa expansao desmedida das areas de cultivo, tem-se desenvolvido processos de
producao de etanol de segunda geracao. O etanol de segunda geragao é originado
de matérias-primas renovaveis como as biomassas residuais de composicao
lignoceluldsica. A producdo de biocombustiveis tem a vantagem de promover a
reciclagem de residuos organicos, diminuindo a poluicdo ambiental (Yilmaz & Selim,
2013).

O Brasil encontra-se em uma posicao favoravel na producao de etanol devido
a grande quantidade de residuos gerados, possibilitando um mercado de

biocombustiveis sem ampliacdo de area desmatada ou reducéo de area destinada a



producdo de alimentos, além de possuir diversidade de matérias-primas em

diferentes biomassas (Pacheco, 2011).

2.2 Biomassa Lignocelulésica

Biomassa é todo recurso renovavel proveniente de matéria organica que pode
ser processado para fornecer energia mais elaborada através de processos
térmicos, biolégicos, mecanicos ou fisicos (Kan et al., 2016). Portanto, podem ser
considerados exemplos de materiais renovaveis os residuos agricolas, madeiras,
residuos urbanos e industriais (Tilman et al., 2009). O fornecimento de energia
apresenta rotas diversificadas que vao desde a combustdo para obtencdo de
energia térmica até processos fisico-quimicos e bioquimicos complexos para a
obtencao de combustiveis liquidos e gasosos como os biocombustiveis (biodiesel e
etanol) e biogas (Lela et al., 2016).

A biomassa lignoceluldsica responde atualmente por 10 % da matriz
energética mundial (OECD/IEA, 2014). O potencial estimado de disponibilidade
anual de biomassa esta previsto para ser tdo elevada quanto 1,08 x 10" tep
(toneladas equivalentes de petréleo), quase 10 vezes mais do que a energia
atualmente necessaria no mundo (Kan et al., 2016).

O Brasil por possuir condi¢des naturais e geograficas favoraveis a produgao
de biomassa assume posicao de destaque no cenario mundial na produgao e uso de
energias renovaveis. Em 2015, a participacdo de renovaveis na matriz energética
brasileira manteve-se entre as maiores do mundo, com 41 %, enquanto que a média
mundial esteve em torno de 14 % (Ministério das Minas e Energia, 2016).

A Biomassa lignocelulésica €& composta basicamente de celulose,
hemicelulose e lignina, ainda que as suas proporgdes diferem segundo o tipo de
tecido da planta e da parede celular. A Figura 3 representa a estrutura basica da

biomassa lignoceluldsica.
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Figura 3 - Representagdo estrutural da Biomassa Lignocelulésica (Graminha et al,
2008).

As propriedades da biomassa lignocelulésica sdo o resultado da disposi¢cao
dos seus principais componentes, celulose, hemicelulose e lignina (Tavares &
Buckeridge, 2015). A celulose se mantém compactada e interage com a
hemicelulose através de ligagbes de hidrogénio, enquanto que a lignina envolve
ambas formando uma barreira fisica (Martinez-Sanz et al., 2015). Os componentes
dos materiais lignoceluldsicos sao encontrados em quantidades diferentes em
vegetais de diferentes origens (Anwar et al., 2014). A Tabela 1 lista a composicao de

alguns materiais lignoceluldsicos, expressa em suas trés principais fragdes.



Tabela 1 - Composi¢ao de alguns materiais lignoceluldsicos.

Composigao (%)

Material Referéncias
Celulose Hemicelulose Lignina
Bagaco de cana 40 29 23 Oliveira et al., 2013
Palha de cana 44 31 19 Santos et al., 2014
Palha de milho 32 17 13 Liu etal., 2013
Sabugo de milho 40 27 17 Du et al., 2015
Palha de trigo 32 17 21 Wang et al., 2014
Palha de arroz 39 23 21 Suriyachai et al., 2013
Casca de arroz 34 24 19 Soltani et al., 2015
Capim elefante 60 24 8 Minmunin et al., 2015
Palha de cevada 39 41 19 Oun & Rhim, 2016
Pseudocaule de Romero-Anaya et al.,
bananeira > 10 B 2011.

O aproveitamento da biomassa €& baseado em processos de conversao
quimica e bioquimica de carboidratos presentes no material mediante uma
separagdo de seus componentes principais. Entretanto, a complexidade das
interligacbes das trés fragdes principais (celulose, hemicelulose e lignina), é o
principal desafio na recuperacado dos carboidratos. Desse modo, faz-se necessario

conhecer as caracteristicas dos principais constituintes da biomassa lignocelulésica.

2.2.1 Celulose

A celulose é um homopolissacarideo linear formado por unidades de B-D-
glicoses unidas por ligagbes B-1,4 glicosidicas. Sua estrutura composta por
hidroxilas permite a ocorréncia de ligagcbes de hidrogénio intermoleculares e
intramoleculares, além de interagdes de van der Walls entre as unidades de glicose,
contribuindo para a formagao de uma estrutura altamente cristalina com alto grau de
rigidez (Figura 4) (Singh et al., 2014).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S036031991501914X

Ligacdes de
hidrogénio
intermoleciilares

Ligagdes de
hidrogénio
intramoleculares

Figura 4 - Polimero de Celulose com as ligagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares (Adaptado de Santos et al., 2012).

As cadeias de celulose consistem em regides cristalinas e amorfas, cuja
proporgao varia de acordo com a origem. As propriedades fisicas e sua reatividade,
sdo fortemente influenciados pelo arranjo das moléculas de celulose. As estruturas
cristalinas sdo mais organizadas, conferindo resisténcia e protecao a célula contra
agentes externos, diferentemente das regides amorfas, onde ha menor organizagao
e por isso sao mais susceptiveis a degradacéo (Ciolacu et al., 2011). O grau de
cristalinidade pode ser determinado através de técnicas de difracdo raio X,
espectroscopia no infravermelho (Ruel et al., 2012). A Figura 5 mostra as regides

cristalinas e amorfas do polimero de celulose.

Regido

oS Regidao
cristalina .
amorfa

Figura 5 - Estrutura da celulose destacando as regides amorfas e cristalinas (Sun &
Cheng, 2002).
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Além do indice de cristalinidade, a reatividade das cadeias de celulose sdo
influenciadas por propriedades tais como o grau de polimerizagéo, area superficial,
tamanho de particula, associagdo com componentes nao-celuldsicos, sendo que
todos estes sdao determinantes no processo de hidrdlise enzimatica do material

celulosico (Park et al., 2010).

2.2.2 Hemiceluloses

Hemiceluloses sdo uma classe heterogénea de polimeros que representam
em geral 15-35 % da biomassa lignoceluldsica. As unidades de agucares consistem
em cadeias ramificadas compostas por quatro grupos principais, tais como as
pentoses (xilose, arabinose), hexoses (manose, glicose, galactose), acidos
hexourdnicos (acido galacturénico, acido metilgalacturénico e acido glicurdnico) e
desoxi-hexoses (fucose e ramnose) (Figura 6) (Girio et al., 2010).

Xilana € o polissacarideo mais comumente encontrado na estrutura das
hemiceluloses composto de ligagdes B 1-4 de xilanopiranosil, a-4-O-metil-D-
glicurénico e D-anidroxilose. Desse modo, as hemiceluloses formam um polimero
ramificado constituido majoritariamente por agucares de cinco carbonos, xilose e, em
menor quantidade, agucares de seis carbonos, como glicose associados a cadeia
principal (Sun et al., 2004).

As unidades de agucares sao dispostas em diferentes proporcdes de acordo
com a origem. As hemiceluloses se encontram normalmente ligada aos outros
componentes da parede celular como celulose, proteinas e lignina através de
ligacdes covalentes, de hidrogénio e por interagdes idbnicas e hidrofobicas (Peng et
al., 2012).
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Figura 6 - Componentes da fragdo de hemiceluloses (Adaptado de Morais et al.,
2005).

As hemiceluloses diferem da celulose principalmente por serem constituidas
de diferentes unidades de agucares, formando cadeias ramificadas. Possuem menor
grau de polimerizagdo e estrutura totalmente amorfa o que justifica ser menos

resistente ao ataque de agentes quimicos (Chen, 2014).

2.2.3 Lignina

A lignina é essencialmente um material estrutural que da a rigidez e
resisténcia as paredes celulares, representando 15-40 % em peso do material
lignocelulésico. E considerado o biopolimero aromatico mais abundante da natureza.
A estrutura da lignina consiste em unidades de fenilpropano derivadas da
polimerizagdo oxidativa de trés alcoois, alcool-trans-p cumarinico, alcool trans
coniferilico e alcool trans sinapilico (Figura 7) (Huijen et al., 2014; Zhang et al.,
2013).
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Figura 7 - Estrutura dos alcoois precursores da lignina (Barbosa et al., 2008).

A proporgao dos precursores da lignina varia entre as diferentes espécies de
plantas, bem como diferentes tipo de tecidos vegetais. Esses compostos aromaticos
realizam uma variedade de ligagdes éter entre si. Diferentes tipos de ligagdes éter
entre unidade de fenilpropano sao responsaveis pela formacdo de estruturas
tridimensionais tornando-a o componente mais resistente a degradagao quimica e
biolégica que os carboidratos presentes na parede celular. A Figura 8 representa
uma fragdo da porcao de lignina. Devido a complexidade da lignina, sua estrutura

ainda n&o é conhecida completamente (Ghaffar & Fan, 2013).
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Figura 8 - Fragao de uma molécula de lignina (Infante et al., 2007).

Além da composigao quimica, fatores como comprimento da cadeia, nhumero
de ligacbes inter e intramoleculares e quantidade de extremidades fendlicas livres
também influenciam na susceptibilidade da lignina a alteragdes quimicas e,
consequentemente, no desempenho para conversdo de biomassa em aplicacboes
biotecnolégicas, como na produgao de etanol de segunda geragéo (Vanholme et al.,
2010).

O teor de lignina da biomassa € um parametro importante quando se visa a
producao de etanol de segunda geragdo. Uma vez que a lignina serve como barreira
fisica dificultando o acesso das enzimas aos carboidratos da parede celular, um
menor teor de lignina pode representar um maior rendimento de etanol. Portanto,
biomassas com baixo teor de lignina como pseudocaule de bananeira podem ser
consideradas promissoras no aproveitamento para produgao do etanol de segunda

geragao.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vanholme%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20472751
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2.3 Cultura da Banana

As bananeiras sao plantas da classe das Monocotyledoneae, familia
Musaceae género Musa, além do género Ensete, que produz as chamadas "falsas
bananas". Originarias do sudeste asiatico, sdo tipicamente tropicais, cujo bom
desenvolvimento exige calor constante, elevada umidade e boa distribuicdo de
chuvas. Devido a sua ampla adaptacao, sdo cultivadas em quase todos os paises
tropicais. No Brasil, a bananeira é cultivada de norte a sul, envolvendo desde a faixa
litoranea até os planaltos interioranos (Dantas & Filho, 2000). As principais cultivares
de bananeiras do Brasil sdo: ouro, nanica, nanicao, grande naine, maga, mysore,
prata, pacovan, prata and, terra, d'angola, figo (Lima et al., 2012).

Basicamente, a bananeira é constituida por raiz, rizoma, pseudocaule, bainha
foliar, folhas e cacho (Figura 9). O cacho é composto pelas partes: engaco, raquis,
pencas de bananas e botao floral ou “coracédo. O pseudocaule, estrutura constituida
pelas bainhas das folhas da bananeira, corresponde ao que é normalmente
denominado caule ou tronco. Com o amadurecimento do cacho, toda a parte aérea
inicia um processo de degeneragcdo que culmina com a secagem total dos tecidos
(Lima et al., 2012).

Folhas

bainha foliar
Raquis

Pseudocaule Coraglio

Figura 9 - Bananeira (Soffner, 2001).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ensete
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O cultivo da banana esta presente em todo territério nacional, participando
significativamente da economia de diversos estados brasileiros. De acordo com
levantamentos do IBGE/LSPA, (2016) este ano, até o més de julho, o Brasil produziu
em torno de 7 milhdes de toneladas. Minas Gerais produziu 795 mil toneladas de
banana, em uma area de 47,4 mil hectares, o que equivale a 16.770 kg/ha,
representando 11,4 % da produgéao brasileira. O estado € o terceiro maior produtor
do pais, atras somente do estado da Bahia e Sao Paulo.

Tomando-se como exemplo a produ¢cdo em Minas Gerais, pode-se verificar que
a producgéo de bananas se concentra nas regiées Sul e nos perimetros irrigados da
regiao Norte do estado.

A regidao Norte do estado lidera o ranking estadual de producé&o de bananas com
um volume da ordem de 375 mil toneladas em bananais espalhados por 14,9 mil
hectares. O municipio de Janauba é o maior produtor do estado, com cerca de 61
mil toneladas de bananas produzidas em 2015 (IBGE/LSPA, 2015). A predominancia
de clima seco e o sistema de producao irrigada beneficiam o desenvolvimento da
bananicultura na regido e reduzem os custos de controle de doengas e pragas.
Devido a alta produgdo de banana nessa regido, uma grande quantidade de
residuos é gerada.

De acordo com Souza et al. (2014) para cada tonelada de banana colhida sao
gerados aproximadamente 4 toneladas de residuos, incluindo a casca, folhas,
pseudocaule e engaco do cacho. Em torno de 75 % desses residuos é composto de
pseudocaule de bananeira.

O pseudocaule de bananeira é constituido por superposicbes de folhas que
nascem enroladas e se abrem paulatinamente. O meristema terminal deste talo
produz, ainda jovem, folhas que possuem uma parte basal bem desenvolvida.
Sucessivamente vao aparecendo folhas dispostas em forma helicoidal e em
conjunto, formando o que recebe, com frequéncia, o nome de tronco da bananeira,
mas na verdade ndo € mais que um falso tronco ou pseudocaule (Coelho et al.,
2001). Em relagéo a composigao quimica, o pseudocaule apresenta em torno de 11
% de lignina, 10 % de hemiceluloses e 52 % de celulose (Romero-Anaya et al.,
2011). Além da grande quantidade de residuos gerados pela bananeira, seu residuo
celuldsico caracterizado pelo baixo teor de lignina e alto teor de celulose torna viavel

0 seu aproveitamento na produgao de etanol de segunda geragao.
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2.4 Processos para producao de etanol de segunda geragao
O processo de obtengcdo de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos

consta de 3 etapas basicas: pré-tratamento, hidrélise e fermentacao.

2.4.1 Pré-tratamento

O aproveitamento da biomassa lignocelulésica na produgdo do etanol de
segunda geragao requer etapa de pré-tratamento. A celulose apresenta estrutura
bastante recalcitrante, dificil de ser desestruturada e convertida em mondmeros de
glicose e subsequente conversdo dos mesmos, por micro-organismos, em etanol.
Portanto, torna-se necessario a realizagao de pré-tratamento da biomassa de forma
a aumentar a exposigao das fibras de celulose para a agdo de agentes hidroliticos
enzimaticos ou acidos.

O pré-tratamento € uma etapa crucial no processo de producdo do etanol,
uma vez que é necessario para reducao da cristalinidade da celulose, dissociacao
do complexo lignina-celulose, maximizando a recuperacgéo dos agucares. Entretanto,
a etapa de pré-tratamento deve cumprir 0 maior numero possivel das seguintes
condicbes: ser eficiente em termos de rendimento, seletivo, baixa producédo de
residuos toxicos, consumo reduzido de insumos quimicos e resultar na recuperacao
da maioria dos componentes lignoceluldésicos para o aproveitamento das fragdes
separadas na producdo de combustivel e outros produtos de alto valor agregado
(Agbor et al, 2011).

A Figura 10 apresenta um esquema do pré-tratamento da biomassa onde se
observa a alteracido da sua estrutura com aumento da area superficial da porgao de

celulose.
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Figura 10 - Efeito do pré-tratamento na biomassa lignocelulésica (Adaptado de
Kondo et al., 1997).

A escolha do tipo de pré-tratamento € fundamental, pois esse processo
influencia todas as etapas de processamento subsequentes, a eficiéncia e a
economia do processo global no aproveitamento da biomassa lignocelulésica.
Existem diversos pré-tratamentos com diferentes efeitos e rendimentos e a escolha
do mais adequado depende da biomassa empregada (Saddler & Kumar, 2013).
Estes podem ser classificados em fisicos, quimicos, biologicos, além da combinagao

entre eles (Tabela 2).
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Tabela 2 - Principais métodos de pré-tratamento das biomassas lignocelulésicas
para producéo de etanol (Mood et al., 2013; Taherzadeh & Karimi, 2008; Teixeira et
al., 2014, Sindhu et al., 2016 ).

Métodos

Pré-tratamento

Tipo de Alteracao

Fisicos/

Fisico-quimico

Quimicos

Biologicos

Combinados

Moagem, micro-ondas,
hidrotérmico, pirdlise,

extrusdo, organosolve

Acidos, alcalino, liquidos
ibnicos, ozonolise, amobnia a

vapor, SO,

Fungos da podridao
branca, fungos da podridao

parda

Alcalino e acido, alcalino e
liquidos ibnicos, acido diluido e
explosao a vapor, fluido
supercritico e explosao a
vapor, organosolve e biologico,
acido e micro-ondas, biolégico

e acido diluido

Aumento da area de
superficie, redugao do grau de
cristalinidade da celulose,

remocao das hemiceluloses.

Deslignificagdo, remocéo das
hemiceluloses com reducao do
grau de polimerizacéo das

porgdes de celulose

Deslignificagao, reducao do
grau de polimerizagao da

celulose e hemiceluloses

Degradagao das
hemiceluloses, deslignificagéo,
reducao da cristalinidade da

celulose

A etapa de pré-tratamento normalmente leva a formacao de produtos como

mondmeros de pentoses e hexoses, acidos organicos (principalmente acido acético,

acido férmico, acido levulinico) e aldeidos furano (5-hidroximetilfurfural (HMF) e

furfural). Apds a hidrolise dos polissacarideos da biomassa, a lignina permanece

como residuo solido, apesar de uma pequena parte ser degradada liberando

compostos fendlicos entre outros compostos aromaticos (Jonsson et al., 2013)

(Figura 12).
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Figura 11 - Produtos e subprodutos do processo de pré-tratamento da biomassa
(Adaptado de Reginatto & Antonio, 2015).

Estes compostos podem inibir o processo de fermentacédo interferindo nas
funcdes celulares entre as quais a integridade da membrana plasmatica, inibindo o
crescimento das células, podendo até mesmo provocar a morte celular (Reginatto &
Antonio, 2015). Os compostos fenolicos podem ainda interferir nas atividades das

enzimas durante o processo de sacarificagao (Kim et al., 2011).

2.4.1.1 Pré-tratamento Hidrotérmico

Um dos métodos de pré-tratamento mais promissores na desconstru¢cao da
biomassa lignoceluldsica faz uso de condigdes hidrotérmicas, através do uso de
agua a temperatura e pressao elevadas, que provoca a hidrolise e degradacao das
hemiceluloses seguido por re-condensacao da lignina (Donohoe et al., 2008).

Diferentemente do tratamento de explosao a vapor, o tratamento hidrotérmico
nao usa descompressao rapida e ndo emprega catalisadores ou produtos quimicos.
No entanto, assim como o tratamento acido, causa a solubilizagdo das
hemiceluloses. Neste caso, os acucares sao removidos principalmente como
oligossacarideos e a formagao dos inibidores como furfural e 5-hidroximetilfurfural

(HMF) é menor, dependendo das condigbes do processo. A remogao das
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hemiceluloses também resulta na formacdo de acido acético na fracdo liquida
(Teixeira et al., 2014).

O pré-tratamento hidrotérmico possui a vantagem de nao utilizar reagentes
quimicos poluentes, o que minimiza os impactos ambientais e reduz os custos além
de resultar em um produto com alta digestibilidade enzimatica, que s&o os principais
beneficios para uma operagcdo bem-sucedida em escala industrial (Ibbett et al.,
2013).

Este tipo de pré-tratamento tem mostrado ser um método eficiente para
tratamento de diferentes tipos de material lignocelulésico. Além disto, € referido
como sendo capaz de solubilizar a maior parte das hemiceluloses da biomassa (> 80
%) aumentando, consequentemente, a digestibilidade da celulose (Mood et al.,
2013).

Petrick et al. (2013) trataram a palha de trigo a 195 °C por 10 minutos seguida
de hidrolise enzimatica com carga enzimatica de 15 FPU/g por 48 horas. Houve um
aumento do rendimento de glicose da biomassa tratada de 93 % para 30 % da
biomassa n&o tratada.

Saha et al. (2013) submeteram a palha de milho a pré-tratamento
hidrotérmico a temperatura de 200 °C por 5 minutos e observaram um aumento da
digestibilidade de 72 % da biomassa tratada para 28 % da biomassa néo tratada.

O tratamento hidrotérmico é considerado uma técnica promissora como o
primeiro passo no fracionamento e obteng¢ao de produtos de alto valor agregado, de
acordo com o conceito de biorrefinaria. Dependendo da condigao operacional, esse
tratamento pode causar diversos efeitos, incluindo a solubilizacdo das hemiceluloses
e a degradacao/alteracao da lignina. Devido a estes efeitos, os produtos obtidos sao
uma valiosa fonte de materiais para as industrias quimica, farmacéutica, de

alimentos e de energia (Ruiz et al., 2013).

2.4.1.2 Pré-tratamento com Hidroxido de Sédio (NaOH)

Varios produtos quimicos como acidos, bases, alcoois, agentes oxidantes tém
sido estudados como agentes no pré-tratamento da biomassa. Os pré-tratamentos
alcalinos envolvem o uso de bases tais como amdnia, hidroxidos de sodio, potassio,
calcio, amobnio. Estes agentes sdo relativamente baratos, faceis de manusear e

degradam relativamente menos celulose e hemiceluloses (Heggset et al., 2016).
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O principal efeito do tratamento alcalino € a remogao da lignina da biomassa
reduzindo assim o impedimento estérico de enzimas hidroliticas e melhorando a
reatividade dos polissacarideos na hidrolise (Teixeira et al., 2014). A eficacia do preé-
tratamento alcalino é dependente da estrutura fisica e da composi¢cao quimica do
substrato, bem como das condi¢des de tratamento (Chen et al., 2013).

O Hidroxido de sodio € um dos catalisadores basicos mais fortes. Esta base
forte ataca de forma eficaz a ligac&do entre lignina e hemiceluloses e, em particular,
favorece a clivagem das ligagdes éster e carbono-carbono em moléculas de lignina
(acido ferulico) (Kim et al., 2016).

Zhu et al. (2015) mostraram que a digestibilidade da biomassa aumentou
cerca de 9 vezes em Miscanthus quando tratada com 0,2 M de NaOH a 180 °C
durante 40 minutos. Além disso, a biomassa submetida ao pré-tratamento alcalino
apresentou maior deslignificacdo (50,61 mg de lignina residual) em relagdo as
biomassas pré-tratadas com 0,2 M de H,SO4 (117,8 mg de lignina residual) e
submetida a pré-tratamento hidrotérmico (119,48 mg de lignina residual) nas
mesmas condi¢des (40 minutos, 180 °C).

Maryana et al. (2014) otimizaram as condicbes de pré-tratamento com
hidroxido de sodio utilizando bagago de cana, obtendo como melhores condi¢des de
trabalho 1 N de NaOH a 100 °C durante 30 minutos, com aumento de percentual de
celulose de 44,4 % (nao tratado) para 62,3 %, e 60 % de deslignificagao.

Gao et al. (2013) realizaram pré-tratamento de bagaco de cana utilizando 0,25
M de NaOH a 80 °C por 3 horas e obtiveram 78 % de deslignificacdo e um aumento
de 40 % de conversao enzimatica apds sacarificacdo do material pré-tratado em
relagado ao nao tratado.

Desse modo, o pré-tratamento alcalino utilizando hidroxido de so6dio mostra
ser eficaz na remogdo da lignina da biomassa, promovendo o aumento dos

rendimentos na etapa de hidrélise enzimatica.

2.4.2 Hidrdlise da Biomassa

A hidrdlise pode ser realizada por meio de duas técnicas basicas: hidrolise
com acido ou hidrélise com enzima.

A hidrélise acida pode ser realizada com acido concentrado ou diluido.
Técnica com acido concentrado normalmente é feita a baixas temperaturas (cerca

de 30 °C) e resulta em rendimentos altos tanto de hexoses quanto de pentoses (85-
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90 % da teoria), causando apenas uma limitada quantidade de produtos de
degradagao de agucares. Porém, o uso de grandes quantidades de acido necessita
de uma recuperacéo eficiente do mesmo. Além disto, requer o uso de equipamentos
de material resistente devido a natureza corrosiva do acido. O &cido diluido também
pode ser usado, porém € necessario utilizar temperaturas mais altas (em torno de
180-230 °C) para que sejam alcangados altos rendimentos de glicose. Entretanto,
altas temperaturas favorecem a degradacdo da celulose e hemiceluloses em
produtos que podem inibir a etapa da fermentacéo (Ogeda & Petri, 2010; Huang &
Fu, 2013).

A hidrdlise enzimatica requer uma etapa prévia de pré-tratamento de forma a
aumentar a acessibilidade das enzimas hidroliticas aos biopolimeros. O processo
enzimatico € considerado mais vantajoso do que o uso de produtos quimicos. As
conversdes enzimaticas permitem trabalhar em condi¢cbées mais brandas além de
possibilitar rendimentos mais préximos aos tedricos devido a alta especificidade das
enzimas. Apesar destas vantagens, um grande desafio consiste em tornar o
processo enzimatico técnico e economicamente viavel (Verardi et al., 2012). Apesar
da reducao significativa (20 vezes menor) nos custos de producdo de enzimas
relatadas pelas principais empresas produtoras de enzimas na ultima década, as
enzimas ainda sao responsaveis por pelo menos 15 % dos custos de producido do
etanol de segunda geracéao (Varnai et al., 2013).

Muitos fatores podem influenciar na hidrélise enzimatica da celulose em
materiais lignoceluldsicos: concentragdo de substrato, quantidade de lignina,
cristalinidade da celulose, porosidade da fibra, grau de polimerizagéo, conteudo das
hemiceluloses, composicédo e quantidade do coquetel enzimatico (Alvira et al., 2010;
Kadam et al., 2004).

A degradacdo completa da celulose € atribuida a agédo sinérgica de trés
celulases, sendo estas: endoglucanases (EGs, EC 3.2.1.4), exoglucanases (CBHs,
EC 3.2.1.91) e B-glicosidases (EC 3.2.1.21). Endoglucanases atuam de forma
aleatédria nas ligagdes glicosidicas internas, na por¢ao amorfa de celulose, liberando
oligossacarideos em varios graus de polimerizagdo. Exoglucanases
(celobiohidrolases, CBHs) sao divididos em duas categorias: o Tipo | atua a partir da
extremidade redutora da cadeia, enquanto as enzimas do tipo Il atuam na
extremidade nao redutora da cadeia de celobiose (dimero de glicose). Beta-
glicosidases hidrolisam a celobiose em moléculas de glicose (Juturu & Yu, 2014).
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Estudos recentes apontam a participacdo das enzimas CBM33 e GHG61
(monooxigenases liticas de polissacarideo), além das CDH (celobiose
desidrogenase) na degradagdo do polimero de celulose juntamente com as
celulases (Figura 12) (Dimarogona et al., 2013). Essas enzimas sao classificadas de
"Atividades Auxiliares" (AA), uma nova categoria de enzimas criada no banco de
dados do CAZy (www.cazy.org.br), que reune as monooxigenases liticas de
polissacarideo e enzimas redox envolvidas na degradac&o de lignina (Dutta & Wu,
2014).

As enzimas CBM33 e GH61, atualmente classificadas de AA9 e AA10
respectivamente, ligam-se em regides cristalinas do polimero de celulose, atuando
por meio de mecanismo oxidativo, dependentes de ions bivalentes, oxigénio
molecular e doadores de elétrons, levando a quebra de ligagdes glicosidicas e

aumentando o acesso das celulases a biomassa (Corréa et al., 2016).
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Figura 12 - Um esquema atual simplificado da degradag¢ao enzimatica da celulose,
envolvendo EG, CBHs, B-glicosidase, CDH, AA9, monooxigenases (Adaptado de

Dimarogona et al., 2013).
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Estruturalmente, as celulases sdo compostas por um dominio catalitico (CD -
Catalytic domain) que pode estar ligado a outros dominios modulares, incluindo os
modulos de ligagao a celulose (CBM - Carbohydrate Binding Module). Desse modo,
em um dos dominios reside a atividade catalitica, no outro, a capacidade de ligagao
a celulose. O CBM tem papel principal de aumentar a concentragdo de enzimas na
superficie do polissacarideo, auxiliando a adsor¢cao da enzima ao substrato, ainda
que possa promover ligagdes improdutivas no substrato (Pakarinen et al., 2014). Os
CBM aumentam a adsorg¢do das CDs ao substrato, promovem o alinhamento das
fibrilas de celulose para melhor ancoragem das CDs, modificando a estrutura do
substrato para facilitar a hidrdlise enzimatica (Reyes-Ortiz et al., 2013).

As celulases podem ser produzidas por uma grande variedade de micro-
organismos mas apenas alguns produzem niveis elevados de celulases extracelular
capazes de solubilizar celulose cristalina (Behera & Ray et al., 2016). As celulases
sdo produzidas principalmente por fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e
Trichoderma Sp. O Trichoderma reesei foi o primeiro fungo a ser utilizado na
producao industrial de celulase, permanecendo ainda como a fonte mais utilizada.
Este fungo produz duas exoglucanases, ao menos cinco endoglucanases e duas [3-
glicosidades. Ja o fungo filamentoso Aspergillus é tido como melhor produtor de exo
e endoglicosidades e ¢é reconhecido pelas elevadas concentragbes de -
glicosidases, o que representa uma vantagem no processo de sacarificagdo da
biomassa (Rodriguez-Zufiga et al., 2014). A combinagcdo das enzimas produzidas

varia entre as espeécies do micro-organismo.

2.4.3 Fermentagao Alcodlica

Apo6s hidrélise enzimatica, € necessaria a etapa de fermentagdo que consiste
em um processo biolégico anaerdbico em que os agucares liberados na hidrélise
enzimatica sdo convertidos a etanol por meio de acdo microbiana. Essa etapa do
processo pode ocorrer juntamente com sacarificagdo — Sacarificacao e Fermentagao
Simultaneas (SSF), ou separadamente - Sacarificagao e Fermentagao em Separado
(SHF).

O processo de sacarificagdo e fermentacédo em separado (SHF) € o método
convencional que se baseia em duas etapas, em que a hidrdlise e a fermentacao
ocorrem separadamente. Esta técnica permite que cada etapa (hidrolise e
fermentagcdo) ocorram em condi¢gdes oOtimas, geralmente com hidrélise a 50 °C,
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enquanto que a temperatura 6tima da fermentagdo se da pelo micro-organismo
produtor de etanol, geralmente Saccharomyces cerevisiae, em torno de 32 °C
(Dahnum et al., 2015).

No processo de sacarificagcdo e fermentagdo simultanea (SSF), a hidrdlise
enzimatica e a fermentacdo ocorrem em um mesmo reator. Esse método foi
primeiramente apresentado por Gauss et al. 1976. Os autores afirmaram que o
rendimento em glicose de uma hidrolise enzimatica tradicional separada foi baixo,
provavelmente pela inibicado provocada pelos produtos finais, glicose e celobiose. Os
autores, no entanto, mostram que no processo SSF foi obtido um rendimento mais
elevado, o qual foi atribuido a remogdo de glicose e celobiose a partir da
fermentacdo e a consequente diminuigao da inibigdo pelo produto final (Olofsson et
al., 2008). A reducdo da inibicao pelo produto final ndo € considerada a Unica
vantagem do processo SSF. O processo SSF possui menor custo e tempo de
processo, uma vez que nao necessita de reatores para hidrélise e fermentacgao,
utilizando apenas um reator para as duas etapas. Varios compostos inibidores da
hidrélise enzimatica, presentes em hidrolisados oriundos de pré-tratamento, podem
ser consumidos durante a fermentagao. Esta pode ser uma explicagéo provavel por
tras dos maiores rendimentos de etanol em processos SSF comparados com SHF
(Tengborg et al., 2001).

No entanto, o processo apresenta algumas desvantagens em relacdo ao
processo SHF, como, por exemplo, a necessidade de encontrar condigbes
favoraveis (temperatura, pH) de condugdo do processo de hidrdlise enzimatica
dentro da faixa 6tima do micro-organismo fermentador, dificultando a otimizagédo dos
processos. Além disto, ha a dificuldade de reciclar o micro-organismo fermentador e
as enzimas (Ask et al., 2012).

Uma outra forma de processo tem sido estudada com o objetivo de diminuir
as desvantagens do processo SSF, a sacarificagdo e fermentagdo semi-simultédnea
(SSSF). Este processo é dividido em duas fases: pré-hidrolise, em que se adiciona
apenas substrato e enzima, incubados em condigdes 6timas de hidrolise por um
curto periodo de tempo. Posteriormente, a temperatura € diminuida e sao
adicionadas leveduras, iniciando processo de SSF. A principal vantagem do
processo SSF € a hidrdlise nas condicdes 6timas das enzimas, o que possibilita o
inicio da fermentagdo com uma concentracdo de acgucar superior ao inicial do

processo SSF (Gongalves et al., 2014).
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Em todos os processos descritos anteriormente faz-se necessario a adigao de
enzimas para produgdo de etanol. O bioprocesso consolidado (CBP) é uma
abordagem recente que combina a producdo de enzimas, sacarificagdo e
fermentagdo numa unica etapa e realizado pelo mesmo micro-organismo. Para isto,
€ necessaria a modificagcdo de micro-organismos, tornando-os capazes de produzir
enzimas celulases e hemicelulases além de realizar a fermentacdo alcodlica. A
aplicagdo do CBP possui menores custos com aquisi¢do e producado de enzimas,
sendo uma das principais vantagens dessa técnica. Todavia, ainda nédo existem
micro-organismos capazes de produzir enzimas e etanol em niveis desejaveis,
embora ja existam alguns micro-organismos capazes de realizar as duas func¢des
(Hasunuma & Kondo, 2012).

A Figura 13 apresenta um resumo das técnicas de producdo do etanol de

segunda geragao.

Produgio SHF
de Enzimas
Hidealise Fermentacio Fermentacao Deslﬂa{;af’n e
de Hexoses de pentoses Separacao
Prodiscas S5F
de Enzimas

Hidrdlise—Fermentagao de Fermentagio [WMNg Destilagio e
Hexoses de pentoses Separagdo
Biomassa Produgio SCE
Lignoceluldsica de Enzimas
Hidrolise — Fermentagao de Hexoses e Pentoses = I Dﬁm‘?{a} i
Separacio
CBP
Produgdo de enzimas + Hidrolise + Fermentagio Destilacio e
de Hexose e Pentose Separacio

Figura 13 - Técnicas de producdo do etanol de segunda geragdo (Adaptado de
Devarapalli & Atiyeh, 2015).

A Tabela 3 apresenta comparagao entre as diferentes técnicas de produgao

de etanol de segunda geracéo.
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Tabela 3 - Comparacédo dos diferentes processos fermentativos para etanol de

segunda geracgao (Harun et al., 2011).

Processos Vantagens Desvantagens
SHF Hidrolise e Fermentagao sao Efeito inibidor, contaminagao
realizadas nas condicdes 6timas
SSF Menor carga enzimatica, alto S o
. Hidrdlise e fermentag&o n&o
rendimento de etanol, menor L
o ocorrem nas condigdes 6timas,
efeito inibitério, menor
L menor controle do processo
contaminacao
SSCF Menor tempo, alto rendimento de Hidrdlise e fermentagao nao
etanol, menor risco de ocorrem nas condi¢des otimas,
contaminagao maior carga enzimatica
CBP Falta de micro-organismos

Custo beneficio, energeticamente . .
o disponiveis, menor controle do
eficiente.
processo

Independente da rota tecnolégica, o principal desafio para produg¢ao do etanol
de segunda geracdo envolve o custo de produgédo. Neste sentido, tornam-se
necessarios avangos em pesquisas no desenvolvimento de processos de pré-
tratamento mais eficientes, melhoria dos coquetéis enzimaticos, avangos na area de
engenharia genética na descoberta de novos micro-organismos para alcancar a
producao de bioetanol sustentavel.

Além disto, pesquisas com diferentes matérias-primas também séao
necessarias para a producao desse combustivel, uma vez que o Brasil se destaca
como um dos maiores produtores agricolas do mundo e, em consequéncia disto, &
capaz de gerar grandes quantidades de rejeitos e residuos agroindustriais. A
bananeira esta entre as biomassas mais acessiveis. O aproveitamento do
pseudocaule da banana pode servir como fonte alternativa e renovavel de energia,
aléem de contribuir com a reducédo de residuos no meio ambiente, o que pode
agregar valor a matriz produtiva da fruta e reduzir o risco de perdas provocado por

sua comercializagao.



28

3. Material e Métodos
3.1 Matéria-prima

O pseudocaule de bananeira utilizado nesse trabalho foi gentilmente fornecido
pela UNIMONTES/Campus Janauba, localizado no municipio de Janauba-MG.

O pseudocaule de bananeira, obtido de bananeira cultivar Prata ana, foi colhido
manualmente, cortado em pedacos menores, secos em temperatura ambiente até
apresentarem umidade em torno de 15 %. Apds o periodo de secagem, foram
submetidos a um processo de moagem com objetivo de reduzir o tamanho das
particulas, utilizando um desintegrador (moinho martelo) com peneira de 20 mesh.
Em seguida os materiais foram armazenados em sacos plasticos, hermeticamente

fechados, e armazenados a - 20 °C para evitar crescimento de micro-organismos.

3.2 Pré-tratamento

Os materiais moidos (20 mesh) foram enviados em sacos hermeticamente
fechados para Institute of Food Research - IFR em Norwich, Reino Unido. Antes de
efetuar os pré-tratamentos, as amostras de pseudocaule de bananeira foram moidas
em moinho criogénico modelo Spex Modelo 6700 (Spex Industries, Inc., Edison, NJ).

Foram realizados pré-tratamentos hidrotérmico e alcalino utilizando hidroxido
de sddio. As variaveis avaliadas nessa etapa foram temperatura e concentracao de
NaOH, com o objetivo de obter maior teor de fragdo celuldsica, extraindo maior
quantidade de interferentes (hemiceluloses e lignina).

No pré-tratamento hidrotérmico amostras de 0,75 g pseudocaule de bananeira
moido foram tratadas com 14,25 mL de agua milli-Q durante 10 minutos utilizando
micro-ondas Biotage® Initiator nas seguintes temperaturas: 130 °C, 150 °C, 160 °C,
170 °C, 180 °C, 190 °C, 200 °C, 210 °C, 220 °C e 230 °C. Os ensaios de 220 °C e
230 °C nao foram feitos nessas temperaturas e sim a 210 °C, levando-se em conta o
fator de severidade de cada condigdo. Assim o ensaio de 220 °C por 10 minutos foi
feito a 210 °C por 20 minutos por apresentarem mesmo fator de severidade. O
mesmo foi realizado com o ensaio a 230 °C por 10 minutos, que possui mesmo fator
de severidade da condigéo de 210 °C por 40 minutos.

Para o pré-tratamento com NaOH foi realizado um DCCR (Delineamento
Composto Central Rotacional) considerando 2 variaveis independentes em 2 niveis e
com 4 repeticdes do ponto central. Foram utilizadas amostras de 0,75 g de
pseudocaule de bananeira moido contendo 14,25 mL de solugbes de NaOH em
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concentracbes pré-determinadas pelo planejamento. Os pré-tratamentos foram
realizados em micro-ondas Biotage® Initiator.

A Tabela 4 apresenta os valores utilizados no planejamento experimental.

Tabela 4 - Valores utilizados no DCCR para as variaveis independentes avaliadas no
pré-tratamento com NaOH.

. Niveis
Variaveis
-1,21 -1 0 +1 +1,21
Temperatura (°C) 182 190 210 230" 238*
% NaOH (p/v) 0,3 0,5 1,0 1,5 1,7

* Foram realizados a 210 °C, considerando fator de severidade.

Assim como no tratamento hidrotérmico, os ensaios nas temperaturas de 230
°C e 238 °C foram realizadas a 210 °C por 40 minutos e 60 minutos
respectivamente, levando-se em conta o fator de severidade de cada condigao.

Os valores de hidrolise enzimatica do pré-tratamento alcalino com NaOH
foram entao utilizados para analise, visando a maximizagao da liberacéo de glicose.
Nesta etapa foi utilizado o programa computacional Design-Expert 7.0.

Ao final de cada pré-tratamento, os frascos contendo meios reacionais (licor +
biomassa tratada) foram centrifugados por 15 minutos a 2000 rpm para coleta dos
licores. As biomassas pré-tratadas foram transferidas para tubos Falcon de 50 mL,
completando o volume para 30 mL com agua milli-Q. Os sdlidos pré-tratados foram
lavados 4 vezes, sendo o conteudo final avolumado para 30 mL com agua milli-Q e
mantidos em freezer (-18 °C) para analise da matéria seca, quantificagdo dos
carboidratos dos sodlidos, além dos processos de hidrolise enzimatica e SSF.

As lavagens foram coletadas juntamente com os licores e mantidos a -18 °C
para analises posteriores.

3.2.1 Calculo do Fator de Severidade

O indice de severidade permite avaliar o quao severo foi o pré-tratamento
empregado no material vegetal através da relagdo entre temperatura de pre-
tratamento e tempo de reacao.

O fator de severidade foi calculado de acordo com a equacido 1, conforme

proposto por Overend et al, 1987.
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Fator de Severidade = Logq [t(min) . exp!T(©)100/14.79)) (1)

Onde t é o tempo de pré-tratamento e T € a temperatura empregada no processo.

3.3 Determinagao da matéria seca dos pré-tratados

Foram transferidas 0,84 mL do conteudo dos tubos Falcon (solido pré-
tratados + agua Milli-Q) para microtubos de 1 mL previamente pesados. As placas
contendo os tubos foram mantidas em liofilizador (Lyotrap LTE scientific Ltd., Reino
Unido) até completa secagem dos solidos. Em seguida, as placas foram transferidas
para dessecador e apoOs atingirem a temperatura ambiente, cada microtubo foi

pesado, determinando-se assim a matéria seca das amostras.

3.4 Quantificagao dos Carboidratos

A quantificagdo do teor de carboidratos (glicose, xilose, arabinose, galactose,
manose, fucose) dos pré-tratados solidos foram baseadas nos procedimentos
padrdes descritos por Renewable Energy Laboratory (NREL) (NREL, 2011).

ApOs realizacdo das etapas de hidrolise enzimatica e SSF, o restante do
conteudo dos tubos Falcon (pré-tratado sdlido + agua milli-Q) foi liofilizado até
completa secagem dos sélidos.

Pesou-se aproximadamente 0,5 mg de cada amostra de pseudocaule de
bananeira seco, em tubos de ensaio devidamente etiquetados. Adicionou-se 200 uL
de HySOq4 (p/p) 72 % e duas esferas de vidro em cada tubo para agitagdo ocasional
durante incubacao de 3 horas em temperatura ambiente.

Depois de transcorrido o tempo da hidrélise acida, foi adicionado 2,2 mL de
agua a cada tubo, seguida de agitacao, resultando em uma concentragao de H,SO4
de 1 M. Para completa hidrdlise dos oligdmeros, os tubos foram incubados a 100 °C
por 2,5 horas e em seguida, foram adicionados 200 uL de solu¢do de 2-deoxiglicose
(padrao interno) 1,0 mg/mL.

Apds serem centrifugados (3500 rpm por 3 min), foi transferido 1,0 ml de cada
sobrenadante para outros tubos vazios devidamente identificados. Adicionou-se a
esses tubos, 300 pL de solugdo NH3 (p/p) 25 %, seguido de agitagdo. Adicionou-se
100 pL de NH; 3 M contendo 150 mg/mL de NaBH4, seguido de 1 hora de

incubacao a 30 °C.
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Apos esse periodo, os tubos foram mantidos em gelo durante adicao de 200
ML de acido acético glacial e 450 pL de 1-metilimidazona e 3,0 mL de anidrido
aceético. Os tubos foram incubados por 30 minutos a 30 °C. Transcorrido o tempo de
incubagao, adicionou-se 3,5 mL de agua destilada e 3,0 mL de diclorometano. Apos
os tubos serem centrifugados (3000 rpm por 3 minutos), a fase organica foi
transferida para novos tubos vazios e devidamente identificados. Adicionou-se 2,0
mL de diclorometano aos primeiros tubos, com objetivo de retirar toda a fase
organica, transferindo-a para os novos tubos ja contendo parte da fase organica.

Os tubos contendo fase orgéanica foram incubados em fluxo laminar sob gas
nitrogénio a 40 °C utilizando bloco digestor para evaporagao do diclorometano.

Ap6s evaporacao completa do diclorometano, adicionou-se 1,0 mL de
acetona e em seguida transferiu-se o conteudo para vials para posterior analise dos
mondmeros de agucares por Cromatografia Gasosa em um sistema PerkinElmer
Autosystem XL GC (PerkinElmer, Seer Green, Bucks., UK) contendo coluna Rtx®-
225 (Thames Restek UK Ltd, Saunderton, UK).

Foram preparadas curvas padrdao de concentracbes dos mondmeros de
agucares (glicose, xilose, arabinose, manose, fucose, ramnose) (apéndice A). Todas

as analises foram feitas em ftriplicata.

3.5 Micro-organismo
Nos experimentos de avaliacdo da fermentabilidade do pseudocaule de
bananeira, utilizou-se a estirpe da levedura Saccharomyces cerevisiae NCYC 2826

(Colegéo Nacional de Culturas de Leveduras, Norwich, Reino Unido).

3.5.1 Manutencao da levedura

As leveduras cultivas foram mantidas em meio solido inclinado (Tabela 5),
durante 2 dias a 25 °C, e em seguida foram mantidas sob refrigeracdo (4 °C)
(Elliston et al., 2013).
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Tabela 5 - Composicao do meio de cultura para manutencdo da Saccharomyces
cerevisiae NCYC 2826.

Componente do meio de cultura  Concentragao (%)

Glicose 1,0
Peptona 0,5
Extrato de levedura 0,3
Extrato de malte 0,3
Agar 2,0

3.5.2 Preparagao do Inéculo

A cultura estoque foi ativada através do repique do estoque em frascos
contendo 10,0 mL de meio de cultura liquido base de nitrogénio para levedura
(YNB), seguido de incubacéo a 25 °C por 3 dias.

Apos esse periodo, os conteudos dos frascos foram transferidos para tubo
Falcon de 50 mL, sendo o frasco centrifugado a 2000 rpm por 3 minutos (Centrifuga
5810 R, Eppendorf Ltd., Stevenage, Reino Unido), o sobrenadante descartado e as
células das leveduras ressuspensas utilizando 30 mL de meio YNB. Foi realizada
uma nova centrifugacédo e descarte do sobrenadante, e ressuspensao das células
utilizando 30 mL de meio YNB + tampé&o acetato de sédio pH 5,0. O conteudo do
tubo Falcon foi transferido para baldao volumétrico 50 mL, completado volume com
YNB + tampao. Uma amostra do in6culo foi coletada para posterior quantificagéo
celular.

Todo o procedimento de preparo do pré-inéculo de fermentacao foi realizado

em ambiente estéril.

3.5.3 Quantificagao celular

As células pré-cultivadas foram quantificadas utilizando um leitor de contagem
de células (NucleoCounter® YC-100 ™, ChemoMetec, Allergd, Dinamarca) para
identificagdo de células mortas e células totais.

A quantificacdo das células totais foi realizada pela leitura direta da solugao
do indculo, sem diluir. A quantificacdo das células mortas foi realizada pela
suspensdo da 10 uL da solugdo do inéculo em 490 uL de tampao de lise e posterior
leitura no leitor de contagem de células.
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Para quantificar o total de células viaveis do cultivo, calculou-se a diferenca

entre o total de células totais e o total de células mortas.

3.6 Hidrélise enzimatica e SSF
3.6.1 Hidrélise enzimatica e SSF em microtubos de 1 mL

Para hidrolise enzimatica e SSF foram utilizadas placas contendo 96
microtubos de 1 mL cada (Elliston et al., 2015).

No processo de hidrolise enzimatica, cada microtubo continha 0,84 mL do
conteudo dos tubos Falcon (sélido pré-tratado + agua Milli-Q) e meio YNB
tamponado com acetato de sédio (pH 5,0) contendo celulases comerciais Cellic Ctec
2 (Ctec 2, Novozymes A/S, Bagasvaerd, Dinamarca) com carga enzimatica de 50
FPU/g de sélido e 0,1 g/L de reagente Timerosal para evitar contaminacao
microbiana. A cada microtubo foram adicionadas duas esferas de vidro para facilitar
agitacao.

Em SSF cada microtubo continha 0,84 mL do conteudo dos tubos Falcon
(sélido pré-tratado + agua Milli-Q) e meio YNB tamponado com acetato de sédio (pH
5,0) contendo celulases comerciais Cellic Ctec 2 (Novozymes) com carga enzimatica
de 50 FPU/g de sdlido e suspensao da levedura Saccharomyces cerevisiae NCYC
2826.

As placas de hidrolise enzimatica e SSF foram incubados em sala climatizada
a 25 °C em shaker rotativo sob agitacdo de 120 rpm por 120 horas. Ao final da
hidrélise e SSF, amostras de cada microtubo foram coletadas para quantificacdo de

acgucares e etanol por HPLC.

3.6.2 Hidrélise enzimatica e SSF em tubos de 20 mL

A analise dos resultados de hidrélise enzimatica dos pré-tratados hidrotérmico
e alcalino com NaOH permitiu selecionar as melhores condi¢cdes de cada tipo de pré-
tratamento considerando a quantidade de glicose liberada. Dessa forma a melhor
condicdo de cada pré-tratamento foi submetida a hidrélise enzimatica e SSF em
maior escala (tubos de 20 mL) avaliando diferentes temperaturas de incubagao.

Os experimentos foram realizados em frascos de 20 mL, em volume total de
10 mL sendo 9 mL de solugéo contendo pseudocaule de bananeira (pré-tratado e in
natura) + 1 mL de solugéo contendo enzima, leveduras e meio de cultura YNB (SSF)

ou enzima, meio YNB e Timerosal (hidrolise enzimatica).
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Os tubos para SSF foram submetidos a incubagdes em temperaturas de 25
°C e 37 °C e os tubos de hidrélise enzimatica submetidos a temperaturas de 25 °C e
50 °C. A condugado dos experimentos foi semelhante aos descritos no item 3.6.1
exceto a escala dos processos e temperaturas de incubagdo empregados. Ao final
da hidrolise e SSF, amostras de cada tubo foram coletadas para quantificacdo de

acgucares e etanol.

3.7 Métodos Analiticos
3.7.1 Determinagao dos agucares e etanol

As amostras coletadas de todos os experimentos foram filtradas em filtro de
0,22 ym e em seguida adicionados em vials devidamente selados e identificados. A
determinacao da concentragao de glicose e etanol foi realizada por HPLC (LC Série
200, Perkin Elmer, vidente Green, Reino Unido) equipado com um detector de indice
de refragdo, utilizando uma coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad Laboratories Ltd,
Hemel Hempstead, Reino Unido), coluna de guarda operando a 65 °C utilizando 5
mM H>SO4 como fase moével, a uma vazao de 0,6 mL/min.

O rendimento da hidrélise enzimatica foi determinado a partir da por¢cao de
celulose hidrolisada, representada pela concentragdo de glicose liberada apds o
processo de hidrdlise enzimatica, calculado de acordo com a seguinte formula
(NREL, 2008) (equagao 2):

Conversao enzimatica (%) = [glicose] x 0,9 x 100 (2)
celulose (g)

Sendo: glicose = concentragdo de glicose apds hidrolise enzimatica (g/L)

celulose = massa de celulose na biomassa (g)

Em relagédo ao rendimento de etanol, o calculo foi realizado considerando que
toda a porgdo de glicose dos materiais estariam disponiveis para conversdo para
fermentacado, considerando que a partir de 1 g de glicose sdo geradas 0,511 g de

etanol (coeficiente de Gay - Lussac) (equacgéo 3).

Rendimento de Etanol (%) = [etanol] x 100 (3)
[glicose inicial] x 0,511
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Sendo: etanol = concentragao final de etanol (g/L)
glicose = concentragao inicial de glicose (g/L)

0,511 = fator de conversao de glicose para etanol.

3.7.2 Quantificagcdo dos licores e aguas de lavagens provenientes dos pré-
tratamentos

Os licores e aguas de lavagens de cada condicdo de pré-tratamento foram
coletados e filtrados em filtro de 0,22 ym e em seguida adicionados em vials
devidamente selados e identificados.

Os licores foram analisados quanto ao teor de agucares (glicose, xilose),
furfurais (furfural e hidroximetilfurfural) e acido acético utilizando HPLC equipado
com detector de indice de refracdo e detector de arranjo de fotodiodos a 210 nm,
coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad Laboratories Ltd, Hemel Hempstead, Reino
Unido), coluna de guarda operando a 65 °C utilizando 5 mM H>SO4 como fase

movel, a uma vazao de 0,6 mL/min.

4. Resultados e Discussoes
4.1 Pré-tratamento Hidrotérmico do Pseudocaule de Bananeira

O pré-tratamento hidrotérmico tem a fungdo de reduzir a recalcitrancia da
biomassa vegetal utilizando calor e pressdo para quebrar as ligagbes complexas
entre lignina, celulose e hemiceluloses. O mecanismo principal envolve a remogéao
de hemiceluloses, expondo a fragdo remanescente de celulose, tornando-a mais
acessivel a digestdo enzimatica (Agbor et al., 2011). Amostras de pseudocaule de
bananeira foram submetidas a pré-tratamento hidrotérmico ao longo de uma faixa de
temperaturas de 130 °C a 210 °C. Na Tabela 6 estao dispostos os rendimentos de
recuperacao da fragcao insoluvel apds o pré-tratamento hidrotérmico, bem como os

valores do fator de severidade de cada condicio realizada.
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Tabela 6 - Rendimentos de recuperacdo do pseudocaule de bananeira apds pré-
tratamento hidrotérmico e o fator de severidade de cada condigédo de pré-tratamento.

Ensaios Fator de severidade Rendimento* (%)
130 °C /10 min 1,88 75,49
150 °C /10 min 2,47 73,81
160 °C /10 min 2,77 72,65
170 °C /10 min 3,06 71,49
180 °C /10 min 3,36 70,15
190 °C /10 min 3,65 67,80
200 °C /10 min 3,94 61,49
210 °C/ 10 min 4,24 61,89
210 °C /20 min 4,53 61,18
210 °C / 40 min 4,84 57,20

* Rendimento em relagao a fragcéo solida

Os rendimentos das reagdes de pré-tratamento hidrotérmico apresentaram
faixa percentual de 57-75 %, sendo que os menores valores se referem aos maiores
fatores de severidade. Fator de severidade é determinado pela temperatura e tempo
de pré-tratamento. O aumento da temperatura e tempo de pré-tratametno favorece a
solubilizacdo dos componentes da biomassa, principalmente polissacarideos nao-
celulésicos. A maior perda de sélido foi referente ao maior fator de severidade (4,84),
aproximadamente 43 % dos componentes do pseudocaule foram solubilizados e
removidos através das lavagens realizadas logo apos o pré-tratamento. Ja a
condigdo que apresentou o maior rendimento foi obtido no fator de severidade de
1,88 (130 °C / 10 min) com 75,49 % de recuperagao percentual de solido (24,51 %
dos componentes solubilizados). A Tabela 7 apresenta a composi¢cao dos agucares
dos solidos in natura e apos pré-tratamento hidrotérmico. Os percentuais de glicose
foram multiplicados pelos respectivos rendimentos de reacdo para analisar as
alteracbes na composi¢cao do pseudocaule de bananeira pré-tratado em relacdo ao

material in natura.
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Tabela 7 - Composi¢ao dos agucares da fragao sélida do pseudocaule de bananeira
in natura e apos pré-tratamento hidrotérmico.

Ensaios Carboidratos (p/p) % matéria seca Rendimento Glicose*
Ram Fuc Arab Xil Man  Gal Glic (%) (%)
130°C/10min 0,30 0,09 5,05 10,00 0,82 1,13 4534 75,49 34,23
150°C/10min 0,33 0,0 5,05 964 080 1,03 4597 73,81 33,93
160°C/10min 0,37 0,11 559 1044 0,93 1,25 49,63 72,65 36,06
170°C/10min 0,33 0,09 485 10,18 0,87 1,03 48,52 71,49 34,68
180°C/10min 0,34 0,09 5,12 11,06 0,92 1,08 53,04 70,15 37,21
190°C/10min 0,33 0,07 4,30 10,71 0,95 0,95 55,20 67,80 37,43
200°C/10min 0,28 0,05 294 876 089 0,73 53,75 61,49 33,05
210°C/10min 0,26 0,04 169 696 088 0,56 55,76 61,89 34,51
210°C/20min 0,26 0,05 2,08 6,22 0,85 0,52 56,79 61,18 34,74
210°C/40min 0,26 0,03 1,14 440 0,78 0,25 60,75 57,20 34,75
In natura 0,30 0,08 462 835 083 0,81 3962 100,00 39,62

* Glicose: percentuais de glicose corrigidos pelos respectivos rendimentos. Calculo
do ensaio 130 °C / 10 min: 45,34 x 0,7549 = 34,23. Ram: Ramnose, Fuc: Fucose,
Arab: Arabinose, Xil: Xilose, Man: Manose, Gal: Galactose, Glic: Glicose. Os valores
foram calculados com os seguintes desvios-padrdo: Ram: 0,06-0,00; Fuc: 0,03-0,00;
Arab: 0,87-0,00; Xil: 0,89-0,19; Man: 0,08-0,00; Gal: 0,19-0,01; Glic: 2,99-0,01.

A analise da influéncia da variavel temperatura sobre a porcentagem relativa
dos mondmeros de agucar na fragcdo solida pré-tratada do pseudocaule de
bananeira revelou que apenas o monossacarideo manose nao foi estatisticamente
significativo ao nivel de 95 % de confianga (p < 0,05). Vale ressaltar que a analise
estatistica mostrou que o modelo polinomial descreve melhor as porcentagens
relativas dos monémeros em fungao da temperatura, com excegao da glicose que foi
descrita por uma equagao linear. Os graficos e tabelas dos efeitos e coeficientes de
regressao de cada monémero estao apresentados no apéndice B.

Os resultados da Tabela 7 mostraram que, independente da condigcédo de pré-
tratamento empregada, as porcentagens relativas de glicose foram maiores em
relacdo ao percentual obtido para o material in natura. Este resultado pode ser
atribuido, principalmente, a remogao de outros agucares como fucose, arabinose e

xilose apods o pré-tratamento.
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Pdde-se observar que a maior solubilizagdo desses agucares ocorreu no pré-
tratamento a 210 °C por 40 minutos, tendo sido removidos em torno de 60 % de
fucose, 75 % de arabinose e 47 % de xilose.

Foram encontradas pequenas porcentagens de manose (0,78-0,95 %),
galactose (0,25-1,08 %), ramnose (0,26-0,37 %) e fucose (0,03-0,1 %) nos materiais
solidos, sendo que os menores valores foram detectados no maior fator de
severidade (210 °C / 40 min). A presenca desses acgucares (além de parte do
conteudo de arabinose) podem ser derivados de polimeros de pectina presentes no
material vegetal (Martins et al., 2016).

Além da solubilizacdo das hemiceluloses, a preservacao da fracdo celulésica
€ outro fator importante relacionado a eficiéncia de tratamento, no que diz respeito a
produgao de etanol celul6sico. Dentre as condigbes estudadas, o pré-tratamento a
210 °C por 40 minutos obteve a maior solubilizacao de xilose e arabinose, principais
componentes das hemiceluloses, e maior porcentagem relativa de glicose no
material, alcangado 61 % em relagéo a 39 % de glicose encontrados no material in
natura. Entretanto, levando-se em consideragdo o rendimento dos sélidos preé-
tratados, o ensaio realizado a 190 °C obteve o maior teor de glicose (37,43 %)
dentre os demais materiais pré-tratados.

Silva et al. (2009) realizaram pré-tratamento do pseudocaule de bananeira
utilizando 1 % (m/v) de H,SO4 a 120 °C por 10 minutos obtendo 55, 8 % de celulose
e 12 % de hemiceluloses em material pré-tratado em relagdo a 47 % de celulose e
17,3 % de hemicelulose obtidos do material ndo tratado. Ambye-Jensen et al. (2014)
realizaram pré-tratamento hidrotérmico sobre Grass silage que resultou em um
aumento de glicose de 25,2 % para 42,8 % e apenas 4 % de solubilizagdo de xilose
no pré-tratado hidrotérmico a 190 °C por 10 minutos, em relagcdo ao material nao
tratado.

Assim, pode-se concluir que o rendimento dos solidos pré-tratados, o
aumento da concentracdo da glicose e a reducdo dos demais agucares dependem
da severidade das condi¢des do pré-tratamento.

4.1.1 Quantificagao dos licores e aguas de lavagens

A Tabela 8 apresenta as concentragdes e os desvios médios de acido acético,
furfural, hidroximetilfurfural, xilose, arabinose e glicose apds o pré-tratamento
hidrotérmico do pseudocaule de bananeira.
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Tabela 8 - Composicdao dos licores obtidos de amostras de pseudocaule de
bananeira apés pré-tratamento hidrotérmico.

Licor (g/100 g de biomassa)

Ensaios ]

Furfural HMF Acido Acético Xilose Glicose Arabinose
130 °C /10 min 0 0 0,53+0,04 0,64+0,08 0 0
150 °C /10 min 0 0 0,65+0,03 0,44 £0,02 0 0
160 °C / 10 min 0 0 0,67+0,05 0,41+0,04 0 0
170 °C /10 min 0 0 0,76 £0,01 0,34 +0,04 0 0,07 £ 0,00
180 °C /10 min 0 0 0,86 +0,00 0,26+0,05 0,25+0,02 0,20+0,03
190 °C /10 min 0 0 0,94+001 0,22+0,00 0,8+0,03 0,54 +0,00
200 °C/ 10 min 0,05 = 0,01 0 1,12+0,01 0,19+0,01 0,16+0,01 0,48+0,17
210 °C /10 min 0,08 £ 0,02 0 1,27+0,27 0,16+0,04 0,08+0,01 0,29 +0,07
210°C/20 min 0,23+0,02 0,03+0,00 1,78+0,33 0,20+0,09 0,15+0,07 0,21 0,01
210°C/40 min 0,46 0,05 0,07+0,01 1,37+0,10 0,48+0,02 0,15+0,03 0,12+0,02

HMF: Hidroximetilfurfural

A anadlise da influéncia da variavel temperatura sobre a concentragdo dos
mondmeros de acgucar e furfurais na fragdo liquida (licor) proveniente do preé-
tratamento hidrotérmico do pseudocaule de bananeira revelou que apenas o
monossacarideo arabinose nao foi estatisticamente significativo ao nivel de 95 % de
confianga (p < 0,05). O modelo polinomial foi mais adequado para descrever as
concentragbes de furfural, hidroximetilfurfural, glicose, xilose e acido acético em
funcdo da temperatura. Os graficos e tabelas de efeitos e coeficientes de regresséo
de cada mondmero estao apresentados no apéndice B.

O pré-tratamento hidrotérmico promove a remocgao da fracdo de hemicelulose
das amostras em ambientes acidos. Inicialmente ocorre a hidrélise dos
polissacarideos em oligo e monossacarideos. Sob condi¢cdes de pré-tratamento mais
severas, hexoses e pentoses geradas durante o processo sofrem reagdes de
desidratacdo com formacgao de inibidores, como furfural e hidroximetilfurfural. O
acido acético é formado a partir da hidrolise dos grupos acetil da fracao de
hemicelulose, podendo funcionar como um catalisador durante o pré-tratamento
hidrotérmico (Jonsson & Martin, 2016).
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Analisando a Tabela 8 é possivel observar que a xilose foi 0 monossacarideo
predominante nos extratos aquosos pos hidrolisados, seguida de arabinose e
glicose. A xilose e a arabinose presentes podem ser provenientes da hidrolise da
hemicelulose, caracteristica do pré-tratamento hidrotérmico.

A glicose apresentou as menores concentracbes dentre os demais
componentes do licor. Isso pode ser explicado pelo fato de que a fracédo celuldsica é
menos susceptivel a hidrélise devido a sua estrutura cristalina, sendo necessaria
condi¢des de pré-tratamento mais severas.

Observa-se que as concentracdes de xilose e glicose diminuem a medida que
aumenta a temperatura de pré-tratamento. Uma possivel explicagdo seria a
degradagao desses agucares com formacao de acido organicos, além de furfural e
hidroximetilfurfural, tendo em vista que esses ultimos apenas sao detectados a partir
de 200 °C e 220 °C respectivamente. Min et al. (2015) submeteram palha de trigo a
tratamento hidrotérmico em dois estagios (120 °C por 30 minutos e 150 °C por 20
minutos) e encontraram maiores teores de furfurais (0,78 g/100 g biomassa),
hidroximetilfurfurais (0,22 g/100 g) e acido acético (1,83 g/100 g biomassa). Ibbett et
al. (2014) obtiveram maior teor de furfural (1,8 g/100 g) apds pré-tratamento
hidrotérmico do farelo de trigo sob 3 % de H;SO, a 170 °C por 10 minutos.
Entretanto, concentragdes de acido acético foram considerados similares (1,6 g/100
g) ao maior valor apresentado na Tabela 8 (1,78 g/100 g).

Amostras das aguas de lavagens dos solidos pré-tratados também foram
analisadas quanto aos teores de agucares e inibidores. Apds o pré-tratamento
hidrotérmico, os sélidos foram lavados quatro vezes utilizando o mesmo volume de
agua (30 mL). Nao foram detectados acgucares e inibidores em amostras
provenientes da terceira e quarta lavagens dos soélidos. A Tabela 9 apresenta as
concentragdes de acido acético, xilose e arabinose presentes nas aguas da primeira

e segunda lavagens dos solidos pelo processo hidrotérmico.
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Tabela 9 - Composicédo das lavagens dos sélidos pseudocaule de bananeira apos
pré-tratamento hidrotérmico.

Agua de lavagem (g/100 g de biomassa)

Ensaios 1° Lavagem 2° Lavagem

Acido Acético Xilose Arabinose Xilose Arabinose
130°C/10min  0,04+0,00 0,52+0,08 0,00 0,12 £ 0,00 0,00
150°C/10min  0,20+0,04 0,40+0,12 0,00 0,08 + 0,00 0,00
160°C/10min 0,12+ 0,04 0,28 £ 0,04 0,00 0,08 + 0,00 0,00
170°C/10min  0,24+0,04 0,20+0,04 0,02+0,00 0,00 0,00
180°C/10min 0,40 + 0,04 0,00 0,14 + 0,04 0,00 0,00
190 °C/10min 0,56 + 0,08 0,00 0,40 + 0,00 0,00 0,08 + 0,00
200°C/10min 0,76 +£0,12 0,20+0,04 0,08 +0,00 0,00 0,12+ 0,00
210°C/10min 0,64 +0,04 0,08+0,00 0,08 +0,04 0,00 0,12+ 0,00
210°C/20 min  0,64+0,00 0,16+0,04 0,04 +0,00 0,00 0,00
210°C/40min 0,64 +0,04 0,12+0,00 0,00 0,00 0,00

A anadlise da influéncia da variavel temperatura sobre a concentragdo dos
mondémeros de agucar e acido acético nas aguas de lavagem provenientes do pré-
tratamento hidrotérmico do pseudocaule de bananeira revelou que o
monossacarideo arabinose da primeira e segunda lavagens nao foi estatisticamente
significativo ao nivel de 95 % de confianga (p < 0,05). O modelo polinomial foi
utilizado para descrever as concentragdes de xilose (1° e 2° lavagens) e acido
acético. Os graficos e tabelas de efeitos e coeficientes de regressdo de cada
mondémero estao apresentados no apéndice B.

Como esperado, as concentracbes de acido acético e acucares foram
diminuindo a medida que foram realizadas as lavagens, até que nao fosse detectada
a presenga desses constituintes nas amostras de lavagens subsequentes. Na
primeira lavagem ja nao foram detectadas a presencga de glicose e furfurais (furfural

e hidroximetilfurfural). Na segunda lavagem n&o foi detectado acido acético.

4.1.2 Hidrdlise enzimatica
Nesta etapa do trabalho foi realizada a hidrdlise enzimatica dos pré-tratados
hidrotérmicos com objetivo de comparar o potencial dos materiais como fonte de

glicose para produgao de etanol. Para isso foram realizadas hidrélise enzimatica de
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cada condigao do pré-tratamento hidrotérmico, utilizando tubos de 1 mL contendo
0,84 mL de meio reacional em cada (sélidos + enzimas), utilizando 2,5 % (p/v) de
sélidos, 50 FPU/g de biomassa, sendo as placas contendo os tubos incubadas a 25
°C, sob agitagao de 120 rpm. Todas as analises foram realizadas em ftriplicata.

Os valores das médias de conversdo enzimatica em amostras de
pseudocaule in natura e apés pré-tratamento hidrotérmico foram avaliadas segundo
método de comparagéao de médias (teste t). A avaliagao foi realizada comparando-se
cada um dos valores de conversao enzimatica entre si. A Figura 14 apresenta os
dados de hidrélise enzimatica de amostras de pseudocaule de bananeira in natura e

apods pré-tratamento hidrotérmico.
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Figura 14 - Conversdo enzimatica de amostras do pseudocaule de bananeira in
natura e apos pré-tratamento hidrotérmico. Médias seguidas de mesma letra em
cada coluna nao diferem entre si pelo teste t a 95 % de probabilidade.

As conversdes variaram entre 44 % (5,40 g/L de glicose) e 62 % (7,60 g/L de
glicose) em 120 horas de hidrolise enzimatica, sendo que os maiores rendimentos
foram alcangados em hidrélise enzimatica de materiais pré-tratados a 220 °C (62 %
de conversao enzimatica) e 210 °C (60 % de conversdo enzimatica). Os menores
valores de conversdao enzimatica foram obtidos quando se utiliza menores
temperaturas de pré-tratamento (40-50 % converséao).

Apos analise estatistica dos dados, verificou-se que nao houve diferenca

estatistica significativa entre as médias dos materiais pré-tratados (a partir de 170
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°C) e material in natura. Este resultados indicam que o pré-tratamento hidrotérmico
nao contribuiu para melhoria do rendimento final de glicose no processo de hidrdlise
enzimatica.

A conversao enzimatica de pré-tratados em temperaturas de até 170 °C
apresentaram valores menores do que a conversao enzimatica do material in natura.
E provavel que essas condigdes de pré-tratamento ndo tenham sido suficientes para
remocédo das fracbes de hemiceluloses e lignina. Em alguns casos, a lignina
proveniente de biomassa pré-tratada pode exercer maior efeito inibitério sobre as
enzimas do que lignina de material ndo tratado. A presencga da lignina pode diminuir
a capacidade de adsorcao das celulases na celulose devido a reducdo da area
superficial da celulose ou a adsorgéo das enzimas na fracdo de lignina (Rahikainen
et al., 2011).

A conversao da celulose presente na biomassa vegetal é influenciada pelas
caracteristicas estruturais do material utilizado, como cristalinidade (amorfo vs,
celulose cristalina), pH, tempo de reacéo, temperatura, além do coquetel enzimatico
utilizado (Bansal et al., 2009). A mistura enzimatica pode nao ser adequada para ao
tipo de biomassa, limitando assim o rendimento da hidrélise. Outra hipétese seria o
pré-tratamento ineficiente da biomassa, provocando uma limitagdo no rendimento da
hidrolise enzimatica (Alcantara et al., 2016). Dado que o material pré-tratado
hidrotermicamente em relacdo ao n&o tratado apresentou uma baixa solubilidade da
hemicelulose (maximo de 47 % de xilose solubilizada), representado pelo monémero
xilose, pode-se deduzir que a recalcitrancia do material resultante do pré-tratamento
comprometeu o rendimento do processo de hidrdlise enzimatica. A hemicelulose é
considerada uma barreira fisica € um componente adsorvente que reduz a
quantidade de celulases disponiveis no meio, bloqueando seu progresso de hidrolise
ao longo da cadeia celuldsica. Além disso, agucares provenientes da solubilizagédo
das hemiceluloses como a xilose, podem inibir fortemente a atividade das celulases
(Zhang et al., 2012).

4.1.3 Sacarificagdo e Fermentagao Simultanea

Além de hidrdlise enzimatica, os pré-tratados hidrotérmicos também foram
testados quanto a fermentabilidade da glicose utilizando levedura Saccharomyces
cerevisiae NCYC 2826. Para isso foram utilizados os mesmos tubos de 1 mL e sob

as mesmas condigdes da etapa de hidrdlise enzimatica (50 FPU/g; 25 °C, 120 rpm).
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A contagem de células do indéculo foi de 2,85 x 10° células/mL da levedura
Saccharomyces cerevisiae NCYC 2826, sendo inoculado 10 % (v/v) em cada meio
fermentativo (tubo de 1 mL).

Assim como nos resultados de conversdo enzimatica, as médias dos dados
de rendimentos de etanol também foram comparadas utilizando teste t. Os
resultados foram considerados significativos para p < 0,05. Os rendimentos de
etanol obtidos do SSF de amostras do pseudocaule de bananeira in natura e apos

pré-tratamento hidrotérmico sao apresentadas na Figura 15.
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Figura 15 - Rendimentos de etanol apdés SSF em amostras de pseudocaule de
bananeira in natura e apos pré-tratamento hidrotérmico. Médias seguidas de mesma
letra em cada coluna nao diferem entre si pelo teste t a 95 % de probabilidade.

Nota-se, a partir da analise da Figura 15, que praticamente todos os valores
de rendimento de etanol utilizando pseudocaule de bananeira pré-tratado foram
menores que o rendimento obtido com o material ndo tratado. Os maiores
rendimentos de etanol foram alcangados pelo pré-tratado a 230 °C (66 %) e o
material ndo tratado (65 %), apresentando valores iguais quando se observa os
desvios padrdo. Os demais pré-tratados obtiveram menores rendimentos de etanol.

Apé6s anadlise estatistica dos dados, verificou-se que nao houve diferenca
estatistica significativa entre os valores de rendimento de etanol dos pré-tratados e

nao tratado, assim como nos dados anteriores de conversado enzimatica (Figura 14).
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4.2 Pré-tratamento com NaOH
A Tabela 10 apresenta as composi¢cdes dos carboidratos em diferentes

condicdes de pré-tratamento e os rendimentos apods o pré-tratamento com NaOH.

Tabela 10 - Rendimento e composigcao de carboidratos da fragao sélida in natura e
pré-tratada com NaOH sob diferentes condi¢des.

Contd igoes de Pre- Carboidratos % (p/p) matéria seca Rendimento  Glicose*
i rat?\lrggnljo Tem _ _ (%) (%)
Ensaios % (pIV) (ocg)' Ram Fuc Arab Xil Man Gal Gilic
1 050 190 0,23 0,03 1,12 642 0,11 025 59,66 56,72 33,84
2 150 190 0,22 002 067 528 010 0,17 58,08 47,15 27,38
3 050 230 0,22 0,01 054 501 029 0,18 59,58 53,04 31,60
4 1,50 230 022 0,01 024 423 0,28 0,13 61,76 46,04 28,43
5 0,30 210 0,21 0,02 1,04 525 035 024 53,30 55,61 29,64
6 1,70 210 0,22 001 040 432 023 015 6044 4862 29,39
7 1,00 182 021 001 073 563 0,26 017 5524 53,78 29,71
8 1,00 238 023 0,00 024 423 025 0,12 5950  46.41 27,61
9 (C) 1,00 210 025 0,01 055 498 0,29 0,17 63,82 47,51 30,32
10(C) 1,00 210 024 001 054 505 028 017 6075 4862 29,54
11(C) 1,00 210 023 001 052 484 030 017 6128 4972 30,47
12(C) 1,00 210 024 0,01 058 545 029 0,18 63,93 51,56 32,96
Innatura - 030 008 462 835 083 081 3962 100,00 39,62

* Glicose: percentuais de glicose corrigidos pelos respectivos rendimentos. Calculo
do ensaio 1: 59,66 x 0,5672 = 33,84. Temp: temperatura, Ram: ramnose, Fuc:
fucose, Arab: arabinose, Xil: xilose, Man: manose, Gal: galactose, Glic: glicose, (C) -
ponto central. Os valores foram calculados com seguintes desvio padrdao: Ram: 0,03-
0,00; Fuc: 0,01-0,00; Arab: 0,19-0,00; Xil: 0,56-0,02; Man: 0,12-0,03; Gal: 0,05-0,00;
Glic: 8,95-0,46; Rendimento: 0,0 - 1,0.

Para verificar a relacdo entre os teores dos monémeros de agucar e
rendimento dos solidos apds pré-tratamento com hidroxido de soédio e as demais
variaveis do processo (concentracdo de NaOH e temperatura), foram realizadas
analises estatisticas utilizando o software Design-Expert 7.0. Analise de variancia
revelou que o rendimento e os teores de xilose, arabinose e galactose foram

estatisticamente significativos ao nivel de 95 % de confianga (p < 0,05). As tabelas
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contendo os efeitos principais e interagdes entre as variaveis sdo apresentadas no
apéndice C. Os demais mondmeros nao foram estatisticamente significativos
(glicose, ramnose, fucose, manose) (p < 0,05).

Os rendimentos do pré-tratamento alcalino (45,6-56,7 %) apresentaram uma
faixa menor que do pré-tratamento hidrotérmico (57-75 %) (Tabela 6). A adi¢do de
base auxilia no processo de solubilizagdo dos constituintes da biomassa vegetal. Em
torno de 95 % da arabinose foi removida no tratamento alcalino, nas condi¢des dos
ensaios 4 (1,5 % de NaOH, 210 °C, 40 min) e 8 (1,0 % de NaOH, 210 °C, 60 min),
percentual maior que apresentado no tratamento hidrotérmico (25 %). Isso pode ser
explicado pela hidrolise das ligagdes éster entre componentes fendlicos e arabinose
provocada por alguns alcalis como hidroxido de sodio (Merali et al., 2015). Assim
como no pré-tratamento hidrotérmico, os sélidos pré-tratados alcalinos apresentaram
pequenas porcentagens de manose (0,10-0,35 %), galactose (0,12-0,25 %),
ramnose (0,21-0,25 %), fucose (0,01-0,03%). Com relacao a xilose, a maior remogao
foi de 49 % para os ensaios 4 e 8 (5 % de NaOH, 210 °C, 40 min e 1,0 % de NaOH,
210 °C, 60 min), valor semelhante ao encontrado no pré-tratamento hidrotérmico (47
%).

A porcentagem relativa do monémero de glicose aumentou continuamente
apos o pré-tratamento alcalino variando de 39,6 % (in natura) alcangando em torno
de 63 % no pré-tratamento com NaOH, valor semelhante ao encontrado no
tratamento hidrotérmico (61 %). Resultados similares aos do presente trabalho foram
obtidos por Lima et al. (2014), alcangando 60 % de celulose no bagac¢o de cana pré-
tratado a 130 °C por 30 minutos utilizando 1 % de hidréxido de sédio. Low et al.
(2015) trataram pseudocaule de bananeira utilizando 4 % (p/v) de NaOH por 4 horas
a temperatura ambiente alcangando uma porcentagem relativa de 72 % de celulose
no material pré-tratado em relagdo a 52 % do material ndo tratado.

Observa-se que as condigdes empregadas no pré-tratamento alcalino nao
foram suficientes para melhorar o rendimento de glicose do material pré-tratado. As
condicbes de pré-tratamento empregadas podem nao ter sido suficientes para
remover bem a lignina presente na fibra, dificultando a solubilizagédo da xilose e

demais constituintes da biomassa, concentrando por¢ao de glicose do material.



4.2.1 Quantificagao dos licores e aguas de lavagens

de pré-tratamento alcalino encontram-se na Tabela 11.
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Os resultados das analises dos licores obtidos em cada condigdo de ensaio

Tabela 11 - Composicdo dos licores obtidos de amostras de pseudocaule de
bananeira apés pré-tratamento com NaOH.

Condicdes de Pré-

Licor (g/100 g de biomassa)

tratamento
Ensaios Temp. NaOH % Acido Xilose Glicose Arabinose
°C) (pIv) Acético

1 190 0,50 265+0,14 0,27+0,02 0,35%0,02 0,24 £ 0,01

2 190 1,50 298+0,02 046+0,02 0,40+£0,00 0,91 £ 0,02

3 230 0,50 3,14+0,23 0,19 £0,04 0,42+0,03 0,74 +0,10

4 230 1,50 3,22+0,13 0,40 £0,15 0,43+0,02 0,63 £ 0,01

5 210 0,30 3,07+0,10 0,26 £0,01 0,41+0,01 0,67 £ 0,02

6 210 1,70 408 +0,27 1,25 £0,06 0,54 0,04 0,30 £ 0,00

7 182 1,00 343+013 0,53 £0,02 0,46+0,02 0,92+0,14

8 238 1,00 448 +0,14 0,34 £+0,01 0,60+ 0,02 1,09 £ 0,20

9 (C) 210 1,00 3,91+0,34 0,54 £0,06 0,52+0,04 1,42 £ 0,01
10(C) 210 100  4,03%040 1,05 £0,02 0,54+0,05 1,29+ 0,04
11 (C) 210 1,00 415+0,35 0,54 +0,14 0,55%0,05 1,26 £ 0,07
12(C) 210 100  3,88+006 086 £0,77 052+0,01 1,23+ 0,01

Temp: Temperatura

Analise de variancia revelou que os teores de acido acético, xilose, glicose e

arabinose presentes no licor nao foram estatisticamente significativos ao nivel de 95

% de confianga (p < 0,05).

Nao foi observado, em nenhum dos ensaios, presenca dos inibidores furfural

e hidroximetilfurfural. Esses resultados corroboram com os encontrados por Lima et

al. (2013), que nao detectaram hidroximetilfurfural e furfurais em licores de pré-

tratamento utilizando concentragdes superiores a 0,25 % de NaOH. Segundo

Jonsson et al. (2013), solugbes de bases como NaOH podem ser utilizadas para

neutralizar fragao liquida proveniente do pré-tratamento, auxiliando na remogéao de

inibidores como furfural e hidroximetilfurfural. Wilkinson et al. (2016) também nao

detectaram a presencga de furanos (furfural e hidroximetilfurfural) em licores sob pré-
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tratamento de salgueiro, palha de trigo e Miscanthus a 50 °C por 12 horas utilizando
5 % de NaOH.

Comparando os dados das Tabelas 8 e 11, é possivel observar que os teores
de glicose, xilose, arabinose e acido acético sao significativamente maiores nos
licores do pré-tratamento com hidroxido de sédio do que nos licores provenientes do
pré-tratamento hidrotérmico. Segundo Almeida et al. (2007) o acido acético causa
inibicdo da levedura Sacharomyces cerevisiae a partir da concentragao de 1,6 g/L.
Considerando esse valor, apenas os licores provenientes dos ensaios 1 e 2
encontram-se abaixo desse valor (1,39 g/L e 1,57 g/L respectivamente). Ja os licores
dos pré-tratados hidrotérmicos encontram-se todos abaixo dessa concentragéo (0,28
- 1,25 g/L). O pré-tratamento com hidréxido de sodio auxilia no processo de
solubilizacdo da hemicelulose e quebra da estrutura cristalina da celulose,
aumentando a solubilizagdo dos agucares, além de auxiliar no processo de
conversao dos grupos acetilo dos agucares em acido acético (Guilherme et al.,
2015).

Assim como foi realizado no pré-tratamento hidrotérmico, os sélidos pré-
tratados alcalinos foram lavados (4 lavagens) e coletadas amostras da agua de
lavagem para analises dos teores de agucares e acido acético. A Tabela 12
apresenta as concentragdes de acido acético, xilose, glicose presentes em amostras

da agua de lavagens realizadas apods pré-tratamento com hidroxido de sédio.
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Tabela 12 - Composicdo das lavagens dos solidos pseudocaule de bananeira
submetidas a pré-tratamento com hidroxido de sodio.

_ Agua de lavagem (g/100 g de biomassa)
Condicdes Pré-tratamento

1° Lavagem 2° Lavagem

Ensaios Temp. NaOH % Acido Xl Glic Xil Glic
(°C) (p/v) Acético

1 190 0,50 0,16 0,16 0,34 | 0,00 0,00

2 190 1,50 0,20 042 0,28 | 0,00 0,24

3 230 0,50 2,08 0,16 0,32 0,00 0,00

4 230 1,50 1,96 0,28 0,64 | 0,08 0,32

5 210 0,30 2,08 0,16 0,24 | 0,00 0,00

6 210 1,70 3,24 1,24 0,40 | 0,00 0,24

7 182 1,00 2,36 0,40 040 | 0,00 0,08

8 238 1,00 4,26 0,30 0,50 | 0,00 0,36

9(C) 210 1,00 3,56 0,76 040 | 0,00 0,33

10 (C) 210 1,00 3,40 068 044 | 0,00 0,36

11 (C) 210 1,00 4,16 064 044 | 0,00 0,36

12 (C) 210 1,00 3,60 0,56 0,42 0,00 0,34

Temp: Temperatura, Xil: xilose, Glic: glicose, Arab: ayabinose. Os valores foram
calculados com seguintes desvio padrdo: 1° Lavagem: Acido Acético: 0,00-0,68; Xil:
0,00-0,24; Glic: 0,00-0,48. 2° Lavagem: Xil: 0,00-0,00; Glic: 0,00-0,04.

Analise de varidncia revelou que o rendimento e os teores de glicose
presentes nas duas lavagens foram estatisticamente significativos ao nivel de 95 %
de confianga (p < 0,05). A tabela contendo os efeitos principais e interagdes entre as
variaveis estao apresentados no apéndice C. Os maiores teores de glicose das duas
lavagens realizadas, foram obtidos nos ensaios 4 e 8. Esse resultado é explicado
pelo fato de que os ensaios 4 e 8 apresentam as condicdes mais severas de pré-
tratamento, com maiores valores de temperatura e concentracdo de NaOH,
favorecendo assim a perda de agucares como a glicose.

Amostras da terceira e quarta agua de lavagens nao foram detectadas a
presenca de inibidores e agucares (xilose, glicose e arabinose).

Assim como nos licores, as aguas de lavagens provenientes do pré-
tratamento alcalino também tiveram concentracdes superiores de acido aceético e

acgucares. A adicao de NaOH aumenta a severidade do pré-tratamento, aumentando
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com isso a perda de acgucares do material sélido para os licores e aguas de

lavagens, bem como maior conversao de acidos organicos como acido acético.

4.2.2 Hidrdlise enzimatica

Visando melhorar a etapa de hidrélise enzimatica para obtengao dos agucares
fermentesciveis, planejamentos experimentais foram realizados para o pré-
tratamento com hidréxido de sodio, objetivando maxima liberagao de glicose.

Os valores de concentragao de glicose obtidos para cada ensaio do pré-

tratamento alcalino séo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - DCCR para as variaveis independentes avaliadas em funcdo da
resposta concentragdo de glicose obtida na hidrélise enzimatica.

Ensaios Temperatura % NaOH Glicose
(°C) (p/v) (g/L)
1 190 0,50 8,93
2 190 1,50 8,66
3 230 0,50 8,60
4 230 1,50 7,94
5 210 0,30 8,92
6 210 1,70 8,26
7 182 1,00 8,76
8 238 1,00 7,66
9 (C) 210 1,00 8,48
10 (C) 210 1,00 8,46
11 (C) 210 1,00 8,13
12 (C) 210 1,00 8,45

A analise dos efeitos dos principais e das interagcbes das variaveis para
concentracéo de glicose resultante de cada ensaio do pré-tratamento com hidréxido

de sdédio pode ser vista na Tabela 14.
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Tabela 14 - Analise de variancia (ANOVA) para concentragao de glicose (g/L) de
pré-tratados com hidréoxido de sodio.

Soma Graus de Média
Fonte de Variagao Teste F p-valor
Quadratica liberdade Quadratica

Modelo 1,25 2 0,62 14,56 0,0015

Temperatura (L) 0,43 1 0,43 10,05 0,0114

Concentragdo NaOH (%)

0,82 1 0,82 19,07 0,0018
(L)
Residuo 0,39 9 0,043
Falta de ajuste 0,30 6 0,050 1,80 0,3359
Erro Puro 0,084 3 0,028
Total 1,64 11
R’ 0,7639
R? ajustado 0,7114

(L) - efeito linear

Somente os efeitos lineares das variaveis temperatura e concentracdo de
NaOH foram significativos a um intervalo de confianga de 95 % (p < 0,05).

A concentragdo de glicose apds hidrolise enzimatica dos pré-tratados com
hidréxido de sddio pode ser descrita através da equacado 4, apdés a remocao dos

termos nao significativos (p > 0,05):
Glicose (g/L) = 8,44 - 0,25 Temperatura (°C) - 0,34 concentragdo de NaOH (%) (4)
O coeficiente de correlacéo (RZ) da equacao de regressao obtida a partir de

analise de variancia foi 0,7639, indicando que o modelo poderia explicar cerca de
76% da variabilidade nas respostas (p < 0,05).
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A Figura 16 apresenta os valores de conversdo enzimatica de amostras de

pseudocaule de bananeira nao tratada (NT) e apds pré-tratamento com hidroxido de
sodio.

atica (%)

€ 50 -

Ensaios

Figura 16 - Conversdo enzimatica de amostras do pseudocaule de bananeira ndo
tratada (NT) e apds pré-tratamento com hidréxido de sédio.

A Figura 17 apresenta o grafico de superficie de resposta para concentragao
de glicose dos pré-tratados utilizando hidroxido de sédio.
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Figura 17 - Superficie Resposta para a concentragéo de glicose (g/L) em funcao das
variaveis temperatura (°C) e concentragcao de NaOH (%) do pré-tratamento alcalino.

A partir dos resultados apresentados pode-se observar que quanto menor os
valores de concentracdo de NaOH e temperatura, maior a concentragcéo de glicose

apdés a hidrdlise enzimatica. Deste modo, a melhor condicdo para hidrolise
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enzimatica foi obtida no ensaio 1 (190 °C; 0,5 % NaOH) com concentracdo de
glicose de 8,93 g/L, referente a 71,5 % de conversdo enzimatica. Os resultados
obtidos nesse trabalho corroboram com os resultados relatados por Chen et al.
(2013) utilizando palha de milho pré-tratado com 0,088 g/g NaOH obtendo uma

conversao de 70 % apds 120 horas de hidrolise enzimatica.

4.3 Hidrdlise enzimatica e Fermentacgao e Sacarificagcao Simultanea

Os experimentos realizados nesta etapa tiveram o objetivo de avaliar a
influéncia de diferentes temperaturas e o aumento de escala nos valores de
conversao enzimatica e rendimento de etanol durante os processos de hidrélise
enzimatica e SSF. Para isto, ambos os processos foram realizados em tubos de 20
mL, sendo que a hidrolise enzimatica foi feita a temperaturas de 25 °C e 50 °C e
SSF a 25 °C e 37 °C sob as mesmos valores de concentracdo de sélidos, carga
enzimatica, agitacado e tempo de processo (2,5 % de sélidos; 50 FPU/g; 120 rpm,
120 horas) realizados anteriormente em tubos de 1 mL.

Foi selecionada uma amostra de cada tipo de pré-tratamento levando em
consideragao os resultados anteriormente apresentados. Para o pré-tratamento
hidrotérmico, foi utilizada amostra pré-tratada a 230 °C a qual apresentou maior
rendimento de etanol, e para o pré-tratamento alcalino foi utilizado o ensaio 1 (190
°C, 0,5 % NaOH), que apresentou maior valor de conversdo enzimatica entre os
ensaios.

A Figura 18 apresenta os valores de conversao enzimatica nas temperaturas
de 25 °C e 50 °C de amostras de pseudocaule nao tratado e submetidos a pré-
tratamento hidrotérmico (230 °C) e alcalino (190 °C; 0,5 % NaOH).
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Figura 18 - Conversao enzimatica nas temperaturas de 50 °C e 25 °C de amostras
pré-tratadas e nao tratadas (NT) do pseudocaule de bananeira. A: pré-tratado com
hidréxido de sodio; H: pré-tratado hidrotérmico. Letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, com nivel de significancia a 5 %.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste F), teste
de comparagao de médias (Tukey a 5 %) empregando-se o software Sas. Aplicando
o teste de Tukey pode-se determinar a diferenga das médias entre os dois niveis dos
fatores estudados. A partir da analise do teste de Tukey, pode-se afirmar ndo houve
diferenga significativa entre os dados de conversdo enzimatica dos pré-tratados
hidrotérmicos e alcalinos. Além disso ndao ha diferenga significativa entre os
resultados as temperaturas de 25 °C e 50 °C. Os dados a temperatura de 50 °C nao
diferem entre si.

Os preé-tratados apresentaram um valor de conversado enzimatica de cerca de
78 % (78, 3 % para alcalino e 77,1 % para hidrotérmico) a 25 °C e em torno de 69 %
(69,0 % para alcalino e 68,3 % para hidrotérmico) para 50 °C. O material ndo tratado
a 25 °C apresentou conversdo enzimatica de 56 %, cerca de 20 % menor que 0s
material pré-tratados. A conversdo enzimatica do material nao tratado a 50 °C foi de
50,3 %. Menores valores de conversao enzimatica foram obtidos por Low et al.
(2015) utilizando pseudocaule de bananeira pré-tratado a temperatura ambiente
utilizando 4 % de NaOH por 12 horas (43,4 % de conversdo enzimatica).

Segundo o fabricante, a celulase comercial Cellic Ctec 2 possui temperatura
o6tima a 50 °C. Entretanto, ndo houve aumento da conversdo enzimatica em
sacarificagdo realizada a 50 °C. Andreaus et al. (1999) obtiveram melhores

resultados de atividade de celulase a temperatura de 37 °C, menor que a
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temperatura 6tima apresentada pela enzima (50 °C). Li et al. (2016) encontraram
valores de atividade enzimatica de protease relativa proxima de 100 % até 50 °C,
com decréscimo do seu valor a partir da temperatura 6tima de 60 °C. Fu et al. (2016)
incubaram quitinase por 4 dias em temperaturas de 55 °C, 60 °C e 65 °C e
concluiram que a enzima se mantém estavel por mais tempo no menor valor de
temperatura testado. Desse modo, é possivel que o experimento realizado a 25 °C,
em temperatura menor que a temperatura étima da celulase, possa ter contribuido
para sua estabilidade ao longo de 5 dias de hidrolise enzimatica (120 horas).

Se compararmos os resultados da Figura 18 aos resultados de conversao
enzimatica apresentados anteriormente (Figura 14 e 16), nota-se que o aumento da
escala contribui para o aumento da conversao enzimatica. A amostra do preé-
tratamento hidrotérmico a 230 °C apresentou um aumento de conversao enzimatica
de 60 % para 77 %. Em relagdo ao ensaio 1 do pré-tratamento alcalino, esse valor
aumentou de 71 % para 78,3 %. O tubo de 20 mL poderia promover uma agitagao
mais efetiva que em tubos de 1 mL. Uma agitagdo adequada contribui para melhor
transferéncia de massa e mistura, aumentando a performance da enzima pelo
aumento da cinética (Triwahyuni et al., 2015).

Sacarificacdo e Fermentacdo Simultanea foram realizadas em tubos de 20 mL
sob as mesmas condigdes utilizando levedura Saccharomyces cerevisiae NCYC
2826 com incubacdo de 10 % (v/v) em cada meio fermentativo contendo 3,2 x 10’
células por mL.

Os rendimentos de etanol obtidos do SSF em tubos de 20 mL utilizando
amostras de pseudocaule de bananeira in natura e pré-tratados (hidrotérmico e

alcalino) sao apresentadas na Figura 19.
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Figura 19 - Rendimento de etanol apds SSF nas temperaturas de 25 °C e 37 °C de
amostras de pseudocaule de bananeira ndo tratado (NT) e submetidos a pré-
tratamentos com hidroxido de sédio e hidrotérmico. A: pré-tratado com hidréxido de
sédio; H: pré-tratado hidrotérmico. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, com nivel de significancia a 5 %.

Assim como nos resultados de conversdo enzimatica, as médias dos dados
de rendimentos de etanol obtidos foram comparadas por meio do teste de Tukey de
comparagao de médias a nivel de significancia de 5 %. Os resultados mostram que
nao houve diferencga significativa entre os valores de rendimento de etanol.

Os pré-tratados apresentaram valor de rendimento de etanol de cerca de 86
% a 37 °C, sendo 85,3 % para pré-tratado alcalino e 86,5 % para hidrotérmico. Ja a
temperatura de 25 °C, os pré-tratados obtiveram um rendimento de etanol de cerca
de 82 % a 25 °C, sendo 82,8 % para pré-tratado alcalino e 82,0 % para hidrotérmico.

Em relagdo aos materiais ndo tratados, os valores obtidos nas duas
temperaturas foram ainda mais proximos (71,7 % a 25 °C e 70,5 % a 37 °C). Assim
como a conversdo enzimatica, os dados de rendimento de etanol demonstram
resultados bem similares para ambos os pré-tratamentos testados.

Comparando o rendimento de etanol obtido utilizando pré-tratado hidrotérmico
(230 °C) em tubos de 20 mL (82 %) com o resultado apresentado anteriormente em
tubos de 1 mL (Figura 14) a mesma temperatura (25 °C), nota-se que houve um
aumento do rendimento de etanol de 16 %. Portanto, o aumento da escala de 1 mL
para 20 mL contribuiu para aumento do rendimento de etanol produzido por

amostras de pseudocaule de bananeira nas condi¢des utilizadas neste estudo. Zhao
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et al. (2015) obtiveram resultados semelhantes (80 %), utilizando lemna pré-tratada
com explosado a vapor (210 °C, 10 minutos) e celulase comercial a uma carga
enzimatica de 0,87 FPU/g. Ingale et al. (2014) encontraram 84 % de rendimento de
etanol utilizando pseudocaule de bananeira pré-tratado com solugédo 1 N de NaOH

por 18 horas a temperatura ambiente.

4.4 Balancgo geral dos processos testados

Os resultados de SSF obtidos foram usados para desenvolver balango de
massa para cada tecnologia de pré-tratamento. A Figura 20 apresenta um esquema
dos processos de produgao de etanol utilizando pseudocaule de bananeira in natura,
submetida a pré-tratamento hidrotérmico (230 °C) e pré-tratamento com hidréxido de

sodio (ensaio 1) baseado nos valores de rendimento de etanol a 37 °C.

50 FPU/g, 37°C, 120 pm , 120

Pseudocaule de an . horas, 3,2 x 107 células por mL
Bananeira 230°C, 10 mm e - P -
100Kg Pré-tratamento Biomassa Residual Sacarificagdo e
; - Fermentacio
Hidrotérmico
100 Eg massa seca: simmiltinea
34,61 Kg Carboidratos
Liquide -
3723 kgmassasecy
— - 3869 Kg carboidratos
370 g carboidratos =
530 g furfrais | 200KeEtmal |
2,0 Kg acido acético
50FFU/g, 37°C, 120 pm , 120
Pzeudocaule de 190°C, 10 mm, 0,3% NaDH horas, 3,2 x 107 células por mL.
Bananeira : Sacarificacio e
100KEg Pre-tratamento Biomassa Residual o
com NaQOH > Fermentagio
100 Kg massaseca: simultinea
34,61 Kg Carboidratos J/ Liquido
36,72 Kg massaseca:
14 Kg carboidratos 38.47Kg carboidratos
2,8 Kg 4cido acético \ 19,1 Kg Etznol |
50FPU/g, 37°C, 120 pm , 120
Pzeudocaule de horas, 3,2 x 107 células por mL.
EBananeira g ificacs
100 Kg Biomassa acari 1:3(;&&0 e
= Nio tratado . Fermentagio
100 Eg massa seca: l stmultanea
54 61 Kg Carboidratos
‘ 54,61 Kg carboidratos |
| 16,2 Kz Etanol |

Figura 20 - Rendimento de etanol a partir de pseudocaule de bananeira nao tratado
e apos pré-tratamento hidrotérmico e hidroxido de sédio.
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De acordo com a Figura 20, a partir de 100 Kg de pseudocaule de bananeira
seco, podem ser gerados 20 Kg de etanol, considerando a etapa de pré-tratamento
hidrotérmico a 230 °C por 10 minutos. Esse valor € préximo ao obtido na
fermentacdo da mesma quantidade de matéria seca apds pré-tratamento alcalino
(19,11 Kg etanol). Os rendimentos de matéria seca obtidos apds as duas condi¢oes
de pré-tratamento também se encontram proximas (57,23 Kg para hidrotérmico e
56,72 Kg para alcalino). Em relacdo as composigdes das fragdes liquidas (licor e
lavagens) obtidos do pré-tratamento, nota-se que a fragéo liquida proveniente do
pré-tratamento alcalino apresenta maior quantidade de acido acético e carboidratos
soluveis, indicando maior solubilidade de carboidratos da fragcao sélida pré-tratada
em relacdo a fracao liquida proveniente da fragdo solida obtida por pré-tratamento
hidrotérmico. Fragdes liquidas ricas em acgucares podem ser aproveitadas para
aumento do rendimento da fermentagdo. No entanto, neste estudo, as fragdes
liquidas ndo foram consideradas na conversao de etanol.

O rendimento do processo nao tratado foi de 16,2 Kg de etanol obtidos de 100
Kg de pseudocaule de bananeira seco, valor proximo aos encontrados apoés
fermentacdo dos pré-tratados hidrotérmicos e alcalinos. Uma possivel explicagao
para o alto rendimento de etanol obtido com material ndo tratado em comparacao
com os tratados seria o pré-tratamento fisico realizado. A moagem em moinho
criogénico resultou em um material na forma de pd, tamanho de particula menor do
que normalmente € encontrado na literatura. A redugdo do tamanho de particula
causa aumento da area de superficie, redu¢ao do grau de cristalinidade da celulose,
auxiliando na digestdo do material e producao do etanol.

Resultados deste estudo foram superiores ao apresentado por Souza et al.
(2014), utilizando pseudocaule de bananeira pré-tratado com solugao de 2 % de
acido sulfurico a 120 °C durante 15 minutos seguida de fermentagéo a 30 °C por 24
horas. Os autores obtiveram uma quantidade teorica de 14,7 Kg de etanol para 100
Kg de biomassa seca. Uppugundla et al. (2014) obtiveram resultados similares,
utilizando a palha de milho pré-tratada com aménia (AFEX) a 140 °C por 15 minutos
(20,5 Kg de etanol a partir de 100 Kg de biomassa seca).
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5. Conclusoes

e As condicbes de pré-tratamento hidrotérmico e alcalino estudadas
contribuiram para a remocado de cerca de 50 % da xilose, componente

principal das hemiceluloses;

e Os resultados de conversido enzimatica e rendimento de etanol foram

superiores em tubos de 20 mL do que em microtubos de 1 mL;

e Os melhores valores de conversao enzimatica e rendimento de etanol foram,
respectivamente, 78,3 % e 85,3 % utilizando o pré-tratado alcalino (190 °C,
0,5 % NaOH, p/v), 77 % e 86,5 % utilizando pré-tratado hidrotérmico (230 °C,

10 minutos) e 56 % e 70,5 % utilizando o material ndo tratado;

e A partir das analises estatisticas realizadas, pode-se concluir que ndo houve
diferenga significativa entre os pré-tratamentos testados. Além disso, esses
resultados foram préximos aos obtidos pelo material ndo tratado. Com isso, &
possivel afirmar que n&o se justifica a realizagdo desses pré-tratamentos na
biomassa do pseudocaule de bananeira, nas condi¢cdes realizadas no

experimento.
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Apéndice
Apéndice A
Preparo dos padroées de agucares

Foi pesado 25 mg de cada padrdao de agucar (ramnose, fucose, arabinose,
xilose, manose, galactose, glicose) e dissolvidos com agua com agua milli-Q em
baldes volumétricos de 25 mL. A partir dessas solugdes de 1mg/mL de cada padrao
de acucar, foram preparados tubos contendo concentragcbes de decrescentes dos

padroes de acordo com a tabela 1 a seguir.

Tabela 1 - Preparo dos padroes de agucares para analise dos carboidratos.

Tubos Volume de cada Volume de agua milli-Q Concentragao
padrao (uL) (bL) (mg/mL)
1 0 2.200 0
2 100 1.500 0,06
3 200 800 0,20
4 300 100 0,75
5 400 0 1,00

Apos o preparo das solugdes foi adicionado 200 uL de solugdo do padrao
interno 2-deoxiglicose (2-DOG) de concentragdo 1mg/mL em cada tubo.

As analises foram realizadas em triplicata.
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Figura 1 - Grafico de regressédo do teor de ramnose presente na fragdo solida pré-
tratada em funcao da temperatura.

Tabela 2 - Andlise de regressao para teor de ramnose (%) dos sélidos apos pré-
tratamento hidrotérmico.

Soma Graus de Média
Fonte de Variagao Teste F  p-valor
Quadratica liberdade Quadratica

Modelo 0,01053656 2 0,00526828 10,53 0,0078
Temperatura (L) 0,00648351 1 0,00648351 12,95 0,0087
Temperatura (Q) 0,00405306 1 0,00405306 8,10 0,0248

Erro 0,00350344 7 0,00050049
Total 0,01404000 9

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico
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Figura 2 - Grafico de regressao do teor de fucose presente na fragdo sélida pre-
tratada em funcao da temperatura.

Tabela 3 - Analise de regressdo para teor de fucose (%) dos soélidos apds pré-
tratamento hidrotérmico.

Soma Graus de Média
Fonte de Variagao Teste F  p-valor
Quadratica liberdade  Quadratica

Modelo 0,00603914 2 0,00301957 22,95 0,0008
Temperatura (L) 0,00542494 1 0,00542494 41,24  0,0004
Erro 0,00092086 7 0,00013155
Total 0,0069600 9

(L) - efeito linear
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Figura 3 - Grafico de regresséo do teor de arabinose presente na fragado sélida pre-

tratada em funcao da temperatura.

Tabela 4 - Analise de regressao para teor de arabinose (%) dos solidos apds pré-

tratamento hidrotérmico.

Soma Graus de
Fonte de Variagao
Quadratica  liberdade
Modelo 22,60475471 2
Temperatura (L) 19,34996381 1
Temperatura (Q) 3,25479090 1
Erro 2,004133529 7
Total 24,6460900 9

Média

Quadratica

11,30237736

19,34996381

3,25479090

0,29161933

Teste F

38,76

66,35

11,16

p-valor

0,0002

0,0001

0,0124

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico



81

12 -
10 A

— 8 -
>
2 6 -
2
X 4 4 y=-0,0014x%+0,4387x - 24,718
R?=0,9192
2 .
0 T T 1
100 150 200 250

Temperatura (°C)

Figura 4 - Grafico de regressdo do teor de xilose presente na fragdo sdlida pré-
tratada em funcao da temperatura.

Tabela 5 - Analise de regressédo para teor de xilose (%) dos solidos apds pré-
tratamento hidrotérmico.

Soma Graus de Média
Fonte de Variagao Teste F  p-valor
Quadratica liberdade  Quadratica

Modelo 41,2592943 2 20,6294971 38,81  0,0001
Temperatura (L) 26,34456974 1 26,34456974 50,86  0,0002
Temperatura (Q) 14,91472969 1 14,91472969 28,79 0,0010

Erro 3,62591057 7 0,51798722
Total 44,88521000 9

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico
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Figura 5 - Grafico de regressao do teor de galactose presente na fracdo solida pré-
tratada em funcéo da temperatura.

Tabela 6 - Analise de regressao para teor de galactose (%) dos solidos apos pré-
tratamento hidrotérmico.

Fonte de Variagao

Modelo

Temperatura (L)

Temperatura (Q)

Erro

Total

Soma

Quadratica

0,88237110

0,73875156

0,14361954

0,05103890

0,93341000

Graus de

liberdade

Média

Quadratica

0,44118555

0,73875156

0,14361954

0,00729127

Teste F

60,51

101,32

19,70

p-valor

0,0001

0,0001

0,0030

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico
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Figura 6 - Grafico de regressédo do teor de glicose presente na fragdo soélida pré-
tratada em funcdo da temperatura.

Tabela 7 - Andlise de regressao para teor de glicose (%) dos sélidos apds pré-
tratamento hidrotérmico.

Soma Graus de Média
Fonte de Variagao Teste F  p-valor
Quadratica liberdade  Quadratica

Modelo 218,9326071 1 218,9326071 24,60 0,0011
Temperatura (L) 218,9326071 1 218,9326071 24,60 0,0011
Erro 71,1979929 8 8,897491
Total 290,1306000 9

(L) - efeito linear
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Figura 7 - Grafico de regressao do teor de furfural presente no licor do pré-
tratamento hidrotérmico em funcéo da temperatura.

Tabela 8 - Analise de regressao para teor de furfural (%) dos licores apds pré-
tratamento hidrotérmico.

Soma Graus de Média

Fonte de Variagao Teste F  p-valor

Quadratica liberdade Quadratica
Modelo 0,18184090 2 0,9092045 26,17 0,0006
Temperatura (L) 0,05478026 1 0,05478026 15,77 0,0054
Temperatura (Q) 0,12706064 1 0,12706064 36,57 0,0005

Erro 0,02431910 7 0,00347416

Total 0,20616000 9

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico
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Figura 8 - Grafico de regressado do teor de hidroximetilfurfural presente no licor do
pré-tratamento hidrotérmico em funcéo da temperatura.

Tabela 9 - Analise de regresséo para teor de hidroximetilfurfural (%) dos licores apos

pré-tratamento hidrotérmico.

Soma Graus de
Fonte de Variagao
Quadratica liberdade
Modelo 0,00368106 2
Temperatura (L) 0,00138471 1
Temperatura (Q) 0,00229635 1
Erro 0,00111894 7
Total 0,00480000 9

Média

Quadratica

0,00184053

0,00138471

0,00229635

0,00015985

Teste F

11,51

8,66

14,37

p-valor

0,0061

0,0216

0,0068

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico
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Figura 9 - Grafico de regressao do teor de acido acético presente no licor do pré-
tratamento hidrotérmico em funcédo da temperatura.

Tabela 10 - Analise de regresséo para teor de acido acético (%) dos licores apos
pré-tratamento hidrotérmico.

Fonte de Variagao

Modelo

Temperatura (L)

Temperatura (Q)

Erro

Total

Soma

Quadratica

1,18311429

0,01228521

1,17082908

0,18233571

1,36545000

Graus de Média

liberdade Quadratica

2 0,59155714
1 0,01228521
1 1,17082908
7 0,02604796
9

Teste F  p-valor

22,71 0,0009

0,47 0,5143

44,95 0,0003

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico
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Figura 10 - Grafico de regressao do teor de xilose presente no licor do pré-
tratamento hidrotérmico em funcao da temperatura.

Tabela 11 - Andlise de regressao para teor de xilose (%) dos licores apds pré-
tratamento hidrotérmico.

Soma Graus de Média
Fonte de Variagcao Teste F  p-valor
Quadratica liberdade  Quadratica
Modelo 0,210113013 2 0,10506507 217,40 0,0001
Temperatura (L) 0,03918343 1 0,03918343 101,22 0,0001
Temperatura (Q) 0,17094671 1 0,17094671 441,58 0,0001
Erro 0,00270987 7 0,00038712
Total 0,21284000 9

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico
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Figura 11 - Grafico de regressao do teor de glicose presente no licor do preé-
tratamento hidrotérmico em funcéo da temperatura.

Tabela 12 - Analise de regressao para teor de glicose (%) dos licores apds pré-

tratamento hidrotérmico.

Soma Graus de Média

Fonte de Variagao Teste F  p-valor

Quadratica liberdade  Quadratica
Modelo 0,03586997 2 0,01793499 2,99 0,1150
Temperatura (L) 0,006627558 1 0,006627558 1,11 0,3279
Temperatura (Q) 0,02924239 1 0,02924239 4 .88 0,0629

Erro 0,04194003 7 0,00599143

Total 0,07781000 9

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico
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Figura 12 - Grafico de regressdao do teor de acido acético presente na agua de
lavagem do pré-tratamento hidrotérmico em fungédo da temperatura.

Tabela 13 - Analise de regressao para teor de acido acético (%) da agua de lavagem
apos pré-tratamento hidrotérmico.

Fonte de Variagao

Modelo

Temperatura (L)

Temperatura (Q)

Erro

Total

Soma

Quadratica

0,50690075

0,02280995

0,48409080

0,08893925

0,59584000

Graus de

liberdade

Média

Quadratica

0,25345037

0,02280995

0,48409080

0,01270561

Teste F  p-valor

19,95 0,0013
1,80 0,2221
38,10  0,0005

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico
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Figura 13 - Grafico de regressao do teor de xilose da primeira agua de lavagem apos
pré-tratamento hidrotérmico em funcédo da temperatura.

Tabela 14 - Andlise de regressdo para teor de xilose (%) da primeira agua de
lavagem apos pré-tratamento hidrotérmico.

Fonte de Variagao

Modelo

Temperatura (L)

Temperatura (Q)

Erro

Total

Soma

Quadratica

0,20045452

0,08651421

011394031

0,05058548

0,25104000

Graus de Média

Teste F
liberdade Quadratica
2 0,10022726 13,87
1 0,08651421 11,97
1 011394031 15,77
7 0,00722650
9

p-valor

0,0037

0,0105

0,0054

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico
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Figura 14 - Grafico de regressao do teor de xilose da segunda agua de lavagem
apos pré-tratamento hidrotérmico em funcéo da temperatura.

Tabela 15 - Andlise de regressdo para teor de xilose (%) da segunda agua de
lavagem apos pré-tratamento hidrotérmico.

Fonte de Variagao

Modelo

Temperatura (L)

Temperatura (Q)

Erro

Total

Soma

Quadratica

0,01705528

0,00487419

0,01218109

0,00230472

0,01936000

Graus de

liberdade

Média

Quadratica

0,00852764

0,00487419

0,01218109

0,00032925

Teste F  p-valor

25,90

14,80

37,00

0,0006

0,0063

0,0005

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico
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Tabela 16 - Andlise de variancia (ANOVA) para teor de xilose (%) dos solidos pré-
tratados com hidréxido de sodio.

Fonte de Variacao

Soma Graus de Média

Quadratica liberdade Quadratica

Teste F  p-valor

Modelo 3,83 5 0,77 8,20 0,0117
Temperatura (L) 2,47 1 2,47 26,39 0,0021
Concentragdo NaOH (%)
1,31 1 1,31 14,02  0,0096
(L)
Residuo 0,56 6 0,093
Falta de ajuste 0,36 3 0,12 1,73  0,3318
Erro Puro 0,21 3 0,068
Total 4,39 11
R? 0,8724
R? ajustado 0,7660

(L) - efeito linear

Y =5,08 - 0,56 Temperatura - 0,41 Concentracdo NaOH

(1)
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Tabela 17 - Analise de variancia (ANOVA) para teor de galactose (%) dos solidos
pré-tratados com hidroxido de sodio.

Soma Graus de Média
Fonte de Variagao Teste F  p-valor
Quadratica liberdade Quadratica

Modelo 0,015 5 0,003 31,97  0,0003

Temperatura (L) 0,0041 1 0,0041 43,22  0,0006

Concentragdo NaOH (%)

0,0083 1 0,0083 87,41  0,0001
(L)
Temperatura (Q) 0,00072 1 0,00072 7,62 0,0328
Concentragédo NaOH (%)
0,0014 1 0,0014 14,29  0,0092
Q)
Residuo 0,00057 6 0,0001
Falta de ajuste 0,0005 3 0,0002 6,57 0,0782
Erro Puro 0,00008 3 0,00003
Total 0,016 11
R’ 0,9638
R? ajustado 0,9337

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratica

Y = 0,17 - 0,023 Temperatura - 0,032 Concentracdo NaOH - 0,011 Temperatura?® +
0,015 Concentragcao NaOH (2)
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Tabela 18 - Analise de variancia (ANOVA) para teor de arabinose (%) dos soélidos
pré-tratados com hidroxido de sodio.

Fonte de Variagao

Soma Graus de

Quadratica liberdade Quadratica

Média

Teste F  p-valor

Modelo 0,78 5 0,16 46,72  0,0001
Temperatura (L) 0,36 1 0,36 108,59 0,0001
Concentragédo NaOH (%)
0,34 1 0,34 102,28 00,0001
(L)
Concentragdo NaOH (%)
0,060 1 0,060 17,91  0,0055
Q)
Residuo 0,020 6 0,003
Falta de ajuste 0,018 3 0,006 9,70 0,0471
Erro Puro 0,009 3 0,0006
Total 0,80 11
R’ 0,9750
R? ajustado 0,9541

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico

Y = 0,55 - 0,21 Temperatura - 0,21 Concentragcdo NaOH + 0,098 Concentracao

NaOH?

3)
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Tabela 19 - Analise de varidncia (ANOVA) para rendimento (%) dos solidos pré-
tratados com hidroxido de sodio.

Soma Graus de Média
Fonte de Variagao Teste F  p-valor
Quadratica liberdade Quadratica

Modelo 128,77 5 25,75 8,26 0,0115

—

Temperatura (L) 28,82 28,82 9,25 0,0228

Concentragdo NaOH (%)

87,71 1 87,71 28,15 0,0018
(L)
Residuo 18,70 6 3,12
Falta de ajuste 9,76 3 3,25
Erro Puro 8,94 3 2,98 1,09 0,4721
Total 147,47 11
R’ 0,8732
R? ajustado 0,7676

(L) - efeito linear

Y =49,36 - 1,91 Temperatura - 3,33 Concentracdo NaOH (4)
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Tabela 20 - Analise de variancia (ANOVA) para teor de glicose (%) da 1° lavagem
dos pré-tratados com hidroxido de sodio.

Soma Graus de Média
Fonte de Variacao Teste F  p-valor
Quadratica liberdade Quadratica

Modelo 0,11 5 0,023 22,02 0,0009

Temperatura (L) 0,029 1 0,029 27,88 0,0019

Concentragdo NaOH (%)

0,030 1 0,030 28,35 10,0018
(L)
Temperatura x Conc.
0,036 1 0,036 34,60 0,0011
NaOH
Concentragédo NaOH (%)
0,016 1 0,016 15,36 0,0078
Q)
Residuo 0,006 6 0,001
Falta de ajuste 0,005 3 0,002 4,69 0,1182
Erro Puro 0,001 3 0,0004
Total 0,12 11
R? 0,9483
R? ajustado 0,9053

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico

Y =0,42 + 0,061 Temperatura + 0,061 Concentragdo NaOH + 0,095 Temperatura x
Concentracdo NaOH - 0,051 Concentragdo NaOH? (5)
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Tabela 21 - Analise de variancia (ANOVA) para teor de glicose (%) da 2° lavagem

dos solidos pré-tratados com hidréxido de sodio.

Soma Graus de Média
Fonte de Variagao Teste F  p-valor
Quadratica liberdade Quadratica
Modelo 0,24 5 0,048 14,04 0,0029
Temperatura (L) 0,028 1 0,028 8,22 0,0286
Concentragédo NaOH (%)
0,10 1 0,10 29,61 0,0016
(L)
Temperatura (Q) 0,032 1 0,032 9,40 0,0221
Concentragédo NaOH (%)
0,094 1 0,094 27,47 0,0019
Q)
Residuo 0,021 6 0,003
Falta de ajuste 0,020 3 0,007 29,43 0,0100
Erro Puro 0,0007 3 0,0002
Total 0,26 11
R’ 0,9213
R? ajustado 0,8556

(L) - efeito linear; (Q) - efeito quadratico

Y = 0,35 + 0,060 Temperatura + 0,11 Concentragcdo NaOH - 0,072 Temperatura? -

0,12 Concentragdo NaOH?

(6)
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CAPITULO 2 - Pré-tratamento do pseucaule de bananeira utilizando reator Parr

Os experimentos descritos nesse capitulo foram realizados no laboratério de

Celulose e Papel localizado na Universidade Federal de Vigosa.

Artigo - Otimizagdo do pré-tratamento hidrotérmico do pseudocaule de bananeira

visando a produgéo de etanol de segunda geragao

Resumo

Neste estudo, diferentes condigdes de pré-tratamento hidrotérmico foram avaliadas
para conversdo de pseudocaule de bananeira em agucares fermentesciveis. Para a
obtencdo de uma equacgao de regressao, utilizou-se o Delineamento Composto
Central (CCD), em fung&o das seguintes variaveis: raz&do solido/liquido (1/10; 1/12,5;
1/15), temperatura (170 °C, 190 °C, 210 °C) e tempo de reag¢do (10 min, 15 min, 20
min). Os resultados indicaram que a digestibilidade da celulose melhorou em todas
as condic¢oes testadas com digestibilidade maxima alcangada na seguinte condigao
de pré-tratamento: temperatura de 210 °C por 10 minutos e sodlido/liquido de 1/15. O
rendimento de glicose nessa condicdo foi de 58,4 g/L, com rendimento de
sacarificagdo de 98 %. Estes resultados indicam que o pré-tratamento hidrotérmico
nas condigcdes realizadas nesse experimento foi efetivo na remocédo da porcéo de

hemiceluloses, tornando a fragao celulésica mais acessivel a hidrélise enzimatica.

Palavaras-chave: biomassa; pseudocaule de bananeira; pré-tratamento hidrotérmico;

hidrélise enzimatica
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1. Introdugao

Atualmente ha um crescente interesse mundial em fontes alternativas de
energia. O aquecimento global dado pelo acumulo de gases de efeito estufa,
impulsiona o desenvolvimento de processos industriais baseados em energia
renovavel.

A disponibilidade de matéria-prima celulésica renovavel é quase ilimitada em
todo o mundo. A produgdo de bioenergia em larga escala requer a utilizacdo de
matérias-primas como as biomassa lignocelulésicas, que ndo competem com fontes
alimentares. A biomassa lignocelulosica, representada principalmente pelos
residuos agricolas lignocelulosicos, € considerada matéria-prima promissora por
representar uma fonte natural, barata e sustentavel para a produgcéo de bioenergia
como o bioetanol [2]. Potencialmente, o bioetanol pode ser produzido pela
fermentacdo de agucares derivados da hidrolise da biomassa lignoceluldsica. Dada
a ampla disponibilidade dos residuos agroindustriais no Brasil, torna-se uma opgéo
muito atraente a utilizagdo desse material para a produgao de biocombustiveis.

Anualmente cerca de 1x10'"° toneladas de biomassa lignoceluldsica é
produzida em todo o mundo [3]. A biomassa lignoceluldsica consiste principalmente
de carboidratos (até 75 %) que podem se tornar uma fonte essencial de agucares
fermentesciveis para a producdao de biocombustiveis liquidos, bem como uma
grande variedade de produtos quimicos e materiais biodegradaveis [4]. A disposi¢ao
destes componentes dentro da biomassa faz com que seja uma estrutura
extremamente complexa. As hemiceluloses sao fortemente ligadas a lignina através
de ligagdes covalentes e de hidrogénio, que tornam a estrutura altamente resistente
[5]. Devido a esta natureza recalcitrante, € necessario submeter a biomassa a preé-
tratamentos fisicos e/ou quimicos antes da sua hidrdlise em monossacarideos
fermentesciveis.

Estudos anteriores relataram o pré-tratamento como uma das etapas mais
caras no processo de producido de etanol celulésico e, de fato, o desenvolvimento
de tecnologias de pré-tratamento econémicas tornou-se o desafio mais importante
no contexto de biorrefinaria [6, 7].

No campo da utilizacdo da biomassa, o processo hidrotérmico € o método
mais utilizado para a obtengdo de monossacarideos a partir de residuos agricolas
[8]. Neste método, ocorre a degradagao térmica da biomassa causando quebra de

ligagbes glicosidicas dos carboidratos, especialmente das hemiceluloses. Devido a



100

sua natureza complexa, as hemiceluloses ndo possuem a mesma estrutura cristalina
e a mesma resisténcia que a celulose e, portanto, degradam-se mais facilmente
quando submetida a tratamento térmico [9]. Uma parte das hemiceluloses é
degradada em acidos organicos, furfurais. Durante o pré-tratamento, pequenas
quantidades de celulose também s&o solubilizadas como oligbmeros, podendo
também gerar produtos de degradagéo [10]. O pré-tratamento hidrotérmico melhora
a hidrélise enzimatica da celulose através de um aumento no tamanho dos poros
aumentado com isso o acesso das enzimas a por¢cao de carboidratos, além de
diminuir a associagdo desses carboidratos com a porg¢ao de lignina. Além disso, este
processo nao requer adicao e recuperacao de quaisquer produtos quimicos [12].

A biomassa escolhida para este fim é o pseudocaule de bananeira. O Brasil é
um dos maiores produtores de alimentos do mundo e ocupa o quinto lugar na
producdo mundial de bananas, com uma producdo média de 7 milhdes de toneladas
por ano. Para cada tonelada de bananas colhidas, sdo geradas cerca de 4 toneladas
de residuos lignoceluldsicos; entre os quais 75 % sao constituidos por pseudocaule
de bananeira [13].

Diversos estudos foram realizados utilizando este método de pré-tratamento
em diferentes biomassas como palha de trigo [14], baga¢o de cana-de-agucar [15],
palha de cana-de-acucar [16]. Os autores também relataram que parametros de pré-
tratamento tais como temperatura, tempo de reagao e relagéao sélido/liquido podem
ser criticos para manter o desempenho do sistema. Portanto, neste trabalho, foi
empregada uma metodologia experimental de superficie de resposta (RSM) com
delineamento composto central (CCD) para investigar a influéncia das variaveis
independentes do pré-tratamento (temperatura, tempo de reagcdo e razao
soélido/liquido) na variavel resposta (rendimento de glicose apds hidrdlise
enzimatica). Ao contrario da otimizagdo classica, a metodologia de superficie de
resposta (RSM) envolve a integragdo de técnicas matematicas e estatisticas para
analisar os efeitos de varias variaveis de resposta independentes. Além disso, este
método leva a um numero reduzido de ensaios, 0 que resulta em economia de

tempo e materiais [17, 18].
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2. Materiais e métodos
2.1. Materiais

O pseudocaule de bananeira (variedade "Prata Ana") foi colhido manualmente
em marco de 2012 em plantagdes localizadas em Janauba, Brasil. As matérias-
primas foram secas a temperatura ambiente durante sete dias, moidas em moinho
de martelo, obtendo-se particulas com tamanho de até de 20 mesh, e porteriormente
armazenados em saco plasticos até serem utilizados em experimentos
subsequentes. Os reagentes furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF), D-glucose, D-
xilose, metanol e acido acético foram adquiridos pela Sigma-Aldrich. Reagentes
quimicos, incluindo acido sulfurico, acido citrico, fosfato de sodio, acetona e acido
férmico foram obtidos da Vetec Fine Chemical (Duque de Caxias, RJ, Brasil). As
solugdes enzimaticas, celulases, B-glucosidase (Cellic CTec2) foram gentilmente
cedidas pela Novozymes A/S (Bagsvaerd, Dinamarca). Todos os outros reagentes

utilizados neste estudo foram de grau analitico.

2.2. Pré-tratamento hidrotérmico do pseudocaule de bananeira

O preé-tratamento hidrotérmico foi realizado em reator Parr (modelo 4848 M)
equipado com um agitador mecanico e serpentinas de arrefecimento no interior para
melhor controle da temperatura. Quinze experimentos foram realizados utilizando
pseudocaule de bananeira sob diferentes condicdes de pré-tratamento. Um
Delineamento Composto Central foi realizado com quatro pontos centrais e trés
niveis para cada variavel analisada, sendo essas: temperatura (170 °C, 190 °C e
210 °C), concentracao pseudocaule/agua (1/10, 1/12,5; 1/15) e tempos de reagéo (5,
10 e 15 min, excluido os periodos de aquecimento e resfriamento). Apds o pré-
tratamento, os materiais pré-tratados foram separados em fragdes sdlida e liquida. A
fragdo solida foi lavada cuidadosamente com agua até pH neutro, e em seguida foi
armazenada em recipiente hermético para reter a humidade. A fracao liquida teve o
pH medido e em seguida foram armazenadas a -20 °C para posterior analises de

caracterizagdo quimica.

2.3. Caracterizagao quimica
Amostras de pseudocaule de bananeira tratado e in natura foram moidos em
moinho de facas, sendo utilizado somente a fragao retida entre peneiras de 40 e 60

mesh. Os residuos moidos foram entdo mantidos em sala climatizada com controle
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interno de temperatura e umidade relativa (23 £ 1 °C e umidade relativa de 50 + 2 %)
e armazenados em recipientes hermeticamente fechados. Apés moagem foram
realizadas analises de cinzas, minerais, lignina, carboidratos. Todas as analises
foram realizadas em ftriplicata. Inicialmente, as amostras foram submetidas a
extragdo Soxhlet com acetona por cinco horas. A biomassa livre de extrativos (0,3 g)
foi entdo submetida a hidrélise acida utilizando H,SO4 a 72 % (p/p) (3 mL) a 30 °C
durante 1 h. Os hidrolisados resultantes foram diluidos com 84 mL de agua
deionizada (até 4 % em peso de H,SO,) e autoclavados a 121 °C durante 1 h. Apds
autoclavagem, os hidrolisados foram filtrados para determinagc&o gravimétrica de
lignina insoluvel em acido. Os filtrados resultantes foram utilizados para analise do
teor de lignina soluvel e carboidratos. As ligninas soluveis em acido foram
determinadas por espectroscopia ultravioleta utilizando a equagao 1, de acordo com
SCAN-CM 71:09 [19]:

C(g/L)=4,53 (Al-Ac) / 300 (1)

Onde Al e Ac correspondem a absorvancia em comprimento de onda de 215 nm e

280 nm, respectivamente.

O filtrado foi analisado por Cromatografia 16nica (IC- 3000 Dionex) com um
detector amperométrico pulsado (HPAE-PAD). Para a separacdo dos agucares do
filtrado foi utilizado uma coluna de protecao Carbo-Pac PA1 e uma coluna analitica
conectadas em série. A agua foi utilizada como eluente a uma taxa de 1,0 mL/min e
a temperatura de 28 °C. Os picos dos cromatogramas das amostras foram
comparados com o0s padroes dos acgucares a serem analisados, sendo a
quantificacdo feita pela area do analito em uma curva de calibracdo de cada
composto. Os teores de celulose e hemiceluloses foram calculados a partir dos
acgucares individuais utilizando procedimentos matematicos como descrito na mesma
referéncia acima.

O conteudo de cinzas das amostras foi analisado por método gravimétrico. As
amostras (0,5 g) foram incineradas a 575 °C durante 3 h. Apds calcinagdo, as
amostras foram mantidas em dessecador até a temperatura ambiente e pesadas. A

incineragao foi repetida até massa constante.
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2.4. Analise de acidos organicos e furfurais

A fracdo liquida foi caracterizada quanto aos teores de acidos organicos
(acido férmico e acido acético) e furfurais (2-furaldeido e 5-hidroximetilfurfural -
HMF). Na analise dos acidos organicos utilizou-se um sistema de HPLC equipado
com um detector de indice de refracdo (RID) e uma coluna Aminex HPX-87H a 45
°C, fluxo de 0,6 mL/min e 5 10> M de H,SO, como fase mével. Os furfurais foram
analisados por HPLC equipado com uma coluna Phenomenex C18 (2) 100A (250
mm x 4,6 mm, 5,0 um), temperatura do forno de 25 °C, detector UV (279 nm), e fase
movel composta por metanol 11,2 % (% em volume) contendo acido acético (1 %) e

88,8 % (% em volume) em fluxo de 0,8 mL / min.

2.5. Analise estatistica

O pré-tratamento hidrotérmico foi otimizado pelo ajuste das variaveis
independentes razéo sélido/liquido (S/L), temperatura e tempo de reagao por meio
de um Delineamento Composto Central (CCD) composto de 18 ensaios sendo 3
variaveis com 3 niveis e 4 pontos centrais. A variavel dependente foi a concentragao
de glicose (g/L) apos hidrélise enzimatica.

A qualidade do ajuste do modelo estatistico foi expressa pelo coeficiente de
determinacdo (R?) e sua significancia foi avaliada pelo teste F com 95 % de
confianca. Os efeitos das variaveis foram medidos através da analise de graficos de
Pareto e graficos de superficie de resposta. O CCD e a analise estatistica foram

realizados utilizando o software Statistica® 13.0.

2.6. Sacarificagao de biomassa

A etapa de sacarificagdo foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 4 g (peso seco) de pseudocaule de bananeira e 50 mL de tampao de
citrato de sédio, 50 mol m™, pH 4,8, contendo 5,4 % (% em peso) de celulases
comerciais (Cellic Ctec 2) e 0,3 % (p/v) de azida de sodio para prevenir o
crescimento microbiano. Os Erlenmeyers foram mantidos em shaker durante 72
horas a 50 °C sob 150 rpm de agitagdo continua. Apds 72 horas de incubacgao,
aliquotas de cada Erlenmeyer foram mantidas em banho a 100 °C por 5 minutos,
seguida de centrifugacdo a 13000 g durante 5 minutos. Os sobrenadantes foram
mantidos a -4 °C para posterior determinagao do teor de glicose. As analises foram

feitas em triplicata. A quantificacdo do teor de glicose dos sobrenadantes foram
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realizadas utilizando HPLC com um detector de indice de refracdo (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Jap&do) e uma coluna Aminex-HPX-87P (Shimadzu) a 80 °C,
fluxo de 0,6 mL/min, utilizando 5 mol m™ de H,SO; como fase moével. Os
carboidratos foram calculados comparando-se a area de cada padrdao de agucar
através de uma curva de calibragdo de cada composto.

As taxas da hidrdlise da celulose foram calculadas utilizando a seguinte

equacgao:

Rendimento de sacarificagdo de glicose (%) = Quantidade de glicose (g) x 0,9 x 100/

Quantidade de celulose no pseodocaule (g) (2)

3. Resultados e Discussoes

3.1. Composig¢ao da matéria-prima

A Tabela 1 mostra a comparagao das composi¢cdes quimica do pseucaule de
bananeira in natura e de outros materiais lignocelulésicos potencialmente utilizados
para a producao de bioetanol.

Tabela 1 - Composi¢cado quimica, comparacado do pseudo-tronco da bananeira com
outra biomassa (% base seca)

Pseudocaule = Bagaco de Palha de  Palha de

de bananeira® canal®’! canal?" trigo!??!
Celulose 449 + 0,7 45,0 44 2 35,0
Hemiceluloses 14,2 + 0,1 26,0 31,1 22,3
Lignina Total 13,2+ 0,1 20,0 19,0 15,6
Cinzas 10,2+ 0,0 2,1 4.8 6,5

a - Presente estudo

Nota-se que a soma dos componentes do pseudocaule de bananeira atingiu
cerca de 82,5-83,4 %. Isso se deve ao fato de que alguns compostos presentes no
material ndo foram quantificados como acidos urénicos, extrativos, entre outros.

Trabalhos anteriores encontraram faixa percentual de celulose de 33-50 %, 9-
15 % de hemicelulose e 11-18 % de lignina, em amostras de pseudocaule de
bananeira [23, 24, 25]. Portanto, a composicdo quimica do pseudocaule de
bananeira deste trabalho se encontra dentro da faixa de valores relatados por outros

autores. Normalmente, as comparacgdes entre os valores de composicdo quimica
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sao feitas por faixas e néo valores fixos. Isso ocorre devido a influéncia de fatores
como variagdes climaticas, constituicio de solo, métodos de plantio, época de
colheita entre outros, fazendo com que plantas da mesma espécies apresentam
valores de composicao diferentes [26].

O percentual de celulose do pseudocaule de bananeira utilizado neste
trabalho foi de 45 %. Dados comparativos mostram valores similares a outros
materiais lignocelulésicos como bagagco de cana e palha de cana e valores
superiores a palha de trigo (Tabela 1). Dessa forma, o teor de celulose do
pseudocaule de bananeira é considerado alto, podendo ser considerado uma
biomassa vegetal interessante para producao de etanol celulésico.

Por outro lado, o pseudocaule possui um baixo de teor de hemiceluloses e
lignina. Isso pode ser considerado vantajoso para a produgao de etanol, uma vez
que a lignina pode limitar a hidrélise enzimatica da biomassa lignocelul6sica. A
lignina atua como uma barreira fisica, dificultando o acesso das enzimas as porgdes
de carboidratos.

Quanto ao teor de cinzas, o pseudocaule de bananeira apresentou em torno
de 10 %, representado por residuos inorganicos que permanecem no material
vegetal apos queima a alta temperaturas. A proporgédo destes componentes nos
residuos agricolas depende de varios fatores como espécie, idade, tipo de solo,

clima, condi¢cdes de combustdo o que torna a composigao altamente variavel [27].

3.2. Condicbes do processo de pré-tratamento

A separagao dos componentes individuais presentes na biomassa in natura é
considerada uma importante abordagem na biorrefinaria, uma vez que a composi¢cao
da biomassa afeta a eficiéncia de processo, além de influenciar na escolha dos pré-
tratamentos necessarios para maximizar a recuperacao dos acgucares. Um pré-
tratamento ideal deve ser barato, minimizar a producdo de residuos toxicos e
resultar na recuperagdo da maioria dos componentes lignoceluldsicos em fragbes
separadas [28].

Durante o pré-tratamento hidrotérmico, a maior parte da fracdo de
hemiceluloses foram dissolvidas na fase liquida, enquanto que a celulose ficou retida
na porgao solida, assim como a maior parte da lignina insoluvel. No entanto, a
propor¢cao de compostos soluveis depende das condi¢gdes de pré-tratamento. Além

da remocado da fracdo de hemiceluloses, o pré-tratamento hidrotérmico também
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provoca a quebra da estrutura celuldsica favorecendo a etapa de hidrdlise

enzimatica. A composicdo quimica das fracbes sélidas e liquidas apdés o preé-

tratamento hidrotérmico do pseudocaule de bananeira € apresentada na Tabela 2.

Ensaios

© 00 N o o b~ w0 N -
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©® N O o »~A W N =~ O

Condigdes de Pré-tratamento

Componentes das fragdes solidas

(base seca %)

Componentes das fragdes liquidas

(base seca %)

Temperaura
(°C)

170
170
170
170
210
210
210
210
162
218
190
190
190
190
190
190
190
190

Tempo
(min)

10
10
20
20
10
10
20
20
15
15
8
22
15
15
15
15
15
15

S/L
(g/mL)

1/10
1/15
1710
1/15
1/10
1/15
1710
1/15
112,5
112,5
112,5
112,5
1/9
1/16
112,5
112,5
112,5
112,5

Lignina

16,7+0,2
14,1£0,1
17,2+0,1
16,9+0,1
24,4+0,0
20,9+0,2
24,2+0,5
20,5+0,2
14,0£0,0
25,4+0,0
17,0+0,0
17,5+0,1
19,1+0,2
19,3+0,1
17,5+0,1
18,1+0,3
18,5+0,5
18,310,3

Celulose

58,5+0,5
52,2+0,5
58,1+0,1
57,5+0,3
65,9+0,0
65,7+0,1
60,1+0,1
65,8+0,5
54,3+0,2
58,5+0,9
65,3+0,0
67,5+1,0
68,7+0,1
65,0+0,7
64,8+0,7
65,0+0,9
65,1+0,4
64,8+0,3

Hemicelulose

9,5+0,1

14,0+0,2
8,6+0,1

10,0£0,1
0,9+0,0
0,7+0,0
0,5+0,0
1,2+0,0
13,6+0,0
0,4+0,0
4,0+0,0
4,8+0,0
4,1+0,0
2,9+0,0
3,2+0,1

3,0+0,0
3,0£0,2
3,1£0,1

Lignina

15,5+0,9
16,6+0,1
19,7+0,6
16,9+0,0
32,5+0,5
38,4+0,5
45,8+0,2
37,1+0,2
14,1£0,1
39,9+0,0
21,8+0,9
22,1+0,7
28,3+0,3
32,2+0,5
26,7+0,0
31,2+0,1
30,7+0,1
31,2+0,0

Celulose

35,3+1,0
40,3+0,1
36,8+1,0
39,2+0,7

0

0

0,01

0
43,1+0,3

0
29,9+1,0
25,8+1,0
25,6%0,0
20,6+0,0
26,7+1,0
22,5%0,3
23,4+0,2
22,8+0,2

Hemicelulose

6,1+0,1
5,3+0,0
6,3+0,1
7,1£0,1
0,1+0,0
0,1£0,0
0,1£0,0
0,2+0,0
4,7+0,0
0,2+0,0
4,6+0,1
2,9+0,0
2,5+0,0
1,9+0,0
3,1£0,0
1,9+0,0
2,0+0,1
1,9+0,0

Nota-se que os ensaios realizados em temperaturas de pré-tratamento acima

de 200 °C removeram cerca de 90 % da fracdo de hemiceluloses da fragao sélida.

No entanto apenas uma pequena quantidade de hemicelulose foi recuperada na

fragdo liquida, o que pode ser explicado pelo fato da xilose, monossacarideo

predominante na fragdo de hemiceluloses, sofrer reacdes de desidratacdo formando

acido organicos e furanos em condicdes severas de pré-tratamento. A maior

porcentagem de hemicelulose na fragéo sélida foi obtida no ensaio 2 (170 °C, 10
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min, 1/15), submetido aos menores valores de temperatura e tempo de reagao
durante o pré-tratamento. Essa condicdo pode ser considerada branda para
solubilizacao efetiva das hemiceluloses.

Apos o pré-tratamento, a celulose é predominante na fragdo sélida, como
consequéncia direta da remogdo da por¢cdo de hemiceluloses. A porcentagem
relativa da celulose na fragao solida foi de 52,3 % a 170 °C (1/15, 10 min), 65,1 % a
190 °C (1/12,5; 15 min) permanecendo proximo deste valor a 210 °C e 58,6 % a 218
°C (1/12,5; 15 min). Estes resultados sugerem que o aumento da temperatura de
pré-tratamento até um certo valor (até 210 °C) provoca um aumento da
concentracdo da porcao de celulose na fracdo soélida. Além disso, os menores
valores de celuloses na fragcédo liquida também foram obtidas em ensaios com
temperatura acima de 200 °C, assim como foi observado nas hemiceluloses. Isso
pode ser explicado pela geragédo de inibidores a partir da porgédo de glicose, assim
como ocorre nas xiloses. Devido a porcdo cristalina, a fragdo celulésica é
considerada mais resistente a solubilizagdo do que as hemiceluloses. Entretando, a
glicose, assim como xilose, podem sofrer reagdes de desidratagao, formando acidos
organicos e furanos. Com isso, pode-se afirmar que as condigdes realizadas nos
ensaios em temperaturas acima de 200 °C sao suficientes para remogao das
hemiceluloses e podem resultar em perda de fracdo celuldsica, com formacao de
produtos de degradacdo a partir desses monossacarideos. Esse resultado é
consistente com o estudo anterior [29] que afirma que as ligacdes glicosidicas nos
segmentos da por¢cdo amorfa de celulose comegam a ser rompidas em temperaturas
acima de 200 °C.

A porcentagem relativa de lignina na fragao liquida também aumentou com o
aumento da severidade do pré-tratamento, consequéncia direta da remogao dos
acgucares nao celuldsicos provocadas pelo pré-tratamento hidrotérmico. As maiores
porcentagens relativas de lignina na fragdo sdélida foram obtidas em ensaios com
temperatura acima de 200 °C, devido a maior remogao das hemiceluloses nessas

condicoes.

3.3. Andlise de furfurais e acidos organicos
Durante o processo de pré-tratamento hidrotérmico, foram gerados alguns
inibidores, principalmente em temperaturas de pré-tratamento mais elevadas.

Concentragdes dos principais inibidores, incluindo acido acético, furfural e 5-
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hidroximetilfurfural (HMF), sdo a principal preocupagdo na biomassa pré-tratada.
Glicose e xilose podem ser desidratados em HMF e furfural. Acredita-se que os
acidos organicos sejam gerados a partir da reidratacdo destes furanos. Estes
produtos de degradacdo podem formar estruturas semelhantes a lignina insoluvel,
que se depositam nas fibras pré-tratadas e, portanto, diminuem a acessibilidade das
celulases a fragao de celulose. Os teores dos furfurais e acidos organicos da fragéo

liquida s&o mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 — Composicao quimica dos furfurais e acidos organicos da fragao liquida.
Acido Acido

Temperatura Tempo S/L Furfural HMF

EnsAes ee)  ming @) @b @L At T
1 170 10 1/10 0,08 0,0046 1,11 0
2 170 10 1/15 0 0 0,94 2,06
3 170 20 1/10 0,11 0,011 0,89 1,33
4 170 20 1/15 0 0 0,93 2,36
5 210 10 1/10 0,54 1,48 2,60 1,54
6 210 10 1/15 0,62 1,38 2,89 5,09
7 210 20 1/10 0,68 1,62 8,55 10,2
8 210 20 1/15 0,32 0,72 2,53 0
9 162 15 1/12,5 0 0 1,94 1,87
10 218 15 1/12,5 0,43 1,17 4,49 5,43
11 190 8 1/12,5 0,32 0,19 0,88 1,63
12 190 22 1/12,5 0,26 0,16 3,57 5,85
13 190 15 1/9 0,58 0,49 3,79 4 56
14 190 15 1/16 0,38 0,42 0,77 0
15 190 15 1/12,5 0,42 0,33 1,43 2,23
16 190 15 1/12,5 0,46 0,42 1,42 2,31
17 190 15 1/12,5 0,43 0,40 1,40 2,28
18 190 15 1/12,5 0,42 0,44 1,42 2,33

Os ensaio 9 (162 °C, 1/12,5; 15 min), 2 (170 °C, 1/15, 10 min) e 4 (170 °C,

1/15, 20 min) ndo apresentaram furfurais (furfural e HMF). Os mesmos ensaios
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apresentaram os maiores teores de hemiceluloses e celulose na fragdo solida. As
condicbes desses ensaios podem ser muito brandas para a dissolugdo dos
agucares, o que geraria menor quantidade de produtos de degradacgao.

Pode-se observar a partir dos resultados da Tabela 3 que os teores dos
acidos organicos e furfurais aumentam com aumento da temperatura de tratamento
até 210 °C. As suas concentragdes maximas foram observadas no ensaio 7 (210 °C,
1/10, 20 min) com alto tempo e temperatura de pré-tratamento. Tempo e
temperatura de pré-tratamento favorecem a formagao de furfural e HMF, bem como

a sua degradagéo em acidos organicos como acidos aceético e férmico.

3.4 Hidrdlise enzimatica

O rendimento de sacarificagao das diferentes condicbes de pré-tratamento e

do material in natura sao apresentados na Figura 1.
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Figura 1 - Rendimento de sacarificagdo do pseudocaule de bananeira in natura e
pré-tratado baseado nas condicbes do delineamento composto central para pré-

tratamento hidrotérmico.
Os dados mostram que as diferengas nos rendimentos de glicose estao
relacionadas com as condicbes de cada teste do desenho experimental. Um

aumento na hidrolise enzimatica € tipico quando um pré-tratamento € aplicado a
uma biomassa lignoceluldsica.
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Como esperado, houve um alto rendimento de glicose na biomassa preé-
tratada (45-98 %) quando comparada com a biomassa nao tratada (cerca de 8 %).

Os ensaios 3 (170 °C, 1/10, 20 min) e 13 (190 °C, 1/9, 15 min) apresentaram
menores rendimentos de glicose, com menos de 50 % de rendimento apos hidrélise
enzimatica. Isso pode ser explicado pelo maior conteudo de hemiceluloses
apresentado na fracado sélida desses ensaios. A presenca das hemiceluloses é um
fator que contribui para bloquear fisicamente o acesso a celulose pelas celulases. Ja
0s ensaios 5, 6 e 10, apresentaram mais de 90 % de conversédo em glicose.

As temperaturas de pré-tratamento mais elevadas (acima de 200 °C)
apresentaram a melhor digestibilidade enzimatica. Além disso, um pré-tratamento
mais severo pode contribuir para hidrdlise da celulose, o que poderia auxiliar no
aumento do rendimento de glicose apos a hidrélise enzimatica. No entanto,
comparando-se com 0s outros ensaios a uma temperatura mais elevada, o ensaio 7
(210 °C, 1/10, 20 min), apresentou menor libertagdo de glicose. Isso pode ser
explicado pelo alto teor de furfurais e acidos organicos (acido acético e acido
férmico) obtidos nesse ensaio (Tabela 3). Kristensen [30] sugeriu que a inibicdo do
produto final € o principal fator que afeta os rendimentos de acgucar em altas
concentragcbes de substrato, mas a extensdo e o mecanismo exatos da inibicao
ainda ndo desconhecidos.

No que diz respeito a relacdo soélido/liquido, os resultados anteriores
indicaram que valores de S/L mais elevados contribuem para maiores rendimentos
de glicose apds hidrolise enzimatica. Os rendimentos de glicose nos ensaios com
razao solido/liquido de 1/15 foram maiores em relagao aos valores de 1/10. O ensaio
13 (S/L de 1/9) obteve um rendimento de glicose de 45 % comparando com o ensaio
14 (S/L de 1/16) apresentando acima de 60 % de rendimento de sacarificagao. Alta
carga de solidos durante o pré-tratamento e hidrolise enzimatica oferece varias
vantagens industriais, como o uso de menor tamanho do reator, maior taxa de
hidrélise e menor consumo de agua.

A sacarificacdo também foi afetada pelo tempo de reacdo. Quanto maior
tempo de reagédo, menor os rendimentos de glicose. Os ensaios 5, 6, 10 e 11,
realizados em um tempo de reagdo mais curto (10 min), apresentaram os maiores
rendimentos de glicose. Tempos de reacdo mais curtos podem contribuir para

reducao dos custos do processo na producao do etanol de segunda geracéao.
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3.5 Andlise estatistica

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada através do software Statistica
para estimar as influéncias dos trés fatores na liberagdo de glicose: temperatura,
tempo e relagéo solido/liquido (S/L).

Aplicando a analise de regressao multipla nos dados experimentais, foi obtida
uma equacgao polinomial de segunda ordem que descreve os modelos ajustados
para os rendimentos de glicose apods hidrolise enzimatica dos pré-tratados
hidrotérmicos do pseudocaule de bananeira (p > 0,05), levando em consideragao

somente os termos signifitivos:

Rendimento de glicose (%) = 41,5 + 17,7 temperatura — 8,1 tempo + 6,4 tempo® +
5,8 S/L—8,4 S/L® 3)

Quando os valores de temperatura, tempo e S/L foram substituidos na equacgao

acima, as respostas preditas foram obtidas como mostrado abaixo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Valores experimentais e preditos do delineamento composto central.
Glicose (g/L)

Ensaios
Experimental Predito
1 31,6 32,8
2 35,0 36,4
3 23,0 25,1
4 31,4 32,7
5 54,0 52,9
6 58,4 56,5
7 41,5 40,3
8 49,0 48,0
9 34,5 30,4
10 51,5 55,2
11 53,7 54,1
12 43,5 42,7
13 30,2 29,7
14 37,9 37,6
15 39,2 41,3
16 43,0 41,3
17 40,0 41,3
18 421 41,3

A analise estatistica das diferentes combinagdes das variaveis estudadas e suas
respostas sdo mostradas na Tabela 5.
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Tabela 5 — ANOVA dos modelos ajustados para rendimento de glicose apos a
hidrolise enzimatica.

Fator Soma Graus de Media Teste F p-valor
Quadrdtica  liberdade  Quadratica
Temperatura (L) 937,3 1 937,3 120,3  0,000004
Temperatura (Q) 1,043 1 1,043 0,1 0,7
Tempo (L) 196,4 1 196,4 25,2 0,001
Tempo (Q) 80,9 1 80,9 10,4 0,01
S/L (L) 99,7 1 99,7 12,8 0,007
S/L (Q) 137,4 1 137,4 17,6 0,003
Temperatura (L) by Tempo (L) 11,7 1 11,7 1,5 0,3
Temperatura (L) by S/L (L) 0,001 1 0,001 0,0002 1,0
Tempo (L) by S/L (L) 8,2 1 8,2 1,1 0,3
Erro 62,4 8 7,8
Total SS 1532,1 17
R? 0,95930
Adj R? 0,91352

(Q) - efeito quadratico; (L) - efeito linear.

A ANOVA é necessaria para testar a significancia e adequagédo dos modelos.
Em geral, quanto menor o valor de p e maior o valor de F, mais significativo é o fator
correspondente. Nota-se que os efeitos quadratico e linear das variaveis razao
sélido/liquido e tempo foram estatisticamente significativos a um nivel de p < 0,05.
Em relagédo a temperatura, somente o efeito linear foi significativo.

O coeficiente de correlagdo multipla (R?) das equagdes de regressio obtidas
da ANOVA foi de 0,95930 (R? ajustado = 0,91352), mostrando um ajuste satisfatorio
do modelo para os dados experimentais e indicando que o modelo poderia explicar
95 % das respostas (p < 0,05). Portanto, o modelo foi descrito com sucesso com
base nas condi¢des de reagao utilizando a regressao linear.

Os efeitos das variaveis temperatura, tempo e razao sélido/liquido (p < 0,05)

foram representados no grafico de Pareto abaixo.
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(1)Temperature (°C)(L) t _ 10.966
(2)Time (min)(L) } .-5.019
S/L (g/mL)(Q) t J—4.198
(3) S/L (@/mL)(L) ¢ ]3.577
Time (min)(Q) | J3.221
Lby2L } |1.2p8
2Lby3L | 1.025
Temperature (°C)(Q) t 0.366
1Lby3L } 0.013
p=‘0.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 2 - Grafico de Pareto para efeitos do rendimento de glicose.

A analise dos parametros significativos sugere que os efeitos lineares da
temperatura e da relagao sélido/liquido foram efeitos positivos. Isso indica que um
aumento dessas variaveis, dentro dos intervalos estudados, aumenta a liberagao de
glicose na hidrélise enzimatica. Por outro lado, o efeito linear do tempo teve efeito
negativo, indicando que o aumento no tempo leva a diminui¢do do rendimento de
glicose. Apesar da relagcédo sélido/liquido ter apresentado um efeito positivo, o seu
efeito quadratico foi negativo. Isto indica uma regido de valor 6timo dessa variavel.

As representagbes dos graficos de superficie de resposta destacam
visualmente as equacgdes de regressdo. Cada grafico representa um numero de
combinagdes de duas variaveis independentes testadas enquanto as outras duas
variaveis independentes sdo mantidas em seus niveis de ponto central. Os graficos
mostram as interagdes entre temperatura e tempo (figura 3a), razdo solido/liquido e

tempo (figura 3b), temperatura e relagao solido/liquido (figura 3c).
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Figura 3 - Graficos de superficie de resposta para o processo de hidrolise enzimatica

(a) tempo (min) e temperatura (°C); (B) relagdo tempo (min) e sdlido liquido; (C)
temperatura (°C) e relagao liquido sdlido.
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Os resultados da Figura 3 indicam claramente que a concentragdo maxima de
glicose foi atingida a niveis de temperatura mais elevados, em menor tempo de
reacao e em razao solido/liquido entre 1/12,5 - 1/15. O ensaio 6 (210 °C, 1/15, 10
min) obteve maior rendimento de glicose (58,4 g/L), enquanto que a ensaio 3 (170
°C, 1/10, 20 min) obteve o menor valor (23,0 g/L). Resultados semelhantes foram
obtidos em estudos anteriores em hidrolise enzimatica de diferentes fontes de
biomassa, como palha de trigo [31] e bagaco de cana-de-agucar [32].

Em geral, o aumento da temperatura de pré-tratamento aumenta o
rendimento de glicose apos a etapa de hidrolise enzimatica. Uma parte
relativamente pequena da celulose é convertida em mondémeros de glicose durante o
pré-tratamento. Com isso altas temperaturas de pré-tratamento podem auxiliar no
rendimento de glicose. Contudo, condicbes severas podem inibir o processo de
fermentacao da glicose ao etanol. Alguns estudos concordam que tempos de reagéo
mais longos combinados com temperaturas de pré-tratamento mais elevadas,
embora auxiliem na quebra da estrutura da biomassa e melhorem o acesso
enzimatico a celulose, também levam a producdo de subprodutos como acidos
organicos, furfurais e seus derivados, inibindo a atividade das enzimas e o processo

de fermentacao [33, 34].

4. Conclusoes

e As condicbes de pré-tratamento hidrotérmico estudadas contribuiram para a
remocao de até 97 % das hemiceluloses e concentragdo de 53 % de celulose

em relagdo ao material ndo tratado;

o O pré-tratamento hidrotérmico, nas condicdes realizadas, demonstrou ser um
processo eficaz no aumento do rendimento de glicose ao final da hidrélise

enzimatica;

e Com base na analise de variancia e nos graficos de superficie de resposta,
todas as variaveis apresentadas (temperatura, razdo sélido/liquido e tempo
de reacgao) foram estatisticamente significativas, em relagdo a concentracao
de glicose apds hidrolise enzimatica;
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e As condi¢des otimizadas foram: temperatura de 210 °C, razéo sélido/liquido
de 1/10 e 10 minutos de tempo de reacgéao, resultando em um rendimento de

sacarificagao de 98 % (ensaio 6).
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Conclusao Geral

e O pré-tratamento hidrotérmico utilizando reator Parr se mostrou mais eficiente

na conversao enzimatica que os tratamentos utilizando microondas;

e O pseudocaule de bananeira mostra ser uma biomassa lignocelulésica com
potencial para produgdo de etanol celuldsico, devido ao grande teor de

celulose e baixo teores de hemiceluloses e lignina.



