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RESUMO

A biomassa residual verde de sisal (mucilagem de sisal) € um material
lignoceluldsico produzido pela extracdo da fibra de sisal e passagem por peneira
rotativa. Estima-se que apenas 4% do peso da planta Agave sisalana é
transformado em fibras (sisal) e o0 material restante é descartado ao longo da cadeia
produtiva. Tendo isto em vista, o presente trabalho objetivou-se valorizar a
mucilagem do sisal na producdo de etanol de segunda geracdo (2G) na regiao
semiarida brasileira, residuo o qual, ndo apresenta uso como fonte alimentar. A
biomassa foi caracterizada e apresentou 39,68+0,32% de celulose, 13,12+0,22% de
hemiceluloses, 6,14+0,5% de lignina,30,57+0,48% de extrativos e 4,11+0,05% de
cinzas. Os pré-tratamentos aplicados apresentaram caracteristica destrutiva da
fracdo celuldsica, ou seja, houve liberacdo de carboidratos fermentesciveis nessa
etapa a qual, ndo é de interesse. A realizacdo de hidrolise sem pré-tramento é uma
caracteristica de interesse da industria alcooleira uma vez que, essa etapa € uma
das mais onerosas do processo de obtencdo de etanol 2G, sendo assim, o uso da
hidrélise diretamente na mucilagem in-natura apresentou melhor resposta na
extracdo dos carboidratos fermentesciveis. Entre as hidrolises utilizadas (enzimatica
e acida) a hidrdlise enzimatica apresentou melhor conversdo em hexoses (101,6 g/L
de glicose) e a hidrolise acida na liberacdo de 35,72 g/L de glicose. A fermentacéo
ocorreu com a levedura Saccharomyces cerevisiae aplicada nos hidrolisados com e
sem biocarvao. O biocarvao da hidrélise enzimatica produzido a 550°C apresentou
melhor resposta a adsorcao dos inibidores de fermentacdo 89,3% da solucao inicial
do furfural, 99,7% da solucdo do HMF e 29,71% da solucédo do acido acético, quanto
na producéo de etanol, esse biocarvdo aumentou a producéo de etanol de 37,47 g/L
para 51,82 g/L.

Palavras chaves: mucilagem de sisal; biocarvdo; adsorcdo de inibidores;

biomassa; fermentacao.



ABSTRACT

Sisal mucilage is a lignocellulosic material produced by extracting the sisal
fiber and passing it through a rotary sieve. It is estimated that only 4% of the weight
of the Agave sisalana plant is transformed into fiber (sisal) and the remaining material
is discarded along the production chain. The present work aimed to valorize the sisal
mucilage in the production of second-generation ethanol (2G) in the Brazilian
semiarid region, a residue that has no use as a food source. The mucilage waste was
characterized and presented 39.68+0.32% cellulose, 13.12+0.22% hemicellulose,
6.14+0.5% lignin, 30.57+0.48% extractives and 4.11+0.05% ash. The applied pre-
treatments presented a destructive characteristic of the cellulosic fraction, that is,
there was a release of fermentable carbohydrates in this stage which, is not of
interest. The realization of hydrolysis without pre-treatment is a characteristic of
interest to the alcohol industry since this step is one of the most onerous in the
process of obtaining 2G ethanol, thus, the use of hydrolysis directly on the in-natura
mucilage showed better response in the extraction of fermentable carbohydrates.
Among the hydrolysis used (enzymatic and acid) the enzymatic hydrolysis showed
better conversion in hexoses (101.6 g/L of glucose) and the acid hydrolysis in the
release of 35.72 g¢/L of glucose. Fermentation occurred with the yeast
Saccharomyces cerevisiae applied to the hydrolysates with and without biochar. The
biochar from the enzymatic hydrolysis produced at 550°C showed better response to
the adsorption of the fermentation inhibitors 89.3% of the initial furfural solution,
99.7% of the HMF solution and 29.71% of the acetic acid solution, as for the ethanol

production, this biochar increased the ethanol production from 37.47 g/L to 51.82 gl/L.

Key words: sisal mucilage; biochar; inhibitor adsorption; biomass;

fermentation.
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1 INTRODUCAO

As terras aridas ou areas secas ocupam 60,9 mil km2 (41,3%) da superficie
mundial (GAUR; SQUIRES, 2017). Com as mudancas climaticas, essas areas estao
aumentando constantemente, e as Nac¢des Unidas declararam 2010-2020 como a
Década dos Desertos e da Luta contra a Desertificacdo (MARTINEZ-VALDERRAMA;
GUIRADO; MAESTRE, 2020). No Brasil, 12,8% do territério nacional séao
caracterizados como regido semiarida com baixa pluviometria anual, alta irradiacao
solar e alta evapotranspiragao.

Nessas regides do Brasil, a evapotranspiracdo esta entre 1.500 e 2.000 mm
por ano. Como resultado, a vegetacdo esta sujeita a constante deficiéncia hidrica.
No entanto, apesar das condi¢cdes severas, a regido semiarida brasileira apresenta
uma diversidade de vegetacdo adaptada a essas condi¢cdes edafoclimaticas como a
Agave sisalana (sisal), planta adaptada a essas condicOes e cultivada para fins
econdbmicos (EGUIARTE et al., 2021).

O sisal € uma planta de interesse econémico e social para as regides aridas
de todo o mundo. Em muitas das &reas produtoras, o sisal é a Unica cultura que
pode gerar lucro. No Brasil, o sisal € cultivado no semiéarido, para a producéo de fibra
dura (86 mil toneladas/ano), que abastece 40% do mercado mundial (ANDRADE;
ORNELAS:; BRANDAO, 2011; IBGE, 2019).

O Brasil € o maior produtor mundial de fibra de sisal, porém, os sistemas de
producdo e processamento apresentam baixos niveis de modernizacdo. Além disso,
as folhas de agave tém baixo indice de aproveitamento para extracdo de fibras, com
rendimento de até 4% da sua massa. Os 96% restantes sao residuos da producéo:
mucilagem ou polpa [15%] (constituida pela cuticula e tecido mole), bucha [1%]
(fibras curtas) e suco [80%)] (seiva clorofilada) (ALVES; SANTIAGO; LIMA, 2005).

Os residuos da producéo de sisal sdo uma fonte potencial para a producéo de
biocombustiveis no Brasil. O sisal, apresenta alta produtividade e elevados teores de
carboidratos e a sua fracdo lignocelulésica pode ser usada para a producédo de
biocombustiveis. A utilizacdo da mucilagem de sisal, para a producédo de etanol de
segunda geragdo, apresenta algumas limitacbes, como residuos de fibras
acarretando na dificuldade trituracdo do material, dificil secagem da biomassa e facil

absorcdo de agua do ambiente. Contudo, é uma biomassa sem aplicacdo
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econdmica ou alimenticia com altos teores de acucares em suas células podendo,
portanto, ser utilizada para a producao de biocompostos, como o etanol.

Além disto, o estudo analisou a utilizacdo do residuo sélido dos processos de
hidrolise na obtencé&o de biocarvao para a adsorgcédo de inibidores de fermentacéo
(furfural, 5-hidroximetilfurfural e &cido acético). Biocarvdo (frequentemente
designado pelo nome inglés de “biochar’) € um material rico em carbono, que é
produzido pela carbonizacdo de residuos de biomassa de baixo custo, em atmosfera
limitada de oxigénio (LUO et al.,, 2019; ONI et al., 2019). Nos ultimos anos, a
utilizacdo do biocarvao vem ganhando ateng&o dos pesquisadores no mundo, pelas
suas caracteristicas absortivas e seu baixo custo de producdo. Além de ser um
produto abundante na superficie terrestre, o biocarvdo pode ser produzido por
diferentes métodos e sua qualidade € dependente do tipo de processo aplicado e da
fonte organica utilizada. Através da decomposicdo térmica (pirélise) da matéria
organica pelo aguecimento na auséncia de oxigénio sao gerados bio-6leo, biocarvao
e gases (PEDROZA et al.,, 2017). O rendimento de cada composto depende da
composicdo quimica da matéria utilizada e da temperatura e duragéo do processo de
pirdlise.

Deste modo, o trabalho propde que o aproveitamento energético da
mucilagem de sisal pode resultar em um maior desenvolvimento econémico e social
no semiarido brasileiro, a partir da geracdo de emprego e renda, com a valorizacéo

da cadeia produtiva da biomassa local.
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2 OBJETIVO GERAL

Caracterizar e valorar a mucilagem de sisal, visando a producao de etanol de
segunda geracdo e a utilizacdo do biocarvdo da mucilagem poés-hidrélise acida e

enzimatica, como adsorvente.

2.10BJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a mucilagem do sisal quanto as propriedades fisico-quimicas.,
cultivada no semiarido brasileiro.

e Analisar a utilizacdo de pré-tratamentos (acido, alcalino, oxidativo e
hidrotérmico), hidrolises acida e enzimatica e a fermentacédo para a producao
de bioetanol.

e Avaliar as melhores condi¢cfes de temperatura do processo de pirdlise para a
producdo de biocarvao, a partir de residuos dos hidrolisados e sua aplicacao
como adsorvente de inibidores da fermentacdo (HMF, furfural e acido

acético).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo sera apresentada a revisdo bibliografica sobre o tema em
guestao, para fundamentar a discusséo da presente pesquisa.
3.1AGAVE

O agave, também chamado de sisal, € uma planta com origem no México, na
Peninsula de Yukatan (DIAS et al., 2015). Foi introduzida no Brasil no inicio do
século passado, porém, o seu cultivo somente foi expandido em 1930,
principalmente na Paraiba, na Bahia e no Rio Grande do Norte, por suas adaptacdes
ao clima semiarido brasileiro. Atualmente, o Brasil € o maior produtor mundial da
fibora de sisal e a Bahia é responsavel por 90% desta producdo (ANDRADE;
ORNELAS; BRANDAO, 2011).

O sisal pertence a classe Monocotiledénea, familia Agavaceae e género
Agave. O género Agave compreende aproximadamente, 300 espécies da América
do Norte e América do sul. Suas folhas produzem a principal fibra dura existente
entre as plantas e dentre estas espécies apenas duas se destacam com importancia
comercial para a producédo de fibras duras, o Agave sisalana Perrine e o Agave
fourcroyde Perrine (EMBRAPA, 2008).

O Agave sisalana tem mecanismo fotossintético facultativo tipo MAC
(Metabolismo Acido das Crassulaceas), no qual a assimilagdo do CO:2 ocorre
durante a noite, pelo ciclo fotossintético C4 (PIMENTEL, 1998). O agave é
considerado como MAC facultativo, pois apresenta o comportamento MAC via C4,
em condigbes de falta de agua, alta salinidade ou fotoperiodo ou termoperiodo
elevados. Porém, em condi¢Bes favoraveis, pode fotossintetizar pelo ciclo C3, que
favorece maior produtividade de biomassa, embora com maior uso de agua
(OSMOND; HOLTUM, 1981).

O sisal requer clima quente e luminosidade intensa, é adaptado a regifes
semiaridas, com resisténcia a estiagens prolongadas. Tém folhas carnosas, nimero
reduzido de estdbmatos e epiderme cutinizada (CARDOSO, 2019). Estas sao
caracteristicas adaptativas contra condi¢des de aridez.

No Brasil, 0 agave € cultivado para a producéo de fibra dura, que abastece
40% do mercado mundial (ANDRADE; ORNELAS; BRANDAO, 2011). As fibras de

sisal séo obtidas da extracéo e beneficiamento de suas folhas. O interesse nas fibras
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naturais esta a crescer por muitas razées, incluindo o seu potencial para substituir as
fibras sintéticas e por apresentar menor custo de producao, com sustentabilidade.

As fibras naturais sdo materiais renovaveis, menos abrasivas que as fibras
artificiais, de baixa densidade e alta deformabilidade, caracteristicas vantajosas em
relacdo as fibras sintéticas (MARINELLI et al., 2008). Além disto, séo
biodegradaveis. Essa € uma das principais vantagens do uso das fibras de sisal para
amarrar feno, jA que podem ser consumidas pelos animais sem que lhes cause
problemas, ao contrario das fibras sintéticas. Este é um nicho de mercado
conseguido pelo sisal produzido no Brasil. Além destas vantagens ecolégicas, as
fibras naturais sdo uma fonte de renda para as populacfes rurais, em geral em
locais com baixa renda per capita.

Segundo o IBGE (2019), o Brasil produziu 86.820,00 toneladas de fibra de
sisal em cinco estados: Bahia, Paraiba, Ceara, Rio Grande do Norte e em Rondbnia
(Figura 2). Estima-se que 80% dessa producdo sejam direcionadas ao mercado
internacional, sendo a China e Portugal os maiores consumidores. As exportacdes
do complexo sisal totalizaram 59,4 mil toneladas, em 2020, sendo seu principal fio
beneficiado o Baler twine (Figura 1).

Figura 1 - Fio Baler Twine

SISAL PARA ENFARDAMENTO DE FENG
SISALANY

Fonte: MFRural
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Figura 2 - Producao de sisal no Brasil em 2019

s [aSton)

Fela— 4 652 ton.

\Bahia)

Fonte: Dados IBGE (2019)

A industrializacdo das fibras proporciona a producdo de diversos produtos
como: cordas, barbantes, tapetes, sacos, bolsas, chapéus, vassouras, além de
pecas artesanais. Na industria, séo utilizadas na fabricacdo de pasta celulésica para
a producdo de papéis e outros produtos (papel Kraft, papel fino, cigarros, filtros,
fraldas, entre outros) (EMBRAPA, 2008).

3.1.1 Caracteristicas do agave

O ciclo vegetativo do agave é de 8 a 10 anos. Seu sistema radicular é fibroso,
fasciculado, em forma de tufo, que emerge da base e do pseudocaule (roseta).
Apresenta dois tipos de raizes: as de fixacdo e as de absorcdo de nutrientes, sem
raiz principal. As raizes do tipo fixadora tem diametro de 2 a 4 mm e possuem muitas
ramificagBes, com crescimento horizontal de até 3 metros. Destas raizes surgem as
raizes de absor¢cdo que tem a funcdo de absorver agua e nutrientes da solugcédo do
solo. As raizes do agave sdo superficiais e concentram-se na profundidade de até
10 a 25 cm da superficie do solo (EMBRAPA, 2008).
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O agave nao apresenta caule aéreo, seu pseudocaule suculento tem a
propriedade de armazenar agua e nutrientes em seu interior, e nele sao inseridos as
folhas e o broto terminal. As folhas s&o rigidas de forma linear lanceolada e com
comprimento entre 120 a 160 cm. Sua epiderme é composta por uma cuticula
cerosa, que repele a agua facilmente. Nela encontram-se numerosos estdmatos
distribuidos de maneira continua, realizando as trocas gasosas. As insercdes das
folhas no pseudocaule ocorrem em forma de espiral ascendente, formando rosetas.
O Agave sisalana produz entre 200 e 250 folhas durante o ciclo e cada folha contém
de 1000 a 1200 fios de fibra (EMBRAPA, 2008; QUEIROGA et al., 2021).

Para o cultivo do agave, os produtores tém a opcéo do agave comum (Agave
sisalana Perrine) e 37 acessos (Tabela 1). As mais utilizadas sdo: Agave comume, 0
Hibrido 11648, cruzamento entre Agave angustifélia e o Agave amaniensis. Este
hibrido tem algumas caracteristicas vantajosas em relacdo ao agave comum; dentre
elas, o numero de folhas por planta, aproximadamente 600 folhas durante o ciclo
produtivo, maior produtividade, tolerancia a podriddo do tronco e mais resistente a
seca (EMBRAPA, 2008). Apesar dessas caracteristicas mais favoraveis, a cultivar
mais utilizada na Bahia e Paraiba € o agave comum.

A propagacdo do agave ocorre de forma assexuada através dos bulbilhos e
rebentos da planta mae (SUINAGA,; SILVA; COUTINHO, 2006). Os rebentos nascem
da base, e sdo rizomas subterraneos emitidos pela planta. Ja os bulbilhos séo
emitidos pela planta mée ao final do ciclo de vida, no escapo floral (ANDRADE;
ORNELAS; BRANDAO, 2011). Na regido semiarida do Brasil, o cultivo é realizado
em sequeiro, ou seja, hdo ha a utilizacdo da irrigacdo e, por isto, o plantio é

realizado antes do inicio da estacéo chuvosa.



Tabela 1 - Colecéo ativa de germoplasma de sisal, da Embrapa Algodao

Acessos Identificacdo

Acessos Identificacdo

SS-01

SS-02
SS-03
SS-04
SS-05
SS-06
SS-07
SS-08

SS-09

SS-10
SS-11
SS-12
SS-13
SS-14
SS-15
SS-16
SS-17

SS-18

SS-19

Hibrido 11648 (A.amaniensis

x A.angustifolia)
Hibrido 400 folhas
Cabinho

IAC 034

Hibrido RN

Hibrido Quénia

Agave folcloydes

Sisal do tipo Tatui
Sisal com espinhos
bordas

Sisalana de Valente/BA

Sisal Hibrido, Teixeira/PB

Hibrido de Imaculada/PB
Sisalana ornamental
Tatui 3

Tatui 4

Mutante 1

Hoxa México

Tatui 1

Tatui 2

SS-20

SS-21
SS-22
SS-23
SS-24
SS-25
SS-26
SS-27

SS-28

SS-29
SS-30
SS-31
SS-32
SS-33
SS-34
SS-35
SS-36

SS-37

Sisalana Tanzéania

Mutante Paraiba
IAC 0101

IAC 84193
Mutante Bahia
IAC 84003

IAC 84051

IAC 00200

IAC 0067

IAC 84001/4
IAC 84005
IAC 0056
IAC 84001/2
IAC 84-019
IAC 840096
IAC 0097
IAC 0069
Hibrido de

ltaporanga

Fonte: Embrapa Algodao

3.1.2 Producéo do sisal

21

De acordo com Suinaga et al. (2006), a colheita do agave ocorre, em média,

apos 36 meses do plantio, variando conforme a espécie de agave utilizada. O

processo de colheita inicia-se com o corte periodico das folhas. Em média, séo

cortadas 55 folhas no primeiro corte do A. sisalana e nos cortes posteriores s&o

colhidas aproximadamente 30 folhas. A colheita ocorre de forma manual, com auxilio

de facas. Apds a colheita restam, na planta, em média quatro folhas para dar

seguimento a nova producéo (EMBRAPA, 2008).
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Apdbs o corte, ocorre o transporte das folhas, em geral como uso de animais,
principalmente jumentos, que carregam de 100 a 130 quilos de folhas de agave
(EMBRAPA, 2008). Nesta etapa, séo utilizados um jumento e um operador, sendo
realizados 40 a 60 viagens por dia.

A operacdo pés-colheita € iniciada com o desfibramento do sisal, processo
principal, pelo qual séo eliminadas a polpa e a mucilagem que evolvem a fibra, por
raspagem mecanica (EMBRAPA, 2008). Na atualidade, os produtores podem utilizar
dois tipos de maquinas, a “Maquina Paraibana” ou a “Maquina Modelo Cosibra”. A
primeira é a mais utilizada, principalmente pelo seu preco e facil manutencéo.
Porém, apresenta baixa capacidade operacional (até 200 kg de fibra seca, em turno
de 10 horas por dia), desperdicio entre 20 a 30% de fibra por folha e expde os
operadores a riscos de acidentes (QUEIROGA et al., 2021).

Apos a extracdo das fibras deve-se realizar a lavagem, imergindo as fibras em
agua limpa, pelo periodo de 8 a 12 horas, durante a noite. Depois da lavagem é
realizada a secagem das fibras em varais, feitos de arame, durante 8 a 10 horas, em
pleno sol, evitando deixar por periodos maiores, para ndo amarelar as fibras, o que
reduz seu valor (ALVES; SANTIAGO; LIMA, 2005). Posteriormente, é realizado o
batimento, que consiste em remover o pé que envolve a fibra de sisal. Essa etapa
processa-se em maquinas denominadas de batedeiras. Sao obtidos desse processo
a fibra longa, a bucha e po residual.

Apbs o batimento as fibras beneficiadas devem ser classificadas por tipo e
classe, de acordo com os critérios definidos na Portaria n°® 71 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Em sequéncia, sdo prensadas em
fardos, identificados e pesados (BRASIL, 1983). As etapas de producéo da fibra de
sisal ocorrem de forma sequenciada e sao realizadas a fim de obter fibras de melhor
qualidade (QUEIROGA et al., 2021).

A producédo da fibra sisal depende da capacidade produtiva da planta que
geralmente produz durantel0 a 12 anos. O agricultor renova o campo quando ha
declinio na producéo, substituindo-as por rebentos vigorosos localizados nas fileiras
proximas. Porém, quando ocorre a emissao floral em mais de 70% das plantas é
aconselhada a erradicagéo total do campo (EMBRAPA, 2008).

Na industria, sé@o realizados os processos de preparacdo dos fios, fiacdo e
cordoaria. Na preparacdao dos fios as fibras sédo tratadas, coloridas, penteadas,

emendadas e uniformizadas. Na fiagdo, ocorre a torcdo em maquinas fiandeiras,



23

dando origem aos fios de sisal. Na cordoaria, os fios sdo processados para a
confeccdo de cordas em maquinas emboladeiras e cordoeiras (ANDRADE;
ORNELAS; BRANDAO, 2011).

O controle de qualidade é realizado em laboratério, em todas as etapas de
producdo, através de andlises de gramatura, umidade, peso, resisténcia, entre

outros. Apds aprovados os lotes sdo embalados e certificados.

3.1.3 Semiérido brasileiro

De acordo com a SUDENE (2017), caracterizam-se como semiaridas as
areas que apresentam precipitacao pluviométrica média anual igual ou inferior a 800
mm, indice de Aridez de Thornthwaite igual ou inferior a 0,50 e/ou percentual diario
de déficit hidrico igual ou superior a 60%, considerando todos os dias do ano. Com
essas caracteristicas, 1.262 municipios brasileiros sado classificados como zona
semiérida, correspondendo a aproximadamente 982.566 Kmz2, ou seja, 18,2% do
territorio nacional (Figura 4).

O clima no semiarido brasileiro € classificado principalmente como BSh, clima
semiarido quente com escassez de chuvas (250mm a 750 mm por ano), que tém
grande irregularidade em sua distribuicdo. A insolagdo € forte, com indices elevados
de evapotranspiracdo e temperatura média elevada. Uma pequena parte do
semiarido é classificada como BSw, clima seco com chuvas no verdo, com
precipitacdo anual sempre inferior a 1000 mm (KOEPPEN, 1948).

Além do clima desfavoravel, essa regido apresenta longos periodos de seca
gue ocorrem de forma ciclica a cada 10 ou 12 anos. Este € um dos principais fatores
gue inviabilizam a agropecuaria, pois, nestes periodos, o indice pluviométrico ndo
ultrapassa 400 mm (CODES SISAL, 2010). Essas caracteristicas favorecem a
situacao de pobreza e miséria da regiao.

Os municipios pertencentes a essa regido tém indice de Desenvolvimento
Humano (IDH) inferiores ao nacional, 0,755, sendo classificados principalmente com
indices baixos (<0,599) e muito baixos (<0,499). A regido do semiarido tem sido
caracterizada pelo éxodo rural, ja ha mais de um século.

A populagéo do semiéarido brasileiro é estimada em 22 milhdes de habitantes.
A indisponibilidade de cultivares agricolas adaptadas as condi¢cdes edafoclimaticas

minimizam as chances de obtencdo de uma renda minima agricola pelo menos
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equivalente ao salario-minimo oficial. Boa parte das culturas cultivadas é destinada a
subsisténcia.

O cultivo do agave é realizado principalmente na regido semiarida, por
oferecer uma oportunidade econdmica dificil de ser obtida com outras culturas,
sendo fator de sobrevivéncia para a populagéo rural e contribuindo para a fixacéo do
homem no campo (CARDOSO, 2019).

A maior area produtora de sisal do Brasil € localizada na Bahia e é
denominada “Territério do sisal”. O territorio do sisal tem 20.405,26 km? e é
composto por 20 municipios: Araci, Barrocas, Biritinga, Candeal, Cansancéo,
Conceicdo do Coité, Ichu, Itidba, Lamardo, Monte Santo, Nordestina, Queimadas,
Quijingue, Retirolandia, Santaluz, Sdo Domingos, Serrinha, Teofilandia, Tucano e
Valente (IBGE, 2010). Segundo Queiroga et al. (2021), esta atividade gera 800 mil
empregos, diretos e indiretos, além de gerar divisas.



Figura 3 - Extensao territorial do semiarido brasileiro

25

70" o
|
VENEZUELA ©
BOGOTA Cato Orare
SURINAME GUYANE |
FoLom.B | A I
| BOAVISTASY |
A GUYANA Y AN
~  RORAIMA | ) 2 AMAPA L0
X “ cal
! R
o ALt
¢l MACAPAY_ /4= -~
Y
:> /\} X X P LHADE o
N ( \ g AL Do
\ i n S BELEM 79a,
R i J 'ﬁ‘ MARANHAO
e ]
o
! J
MANAUS, £
a4 / 3 j SAO LUIS, oY R
| / Vot \ / ,. FOTREFORTALEZA gt s Rocas
¥ W ¢ 7HEE,
P \ snsswl § ). RIO GRANDE
LN ~ Y e /A DO NORTE
/ ~B
P AR A + ¢ { ‘\ ! L (/ > " NATAL
/ — \
A MAZONMA'S C f = PIAUI ~ B\
N G < /f \[ + T{‘V\L\”‘ : | PARAIBA
M ( / s S =5 (DJDAO PESSOA
IAN St
B 1 ( } \] / 3 "\,( 2% \z) 5
S ! / iR Y.\ RECIFE
N\ e pipe e N o -
ACRE| .~ N o Y, 4 f\ I A _ A/ PERNAMBUCO
t ¢ J— 77/ PORTQ 3 b e = RSN TOC. NTINS 3 s N
RIO BRANCO, ~7 5 VELHO' ¢ . = T TAN ' 3 X g j \ ALAGOAS
[EEST ey pror7 —p— == A ~ 4o
2400 — { PALMAS ) B \l 2 10°
] } 47 \ r
i 1 / 5 SRSt G S ARACAI
RONDONIA ¢ Wit Grotto g (] N & 7/ seRGIPE
: J L
5 a o o
i & SR o
Al / 7 =
Ié A, >
P E R U / & *
CUIABA 7 ~
Ol ~
y <
@ARAD ( /
! S / 3 1l
S T / 77
(O i < :J\*e MINAS Y ERAIS (. o
BOLIVIA % V Y/ S z
Y Y 2
{ N Arquip. de Abrolhos. <
\ BELQ s w
) HORIJONTE AR o
uno GROSSO DO SUL . y,/\\\ ) ESPIRITO SANTO =
e T = -
o Ve —_—
20 (: PARAGUAY / 200
w | f
o
<
a o S
| o 0 CAPRE = RoAc,
o0 O S22 | 7" “~"sho pauLo 200 08 cAP RIS
= OASUNCION )
T | c =
o ARGENTINA onvengoes
2 o
: /( ¥ FLoRlANOPcus Capital Federal
x SANTA CATARINA
o e 3
& e L \/ V )? . Capitais Estaduais
_ T':";"?r( W g «L -PO{TOALEGRE Eixos Rodoviarios
S RID GRANDE DO SUL + Ferrovias
o —X 4. ogs Patos f Hidrografia
> £
Semiarido
ESCALA 1 :27 000 000
44 Mangoers 0 0 w0 20 WoKm o TR
URUGUAY scliiz okl AN o Tt Oy | Limite do Semiarido
\ 1 o PROJEGAO POLICONICA
® BUENOS AIRES SAONTEVIOE | L ]
aco © o © . o o w0

Fonte: IBGE, 2018

3.1.4 Residuos da producéao do sisal

Embora o Brasil seja o maior produtor de sisal, os sistemas de producgéo e
beneficiamento tém baixo indice de modernizacdo (CANTALINO; TORRES; SILVA,
2015). Além disto, as folhas do agave tém baixo indice de aproveitamento para a
extracdo de fibra, com rendimento de até 5% da sua massa. Os 95% restantes sédo
residuos da producdo, com aproximadamente 15% de mucilagem ou polpa
(constituido pela cuticula e por tecidos moles), 1% de bucha (fibras curtas) e 81% de
suco (seiva clorofilada) (BUXTON; MUCK; HARRISON, 2003). Esta biomassa
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residual ndo é aproveitada de forma eficiente ou econémica, sendo, geralmente,
descartada préximo ao local de extracdo da fibra

O termo “Biomassa” abrange uma ampla gama de produtos diferentes,
embora todos sejam de origem organica (KAMPMAN et al., 2010). Esses produtos
podem ser residuos florestais e agricolas, residuos verdes municipais, lodo de
esgoto, biossélidos, subprodutos de residuos organicos e culturas energéticas, entre
outros.

Residuos agroindustriais sao provenientes dos processos agricolas e
industriais, variando conforme a matéria-prima utilizada. Estima-se que no mundo
140 Giga toneladas de residuos agroindustriais sejam produzidos e, no Brasil,
aproximadamente 451 mega toneladas (VAZ JUNIOR, 2020). Assim como a
biomassa do agave, a maior parte desses residuos ndo é utlizada de forma
eficiente.

As biomassas residuais, se depositadas de forma incorreta, apresentam risco
para a saude humana e potencial poluente de recursos hidricos, induzindo a
eutrofizacdo, e de solo, pelo estimulo a acdo microbidtica e emissdo de gases do
efeito estufa (GEE), como 0 NO e 0 N20 (TRIPATHI et al., 2019).

E importante salientar que ha a formacao de diversos residuos de sisal como
a mucilagem de sisal, bucha verde, bucha, suco de sisal, entre outros. A mucilagem
de sisal € compreendida como a fracao solida pos-extracao da fibra de sisal e que foi
separada da bucha verde através da peneira rotativa (SOARES; ARRUDA,;
AMARANTE, 2022) (Figura 4).

Figura 4 - Mucilagem de sisal e peneira rotativa

Fonte: Wirton M. Coutinho (EMBRAPA, 2021)
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Diversos estudos s&@o realizados visando a utlizacdo desses residuos.
Savastano et al. (1997) pesquisaram o uso de diversos residuos agroindustriais e,
principalmente, dos residuos da producao de sisal, na construcéo civil. Na tabela 2,
estdo listados diferentes residuos da producao de sisal e suas possibilidades de uso.
Contudo, a utilizacdo do bagaco do agave néao foi analisada.

Tabela 2 - Residuos do processamento da fibra de Sisal

Residuos

Fibra Produto
principal

Denominacéo

Aproveitamento

Fibra verde antes
da secagem

Fibra beneficiada

Bucha verde (ap6s
separacao da
mucilagem)

Refugo bucha

Uso potencial para
producao de celulose

Reforgo de gesso,
producao de fios e

celulose
_ Fios Bucha branca Producao de celulose
Sisal Cordas Fibras curtas Combustéo e adubo
Baler twine Bucha (com tintura) Reprocessamento
Fio agricola Flbras_curtas (com Combustivel
tintura)
Tapetes Retalhos de fios Uso potencial para

producéo de celulose

Fonte: Adaptagdo Savastano et al. (1997)

A biomassa lignoceluldsica tem despertado interesse pela crescente producao
agricola e pela sua grande disponibilidade em diversos paises. E uma fonte
renovavel e continua de materiais biodegradaveis, com baixo custo (BEZAZI et al.,
2014).
3.2COMPOSICAO BIOMASSA

O material lignocelulésico é o componente principal da biomassa vegetal,
compreende a metade do material produzido por fotossintese e representa a fonte
organica renovavel mais abundante do solo. Consiste em dois tipos de polimeros:
celulose, hemiceluloses e uma macromolécula a lignina, os quais estdo fortemente
ligados e unidos quimicamente por forcas ndo covalentes e unidos por ligacdo
covalente entrecruzadas (WU et al., 2013). Geralmente, o componente principal dos
materiais lignocelulésicos € a celulose em seguida, a hemiceluloses e lignina.

Contudo, existem variacbes na proporcdo destes componentes na biomassa
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lignocelulésica, que esta relacionado ao tipo de planta, tipo de solo, humidade,

nutrientes, condigdes edafocliméaticas e manejo cultural (PEREZ et al., 2002).

3.2.1 Lignina

A lignina estd unida a celulose e hemiceluloses formando uma barreira
impermeavel da parede celular. A lignina é uma macromolécula amorfa,
tridimensional e ramificado formado por alcoois aromaticos derivados de
fenilpropano unidos por ligacdes néo hidrolisado como o 4-propenil fenol, 4-propenil-
2-metoxi fenol e 4-propenil-2.5-dimetoxil fenol (WEN et al.,, 2015). D& suporte
estrutural, rigidez, impermeabilidade e protecdo aos polissacarideos estruturais
(celulose e hemiceluloses), é altamente resistente a degradacao quimica e biolégica.
A lignina € altamente insolavel, inclusive em acido sulfurico, sendo o agente
responsavel pela recalcitrancia ou dureza da biomassa (GAO, CHEN & ZHANG,
2017).

Na lignina ndo ocorre a repeticdo de unidades de cadeias como ocorre na
celulose e hemiceluloses. Nessas estruturas ocorrem a formacdo de uma rede
tridimensional e sua heterogeneidade estrutural dificultam a hidrolise enzimatica e na
pirélise podem desencadear vérias reacdes de despolimerizacédo (IQBAL, KYAZZE &

KESHAVARZ, 2013).

3.2.2 Hemiceluloses

A hemiceluloses é um polissacarideo com baixo peso molecular comparado
com a celulose é formado por diferentes unidades de acucares de 5 e 6 carbonos
(pentoses e hexoses) como a D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glicose, L-
arabinose, 4-O-metil-glicuranico, D-galacturbnico e acidos D-glicourdnicos. Estes
acucares unidos por ligacbes [(-1,4- e algumas vezes [-1,3-glicosidicos (HU;
RAGAUSKAS, 2012). A principal diferenca entre a celulose e a hemiceluloses € que
a hemiceluloses tem ramificagbes com cadeias curtas laterais que sdo constituidas
de diferentes agucares, principalmente a xilose e outros monossacarideos de cinco
carbonos enquanto, na celulose é constituida de cadeias lineares de hexoses com
ligagcbes B-1,4-glicosidica (SCHELLER & ULVSKOV, 2010). Tem massa molecular
médio de <30.000 g/mol e grau de polimerizacdo entre 50 e 200, é representado
geralmente pela formula (CsHsO4)n, tem a tendencia em formar Gases da pirélise e

menos quantidade de biocarvdao quando comparado a celulose (GUPTA et al.,
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2015). As hemicelulosess séo solluveis em solugbes alcalinas e facilmente

hidrolisada por acidos e bases.

3.2.3 Celulose

A celulose é um polimero de glicose (hexoses), que consiste em cadeias
lineares de (1,4)-D-glicanopiranosil unidos por ligagdes 1-4 em configuracéo [3 e com
pesos molares maiores que 100 g/mol (HU & RAGAUSKAS, 2012). O segmento que
se repete € comumente um dimero de glicose, chamado de celobiose (Figura 4). As
cadeias apresentam ligagcbes de pontes de hidrogénio intra e intermoleculares,
formando uma estrutura cristalina resistente a hidrolise que por sua vez esta
rodeada de regibes amorfas susceptiveis a degradacdo enzimatica (DING &
HIMMEL, 2006).

A celulose é representado pela formula (CeH100s)n € tem um alto grau de
polimerizagao (de 500 a 10000 g/mol). Tem uma estrutura cristalina formada por
milhares de unidades de glicose, sendo este componente, mecanicamente rigido
permitindo uma estrutura esquelética, a maioria das plantas terrestres (ARANTES,;
SADDLER, 2010). E insoltvel em solventes comuns e mesmo sendo um carboidrato,
nao € digerido pelos humanos.

Figura 5 - Estrutura quimica da glicose e celulose
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3.3CONVERSAO DE BIOMASSAS

A biomassa pode ser transformada em varios produtos para a producdo de
energia e quimicos (Figura 6). Fatores como qualidade e quantidade da matéria-
prima, disponibilidade, produto de interesse, economia do processo e impactos
ambientais gerados sdo fatores que influenciam na escolha da tecnologia a ser
utilizada e aplicada a biomassa (MATSUMURA, 2015).
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Figura 6 - Rotas de conversao biomassa

« Biocombustiveis (etanol e

Conversao bioquimica « Hidrolise biogés)

+ Fermentacao

* Pré-tratamento ‘

BIOMASSA
LIGNOCELULOSICA

» Gaseificacao « Biocarvao
Conversdo « Liquefagao .S n“ﬁsl
termoquimica * Pirdlise . B\{:E[eo

Fonte: Adaptacao Faaji (2006)

3.3.1 Pirdlise

A pir6lise € um processo de termo conversao de biomassa que ocorre com
limitacdo ou auséncia de oxigénio e em altas temperaturas (250°C a 900°C). Com a
pirélise sdo obtidos trés produtos: bio-6leo (liquido), biocarvao (sélido), e os gases
da pirdlise (mistura de CO, CO2, Hz e CHa), independentemente da biomassa
utilizada (SILVEIRA; SALOMON; BARCELOS, 2018). Durante o0 processo, 0S
componentes lignoceluldsicos, como celulose, hemiceluloses e lignina, passam por
varias reacdes, tais como despolimerizacdo, fragmentacdo e reticulagdo, em
temperaturas especificas para resultar nos produtos de maior interesse industrial
(YAASHIKAA et al., 2020).

A temperatura e o tempo de residéncia de pirélise sdo definidos em fungéo
dos produtos desejados. A pirélise lenta, também chamada de carbonizac&o, ocorre
entre 250°C e 750°C, com duracdo de horas a dias e favorece a producao de
biocarvéo, enquanto a pirélise rapida ocorre de 500 °C a 1000°C, com duracdo em
segundos, favorecendo a producao de bio-6leo (EMBRAPA, 2018).

A Tabela 3 apresenta resumidamente alguns dos parametros das pirélises

rapida e lenta, bem como os rendimentos aproximados em produtos.
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Tabela 3 - Rendimento de produtos obtidos por diferentes tipos de pirélise

. . N Produtos
Tipo de pirdlise Parametros — - -
Bio-6leo Biocarvao Gases
Réapida T=~500°C e TR=~1s 75% 12% 13%
. _ o _ 50% em
Intermediaria  T=~500°C e TR=~10-30 s 25% 25%
duas fases
Carbonizagéao T=~é_100 C e TR= horas 30% 350 3504
(Lenta) ou dias
Gasefficago 1 /20-900°C € 5% 10%  85%

TR=segundos
3 = o =~10- A 50
Torrefacéo T_ 290°C e TR=~10-60 Ate 5%, se 80% 20%
(Lenta) min. condensado
Fonte: Adaptacdo de (BRIDGWATER, 2012), T: temperatura; TR: tempo de residéncia.

As propriedades fisicas e quimicas assim como, o rendimento dos produtos,
sado afetadas pelo tipo de biomassa utilizada e pelos parametros aplicados
(temperatura e tempo de permanéncia, entre outros). A temperatura € a variavel com

maior interferéncia neste processo (WEI et al., 2019).

Os processos termoquimicos sao classificados em pirdlise, gaseificacdo e
combustdo, sendo a pirdlise a tecnologia mais promissora para a
transformacao/conversdo da biomassa (KIM et al., 2013). A pir6lise caracterizada
como processo simples e tempo de reacdo variavel, tem a capacidade de
transformar a biomassa volumosa e ndo homogénea na forma liquida (chamada de
biodleo), solida (biocarvado) e gasosa (Gases da pirdlise) (BRIDGWATER, 2012).

3.3.1.1 Biocarvao

Biocarvao (frequentemente designado pelo nome inglés de “biochar”) € um
material rico em carbono, que é produzido pela carbonizacdo de residuos de
biomassa de baixo custo, em atmosfera limitada de oxigénio (LUO et al., 2019; ONI
et al., 2019).

As propriedades uUnicas do biocarvdo, como grande area de superficie, alta
porosidade, diversos grupos funcionais, alta capacidade de troca cationica e
estabilidade, o tornam adequado para varias aplicacdes (YAASHIKAA et al., 2020).
A rapidez e facilidade de preparacao, a natureza ecologica, a reutilizacdo e o alto
custo-beneficio sdo algumas vantagens do biocarvdo. As técnicas termoquimicas

comuns usadas para a producdo de biocarvao incluem pirélise, carbonizacao
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hidrotérmica, gaseificacdo, carbonizagdo rapida e torrefacdo (GAYATHRI;
GOPINATH; KUMAR, 2021; HEMAVATHY et al., 2020).

O carbono presente na biomassa é reutilizado totalmente no biocarvao, sendo
a técnica de pirdlise uma importante ferramenta no estoque de carbono de forma
nao gasosa. Este estoque contribui para a preservagcéo do meio ambiente, uma vez
gue este carbono se originou do CO:2 atmosférico que foi imobilizado pela
fotossintese. Assim, reduz-se a concentracdo de um dos gases do efeito estufa
(GEE). Além disto, a conversdo de biomassa em biocarvdo é uma técnica
sustentavel para o manejo de residuos agroindustriais que séo ricos em carbono
(MCCARL et al., 2008).

Embora o biocarvéo seja totalmente feito de carbono e cinzas, a composicéo
elementar e as caracteristicas diferem com base no tipo de biomassa, condi¢cdes de
reacao e tipo de reatores usados durante o processo de carbonizagdo. Portanto, a
aplicacdo e a eficiéncia do biocarvao, em varios campos, dependem do tipo de
biomassa usada para a producédo do biocarvao (YAASHIKAA et al., 2020).

A determinacdo das caracteristicas do biocarvao é fundamental para a sua
utilizacdo como adsorvente e outras aplicacdes. Essas caracteristicas indicam a
capacidade de atuar como um adsorvente altamente eficiente na remocdo de
contaminantes (KIM et al., 2012; LI et al., 2017). Normalmente, o biocarvdo com area
de superficie aumentada e alta porosidade possui alta propriedade de sor¢cdo. As
técnicas de caracterizagcdo do biocarvdo estdo baseadas, principalmente, em
andlises de sua estrutura e de sua composi¢cao quimica, através da identificacdo de
grupos funcionais de superficie e analise elementar (BREWER et al., 2014).

Muitos estudos tém sido realizados para o aproveitamento de residuos das
culturas para fins de mitigacado de emissdes de GEE (AWASTHI et al., 2020; ZHANG
et al., 2019), melhoria do solo e dos cultivos (LATAWIEC et al., 2019; PETTER et al.,
2016), tratamento de recursos hidricos por adsor¢édo de poluentes (GAUTAM et al.,
2021; LUO et al., 2021) e producédo energética (XU et al., 2019).

A utilizacdo do biocarvdo como bioadsorvente tem sido apontada como uma
alternativa promissora aos adsorventes tradicionais, como o carvao ativado. Nesse
contexto, vem sendo estudada a utilizagéo do biocarvéo produzido nos processos de
conversao termoquimica da biomassa, como a pirélise. O desempenho desses
materiais esta diretamente ligado as suas condi¢cdes de obtencdo e utilizacdo. Na

adsorcéao de inibidores de fermentagcéao os estudos avaliam a aplicacao do biocarvao
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nos hidrolisados e/ou na fermentagcdo aumentando a taxa de converséao
glicose/etanol e adsorvendo os inibidores como furfural, 5-hidroximetilfurfural e/ou
acido aceético (KLASSON et al., 2011).

A atividade adsortiva do biocarvdo na desintoxicagcdo de compostos toxicos
esta relacionada ao pH, temperatura, tempo de contato e a concentracdo dos
compostos no meio. Lee et al. (2011), afirmam que biocarvdo remove contaminantes
como HMF, furfural e acido acético com eficiéncia, porém, ocorre perda de agUcares
fermentaveis no processo de adsorc¢ao.

Segundo Wang et al. (2020), a adicdo de biocarvdo promove a remocéo de
mais de 94% de 5-HMF e 99% de furfural apos 24 h de tempo de contato. Os
métodos de remocao de furfural também é de interesse mais amplo porque o furfural
€ detectado como um contaminante ambiental de refinarias de petréleo e o carvao
ativado tem sido sugerido como método de tratamento por adsor¢cdo (SULAYMON &
AHMED, 2008).

3.3.2 Fermentacao

A producédo do etanol de segunda geracdo ocorre através dos processos de
disponibilizagédo dos carboidratos celuldsico e hemiceluldsicos e quebra ou remocao
da fracdo lignina. Compreende-se como etapas o pré-tratamento, hidrélise e a

fermentacéo, com leveduras de interesse.

3.3.2.1 Pré-tratamento

As hidrdlises acida e enzimatica sdo os principais métodos de conversao da
celulose em glicose. Para facilitar as hidrélises sédo aplicados processos de pré-
tratamento a biomassa ocasionando a diminuicdo da recalcitrancia da biomassa. As
hemicelulosess e lignina ocasionam dificuldade ao acesso das enzimas e acidos, 0
gue reduz a efichcia da sacarificagdo. Ou seja, a remocdo da lignina e
hemicelulosess aumenta a porosidade do material aumentando a eficacia do
processo de hidrélise.

Quando utilizado pré-tratamento forte como os pré-tratamentos acidos, ocorre
a degradacdo das celuloses e geram inibidores de fermentacdo como o 5-
hidroximetilfurfural e furfural, porém, se o pré-tratamento utilizado for fraco, o acesso
da enzima continuara baixo (AGUIAR; LUCENA, 2011). Para o caso da formacao de

inibidores a utilizagdo do biocarvdo pode ser utilizado para a remocédo desses
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inibidores. E importante ressaltar que o surgimento desses inibidores, furfural e HMF
sdo decorrentes da reacdo de desidratacdo da xilose e glicose, respectivamente.
Esses inibidores quando presentes podem inibir a acdo dos microrganismos
aumentando a fase “lag” de crescimento (BADGER, 2002).

Os pré-tratamentos podem ser agrupados em quatro diferentes grupos sendo
eles: fisicos (secagem, moagem e radiacao), fisico-quimico (explosdo a vapor, AFEX
e extragcdo com agua gquente), quimicos (acido diluido, alcalino, éxido-alcalino e
organosolv), e o bioldgico (SANCHEZ; CARDONA, 2008). Eles podem ser utilizados
separadamente ou serem realizados em conjunto para a melhor remoc¢ao da lignina
e/ou hemiceluloses.

A escolha do pré-tratamento a ser utilizado dependera de diversos fatores da
biomassa como a cristalinidade da biomassa, quantidade de lignina e hemiceluloses
presentes, se ocorre a formacao de inibidores como HMF, furfural e acido acético e o
custo beneficio desse processo (OLIVEIRA, F. M. V. De, 2010).

3.3.2.2 Hidrolise

A segunda etapa antes da fermentacédo é o uso das hidrolises que possuem a
funcdo de liberar os carboidratos de interesse no processo fermentativo, no caso da
producédo de etanol, a glicose é o principal carboidrato utilizado.

Durante a etapa de hidrolise, as celuloses e hemicelulosess séo hidrolisadas
em acucares fermentaveis. As hemicelulosess sdo mais faceis de sofrer processo de
hidrélise quando comparadas a celulose. Porém, a levedura mais utilizada para a
obtencdo de etanol na industria, a Saccharomyces cerevisae, utiliza a glicose como
carboidrato para sua metabolizagdo em etanol e as fermentacdes, com pentoses,
para a producdo de etanol ainda ndo demonstram ser economicamente viaveis
(KUHAD et al., 2011).

As hidrdlises acidas e enzimaticas sdo as mais utilizadas pelas indastrias. A
hidrélise acida é a metodologia de sacarificacdo mais antiga para a conversédo da
biomassa celuldsica para etanol. Os acidos reagem com a celulose, ocasionando a
dilatacdo e ruptura das liga¢cdes glicosidicas, quando € uma ruptura total ira produzir
glicose, porém, quando a ruptura € parcial ira gerar celobiose.

Esta hidrolise ocorre em altas temperaturas e pressédo, em duas etapas. Na
primeira etapa, que ocorre em baixas temperaturas, € realizado a quebra das

hemicelulosess levando a producéo de pentoses e posteriormente do furfural. J& na
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segunda etapa, que é em altas temperaturas ha a quebra da celulose gerando
hexoses (VELMURUGAN; MUTHUKUMAR, 2011). A glicose produzida nesse
processo, pode ser degradada a hidroximetilfurfural e outros produtos os quais, sao
inibidores de acao microbiana (GIRISUTA et al., 2013).

Essa metodologia de sacarificagdo apresenta como principal desvantagem
econbmica a diminuicdo do tempo de vida dos equipamentos pela acidez do
processo, altas temperaturas o que leva a necessidade do uso de equipamentos
especificos contra a corrosdo (HUBER; IBORRA; CORMA, 2006). Além disso, apos
a hidrélise sdo necessarios o ajuste do pH, resfriamento do meio e a remogéo dos
inibidores da fermentacado, onerando ainda mais o processo de producédo do etanol
lignoceluldsico (VIIKARI; VEHMAANPERA; KOIVULA, 2012).

A hidrélise enzimética consiste no uso de enzimas que atuam em celulose e
hemicelulosess liberando mondémeros, como a glicose. As enzimas sao biomoléculas
gue atuam como catalizadoras das reacfes bioquimicas que ocorrem em todas as
células vivas (PACHECO; MENDES, 2021). A hidrolise enzimética de materiais
celulésicos ocorre pela interacdo do complexo enzimatico celulase/xilanase com
seus sitios ativos. A enzima utilizada para a liberacdo da glicose na celulose é o
complexo enzimatico celulase que sao constituidas por endoglucanases,
exoglucanases e B-glicosidades. As glucanases liberam produtos intermediarios
durante a hidrdlise da biomassa e essa fracao liquida composta por oligossacarideos
de celulose e celobiose séo transformados em glicose pela agao das -glicosidases
(NIU; SHAH; KONTORAVDI, 2016).

Essas acles sao reguladas por diferentes fatores que afetam o sinergismo
das enzimas que podem estar relacionado as proprias enzimas quanto aos
substratos (KASCHUK, 2019). Dentre os fatores que afetam o funcionamento
enzimatico temos a acessibilidade das enzimas a superficie da celulose, que estao
ligadas a cristalinidade e aos teores de hemiceluloses e lignina (SUN et al., 2016).
Ou seja, quanto maior a cristalinidade e teores de lignina menor sera a acao das
enzimas.

A sacarificacdo enzimatica tem como grande vantagem a especificidade do
sitio de agcdo ou seja, no uso da celulase ira produzir glicose, celobiose ou celo-
oligossacarideos sem ocorrer a formagdo de produtos de decomposicdo como
ocorre com a hidrélise enzimatica (YOON et al., 2014). Contudo, em materiais com

altas concentracbes de hemiceluloses e lignina é necessario realizacdo de pré-
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tratamento para que as enzimas consigam alcancar seu sitio de agao. Outro fator
negativo do uso desta metodologia sdo os altos precos das enzimas 0 que onera
ainda mais o processo de obtencdo do etanol de segunda geracdo (KASCHUK,
2019).

3.3.2.3 Etanol

O etanol é obtido a partir do processamento e fermentagdo de produtos
sacarinos como fonte principal no Brasil a cana-de-agucar. O etanol de primeira
geracdo (1G) é produzido basicamente por trés etapas: extracdo da solucdo de
acucares fermentaveis, fermentacdo desses acglcares em etanol e por ultimo a
separagcao e purificacdo deste etanol. No caso da producgéo de etanol a partir de
materiais lignocelulésicos, ou seja, etanol de segunda geragédo (2G), é acrescido a
esse processo as etapas de pré-tratamento e hidrolises para a obtencdo dos
acucares fermentaveis (MUSSATTO et al., 2010).

A fermentacao alcodlica € a via para obtencdo de etanol, tanto para o etanol
1G como para 2G. O microrganismo mais utilizado pela industria é a levedura
Saccharomyces cerevisiae, devido a sua capacidade de assimilar facilmente a
glicose. Este microrganismo converte a glicose em etanol e gas carbonico e
apresenta tolerancia ao etanol (MONTAGNOLI et al., 2015; MOREIRA; ARANTES,
2018). Contudo, esta levedura consome apenas hexoses celuloses, como a glicose,
e ndo as pentoses como a Xxilose. Todavia, ha cepas fermentadoras alteradas
geneticamente sdo capazes de fermentar xilose e arabinose, através da engenharia
metabdlica (MUSSATTO et al., 2010).

3.3.2.3.1 Producéo de etanol no Brasil

Segundo o Vidal (2022), o Brasil produziu 29.873.796 litros de etanol na safra
de 2021/2022. Suas principais fontes de carboidratos foram a cana de acucar e
milho. As usinas produtoras de etanol estdo concentradas principalmente no
Sudeste e Centro-oeste do Brasil os quais, s&o 0s principais produtores nacionais de
etanol. No Nordeste, as usinas produtoras de etanol estdo concentradas no litoral
(Figura 7), proximas as areas de cultivo da cana de acucar e de acordo com a

ETENE (2021), Pernambuco é o segundo maior produtor de etanol nesta regiéo.



Figura 7 - Usinas de etanol no Nordeste
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Fonte: Dados do sistema de movimentacéo de produtos (SIMP) da ANP e ODK (2022)

A cana de aguUcar é matéria-prima tanto do etanol quando para a producéo de

acucar, o que acarreta na oscilacdo dos precos e ofertas. Nesse contexto, a

producdo de etanol 2G com matérias-primas sem interesse alimentar, como a

biomassa residual verde de sisal torna-se interessante. Com isto, 0 presente

trabalho objetiva-se a investigar o potencial desta biomassa para a producao de

etanol alterando fatores como pré-tratamento, hidrolises e fermentacdo com

biocarvao.
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4 METODOLOGIA

Os procedimentos aplicados para a execucdo do presente trabalho estéo

descritos na figura 7:

Figura 8 - Resumo gréfico do presente projeto de mestrado
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Fonte: A Autora (2023)
4.1 AMOSTRAS

A biomassa residual verde de sisal foi obtida de produtores familiares de sisal,
no municipio de Valente (Latitude 11° 24’ 48” Sul e Longitude: 39° 27’ 48” Oeste, no
estado da Bahia, Brasil). Os residuos foram retirados das maquinas de decorticacéo
de fibras foliares no campo, logo apés o desfiamento das folhas e foram secos ao sol
por trés dias, em piso de concreto. Apés a secagem, foram transportados até o
Laboratério de Biomassas (UFPE). No Laboratério de biomassas, o residuo de sisal
foi seco em estufa por 120 horas a 65°C e posteriormente triturado em moinho de
facas, até a obtencdo da biomassa com 20 mesh.

4.2 EXTRAQAO DAS SAPONINAS

A remocdao das saponinas ocorreu em um banho de agua quente a 70°C por
45 minutos, sob agitacdo constante. Esse método foi escolhido por ser uma
metodologia de baixo custo e poder ser aplicada na industria de alcool. E por permitir
a baixa perda de carboidratos fermentesciveis (glicose, xilose, sacarose) que estao
presentes na parte extracelular do agave.

A avaliacdo dos grupos funcionais da mucilagem do sisal foi executada por
intermédio da técnica de espectroscopia na regido do infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR). As amostras, previamente secas, foram misturadas
a uma razdo de 1:100 gramas de KBr (brometo de potassio) /amostra. Como



39

resultado serd obtido uma curva com picos de transmitdncia na regido de
comprimento de onda entre 4000 cm™ a 400 cm-2.
4.3 TEOR DE UMIDADE

Para a determinagdo do teor de umidade 2 gramas da biomassa residual de
sisal, foram aplicados em balanca com infravermelho, em triplicata (Figura 9).

Figura 9 - Balanca com infravermelho para analise de umidade

Fonte: A Autora (2023)

4.4 TEOR DE CINZAS TOTAIS

Para a determinacao do teor de cinzas totais (Equacao 5), foram pesados 2¢g
de das mucilagens in-natura e pré-tratadas, em cadinhos de porcelana com tampa,
previamente tarados. O conjunto (biomassa e cadinho) foi submetido a temperatura
de 800°C, por 2h, em forno do tipo mufla. Posteriormente, o cadinho com a
biomassa foi dessecado e pesado (Figura 10). O procedimento foi realizado em

triplicata.

Eq. 8:

Ct (%) = Mcb — Mc = 100
Mb

Onde Ct(%) corresponde ao percentual de cinzas totais na palma forrageira,
Mcb corresponde a massa do conjunto (cadinho e biomassa) ap6s a mufla, Mc
corresponde a massa do cadinho e Mb corresponde ao valor da massa da biomassa

usada para a determinacéo de cinzas totais (2 g).
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Figura 10 - Cinzas obtidas p6s queima

Fonte: A Autora (2023)

4.5 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA
A composicdo quimica da biomassa foi determinada de acordo com os

métodos descritos a seguir.

451 Extrativos

O percentual de extrativos foi determinado pesando 5 gramas de biomassa
seca em cartucho de papel de filtro (14 cm x 4 cm). O conjunto foi fechado e
transferido para o tubo de extracdo acoplado ao equipamento Soxlet. Como produto
de extracdo, foram utilizados agua destilada para remocdo de soliveis em agua e
etanol para remover extrativos sollveis em solventes organicos. Na extracdo em
agua (Figura 12), as lavagens sucessivas no equipamento duraram 28 horas e na
extragcdo com etanol, o procedimento durou 6 horas (Figura 11). Em ambos os
solventes, foram adicionados 250 mL no baldo de fundo chato acoplado ao Soxlet,
todos os procedimentos experimentais foram realizados em triplicata. Ao fim do
tempo de extracéo, as biomassas restantes foram secas em estufa a 65 °C £ 5 °C
por 24 horas até atingir massa constante e pesadas. A parte liquida, foi armazenada
em freezer para posterior analise dos extrativos, através do equipamento GC/MS.

Para a quantificacdo de extrativos foi utilizado a equacéo 1:

Eqg. 1.

E(%) = Mce — Mse * 100
Mce
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Onde E(%) corresponde ao percentual de extrativos na biomassa, Mce
corresponde ao valor da massa inicial, ou seja, aquela que ainda ndo sofreu

extracdo e Mse corresponde a massa remanescente do processo.

Figura 12 - Extrativos em agua Figura 11 - Extrativos em etanol
Lk R ]~ TE—] |
- il ¥
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g

Fonte: Autora (2023) Fonte: Autora (2023)

Apos estes procedimentos, foram realizadas as analises, em triplicata, para

determinacao do teor de lignina, hemiceluloses, celulose.

45.2 Lignina

Para a quantificacdo da lignina foi utilizado a metodologia de Klason (TAPPI,
2022). Os teores de hemiceluloses e celulose foram quantificados através da

extracdo da holocelulose, com a adaptacéo da metodologia de Browning (1967).

453 Holocelulose

Em um erlenmeyer de 250 mL, adicionam-se cerca de 2g da mucilagem, sem
extrativos. A seguir, adicionam-se 85 mL de &gua destilada a 70°C. Na capela de
exaustao, foi preparado banho-maria sob agitacdo magnética com temperatura a 70
+ 5°C. No Erlenmeyer foram adicionados 0,66 gramas de clorito de sédio (NacCl),
com pureza de aproximadamente 80% e 0,3mL de acido acético glacial, com pureza
= 99,85%. A solucao ficou por uma hora, depois desse periodo foram adicionados

mais 0,66 gramas de NaCl e mais 0,3 mL de acido acético glacial. Apds essa
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segunda adi¢ao, foram adicionados mais duas vezes as mesmas quantidades, com
intervalo de uma hora entre cada adicao.

Observacéao: ao todo foram utilizados 1,2mL de acido acético glacial e 2,649
de clorito de sddio.

Ao término da quarta adicdo (Gltima adicdo), a solucdo ficou sob agitacéo e
aguecimento por duas horas e posteriormente a solucéo foi resfriada sob banho de
gelo durante 30 minutos. Apoés refrigeracdo a solucao foi filtrada com auxilio de
bomba a vacuo, kitassato, filtro de porcelana e pano de algoddo. Com o precipitado
recolhido no pano de algodéo foi realizado o enxague com agua destilada até total
remocao da cor amarela e ao fim foi aplicado 10 mL de acetona e mais uma lavagem
com agua destilada. O pano de algodao juntamente com a holocelulose foram secos
em estufa durante 24 horas a 65°C. O material foi pesado e quantificou-se a
guantidade de holocelulose (Figura 13). Com base na massa do funil limpo e seco
(MF); na massa da amostra (MA); e na massa do funil somada a massa de
holocelulose, apés a secagem em estufa (MFH), pode-se calcular o teor de
holocelulose (TH%), conforme a formula a seguir:

Eqg. 2:

TH%= MFH — MF x 100%
MAH

Figura 13 - Holocelulose obtida p6s secagem

Fonte: A Autora (2023)

A Celulose foi mesurada através da holocelulose obtida. Em um almofariz
foram adicionados 1 grama da holocelulose e 15 mL de solu¢do de NaOH a 17,5%
apos 2 minutos de contato entre a solucdo e a holocelulose foram triturados por 8

minutos. Depois deste periodo foram adicionados 40mL de &gua destilada. O
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material foi filtrado em pano de algodéo e filtro acoplado a bomba a vacuo, seco a
temperatura de 65°C, por 24horas. Para medir a alfa-celulose obtida o material pos
seco (Figura 14) foi pesado e calculado através da formula:
Eq. 3:
TA%=MFA — MF x 100%
MAH

Sendo: massa do funil limpo e seco (MF); na massa da amostra de
holocelulose (MAH); e na massa do funil somada a massa de alfa-celulose, apés a
secagem em estufa (MFA) e o teor de alfa-celulose (TA%).

Figura 14 - Alfa-celulose obtida pds secagem

Fonte: A Autora (2023)
Para o célculo das hemiceluloses foi utilizado a diferenca entre a holocelulose
pela alfa-celulose.
Eq. 4:
The%=TH% - TA%

4.5.3.1 Lignina residual

Para a quantificacéo da lignina residual na holocelulose foi utilizado a norma
TAPPI-T 236 cm-85. A andlise do numero Kappa pode informar o teor de lignina
residual ou o grau de deslignificacdo em polpas celulésicas. Para calcular o nimero
Kappa, utilizou-se as formulas abaixo:

Eq.5:

K=pxf
W

p = (b-a)N
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Eq.7:
0,1 log K = log p/w + 0.00093 (p -50)

onde: K = numero Kappa; f = fator de correcdo do consumo de 50% de
permanganato que depende de p; w = peso de polpa seca, em gramas; p =
guantidade de 0,1 N de permanganato de potassio, em mL; b = quantidade de
tiossulfato consumido no branco, em mL; a = quantidade de tiossulfato consumido
na analise, em mL; N = normalidade do tiossulfato de sodio.

Para se calcular K, primeiramente calcula-se o p na férmula [Eq. 03] e na
sequéncia ha a necessidade de se calcular o f. A incognita f é calculada a partir da
equacéao [Eg. 04] juntamente com uma tabela contida na norma Tappi 236 cm — 85
(TAPPI, 1994). Logo apos os valores de p e f, € possivel o calculo do niumero Kappa
(K).

4.6 INDICE DE CRISTALINIDADE

As medidas de difracdo de raios X foram realizadas em um difratdmetro
Siemens, nas condicBes de 40 kV e 30 mA. O indice de cristalinidade (Ic) da
celulose foi calculado através da equacéo 8:

Eq.8:

11
lc=1-—
12

onde |1 = intensidade do minimo de difragéo, relacionada a parte amorfa (26 =
18,8°) e Iz = intensidade do maximo de difracdo, relacionada a parte cristalina (26 =
22,4°).

4.7 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER

A avaliacao dos grupos funcionais da mucilagem foi executada por intermédio
da técnica de espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR). As amostras, previamente secas, foram misturadas a uma razao de

1:100 gramas de KBr (brometo de potassio) /amostra. Como resultado sera obtido
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uma curva com picos de transmitancia na regido de comprimento de onda entre
4000 cm™ a 400 cm?,
4.8 PRE-TRATAMENTOS

Para a verificacdo da eficicia na extracao da lignina e hemiceluloses, utilizou-
se quatro pré-tratamentos (acido, alcalino, oxidativo-alcalino e térmico). No pré-
tratamento acido, foram adicionados 5 gramas de biomassa e 35 mL de solucéo
aguosa de H2SO4, a 1,5% v/v, em erlenmeyer de 125mL. A reacado ocorreu em
autoclave a 121°C durante 30 minutos. Apés este periodo, a fracdo liquida foi
separada para andlise em HPLC, a fracdo sdlida foi lavada com agua destilada
(1,5L) e seca em estufa a 65°C, por 24 horas.

Para o pré-tratamento alcalino utilizou-se 5 g de biomassa e 35mL de solucéo
agquosa de NaOH, a 3% v/v, em erlenmeyer de 125mL. A reagdo ocorreu nas
mesmas condi¢des que a solucao acida.

O tratamento alcalino-oxidativo com H2O» foram pesados 5 g da amostra,
transferiu-se para um erlenmeyer de 500 mL juntamente com solugdo de H2O2 a

7,5% em base volumétrica (9 mL de solucdo por grama de biomassa), ou seja, 35
mL de H2O»2. Ajustou-se o pH da solugdo com NaOH para 11,5. Levou-se as

amostras a mesa agitadora 150 rpm, a 35°C, por 1 hora (ALENCAR et al., 2017).
Apos este periodo foi realizado filtragem em papel filtro qualitativo, a fracao liquida
foi separada para posterior andlise no HPLC e a fracdo solida foi lavada com 1,5 L

de agua destilada, seca em estufa a 65°C, por 24 horas.

No pré-tratamento hidrotérmico foram utilizados 5 gramas do material de
estudo e acrescidos 35 mL de agua destilada. A mistura foi submetida a temperatura
de 121°C, por 30 minutos em autoclave. Apds este periodo o material foi filtrado, a
fracdo liquida foi armazenada para analise em HPLC e a fracdo sélida foi seca em

estufa a 65°C, por 24 horas.
4.9 HIDROLISES

Para verificar o melhor tipo de hidrélise para a obtencdo de aguUcares
fermentesciveis foram aplicados dois tipos de hidrdlises: acida e enzimatica. Todas
foram realizadas em triplicata e analisadas em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).
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4.9.1 Hidrélise Acida

Na hidrolise &cida foram aplicados 25% de carga de soélidos (in-natura e nas
biomassas pré-tratadas) e solucdo de aquosa de H2S04, a 1% v/v, em Erlenmeyer
de 500 mL. A mistura foi levada a autoclave a 121°C por, 45 minutos. Apés este
tempo de reacado a solucéao foi filtrada em filtro qualitativo onde, a fracéo liquida foi
separada para analise em HPLC e a fracdo sélida foi lavada com agua destilada e
levada a secagem em estufa a 65°C, por 24 horas. Essa fracao soélida foi guardada

para ser utilizada na pirdlise.

4.9.2 Hidrdlise Enzimética

Para hidrolisar a biomassas sem pré-tratamento e as pré-tratadas foram
aplicados a celulase comercial Cellulase, enzyme blend, da Sigma-Aldrich (=5.000
units/g). Utilizou-se uma carga de solidos de 23% ((in-natura e nas biomassas pré-
tratadas), 7,5 FPU/g do complexo enzimético e completou o volume reacional com
H20, em um erlenmeyer de 125 mL. O conjunto foi submetido a agitacédo de 150
rpm, em mesa incubadora rotativa, a 45° e a 50°C, por 48h. A fracdo liquida foi
separada para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia e fracao solida foi
seca em estufa para aplicacdo na pirolise.

4.10 PIROLISE

Em todas as hidrolises aplicadas ha a formacédo de biomassa residual, esse
residuo € constituido majoritariamente por lignina. Os ensaios de pirdlise desse
material foram realizados no sistema termoquimico de pirdlise apresentado na
Figura 15.

Figura 15 - Pirolisador utilizado nos experimentos de pirolise

Fonte: A Autora (2023)

4.10.1 Producao do biocarvéo

Os experimentos de pirdlise foram realizados no Laboratério de materiais
ceramicos (LACER), na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
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(Figura 14). Para definir as condi¢cbes de pirélise as amostras foram submetidas a
ensaios de andlise térmica (TG/DTG), o qual foi realizada em um equipamento
Shimadzu, com fluxo de nitrogénio de 20 mL/min, razdo de aquecimento de 10
°C/min, e faixa de temperatura do ambiente até 900 °C. As temperaturas utilizadas
na pirolise foram os resultados dos pontos de flexdo da curva de TG que ocorreram
nas temperaturas 400, 500 e 650°C, (Figuras 21 e 22), os quais, representaram a
decomposicédo das fracdes de celulose, hemiceluloses e lignina. Os dados de pirélise
estdo descritos na tabela 4.
Tabela 4 - Condi¢Bes operatorias utilizadas nos experimentos de pirélise

CondicOes operatorias Blom_assa_L de Sisal
hidrolisado
Temperatura [°C] 400 500 650
Taxa Aquecimento [°C/min] 10 10 10
Tempo aguecimento [min] 40 55 65
Tempo de residéncia [min] 30 30 30
Tempo arrefecer 30 30 30
Vazai| gasgde_ arraste 100 100 100
2(m*/min)

Fonte: A Autora (2023)

4.10.1.1 Caracterizacao do biocarvao

Os biocarvbes produzidos foram caracterizados quanto sua morfologia

guimica como estruturalmente. A seguir encontra-se as analises utilizadas:
4.10.1.1.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A estrutura superficial foi identificada por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) em microscopio Zeiss DSM 960, operando a 20 kV na modalidade de SEI
(elétrons secundarios). ApGs a preparacdo das amostras, foram feitas a deposicao
de carbono pelo método de "Sputtering", utilizando um equipamento Sputter Coater
Balzers SCD 50.

4.10.1.1.2 Analise elementar

Andlise da composicdo elementar (C, N, H, O) fornece a composicdo em
percentagem massica em base seca (Wt% bs) de carbono (C), hidrogénio (H),
nitrogénio (N) e enxofre (S) presentes em uma determinada amostra. No caso deste

estudo, foi desconsiderado o enxofre. O total dos elementos presentes em uma
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amostra pode ser expresso de acordo com a Equacdo 9, em que o oxigénio (O) é
estimado por diferenca de acordo com a norma DIN 51733.
Eq. 9:
[wt. % bs]=C+H+ O+ N+ CT =100%
A andlise elementar foi realizada com um Analisador elementar Vario Macro,
em triplicata, no Laboratério de Combustiveis e Energia (POLICOM) da Escola
Politécnica da Universidade de Pernambuco (POLI-UPE).

4.10.1.1.3 Difracao de raios X (DRX)

Para determinar as fases cristalinas e os tamanhos de cristalitos das
amostras obtidas na forma de p0, foi utilizado um difratbmetro SmartLab SE Rigaku,
com radiagcdo CuKa, comprimento de onda 1,5406 A, tenséo de 40 kV, corrente de
30 mA e monocromador de grafite. Os difratogramas foram obtidos com variagéo do
angulo 26 entre 10 e 50°, incremento de 0,02° e velocidade de 1°min-t.

4.10.1.1.4 Meétodo Brunauer-Emmet-Teller (BET)

Para determinar a area superficial especifica (SBET) das amostras dos
biocarvdes in-natura e hidrolisados, pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET) foi
utilizado um equipamento da marca Quantachrome, modelo NOVA 1000e. No preé-
tratamento das amostras, estas foram mantidas a 300°C por aproximadamente 2h,

sob vacuo.

4.10.1.1.5  Andlises termoquimicas

As analises dos biocarvoes foram realizadas conforme descrito no topico
4.2.1.2, nas mesmas condi¢cdes que a andlise das biomassas.
4.11 FERMENTACAO

A fermentacao foi realizada com a espécie Saccharomyces cerevisiae, 5g de
biomassa microbiana foram inoculadas em 45 mL de solucdo hidrolisada enzimatica
de sisal. A etapa fermentativa ocorreu de forma estatica, em mesa incubadora,
durante 8h, a 33°C. Aliquotas de 1mL foram retiradas a cada 2 h durante o
processo. As amostras foram devidamente filtradas em membranas de 0,22mm e
analisadas através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), tanto para os
carboidratos, quanto etanol e glicerol. O procedimento foi realizado em triplicata,
para cada tipo de hidrolisado. Durante o processo fermentativo, foram calculados os
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rendimentos (g/g), eficiéncias (%) e produtividades volumétricas (g/L.h') da

fermentacéo alcodlica, através das equacoes:

Eq. 10:
Ypls (glg) = E
G
Eq.11:
Ef (%) = Yp*100
Yt
Eqg.12:

Qp (g/L.h )= E
t

Onde Yp/s corresponde ao rendimento da producdo de etanol, E a
concentracdo de etanol (g/L), G a concentracdo de glicose (g/L), Ef (%) a eficiéncia
de fermentacdo, Yt ao rendimento teorico estequiométrico da producdo de etanol

(0,511), Qp a produtividade volumétrica (g/L.h!) e t ao tempo de fermentacéo (h).

4,12 ADSORCAO DE INIBIDORES

Para os testes de adsorcdo foram conduzidos inicialmente os estudos de
adsorcdao com furfural, HMF e acido acético sintéticos (Figura 16). No primeiro
estudo, foram aplicados 0,1 gramas de biocarvao das diferentes temperaturas (400,
500 e 650°C) das biomassas residuais dos hidrolisados e 10 mL da solu¢cdo dos
inibidores de fermentacdo, a 3g/L de &cido acético e 1g/L de concentracdo para
HMF e furfural, essas concentracfes foram definidas com os dados obtidos pos-
hidrélises. O experimento foi realizado em mesa agitadora a 90 RPM durante 24
horas de contato entre os biocarvbes e as solugbes, posteriormente, 1mL do

sobrenadante foi obtido, filtrado em membrana de 0,22mm e analisado em HPLC.
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Figura 16 - Teste de adsor¢cado com solucéo de acido acético, HMF e
biocarvéo dos hidrolisados

Fonte: A Autora (2023)

4.12.1 Fermentagdo com o biocarvao

Com os dados obtidos da etapa 4.2.6, foram definidos a aplicacdo do
biocarvéo juntamente ao hidrolisado e levedura para o processo de fermentacao.

Foram adicionados 44,5mL do hidrolisado enzimatico em tubo Falcon de
50mL, 5 gramas de levedura (Saccharomyces cerevisiae) e 0,5 g do biocarvao do
seu respectivo hidrolisado. Todo o experimento foi realizado em triplicata, em
temperatura ambiente e de forma estética (Figura 17).

Figura 17 - Fermentac&o com biocarvao

Fonte: A Autora (2023)

A fermentag&o ocorreu durante 8 horas com retirada de 1 mL a cada 2 horas
da fermentagdo. As amostras foram filtradas em filtros de membrada de 0,22mm e
posteriormente analisados em HPLC. Os carboidratos foram analisados na coluna
HPX-87H da Aminex e os inibidores furfural e HMF na coluna C-18, conforme
descrito no tépico 4.2.6.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o entendimento da biomassa residual verde de sisal o presente estudo
iniciou pela caracterizagdo. A analise composicional da biomassa é a base para
compreender a quimica de conversao e desenvolvimento de processos. Além disto,
fornece a base para determinar o desempenho do processo tanto em eficiéncia da
conversao guanto na otimizacdo dos processos visando maximizar o rendimento do
produto de interesse (DAYTON & FOUST, 2020). Sobre a caracterizagdo da
biomassa residual verde de sisal é importante salientar que pouquissimos estudos
foram realizados, visando a parte energética. Com isto, para a discussao deste
trabalho outras espécies do género agave (Agave americana, Agave tequilana,
Agave salmiana, Agave cupreata e Agave fourcroyde), foram utilizadas para a
melhor compreensao dos dados encontrados.

5.1 CARACTERIZACAO DA MUCILAGEM DE SISAL

A composicdo da biomassa residual verde de sisal esta descrita na tabela 5.
E é importante ressaltar que a composicdo das biomassas varia conforme as
condi¢des edafocliméaticas e manejos culturais durante todo o desenvolvimento da
cultura. No presente trabalho, a fracdo de lignina € muito baixa 6,41%, quando
comparado a outros estudos com a mesma biomassa residual. O que se torna
interessante para os tratamentos de extracdo dos carboidratos de interesse para a
fermentacdo ou outros biotecnolégicos diminuindo os nimeros de processos para a
obtencdo das fracOes de celulose e/ou hemiceluloses. As concentracdes elevadas
de celulose e hemiceluloses séo de interesse para a producao de etanol do presente
projeto o que, € um ponto positivo para 0 uso dessa biomassa como fonte de
acucares fermentaveis. Possibilitando assim, sua aplicacdo para a conversao

bioguimica desse material e sua conversao termoquimica.

Quando comparado a biomassa in-natura com as biomassas residuais
hidrolisadas, observamos que ha o aumento da lignina 31,51% da hidrélise acida e
24,45% da hidrolise enzimatica, o que € decorrente da liberacdo dos carboidratos

das hemiceluloses e celuloses, presentes na biomassa.



Tabela 5 - Caracterizagéo das biomassa in-natura e hidrolisadas
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Palma

Bagaco da

¢ . Mucilagem Mucilagem Mucilagem
. orrageira cana-de- . : .
Caracterizacoes Analises E_%lomassa (ALENCAR acucar de sisal (DE de sisal de sisal
in-natura MEDEIROS (MEDEIROS (LI, et al.,
etal, (RANA €t o1 a1, 2018)  etal,2020)  2021)
2018) al., 2021) " B
Lignina 6,41+0,5 6,40% 21,28% 29,42% 17,9% 18,7%
Caracterizaco a-(_:elulose 39,68+0,32 28,51% 45,66% 18,28% 28,72% 43,6%
quimica Hemiceluloses 13,12+0,22 10,59% 26,58% 14,8% 22,91% 18,8%
Extrativos totais 30,57+0,48 31,03% 2,37% - 10,24% -
Cinzas 4,11+0,05 11,15% 4,20% - 8,62% -
Umidade 5,84+0,67 - - 12,21% 8,55% -
Fibras 19,45+0,11 - - - - -
Caracterizagdo Proteinas 4,51+0,5 - - - - -
imediata C 44,2010,1 i i i i i
N total 1,20+0,2 - - - - -
Ca 7,4+1,14 - - - - -
Mg 3,1+1,22 - - - - -
K 5,2 +0,89 - - - - -

Fonte: A Autora (2023)
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A biomassa residual de sisal € composta majoritariamente por extrativos e
celulose, com 34,57 e 35,68% respectivamente. Valores em acordo ao trabalho de LI
e colaboradores (2021) no qual, foram encontrados 43,6% de celulose na biomassa
residual de sisal. Tendo em vista que para a extracdo de glicose utiliza-se a celulose
como fonte deste carboidrato, o0 aumento desse componente em sua composicao é
um fator favoravel para o uso desta biomassa na fermentacdo. E importante
contemplar que as biomassas sdo resultado direto dos eventos edafoclimaticos e
manejo cultural ocorridos durante a fase de desenvolvimento da planta. Embora, os
dados sobre a celulose, dos trabalhos de Medeiros (tabela 5), estejam um pouco
abaixo do encontrado nesta pesquisa, 0s valores se assemelham na quantidade de
hemiceluloses.

Com a lignina observamos que os valores sdo muito diferentes, isso pode
estar vinculado, além dos tratos culturais, a idade da planta e modo de
armazenamento da mucilagem. Porém, os valores sdo proximos aos encontrados
por Alencar et al. (2018), que trabalharam com outra cactacea, a Palma forrageira.
Ao comparar essas biomassas com o bagaco da cana-de-acucar (RANA et al.,
2021), observa-se que o valor da celulose é aproximadamente 22% menor. No
entanto, a quantidade de lignina da cana-de-acucar é aproximadamente 70% maior
gue a da mucilagem do sisal.

Sobre a caracterizacdo deste material € importante ressaltar que néo foram
utilizados a mesma metodologia de caracterizacdo, entre os estudos discutidos e
para biomassas de plantas com metabolismo fotossintético das crassulaceas (CAM)
nao ha, na literatura, metodologia especifica para este tipo de planta. O presente
trabalho, propdés uma metodologia especifica, de facil operacédo e baixo custo para
plantas cactaceas. Os valores encontrados foram repetidos e analisados por outros
pesquisadores que encontraram valores semelhantes com o residuo de sisal e
outras cactaceas. Com isto, esta metodologia demonstrou aplicabilidade para este
tipo de biomassa residual.

Durante o processo de reciclo do solvente (agua e alcool), através do soxlet,
foram identificados a presenca das saponinas com a formacéo de bolhas que podem
ser observadas nas figuras 9 e 10. As saponinas sao substancias produzidas pelas
plantas por metabolitos secundarios os quais, estdo ligadas as propriedades
antimicrobiana, fungicida, alelopatica, inseticida e moluscicida (COLLING, 2017,
DINDA et al., 2010; FRANCIS et al., 2002; LAMBERT; FAIZAL; GEELEN, 2011)
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Segundo Augustin et al. (2011), o termo saponina é derivado do latim “sapo”
gue significa “sabao” e tem a propriedade de formar espumas em solugdes aquosas,
semelhante ao sabdo. As saponinas integram o grupo dos terpenos e podem estar
relacionadas de forma direta no sistema de defesa natural da planta frente a
interferéncias ambientais como, estresse hidrico, aumento da irradiacdo solar,
predadores, patdgenos, entre outros. Saponinas possivelmente localizam-se nos
vacuolos e possuem funcédo de defesa (KESSELMEIER; URBAN, 1983; YENDO et
al., 2014).

A Agave sisalana apresenta saponinas e sapogeninas com potencial
citotoxico e atividade antifungica, na levedura Saccharomyces cerevisiae
(CARDOSO, 2019; UJIKAWA; PURCHIO, 1989). Nesse contexto, para a producao
de bioetanol com a levedura Saccharomyces cerevisiae, € necessaria a remocao
desses compostos. A fracdo liquida apresentou 22,7 g/L de sacarose, 4,5 g/L de
glicose e 5,7 g/L de xilose. Esses carboidratos eram esperados porque as saponinas
esteroidais, tipicas dessa biomassa, apresentam moléculas anfipaticas, com uma
cadeia de aglicona e uma cadeia de acucar (DURAN et al., 2021). Porém, novos
estudos devem ser realizados, a fim de, investigar outras fontes para os agucares
extracelulares encontrados no presente estudo.

A formacdo de bolhas foi outro fator analisado, apés a extracdo das
saponinas a espuma formada foi medida e monitorada por 4 horas. A espuma, que
era muito densa, permaneceu estavel a 1,7 cm de altura durante a primeira hora
(Figura 19). Nas duas horas seguintes, a espuma se dispersou e, ao final das 4
horas, a presenca da espuma era perceptivel, mas com menor altura (0,15 cm) e

uniformidade (Figura 18).
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Figura 19 - Espuma formada pés-extracdo Figura 18 - Espuma quatro horas pos-
das saponinas extracdo das saponinas

Fonte: A Autora (2023) Fonte: A Autora (2023)

5.1.1 Caracterizacéo termoquimica

A composi¢cdo quimica da biomassa é importante para 0s processos tanto
bioquimicos quanto para os termoquimicos. Exemplo disto, é a lignina ao qual,
guanto maior for seu teor maior sera o rendimento em biocarvdo, j4 as
hemiceluloses e celuloses altera o rendimento em bio-6leo ou seja, quando maior a
porcentagem desses compostos maior serd o rendimento final da fase aquosa
(FARAVELLI et al., 2010). Além disto, a degradacao térmica também é influenciada

pela composicédo da biomassa, conforme podemos observar nas figuras 19, 20 e 21.

A primeira perda de massa esta relacionada a umidade do material de
analise. A segunda perda por volta dos 200°C € o inicio da decomposicdo das
hemiceluloses, pectinas e parte da celulose. Nos materiais lignocelulosicos as
hemiceluloses é o polimero menos estavel quando comparado as celuloses e a
lignina, seu término de decomposicdo para a biomassa residual de sisal e
hidrolisada enzimaticamente ocorreu aos 340°C enquanto, para a biomassa da
hidrélise acida ocorreu aos 380°C. Essa diferenca, possivelmente, esta relacionada
a liberacdo de uma grande quantidade de acido acético devido as reacdes de

desacetilacdo (HOSSEINAEI et al., 2012).
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A seguinte curva da perda de massa esta relacionada a decomposi¢cdo das
celuloses. A depender da cristalinidade da celulose ela é mais estavel quando
comparada as hemiceluloses que séo formadas por estrutura amorfa (POLETTO et
al., 2012). A ultima parte da decomposi¢cao da biomassa que ocorre a partir dos
500°C esta relacionada a decomposicao da lignina e a formacéo de cinzas. A lignina
€ 0 componente mais estavel nos processos de decomposicao tanto térmico como
guimico. O modelo de degradacdo observado para a biomassa in-natura como das
biomassas hidrolisadas seguiu o modelo de reacdo de Waterloo o qual, a teoria
estabelece que, em condi¢des de pirdlise lenta, a biomassa se decompde a carvao e
a gases através de reacdes de desidratacdo (CABEZA et al., 2015). A partir desta
teoria este trabalho, assume que qualquer sélido organico de biomassa pode ser
convertido em biocarvéo e a volateis, independente das reacdes que possa ocorrer
paralelamente. Exemplo disto, séo as celuloses que podem gerar biocarvao e Gases
da pirdlise durante a pirélise e que por sua vez, o biocarvao podera produzir Gases

da pirélise, com o aumento das temperaturas ou tempo de residéncia.
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Figura 20 - TG e DTG da biomassa in-natura
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da hidrélise

Figura 21 - TG e DTG da biomassa
enzimatica
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Figura 22 - TG e DTG da biomassa da hidrélise acida
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5.2 CONVERSAO BIOQUIMICA

Nesta sessdo iremos discutir as etapas de extracdo dos carboidratos

fermentesciveis com o uso das técnicas de pré-tratamento (acido, alcalino, oxidativo-
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alcalino e hidrotérmico) e as hidrdlises acida e enzimatica, aplicados na mucilagem

de sisal.

5.2.1 Pré-tratamento

O pré-tratamento eficaz da biomassa lignocelulésica tem como objetivos:
aumentar a area de superficie acessivel e decristalizar a celulose, a
despolimerizacdo parcial da celulose e hemiceluloses, solubilizar as hemiceluloses
el/ou lignina, modificar a estrutura da lignina, maximizar a digestibilidade enzimatica
do material pré-tratado, minimizar a perda de acucares, € minimizar os custos de
capital e de operacao. Além disto, um pré-tratamento eficaz deve também preservar
as fraccoes de pentose (hemiceluloses), evitar a necessidade de reduzir o tamanho
das particulas de biomassa, e limitar a formagdo de componentes tdxicos que inibem
o crescimento de microrganismos fermentativos (ALVIRA et al., 2010)

Dentre os pré-tratamentos encontrados na literatura quatro foram testados na
biomassa residual verde de sisal. Sendo eles o hidrotérmico, acido, alcalino e éxido-
alcalino. Na tabela 6, podemos observar, as respostas dos pré-tratamentos tanto na
fracdo soOlida como na fracdo liquida. Entre os pré-tratamentos utilizados todos
apresentaram liberacéo de carboidratos e aumento da lignina.

O pré-tratamento oxidativo-alcalino apresentou a menor quantidade de
lignina, cristalinidade e liberacdo de carboidratos, entre os tratamentos utilizados.
Quando analisamos a a-celulose liberada observamos que nao houve diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos. Ja nos tratamentos hidrotérmico em alta
pressao e no alcalino houve perdas nas hemiceluloses.

Yang et al. (2018), analisaram o uso do pré-tratamento O6xido-alcalino, com a
biomassa residual de sisal. O referido estudo demonstrou os memos dados em
relacdo a hemiceluloses, porém, no experimento do autor foi observado maior
guantidade de celulose e cristalinidade. Possivelmente, esses dados foram afetados
pelo maior tempo de reacéo, por seis horas, quando comparado ao presente estudo
gue utilizou o tempo de uma hora de reacédo. Além disto, Yang e colaboradores nao
hidrolisaram ou fermentaram esses pré-tratados, o que falta ser elucidado sobre a
eficacia deste tratamento com esta biomassa.

O pré-tratamento alcalino é baseado nos efeitos da adi¢do de bases diluidas
sobre a biomassa ocasionando o aumento de superficie interna por expansao,

diminuicdo do grau de polimerizacéo e cristalinidade, destruicdo das ligacdes entre a
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lignina e outros polimeros, e a quebra da lignina (SANCHEZ; CARDONA, 2008).
Esse método é baseado em uma reacdo de saponificacdo que cliva a estrutura da
lignina por meio dos grupos ésteres presentes na biomassa lignocelulésica, tornando
a fracdo celulésica mais reativa (SOCCOL et al.,, 2011). As saponinas sao
biossurfactantes naturais presentes em alguns tipos de plantas, como o0 agave
sisalana (DURAN et al., 2021; RIBEIRO; COELHO; MARRUCHO, 2013). Os
biossurfactantes tém a propriedade de hidrélise (NITSCHKE; PASTORE, 2002;
ZHANG et al., 2023), no presente estudo foi observada a destruicdo da biomassa
apos o tratamento alcalino (Figura 23), provavelmente, devido a presenca de
saponinas, que podem intensificar a agdo do pré-tratamento alcalino (SHI et al.,
2012; ZHANG et al., 2023).

Figura 23 - Fracdo solida pés-tratamento alcalino

Fonte: A Autora (2023)

No trabalho de Yang & Pan (2012), utilizaram os pré-tratamento alcalino (8%
de NaOH) e &cido (2% H2SO4) na biomassa do pedunculo da Agave americana,
outra espécie utilizada para a extracdo de fibra. Observaram que apdés os pré-
tratamentos acido e alcalino na fragdo sdlida apresentava 51,2% e 58,8% de
celulose, respectivamente. E apenas 0,4% de glicose foram perdidas no tratamento
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acido. Esses pré-tratamentos foram eficazes para essa parte do residuo que é

naturalmente mais fibrosa que o bagaco.

Tabela 6 - Composicao da mucilagem de sisal pos-tratamentos

Composicao da fracdo sdlida (g/100 g) Carboidratos presentes na fragao liquida (g/L)
Pré-tratamento
Lignina a-Celulose Hemiceluloses  Glicose Xilose/Frutose Sacarose Arabinose
Acido (H2S04) 31,51+0,63 34,74+1,62 19,46+0,53 11,79+2,14 13,58+0,22 NI 12,68+0,24
Hidrotérmico 24,45+0,22 37,32+1,51 10,78+0,8 6,56%4,5 0,78+0,04 48,42+4,6 11,97+0,28
Alcalino (NaOH) 23,59+0,23 35,96+1,11 19,36+0,47 1,21+0,5 0,18+0,02 0,48+0,9 0,12+0,32
Oxidativo-alcalino 18,03+0,41 37,05+1,14 18,19+0,39 8,44+0,46 10,65+0,9 NI 0,40+0,88

Fonte: A Autora (2023)
Ni= N&o identificado;

Nos pré-tratamentos utilizados, no presente experimento, observamos na
tabela 6 a perda de 11,8 g/L e 8,4 g/L de glicose, nos tratamentos acidos e Oxido-
alcalino, respectivamente. A perda desses carboidratos € elevada para biomassas
com finalidade energética, via fermentacdo. Além disto, os pré-tratamentos liberaram
grandes quantidades de &acido acético, principalmente o tratamento acido (H2S04),
21,679g/L. Nesse contexto os pré-tratamentos utilizados séo inviaveis para o presente
material, sendo necessarios novos estudos a fim de investigar se outros tipos de pré-
tratamento sdo aplicaveis para essa biomassa.

Sobre os dados do pré-tratamento hidrotérmico ndo foram encontrados dados
sobre essa pratica com a biomassa residual de sisal. Porém, no estudo com o
bagaco da Agave tequilana, utilizada para a producdo de tequila, Hernandez-
Vazquez et al. (2020), avaliaram a utilizacdo do pré-tratamento hidrotérmico para a
obtencdo da fracdo celulésica desta biomassa. A melhor resposta com este pré-
tratamento foi a 154°C por 10 min, com baixa perda de carboidratos na fracéo
liguida e melhor taxa na deslignificagdo dessa biomassa. Contudo, para a biomassa
residual de sisal que € estruturalmente mais simples, altas temperaturas e pressdes
faz com que haja perda de acucares (Tabela 6) tanto por decomposicdo quanto na
liberacao na fracao sélida. Tornando esta metodologia inadequada para esse tipo de
biomassa.

Ainda sobre pré-tratamento, Li et al. (2014), analisaram a recalcitrancia de
trés agaves (Agave americana, Agave salmiana e Agave tequilana). Neste estudo,

0s autores demonstraram que a estrutura morfolégica do agave favorece a agcéo das
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enzimas, o que permite a hidrolise dos polissacarideos da parede celular sem pré-
tratamento. Além disto, a biomassa do agave apresenta hidrofilicidade a agua o que
facilita a mobilidade das enzimas em meio aquoso. Ou seja, a biomassa do agave €
uma biomassa com baixa recalcitrancia e as caracteristicas estruturais dessas
espécies favorecem sua conversdo em produtos com menores etapas de producéo.
Estando esses achados, em consonancia com este presente trabalho.

De acordo com Mathew et al. (2016), os pré-tratamentos sdo definidos pelas
caracteristicas da biomassa e pelo processo de conversao a ser utilizado. O pré-
tratamento deve proporcionar a formagdo de acuUcares e evitar a formacdo de
inibidores, quando o processo for fermentativo, por exemplo. Neste contexto, todos
0s pré-tratamentos utilizados ndo obedeceram a esses preceitos 0 que acarretou a
liberacdo de carboidratos, ou seja, ocorre uma sacarificacdo e em todos os pré-
tratamentos ocorreu a formacado de inibidores tendo o pré-tratamento acido, a pior
resposta. Para a biomassa residual verde de sisal, os pré-tratamentos utilizados néo
foram eficazes e ndo demonstrou aplicabilidade no presente projeto, ou seja, nédo
recomendamos a utilizacdo desta etapa para esse tipo de material.

Através do DRX (figura 24) foi realizado a analise da cristalinidade dessa
biomassa descritas na tabela 6. A cristalinidade das substancias celulésicas é um
fator importante na determinacdo da digestibilidade dessa biomassa. A alteracdo da
cristalinidade da celulose do bagaco de sisal e da biomassa pré-tratada
demonstraram através do DRX ser celulose tipica | com picos caracteristicos em 20
= 14,8°, 15,2°,21,5°, 24,3° e 35,8°, que correspondem a 101, 101, 021, 002 e 004
dos planos de difracdo, respectivamente (Wen et al., 2017). Os pré-tratamentos néo
alteraram a posicdo dessas zonas de cristalinidade, indicando que a estrutura
cristalina das biomassas ndo sofreu alteracBes significativas, com os pré-
tratamentos utilizados. Além disto, quando comparado as cristalinidades dos pré-
tratamentos com a biomassa in-natura, podemos observar que as biomassas pré-
tratadas apresentam cristalinidade mais elevada. O aumento da cristalinidade pode
ser atribuido principalmente a forte remocéao da lignina amorfa e das hemiceluloses
durante os processos de pré-tratamento (YANG, Y. et al., 2018).

A espectrometria na regido do infravermelho responde a excitacdo da
radiacdo a numeros de onda entre 4000 cm™ a 600 cm*. A diferenca de intensidade
entre os feixes de referéncia e os feixes transmitidos mede a quantidade de radiacao

absorvida. Os numeros de onda de absorcéao referem-se ao modo de vibracdo, da
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diferenca do momento dipolar nesta mesma ligacdo (REGIANI et al., 2001). A partir
desta informacdo € possivel estimar a funcdo quimica a qual pertence cada
composto. Esta técnica foi utilizada para a identificagdo dos grupos funcionais
presentes nas estruturas da biomassa residual verde de sisal e a biomassa pos-
tratamento quimico. Sendo, as principais caracteristicas deste espectro ligadas a
presenca da lignina, hemiceluloses e celulose, caracteristicas de materiais
lignocelulésicos (IGISU et al., 2022; MOTHE; DE MIRANDA, 2009).

Figura 24 - DRX pré-tratados e in-natura
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Fonte: A Autora (2023)

Foram realizados o FT-IR das biomassa in-natura e dos pré-tratamentos
(Figura 25). Entre as bandas 3000 cm™ de 3600 cm é relacionado a deformacéo
axial das ligagcbes O-H, na biomassa residual do sisal com e sem pré-tratamento
esse pico foi identificado em 3315 cm™. Também presentes nos picos entre 3000
cm? a 2800 cm™ pelas vibragGes do estiramento de C-H do metileno (CH2) e metil
(CH3), para a biomassa de sisal ocorreu em 2888 cm-. Estes grupos também estdo

presentes nos picos 1460 cm, pela movimentacdo do CH2 e sdo decorrentes dos
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grupos alcanos. No pico 1423 cm, encontramos a deformacéo simétrica de CH> da
celulose. Podemos observar também picos por volta de 1520 cm™ que surgem pelo
estiramento das ligacdes C=C das estruturas aromaticas. O pico em 1721 cm™ é
caracteristico da banda carbonila (C=0), atribuido a hemiceluloses, presente nesse
residuo A regido de 1625 cm? estd relacionada a lignina (XU et al., 2013),
particularmente a ligacdo C-O do anel siringil, presente em sua composicdo. A
banda em 1243 cm™ estéa relacionada as ligagées C-O-C na cadeia da celulose. Na
regido 1155 cm?, é um pico relativo a deformagdo assimétrica de C-O-C, relativo a
presenca hemiceluloses e celulose (IGISU et al., 2022; MOTHE; DE MIRANDA,
20009).

Figura 25 - FT-IR pré-tratados e in-natura
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5.2.2 Hidrodlises

Os teores de carboidratos e inibidores de fermentagédo, presentes nos
hidrolisados acido e enzimatico, para as biomassas sem pré-tratamento e pré-
tratadas, séo apresentados na Tabela 7. E possivel observar que as concentracdes

de glicose e xilose/frutose, se mostraram maiores nos ensaios realizados na
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auséncia de pré-tratamento. Os dados encontrados no presente estudo, estdo de
acordo com os dados encontrados por Li et al. (2014), o qual, avaliou a hidrolise
enzimatica com diferentes biomassa sendo quatro delas, do género agave, com pré-
tratamento e sem pré-tratamento. Os autores concluiram seu estudo que as
biomassas analisadas apresentaram baixa recalcitrancia e que ndo é necessario a
realizacdo de pré-tratamento com essas biomassas. O mesmo dado pode ser
observado no presente estudo no qual, ha a perda de carboidratos com as
biomassas pré-tratadas.

Quando comparamos as duas hidrdlises utilizadas observamos que, a melhor
extracdo de hexoses € através da hidrolise enzimatica, que para o presente estudo
sdo os carboidratos de interesse. Ja para a extracdo de pentoses a hidrélise acida
demonstrou ser a melhor hidrélise sendo, todas as hidrélises sem pré-tratamento.

A etapa de pré-tratamento representa aproximadamente 40% dos custos de
producdo do etanol de segunda geracédo (ALVIRA et al.,, 2010). A reducao dessa
etapa na producdo é de interesse comercial e € benéfica tanto economicamente
guanto ambientalmente, além disso, a biomassa de estudo ndo apresenta uso
socioecondémico, outra vantagem para 0 uso dessa biomassa para a producao de
biocombustivel. A hidrélise enziméatica embora seja uma técnica mais cara a curto
prazo, apresenta-se como metodologia com menor impacto ambiental e a longo
prazo 0s equipamentos apresentam mais durabilidade quando comparados a
hidrélise acida (COSTA et al., 2021). Vale ressaltar que apés a hidrdlise acida nao
foi necessario ajustar o pH pois, a biomassa residual verde de sisal tem efeito
tampéao (pH 4,6). O mesmo efeito foi observado na hidrolise enzimatica (pH 4,8) na
qgual, ndo foi utilizado solucdo tampado, nessa metodologia foi utilizado agua
deionizada. Possivelmente, essa caracteristica deva estar ligada a liberacéo de Ca,
Mg e K presentes na biomassa (Tabela 7). Porém, novos estudos devem ser

realizados para a verificacdo desse achado.
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Tabela 7 - Caracterizacdo dos agUcares presente pés-hidrélises

Hidrélise acida (g/L) Hidrélise enziméatica 50°C (g/L)
Pré-tratamento . . . . . .
Sacarose Glicose Xilose/Frutose  Arabinose Sacarose Glicose Xilose/Frutose Arabinose

In-Natura NI 37,94+0,652 87,07+7,83 14,8+0,61 19,77+0,86 94,35+16,632  31,14+13,61 NI
H2S04 NI 2,84 +2,3b 14,84+12,06 9,61+10,16 NI 43,81+21,13b NI NI
H20/°C NI 11,84+2,35¢ 54,94+3,92 8,19+0,27 NI 32,26+9,86° 49,28+7,64 NI
NaOH NI 0,63+0,3b 5,76+0,65 2,85+0,45 NI NI NI NI
H202 2,43+0,21 NI 14,67+0,66 5,49+0,10 NI 5,75+2,83¢ 3,56+0,36 NI

Fonte: A Autora (2023)
NI: ndo identificado; As indicagbes a, b e ¢, ao lado dos respectivos valores de glicose, representam
diferencgas estatisticamente significativas (p<0,005).

Na etapa de hidrélise, outro fator importante da mucilagem de sisal é a
liberacdo das saponinas. A biomassa residual verde de sisal é rica em terpenos e,
em meio aquoso sob agitacdo acima de 30°C, h4 a liberacdo das saponinas
(RIBEIRO; COELHO; MARRUCHO, 2013; SIDANA; SINGH; SHARMA, 2016). A
temperatura de 50°C, é a temperatura 6tima para a liberacdo das saponinas e a
melhor temperatura para a atividade enzimatica da celulase. Nesse contexto, a
remocao dessas saponinas é necessaria antes da etapa de hidrolise. A hidrélise
enzimatica foi aplicada na biomassa com as saponinas e na biomassa pos-extracao.
A menor liberacdo das saponinas ocorreu a 45°C por 48h sob agitacdo a 150 rpm.
No entanto, a essa temperatura ocorreu a formacéao de celobiose (30,42 g/L), o que
torna inviavel o uso dessa temperatura. Com o uso da mucilagem pos-extracdo das
saponinas, a melhor resposta em glicose foi a 50°C por 48 horas e sob agitacéo, a
150 rpm, com a formacdo de 0,4 g/L de celobiose e sem a formacdo de bolhas
(indicador da presenca das saponinas). Contudo, novos estudos devem ser
realizados para a verificagao e identificagdo das saponinas presentes na mucilagem
de sisal.

Além das saponinas, 0 agave possui grandes quantidades de acucares livres
e polifrutoses. Durante o crescimento das plantas cactaceas, sao formados varios
carboidratos sollveis, ndo estruturais, que servem como reserva energética
(MIELENZ et al., 2015). O presente trabalho ndo removeu esses acucares e,
consequentemente, foram obtidos altos teores de carboidratos na fase de hidrdlise.
Em outras palavras, a resposta da hidrolise esta relacionada a presenca natural de
acucares livres mais os carboidratos celulares (celulose hidrolisada).

Dentre os inibidores produzidos, o Furfural foi a fragdo com menor
representatividade para ambos os tipos de hidrolise. Na hidrolise acida a biomassa é

afetada tanto quimicamente como fisicamente, a xilose € rapidamente degradada a
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furfural e outros produtos de condensacdo e a glicose pode ser degrada em
hidroximetilfurfural e outros produtos (COSTA et al., 2021). Conforme podemos
observar na tabela 8, a hidrolise acida apresenta a pior resposta na liberacédo de
inibidores. Esses inibidores, por sua vez, afetam negativamente a acéo da levedura,

gerando glicerol no lugar do etanol.

Tabela 8 - Inibidores de fermentacao identificados nos hidrolisados

Hidrdlises/Inibidores HMF (g/L) Furfural (g/L) Acido acético (g/L)
Hidrélise acida 1,78 1,508 16,32
Hidrélise enzimatica 0,0958 0,0782 11,09

Fonte: A Autora (2023)

5.3 CONVERSAO TERMOQUIMICA

Apoés a aplicacdo das hidrolises acidas e enzimaticas duas fracdes foram
produzidas: a solida e a liquida. A fracdo liquida € empregada no processo de
fermentacdo, porém, a fracdo solida ndo é utilizada no processo fermentativo. Tendo
em vista, uma biorrefinaria, foi aplicado o processo de conversdo termoquimica para
0 uso do biocarvdo como adsorvente de inibidores de fermentacdo (HMF, furfural e
acido acético) assim como, imobilizador de colbnia microbiana. Nesta sessao,

iremos discutir a producéo e a caracterizacéo dos biocarvdes obtidos.

5.3.1 Pir6lise

Aproximadamente 30% da mucilagem inicial € convertida em residuo solido,
pbs hidrolise acida e enzimética. Podemos observar na tabela 9 a caracterizacao
dessas biomassas. A remocédo das fracdes de celulose e hemiceluloses acarretam
na concentracdo da fracao lignina a qual, € importante para a producao e qualidade
do biocarvdo. Os elementos Ca (7,4+1,14), K (5,2 +0,89) e Mg (3,1 1,22)
apresentam reducdo quando comparados a biomassa inicial. Essa liberacdo na
fracdo liquida (hidrolisado) é responsavel pelo efeito tampdo que ocorre na hidrolise.
Em ambos os hidrolisados, o pH foi mensurado em 4,6 que para a hidrélise acida
torna-se um fator de interesse para a inddstria uma vez que, ndo é necessario
neutralizar a reacdo. E para a hidrélise enzimética ndo foi necessario a aplicacédo de
solucdo tampdao na reacdo, o uso de agua destilada é suficiente para que ocorra a

reacao enzimatica.
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Tabela 9 - Caracterizagédo das biomassas pos-hidrélises

Caracterizacdes Analises Biomas,sa_lhidrc’)lise Biomasgahi_drélise
acida enzimatica
Lignina 42,51% 48,45%
Caracterizacéao a-Celulose 21,14% 6,89%
quimica Hemiceluloses 9,94% 6,30%
Extrativos totais 12,75% 27,68%
Cinzas 5,21% 3,41%
Umidade 7,00% 7,42%
Fibras 24,13% 20,12%
Proteinas 7,00% 6,31%
Caracterizacéo C 32,92% 41,12%
imediata N total 1,12% 1,01%
Ca 2,9 g/Kg 4,8 g/Kg
Mg 0 g/Kg 0,5 g/Kg
K 0,1 g/Kg 1,8 g/Kg

Fonte: A Autora (2023)

A conversdo da biomassa residual pdés-hidrélise apresentou a mesma
proporcao de conversdo da biomassa residual verde de sisal, em biocarvéo, bio-6leo
e Gases da pirdlise (Figura 26). Com maior producdo da fase sdlida na menor
temperatura a 400°C (47,31% de biocarvao, 35,95% de bio-0leo e 16,74% de Gases
da pirdlise). As menores temperaturas tendem a ter maior rendimento em biocarvao
e temperaturas maiores aumentam o rendimento do Gases da pirdlise e bio-6leo
(ROZ et al., 2015).



Figura 26 - Rendimento médio dos produtos de pirdlise
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Os teores de carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O) e nitrogénio (N)

elementar dos biocarvdes obtidos estdo descritos na tabela 10.

Tabela 10 - Andlise elementar biocarvdes dos hidrolisados

Poder
Biocarvdo Carbono Hidrogénio Oxigénio Nitrogénio Enxofre H/C O/C calorifico
[Kj/Kg]
HE400 57,99% 7,83% 30,18% 0 0 0,135 0,520 24.768,70
HES550 51,34% 6,63% 38,03% 0 0 0,129 0,740 19.360,61
HE650 51,85% 6,31% 37,84% 0 0 0,121 0,729 19.104,17
HA400 46,43% 6,27% 43,28% 0 0,02% 0,135 0,932 16.229,96
HA550 48,45% 6,20% 42,31% 0 0,03% 0,128 0,873 17.169,46
HA650 46,02% 5,65% 39,29% 0 0,03% 0,122 0,853 15.011,64

Fonte: A Autora (2023)

HE: Hidrélise enzimatica; HA: Hidrdlise acida

A andlise de caracterizacdo dos biocarvées produzidos foram realizadas

através do diagrama de Van Krevelen, através do qual, as razBes anatbmicas

molares de H/C e O/C devido a diferenca das temperaturas utilizadas e tipos de

biomassas ocasionaram diferentes graus de intensidade de carbonizacdo na

atmosfera reacional controlada (LENG et al., 2019). O aumento do teor de carbono e

a diminuicdo dos teores de oxigénio e hidrogénio resultam na diminuicédo das fracbes
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molares de H/C e O/C, conforme a temperatura pirolitica aumenta (CAO et al., 2014;
ENDERS et al., 2012). A razdo H/C é utilizada para descrever o grau de
carbonizacgao, pois, o0 hidrogénio esta associado a matéria organica da biomassa. A
fracdo O/C esta relacionada a hidrofilicidade da superficie do biocarvdo que indica a
presenca de grupos polares. A aromaticidade da estrutura carbonacea esti
relacionada a esta fracdo sendo a fracdo O/C baixa indicando que a superficie do
biocarvdo é mais aromatica e menos hidrofilica, pela perda dos grupos funcionais
polares em temperaturas mais elevadas (CROMBIE et al., 2013). Portanto, a fracao
O/C é um indicador de polaridade do biocarvao e a fragdo H/C é um indicador de
grau de carbonizacdo da biomassa.

Com o avanco do grau de carbonizacdo da biomassa via pirélise ocorre a
reducdo gradativa dos teores de hidrogénio e oxigénio, através da desidrogenacao.
Ao mesmo periodo, ha o aumento gradativo do conteddo de carbono e
consequentemente a formacdo do material carbonaceo poroso (JINDO et al., 2014).
Tendo como efeito, aumento da aromaticidade com a formacdo de estruturas
grafiticas e reducéo da polaridade devido a perda dos grupos funcionais oxigenados.

A relacdo O/C do biocarvdo pode indicar a presenca de mais grupos
funcionais como hidroxilas, carboxilas e carbonilas, os quais podem contribuir para o
aumento da capacidade de troca de cations (CTC), que representa a carga
superficial negativa dos biocarvdes (JIANG et al., 2012). E a depender o material a
ser adsorvido o pH e a porosidade do biocarvdo séo caracteristicas fundamentais
para sua aplicagao.

A analise comparativa, no sentido da direita para esquerda, conforme setas
ilustradas na Figura 27, evidencia o decréscimo de polaridade (relativo ao eixo Xx)
gue ocorre simultaneamente ao aumento da aromaticidade (relativo ao eixo y). Em
consequéncia tem-se o correspondente aumento da aromaticidade e conteudo de
carbono, do biocarvdo em formacdo. Nesse contexto, os biocarvdoes da hidrolise
enzimatica apresentaram melhor resposta para a estabilidade, carbonizacdo e
menor polarizacdo. Sendo, o0 biocarvdo produzido a 650°C com melhores
caracteristicas a partir do diagrama de Van Krevelen. Para a adsor¢ao dos inibidores
de fermentacdo (HMF, furfural e acido acético) que sdo substancias polares, 0s
biocarvdes da hidrélise enzimatica, por serem mais apolares, apresentam como
melhores biocarvboes para essas substancias. Os biocarvdes da hidrolise acida

apresentaram maior polaridade entre os biocarvdes analisados que por sua vez,
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para o material de adsor¢édo estudado, ndo séo indicados. Porém, para a adsorcao
S840 necessarias outras caracteristicas como a porosidade e o tamanho da area
superficial.

O processo de adsorcdo de um composto depende de trés fatores: a natureza
do adsorvente e seu modo de ativagdo, a natureza do adsorvato e das condi¢des do
processo de adsorcdo (temperatura, pH, agitacdo, relacdo adsorvato/adsorvente,
entre outros). Além disso, os efeitos ao qual o sistema esta sujeito sao outros fatores
importantes para que ocorra a adsor¢do. Dentre eles as interagfes eletrostéticas,
efeito hidrofébico, fracdes carbonizadas e ndo carbonizadas, que a depender do
composto apresenta diferentes mecanismos de adsorcdo (OLIVEIRA et al., 2017).
Dentre os estudos analisados o principal efeito na adsorcdo esta a atracao
eletrostatica para com 0s contaminantes organicos.

Figura 27 - Diagrama de Van Krevelen para avaliar decréscimo dos valores
das razdes
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Fonte: A Autora (2023)

Outro fator importante a partir desta analise € a possibilidade de certificacao
IBI (International Biochar Initiative) a qual, estabeleceu padrbées para a producao do
biocarvédo. Nesta certificacdo, o IBI determina que o valor méximo da razéo H/C deve



71

ser de até 0,7 e que para o produto carbonaceo produzido seja reconhecido como
biocarvdo deve ter a porcentagem de carbono organico maior que 10% (%Corg
>10%). Além disso, os biocarvdes séo classificados em: Classe 1: %C = 60%; classe
2: 30% < %C < 60% e classe 3: 10% < %C < 30%. Neste contexto, o produto
carbonaceo produzido com a biomassa residual das hidrolises sdo realmente
biocarvdes e séo de classe 2.

A andlise superficial dos biocarvies foram realizadas através da técnica de

Brunauer, Emmett e Teller (BET). Os dados obtidos estéo descritos na tabela 11.

Tabela 11 - Andlise superficial BET/BJH

Volume de Tamanho

Biocarvéo (E]E/;) (E]Q/';) poros (cm3g) médio dos

poros (nm)
HE400 0,348 0,481 0,000322 2,6772
HE550 0,269 0,292 0,000450 27,5218
HEG650 0,013 0,005 0,000520 3,9442
HA400 1,330 1,180 0,002929 9,9282
HAB550 3,021 2,117 0,020763 39,2388
HAB650 1,507 1,499 0,016207 43,2567

Fonte: A Autora (2023)

Os poros séo classificados em microporos, mesoporos e macroporos. Os
macroporos sao os poros com diametro maior que 50nm, o volume desses poros fica
entre 0,2 a 0,5 cm®g e sua area superficial é entre 0,5 a 2 m?/g. Esses poros por ter
baixa area especifica normalmente ndo s&o considerados relevantes para a
adsorcdo de poluentes. Os mesoporos, também chamados poros de transicao,
possuem diametro entre 2nm a 50nm e sao importantes na adsor¢céao de substancias
com moléculas maiores. J4 os microporos apresentam diametro menor que 2nm,
com volume entre 0,15 a 0,50 cm®/g, esses poros sdo responsaveis pela adsorcédo
de substancias com moléculas menores (IUPAC, 1985). E importante salientar que,
cada tipo de poro exibe uma funcéo especifica no processo de adsorc¢ao.

Os biocarvbes produzidos apresentam baixa area superficial, que sé&o
caracteristicas de biomassas residuais. Quanto aos tipos de poros, os biocarvbes
apresentam majoritariamente mesoporos e macroporos. Nos biocarvées da hidrolise
acida podemos observar maior area superficial, esse dado esta relacionado ao inicio

da ativacdo que ocorre durante o processo de hidrolise, ativacdo acida, porém, como
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a area é baixa, menor que 300 m?/g ndo pode ser considerado uma ativacdo do
biocarvao (YANG, 1997).

Segundo Zhu et al. (2014), a area superficial e o volume de poros elevado
geralmente promovem a adsor¢cdo de compostos organicos, devido ao efeito de
preenchimento dos poros. Contudo, para os presentes biocarvbes que apresentam
area superficial e volume de pores baixos, essa afirmativa ndo é o principal fator que
afeta a adsorcao dos inibidores da fermentacao (furfural, HMF e acido acético).

Através da fluorescéncia de raios X por energia dispersiva, elementos como
célcio (Ca), Magnésio (Mg), potassio (K), sdédio (Na), silicio (Si), entre outros foram
identificados nas amostras de biocarvao. Os resultados apresentados na figura 28,
sumarizam as analises quantitativas da analise EDXRF em porcentagem de massa
da composicdo dos biocarvbes com diferentes temperaturas de sintese. Pode-se
observar que & medida em que aumenta a temperatura da pirélise maiores sédo as
concentracdes de Mg, K e Ca. Outro elemento presente nos biocarvées em grandes
concentracdes foi o silicio (Si) o qual, é o segundo maior elemento nos biocarvées
da hidrélise acida. O silicio é considerado como elemento benéfico por estar
relacionado ao aumento da capacidade fotossintética, aumento da resisténcia ao
acamamento, reducdo das taxas transpiratorias, resisténcias a pragas e doencas,
reducéo do efeito toxico do Mn, Fe, Al e Na, além do aumento na absorcao de outros
elementos como fésforo (LANA et al., 2003; SANTOS et al., 2021). A presenca do
silicio é possivel ser observado a olho nu pelo brilho emitido pelo biocarvéo.

O elemento enxofre (S) que foi identificado no biocarvdo da hidrdlise &cida,
esta vinculado a hidrdlise que utilizou o H2SO4 como reagente, pois, esse elemento

nao esta presente na biomassa in-natura.



Figura 28 - Analise multi-elementar dos biocarvdes
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Figura 29 - Metais pesados identificados biocarvao da hidrolise acida a 400°C
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Fonte: A Autora (2023)
Figura 30 - Metais pesados identificados biocarvdo da hidrélise enzimatica a

400°C
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Fonte: A Autora (2023)
Dentre os biocarvfes produzidos, o biocarvao a 400°C da hidrdlise acida foi o
anico a apresentar composicao diferenciada, dos metais pesados. Este biocarvao

apresentou porcentagem maior de prata seguido do cadmio e estanho (Figura 29).

Os outros biocarvbes seguiram a mesma propor¢cdo do biocarvao da hidrélise
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enzimatica, na constituicdo dos metais pesados com maior porcentagem de cadmio,
indio e estanho (Figura 30).

A concentragdo do cadmio foi maior no biocarvdo da hidrélise enziméatica
produzido a 550°C com 0,0663% da composicdo deste biocarvdo. E com menor
concentragdo no biocarvao da hidrolise acida a 400°C, com 0,0214% da composi¢ao
dos metais pesados. O cadmio € um elemento quimico altamente poluente no meio
ambiente e sua presenca na agricultura estd ligada diretamente com o0s
agroquimicos fosfatados, utilizados no manejo cultural das culturas. Segundo o
CONAMA 420/2009, a concentracdo maxima permitida para areas agricolas é de
3mg/Kg valor muito maior que o encontrado no biocarvdo com maior concentracdo
desse metal pesado, 0,663 mg/Kg. Neste contexto, os biocarvbes estdo com
guantidades muito abaixo (4,5 vezes menor) do limite recomendado pelo CONAMA,
0 que torna o0 uso desse biocarvdo aplicavel como adsorvente mesmo com a
presenca desse metal pesado.

Nas figuras 31 e 32, podemos observar a microscopia eletrénica de varredura
(MEV) dos biocarvdes das hidrolises acidas e enzimatica produzidos a 550°C. A
morfologia desses biocarvdes apresentam superficie rugosa que é consequéncia do
processo térmico, assim como a porosidade da superficie que é devido a liberacéo
da matéria volatil durante a carbonizacéo.

Quando observamos os dois biocarvdes é nitido a diferenga na estrutura
superficial entre as duas biomassas residuais das hidrélises. No biocarvdo da
hidrolise &cida a superficie € menos porosa que a o biocarvao da hidrolise
enzimatica. Além disso, o biocarvao da hidrélise enzimatica apresenta arcaboucos
na sua superficie. Esses arcaboucos foram identificados no trabalho de
(AGUILLON, 2018). Neste trabalho Aguillon trabalhou com a Agave fourcroydes, que
assim como a Agave sisalana, € utilizada para a extracao de fibras, foi investigado o
processo de pirdlise e gaseificacdo da folha, tronco e pedunculo floral. Esses
arcaboucos podem ser utilizados tanto para a adsor¢cdo de compostos como para a
colonizacdo das leveduras fermentadoras. Contudo, novas analises devem ser

realizadas para investigar 0 uso desses espacos em meios aquosos.



Figura 31 - Imagens via MEV da estrutura do biocarvao da hidrélise acida a 550°C

20 um
EHT =10.00 kV Mag= 500X }—' EHT = 10.00 kV Mag= 1.00KX

EHT = 10.00 KV Mag= 5.00KX EHT = 10.00 kV Mag= 10.00 K X

Fonte: A Autora (2023)
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Figura 32 - Imagens via MEV da estrutura do biocarvao da hidrélise enzimatica a 550°C
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5.3.1.2 Caracterizacao termoquimica

As curvas de TG-DTG para a decomposicao térmica, sob atmosfera de N2,
dos biocarvées das biomassas hidrolisadas com acido e enzima, sao apresentadas
nas figuras 34 e 35, respectivamente. Nos biocarvées produzidos a 400°C podemos
observar quatro estagios, que sao tipicos da decomposicdo térmica da matéria
organica. Para esses biocarvdes a perda de massa mais pronunciada ocorre entre
0s 450°C a 700°C.

No segundo estagio observamos a decomposicdo das hemiceluloses e
posteriormente a celulose, que ocorrem entre a temperatura de 450 °C a 650°C, com
perda de massa de 35%. O estagio final de decomposi¢ao, que ocorre apds 650°C,
esta relacionado a decomposicdo da lignina. Em temperaturas mais elevadas a
estrutura do biocarvao sofre transicdo de fase, o que ocasiona o0 aparecimento do
grafite (GAIl et al., 2021).

Para os biocarvbes produzidos a 550°C e 650°C da hidrélise &acida
apresentaram menor perda de massa e apenas dois estagios. Nesses biocarvées ha
pouca presenca de hemiceluloses e celulose. Nos biocarvfes da hidrélise enzimatica
apresenta maior perda de massa, que possivelmente € decorrente da lignina

residual do processo de pirélise e tamanho granulométrico do biocarvéo (figura 33).

Figura 33 - Biocarvfes da hidrélise enzimatica

Fonte: A Autora (2023).
a) BHE400, b) BHE550, ¢) BHE650
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Figura 34 - Decomposicao térmica dos biocarvdes da hidrélise acida
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Figura 35 - Decomposicéao térmica dos biocarvdes da hidrolise enzimatica
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5.3.1.3 Adsorcéo de inibidores

Para os testes de adsorcéo dos inibidores de fermentacdo com os biocarvdes
podemos observar na tabela 12 a resposta final apds o periodo de contato entre as
solucdes e os biocarvdes. Entre as trés temperaturas utilizadas para a producao do
biocarvdo com as biomassas residuais das hidrolises, ndo houve diferenca
estatistica significativa (p>0,005) para a adsorcdo do furfural e acido acético, para
ambas as biomassas. Quando observamos a adsor¢cdo do HMF pelos biocarvbes da
hidrélise enzimatica as temperaturas 550 e 650°C apresentaram as melhores
respostas a adsor¢cdo. Os biocarvBes da hidrélise acida apresentaram as piores
resposta a adsorcéao de furfural e HMF, nesses dois inibidores as respostas foram
guase zero. Para os biocarvées de ambas as hidrélises tém baixa capacidade
adsortiva para o acido acético contudo, este inibidor apresenta outras formas de
remocao, como o uso do roto-evaporador.

Tabela 12 - Concentracao final dos inibidores apos 24 horas

Biocarvao/

nibidores Furfural (g/L) HMF (g/L) Acido acético (g/L)
Concentracao

inicial 1 1 3

HE400 0,108+0,0005 2 0,306+0,0151 2,7991+0,3114 2
HES550 0,107+0,0002 & 0,003+0,0005 P 2,1085+0,0787 2
HE650 0,107+0,0001 & 0,003+0,0080 ° 2,7092+0,2617 @
HA400 0,896+0,1004 P 1,0+0,0075 ¢ 2,7844+0,1617 2
HAS550 1,0£0,2427 © 1,0+0,0319° ¢ 2,7287+0,1236 2
HAB50 0,929+0,0984 1,0+0,0135°¢ 2,8913+0,1145 2

Letras iguais correspondem a médias iguais ao nivel de 5% de acordo com o teste de Tukey.
Fonte: A Autora (2023).

ApoOs 24 horas de contato entre os biocarvées e os inibidores observamos que
0 biocarvao da hidrolise enzimatica a 550°C adsorveu 89,3% da solucédo inicial do
furfural, 99,7% da solucdo do HMF e 29,71% da solucéo do acido acético. Monlau et
al. (2015), avaliaram a aplicacéo do biocarvao produzido a partir de digestato seco e
obtiveram a remocao de 94% do 5-HMF e 99% do furfural apds 24 h de contato com
hidrolisado de milho e hidrolisado de madeira. Resultados préximos ao encontrado
pelo presente estudo, além disso, 0 mesmo autor sugere que a adsorcao do acido

acético nao é eficiente com a utilizacéo de biocarvao.
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Os inibidores formados durante o pré-tratamento podem ter efeito sobre a
hidrélise enzimatica contudo, o principal produto que afeta diretamente a acao
enzimatica € a lignina e produtos derivados da lignina (ALVIRA et al., 2010; JU et al.,
2014). Esse composto forma uma barreira fisica impedindo a digestibilidade de parte
do substrato ou reduzindo a atividade da celulase (MES-HARTREE; SADDLER,
1993; TENGBORG; GALBE; ZACCHI, 2001). Nesse contexto, a mucilagem de sisal
apresenta-se como material pouco recalcitrante e com pouca lignina, favorecendo a
acdo enzimética sem pré-tratamentos, conforme observamos na tabela 7.

Todavia, os inibidores tém acdo sobre as levedura e bactérias, utilizadas na
fermentacdo. Tendo isto em vista, os biocarvées dos respectivos hidrolisados foram

aplicados na fermentacdo com a levedura Saccharomyces cerevisiae.

5.4 CONVERSAO BIOLOGICA

5.4.1 Fermentacéao

O efeito positivo do biocarvdo na coldnia microbiana sdo atribuidas as suas
caracteristicas fisicas como os poros presente em sua estrutura. Neste caso, 0s
poros do biocarvdo servem como reflgio aos microrganismos protegendo-os de
fatores como acidez, dessecacao e predacao (JINDO et al., 2012; WARNOCK et al.,
2007). Além disto, sua capacidade de adsorcao e o efeito tampé&o séo outros fatores
gue favorecem e protegem a colénia microbiana em diferentes meios (LEHMANN;
JOSEPH, 2009; ROUSK et al., 2010).

A cinética da producgdo do etanol a partir do hidrolisado enzimético e acido
podem ser observados nas figuras 36 e 37, respectivamente. A melhor conversao da
glicose foi com a presenca do biocarvdo produzido a 550°C, com eficiéncia de
97,85% e producao de aproximadamente 52 g/L de etanol, no hidrolisado enzimatico
(tabela 13). A fermentacdo do hidrolisado acido apresentou melhor rendimento com
a presenca do biocarvdo a 550°C, com eficiéncia de 90,96% e producdo de
aproximadamente 17 g/L de etanol. Porém, a adsorcdo dos inibidores de
fermentacdo HMF e furfural ndo houve adsorcédo significativa. Ou seja, este
biocarvao ndo tem propriedades adequadas para adsorver estes tipos de compostos

contudo, novos estudos devem ser realizados para investigar sua melhor aplicagéao.
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Figura 36 - Producéo do etanol com o hidrolisado enzimético
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Fonte: A Autora (2023)

Figura 37 - Cinética de fermentacdo com hidrolisado &cido
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N&o foram observadas diferengcas estatisticamente significativas entre a
fermentacdo sem biocarvdo e as fermentacbes com os biocarvoes a 400°C e a
650°C, da hidrdlise enzimética, na producdo de etanol. Porém, os biocarvbes
adsorveram o HMF e furfural e parcialmente o &cido acético (tabela 13). Na
fermentacdo com biocarvao a 550°C possivelmente, ocorreu além da adsor¢éo dos
inibidores a protecdo e desenvolvimento da coldénia microbiana. Wang et al. (2020),
analisaram a presenca do biocarvdo na fermentacdo com Zymomonas mobilis e sob
estresse por HMF e furfural. Nesse estudo, observaram que a presenca do
biocarvédo favoreceu a fermentacdo e diminui o tempo fermentativo. Além disso, os
tratamentos com biocarvdo aumentaram a eficiéncia de conversdo, corroborando
com o presente estudo.

Figura 38 - Fermentag&o com os biocarvdes da hidrolise enzimética

—a— Glicose B400
—e— Etanol B400
—4&— Glicose B550
—w— Etanol B550
—o— Glicose B650
—<4— Etanol B650
—»— Glicose SB
—&— Etanol SB

Concentragao (g/L)

Fonte: A Autora (2023)

Podemos observar na figura 38 e 39 a diminuicdo do inicio do tempo de
fermentacdo, aumento na producéo total com a presenca dos biocarvbes e adsorcao
dos inibidores de fermentacao, fatores fundamentais para o uso dessa técnica no
meio industrial. Além disso, a fermentacdo com a presenca do biocarvdo nao
acrescenta etapas na producao industrial fator importante, economicamente, para a

sua utilizacdo na producéo de etanol celulésico com a mucilagem do sisal.
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Figura 39 - Fermentagcdo com o biocarvao da hidrélise acida
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Fonte: A Autora (2023).

Lainez et al. (2019), analisaram a fermentacdo com folhas de A. salmiana
para a producdo de etanol usando pré-tratamento &cido-alcalino e sacarificacao
enzimatica. A concentracdo de glicose foi de 50,88+0,54 g/L e produziu 24,15 g/L de
etanol ap6s 24 horas de fermentacdo. Delfin-Ruiz et al. (2021), analisaram a
sacarificagdo enzimética do bagago de Agave tequilana e Agave karwinskii. A
concentracao inicial de glicose da Agave tequilana foi de 100,06 g/L e 60 g/L na
Agave karwinskii, 47,30 g/L e 27,27 g/L de etanol foram produzidos a partir das
respectivas glicoses, usando Saccharomyces cerevisiae e com 24 horas de
fermentacéo.

A diferenca entre as concentracbes de glicose e etanol podem estar
relacionadas as diferentes espécies utilizadas, ao manejo cultural das culturas, a
idade da planta e ao tipo de biomassa utilizada. No presente trabalho, foi utilizada a
mucilagem do sisal, ou seja, a biomassa verde residual ap6s a extracao da fibra do
sisal. Esse tipo de biomassa ndo apresenta estudos especificos para a producdo de
energia; portanto, sdo necessarios novos estudos para analisar os resultados.

Delfin-Ruiz et al. (2021), identificaram a concentracao inicial de 9,14 g/L de

acido aceético no hidrolisado de Agave tequilana. No Agave karwinskii, foram
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determinados 4,94 g/L de acido acético. No presente estudo, as concentracdes de
acido acético foram determinadas para o hidrolisado acido em 17,56+1,83 g/L e para
o hidrolisado enzimatico em 12,05+0,3 g/L. Essas concentracbes ndo afetaram o
metabolismo da levedura; no entanto, é necessario analisar a remocao dessa fracédo
e sua relagdo com a fermentacéo.

Tabela 13 - Parametros da fermentacdo do hidrolisado enzimatico com e sem

biocarvao
Parametros bioizrrr\]/éo Biocarvao Sem Biocarvdo Biocarvdo Biocarvao
fermentativos HA HA550°C biocarvdo HE  HE400°C HE550°C  HE650°C
Yp/s (g/g) 0,29 0,46 0,36 0,34 0,5 0,38
Ef (%) 56,86 90,27 71,46 65,71 97,85 74,82
Qp (g/L/h) 1,04 1,66 3,72 3,42 5,1 3,9
Etanol (g/L) 10,39 16,63 37,47 34,46 51,82 39,24
Glicose residual (g/L) 0,14 0,02 0,4 0,23 NI 0,13
HMF residual (g/L) 1,80 1,23 0,0982 0,0439 0,0097 0,012
Furfural residual (g/L) 1,51 1,19 0,04 0,008 NI 0,005
Acido acético (g/L) 17,56 16,73 12,05 11,17 8,02 11,09

Fonte: A Autora (2023)
NI: N&o identificado; Y p/s = rendimento da producédo de etanol, em relagdo ao consumo de carboidratos; Qp =
produtividade volumétrica; Ef = eficiéncia de fermentag&o. HA: hidrélise &cida; HE: hidrélise enzimética.

Por fim, o Brasil tem aproximadamente 101 mil hectares de sisal plantados
distribuidos entre os estados da Bahia, Rio grande do Norte e Paraiba (IBGE, 2021).
No ano de 2021, foram produzidos 98 mil toneladas de fibras das quais, estima-se
gue produziram 1.869.657 toneladas de residuos, os quais, foram em sua maior
parte depositada proximas as areas de extracao da fibra (QUEIROGA et al., 2021).
Estimando com os dados encontrados para a fermentacdo sem biocarvdo, o
Nordeste brasileiro esta deixando de produzir 64 milhdes de litros de etanol, por ano.
Com o0 a presenca do biocarvdo esse volume sobre para 88 milhGes de litros de
etanol, por ano.

Tendo isto em vista, € possivel produzir etanol no semiarido brasileiro e que
sua producdo ndo compete com a producdo de alimentos e a biomassa a ser
utilizada n&o apresenta interesse financeiro ou social. Espera-se que a partir desses

dados, novos projetos e financiamentos, com essa cultura possam ser realizados.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho comprova a possibilidade de produzir etanol de segunda
geracdo com a biomassa residual verde de sisal a partir, da hidrélise enzimética e
sem pré-tratamento quimico. A aplicacdo da hidrélise diretamente na mucilagem de
sisal sem pré-tratamentos € um fator importante para com esta biomassa, favorecido
pela baixa recalcitrancia como a baixa quantidade de lignina. A carga de biomassa
ideal & de 23% e que para a fermentagdo com hexoses a hidrolise enzimatica é a
melhor metodologia quando comparada a hidrélise acida que mesmo otimizada
produz baixa quantidade de glicose e grandes quantidades de inibidores de
fermentacdo. Porém, em caso de uso das pentoses a melhor resposta esta na
hidrolise acida.

Outro ponto fundamental nessa pesquisa foi a possibilidade da utilizacdo do
residuo da hidrolise para a producado de biocarvao que demonstrou ser de excelente
gualidade para a aplicacdo como adsorvente de inibidores assim como, na melhoria
da col6nia microbiana. O uso do biocarvédo da hidrolise enziméatica com compostos
mais apolares ha melhor resposta para com os biocarvGes da hidrdlise &cida, que
apresentam maior polaridade. Além disso, a aplicacdo dos biocarvies diretamente
na fermentacdo € uma opcdo para 0 aumento da producdo de etanol e
possivelmente de outros compostos de interesse. Houve maior producao de etanol
(51,8 g/L) de etanol com a presencga do biocarvéo da hidrélise enzimatica, com seu
respectivo hidrolisado e aceleracdo no inicio do processo fermentativo. Outro ponto
interessante foi a colonizac&o do biocarvéao pela levedura.

Por fim, sdo necessarios mais estudos com essa biomassa para a sua aplicacéo
para a producao de biocombustiveis assim como, na biotecnologia ambiental. Novas
tecnologias e metodologias devem ser desenvolvidas para que esse processo seja
ainda mais viavel garantindo assim, o desenvolvimento socioecondmico da regiao
semiarida brasileira. Além disso, a aplicacdo do biocarvdo pos-fermentacdo em
outras etapas como: biodigestdo, aplicacdo do digestato com o biocarvao,

viabilidade econdmica do processo e célculo de crédito de carbono.
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