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Resumo

A comunidade cientifica tem se preocupado com problemas ambientais e a destinacéo de residuos
agroindustriais, buscando realizar tratamentos para os residuos ou reaproveitamento para agregar
valor. O bagaco de sisal ¢ um residuo do desfibramento do sisal, que é descartado no meio
ambiente sem controle. O objetivo desse trabalho foi avaliar a producéo simultanea de xilitol e
etanol a partir do licor hemicelulésico do bagaco de sisal. A caracterizacdo da biomassa
lignocelulésica foi realizada, verificando os teores de celulose, hemicelulose e lignina. O pré-
tratamento foi realizado em reator de ago inoxidavel na raz&o 1/10 (bagago/acido) durante 1 hora.
Para verificar a influéncia das variaveis temperatura e concentracdo de &cido sulfirico um
planejamento experimental 22 com 3 pontos centrais foi realizado. O licor do hidrolisado
hemiceluldsico foi analisado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) gquanto aos
teores de agUcares e inibidores e as alteracdes no bagaco tratado foram analisadas por Difracéo
de Raios-X (DRX), microscopia eletrénica de varredura (MEV), Termogravimetria (TG) e
Infravermelho (1V). No tratamento &cido o modelo foi estatisticamente significativo no nivel de
confianca de 95%, confirmado pelo teste F, a superficie de resposta indicou que os maiores teores
de xilose e glicose foram obtidos nos niveis maximos, que correspondem a temperatura de 120
°C e 2,5% de &cido sulfurico. As técnicas de caracterizacdo reafirmaram a remocdo da fracdo
hemiceluldsica do material lignocelulésico. No Infravermelho verificou-se modificagbes nas
bandas de absorgéo referentes a hemicelulose devido a sua remogéo, e modificacao nas bandas da
lignina e celulose devido seu aumento. A curva termogravimétrica assumiu caracteristica
semelhante a da celulose pds-tratamento acido, devido ser o componente em maior quantidade na
biomassa. As micrografias demonstraram a quebra das regides fibrosas da celulose e diminuigéo
das fibrilas que as interligavam, sendo essas a hemicelulose. Na difracdo de raios X o indice de
cristalinidade indicou grande remocdo da fracdo amorfa do material lignocelulésico. Na
fermentacéo foi realizado o estudo do microrganismo a ser utilizado, verificou-se o melhor tempo
para realizacdo do indculo, nas condi¢des em que o meio contivesse 3g/L ou 107 células, e
observaram-se trés das principais fases do crescimento do microrganismo. Tanto pela anélise de
massa seca gquanto pela contagem de células por cdmara de Neubauer o melhor tempo para a
realizacdo da fermentacdo foi entre 24 e 36 h. Verificou-se que os melhores tempos de
fermentacdo para o xilitol foi 72 h e para o etanol foi 36 h, produzindo respectivamente 1,4 g/L e
2,4 g/L com a levedura Candida guilliermondii.

Palavras chaves: Etanol; xilitol; bagaco de sisal.



Abstract

The scientific community has been concerned with environmental issues and the allocation of
agro-industrial waste, seeking to perform treatments for waste or recycling to add value. Sisal
bagasse is a residue of the sisal, which is discarded into the environment without control. The aim
of this study was to evaluate the simultaneous production of xylitol and ethanol from
hemicellulose liquor sisal bagasse. The characterization of lignocellulosic biomass was carried
out by checking the cellulose, hemicellulose and lignin. The pretreatment was carried out in
stainless steel reactor in the ratio 1/10 (bagasse / acid) for 1 hour. To check the influence of
temperature variables and concentration of sulfuric acid 22 experimental design with 3 central
points was carried out. The liquor hemicellulose hydrolyzate was analyzed by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) methods as the levels of sugars and inhibitors and the changes
in the treated bagasse were analyzed-Ray Diffraction (XRD), scanning electron microscopy
(SEM), thermogravimetry (TG) and Infrared (IR). In the acid treatment model was statistically
significant at the 95% confidence level, confirmed by the F test, the response surface indicated
that the higher xylose content and glucose were obtained at the maximum level, corresponding to
a temperature of 120 °C and 2 5% sulfuric acid. The characterization techniques reaffirmed the
removal of the hemicellulose fraction of lignocellulosic material. Infrared there are changes in the
absorption bands relating hemicellulose due to its removal, and modification of the lignin and
cellulose bands due their increase. The thermogravimetric curve taken characteristic similar to
the aftertreatment acid cellulose, as this is the component in larger amounts in the biomass. The
micrographs showed the breakdown of fibrous regions of the cellulose fibrils and decrease in the
interconnected, and these hemicellulose. In the XRD crystallinity index indicated extensive
removal of the amorphous fraction of the lignocellulosic material. In the fermentation was carried
out the study of the microorganism to be used, it is the best time to perform the inoculum, under
the conditions that the medium contained 3 g/L or 10’ cells and were observed three main stages
of growth of the microorganism. Both the dry mass analysis as the cell count per chamber
Neubauer the best time for completion of the fermentation was between 24 and 36 h. It was found
that the best fermentation times for xylitol was 72 h and the ethanol was 36 h, yielding respectively
1.4 g/L and 2.4 g/L in Candida guilliermondii.

Key words: Ethanol; xylitol; sisal bagasse.
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1. INTRODUCAO

O destino de residuos agroindustriais e os problemas ambientais gerados pelo seu
descarte inadequado é uma preocupacdo mundial. Desta forma busca-se o0 aproveitamento dos

residuos lignocelulésicos.

O sisal (Agave sisalana) é uma planta que tem origem no México, sendo o Brasil o
maior produtor e exportador de fibra de sisal (SANTOS et al., 2015). No processamento da
fibra de sisal sdo gerados residuos solidos, sendo denominado bagaco de sisal, que é descartado
no meio ambiente sem controle, o que pode ocasionar problemas ambientais, assim como perda

do potencial energético devido o material ser rico em celulose e hemicelulose.

A maioria dos estudos de conversao de biomassa lignocelulosica em etanol ou xilitol
tem como matéria prima o bagaco da cana-de-agUcar, sendo tal residuo mais produzido no
Brasil anualmente, enquanto estudos acerca dos residuos gerados a partir do processamento do
sisal ainda sdo poucos. Anualmente no Brasil gera-se aproximadamente 552 mil toneladas de

bagaco de sisal, sendo esse percentual todo concentrado na regido nordeste (IBGE, 2016).

Para utilizacdo desse material como fonte energéetica é necessario realizar pré-
tratamentos, sendo geralmente acidos ou basicos, os quais buscam deixar a celulose mais
exposta, facilitando assim uma posterior solubilizacdo dos aclcares. Nos pré-tratamentos
ocorre a extracao de alguns agucares, que podem ser convertidos em co-produtos de interesse
cientifico. Dentre esses acucares destaca-se a xilose, que é uma pentose originada da fracao
hemiceluldsica da biomassa que pode ser convertida a xilitol e etanol a partir do processo de

fermentacao.

O etanol de segunda geracdo produzido a partir da biomassa lignoceluldsica é uma
solucdo para a sustentabilidade energética, mas ainda apresenta custos elevados. Esse processo

pode ser simplificado o que pode torna-lo vantajoso.

Neste sentido ressaltasse a importancia da producdo simultanea de xilitol e etanol a
partir da fracdo hemiceluldsica do bagaco de sisal para obter dois produtos de grande interesse,
um pela industria energética e o outro pela industria alimenticia e farmacéutica, com reducéo

de etapas, que resulta em menor gasto de reagentes e energia.
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1.1 Objetivos

O trabalho teve como objetivo geral avaliar a producdo simultéanea de xilitol e etanol a
partir do bagaco de sisal. E mais especificamente:

e Caracterizar a biomassa lignoceluldsica antes e depois do pré-tratamento com &cido
diluido;

e Realizar planejamento experimental, verificando as melhores condi¢bes de
concentracdo de &cido e temperatura;

e Caracterizar atraves de técnicas fisico-quimicas (DRX, IV, TG e MEV) o bagaco de
sisal antes e depois do tratamento &cido;

e Fazer estudo da cinética do cultivo com a levedura Candida gulliermondii CCT
1516 para verificar o melhor tempo de fermentacéo;

e Remover os inibidores do processo fermentativo;

e Determinar os teores de xilitol e etanol, através da cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Nesse topico do trabalho foram expostas as bases tedricas que fundamentam a producéo
biotecnoldgica simultanea de xilitol e etanol a partir do bagaco de sisal.

2.1 Residuos agroindustriais

A cada dia o ser humano produz mais residuos, e em poucos casos realiza-se um
tratamento correto com o que ndo é mais desejado. Rosa e colaboradores (2011) afirmam a
necessidade do desenvolvimento e implementacdo de processos sustentaveis, agregando valor
a residuos agroindustriais que séo descartados no meio ambiente de forma desordenada. No
Brasil, o processamento de matérias primas ocorre com o interesse na producéo de um produto
principal de valor e a biomassa resultante na maioria dos casos é desprezada pelas grandes
industrias (NUNES et al, 2013).

No Brasil sdo produzidas a cada ano quantidades alarmantes de residuos resultantes do
beneficiamento ou processamento de alimentos. Geralmente os residuos gerados ficam no local
do processamento ou sdo langados em locais impréprios para o descarte de materiais desse tipo.
Vale salientar que, essa pratica além de contribuir em problemas ambientais, alguns residuos
representam perdas de matéria-prima e energia, fazendo com que industrias tenham mais gastos
(BENTO e CASARIL, 2012).

O reaproveitamento de residuos gerados pela agroindustria € um dos maiores polos de
investimento, mesmo em paises com elevado desenvolvimento tecnolégico como Francga e
Estados Unidos. Tem sido alvo de varios estudos o que contribui com informac6es sobre o seu
grande potencial nutricional e energético (FILHO e FRANCO, 2015).

2.2 Geracao de residuos no processamento de sisal

A fibra de sisal (Agave sisalana) é conhecida mundialmente como uma das fibras mais
resistentes do mundo, sendo o Brasil o principal produtor de tal matéria prima (SANTOS et al,
2015). O processamento do sisal ocorre de forma artesanal, onde utiliza-se uma maquina pouco

sofisticada conhecida como paraibana (Figura 1).
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Figura 1 — Processamento da fibra do sisal e geracéo de residuos

do sisal

Fonte — Autor

Na Figura 1 observa-se que no processamento, inicialmente tem-se o corte das folhas
de sisal na monocultura (etapa 1), onde séo transportadas para o desfibramento. Na sequéncia
obtém-se a geracdo de residuos sélidos e fibras imidas (etapa 2), que sdo secas para posterior
comercializacdo (etapa 3)

Cerca de 96% da folha de sisal é convertida em residuo, sendo uma parte sélida e outra
liquida (MENDONGCA, ANDRADE E BRANDAO 2011), (Figura 2). Sabendo-se que o Brasil
produz cerca de 138 mil toneladas de fibra anualmente (IBGE, 2016), gera-se aproximadamente
552 mil toneladas de bagaco no pais inteiro, sendo a Paraiba responsavel pela geracéo de 18

mil toneladas.
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Figura 2: Composicdo das folhas sisal com relacdo a fibra, bagaco e residuos liquidos.

Desfibrmento do sisal
S0

m Fibra mBagaco m Residuos liquidos

Fonte: MENDONCA, ANDRADE E BRANDAO 2011.

2.3 Biomassa lignocelulésica

Esta biomassa tem despertado interesse, devido sua presenca em grande quantidade em
muitos paises, e representarem uma fonte renovavel continua de materiais estruturais
biodegradaveis e de baixo custo (BEZAZI et al, 2014). Os recursos renovaveis organicos mais
abundantes na terra sdo constituidos basicamente por celulose, hemicelulose e lignina (Figura

3), sendo esses classificados como materiais lignocelulosicos (ASADA et al, 2015).

Figura 3 — Composicdo dos materiais lignocelulésicos

CELULOSE \,
LIGNINA ——

HEMICELULOSE

Fonte — Adaptado de: BOUDET et al., 2003

Esses constituintes sdo polimeros, sendo que a celulose e hemicelulose sdo protegidos
pela lignina contra a hidrolise quimica ou enzimatica (LACERDA et al., 2013). Sendo assim,

se faz necessario um pré-tratamento para a deslignificagdo a fim de converter o material
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lignocelul6sico em agucares fermentesciveis, como a xilose e a glicose (WAGHMARE et al,
2014).

A hemicelulose é um polimero ramificado composto de agucares, tais como as pentoses
e hexoses (GARCIA-MARAVER et al, 2013). A xilose é uma pentose, que pode ser convertida
em xilitol e etanol por meios quimicos, através de reacdo de hidrogenacdo, através de rotas
microbioldgicas, no qual microrganismos realizam essa conversdo. Porém, um processo que
tem despertado grande interesse dos pesquisadores € o de producdo enzimatica, que converte
praticamente toda a xilose em subprodutos (ALBUQUERQUE et al, 2014). Porém, o custo
beneficio para tal pratica é muito elevado, sendo essa uma desvantagem da técnica. A seguir
observa-se a composicdo dos materiais lignocelulésicos, a obtencdo de agucares (pentoses e
hexoses) a partir das fracGes celuldsica e hemicelulésica da biomassa além da geracdo de
inibidores fermentativos a partir da degradacdo de acucares (Figura 4).

Figura 4 — Composicao de materiais lignoceluldsicos e subprodutos gerados
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R OH
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Fonte — Adaptado de IBRAHEEM e NDIMBA, 2013
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2.4 Celulose

A celulose é o recurso organico renovavel mais abundante na terra e 0 seu montante
anual supera a escala em bilhdes de toneladas, revelando assim o seu grande valor econémico.
As células de plantas tém como componente principal a celulose, porém alguns animais
(tunicados) e algumas bactérias apresentam, em teores menores, a presenca de tal polimero no
seu material. a celulose ja é de grande importéncia na industria de papel e na téxtil, porém
somente nos ultimos anos verificou-se 0 seu potencial para geracdo de bioenergia com a

finalidade de producdo de energia limpa do futuro (CHEN, 2014)

As fontes de celulose comercial tém como fontes primarias principalmente o algodéo e
a madeira, onde o seu teor em alguns casos podem chegar a atingir 98 e 90% respectivamente
(SUHAS et al. 2016). Ela € um polissacarideo linear, constituido por um dnico tipo de unidade
de acucar, e € formada por unidades de monossacarideos de glicose, que se ligam entre si através
dos carbonos 1 e 4, originando um polimero linear (NAVARRO et al., 2007). A sua formula

molecular corresponde a (CsH100s)n (Figura 5).

Figura 5 — Formula estrutural da celulose.

Fonte — HEINZE, 2015.

2.5 Hemicelulose

A hemicelulose € composta por cadeias de acUcares de 5 e 6 carbonos que contribuem
para a producdo de acucar solivel (ROSE et al., 2015), sendo esses actcares denominados como
pentoses (xilose e arabinose) e/ou hexoses (glicose, manose e galactose) (CARVALHO et al.,
2009). O papel biolégico mais importante da hemicelulose é a sua contribuigdo para o reforco

da parede celular por interacdo com a celulose e, em algumas paredes, com a lignina. Esses
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recursos sdo discutidos em relagdo aos modelos amplamente aceitos da parede primaria
(SCHELLER e PETER ULVSKOV, 2010).

A hemicelulose € um polimero facilmente solubilizado em temperaturas baixas,
despertando assim um grande interesse no seu estudo, ja que ndo se gasta tanta energia para
trabalhar em condic@es elevadas. O componente majoritario e de maior interesse dessa fracdo
é a xilose (GROFF et al. 2012), que apresenta formula molecular (CsH100s) e peso
150,13 g/mol. Os principais componentes gerados a partir da solubilizacdo da hemicelulose

estdo apresentados na Figura 6, destacando-se as pentoses e hexoses formadas.

Figura 6 — Principais agUcares solubilizados a partir da fracdo hemicelulésica.
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Fonte — Adaptado de MORAIS et al. 2005
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2.6 Lignina

A lignina exerce uma fungdo muito importante nos materiais lignocelulésicos, onde o
mesmo atua como uma cola que faz com que a celulose e hemicelulose permanecam juntas
(WATKINS et al., 2015). Em geral, a lignina é classificada de acordo com a quantidade relativa
dos monbmeros guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenila (H), derivados dos alcoois
coniferilico (4-(3-hidroxi-1-propenil)- 2-metoxifenol), sinapilico (4-(3-hidroxiprop-1-enil)-
2,6-dimethoxifenol) e p-cumarilico (4-(3-Hidroxiprop-1-enil)fenol) (Figura 7) (GIRISUTA et
al., 2013).

Figura 7 —Alcoois precursores da formacao da lignina.

OH OH OH

AN
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OH OH OH
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(G) (S) (H)

Fonte — BARBOSA et al., 2008.

A lignina é o terceiro maior componente da biomassa lignocelulosica, e desempenha um
papel importantissimo nas plantas, ja que € responsavel pela protecdo contra degradacédo
microbiana (AYENI et al., 2015). Berjan e colaboradores (2003) afirmam que o processo de
remocdo da lignina requer grandes quantidades de energia e grande demanda de reagentes
quimicos, 0 que torna um processo ainda muito trabalhoso. Ultimamente muitos estudos
referentes a lignina vém sendo realizados, pois hd enorme interesse dentro do tema devido a
possibilidade de se obter plantas mais adequadas aos processos de deslignificacdo usados tanto
na industria de celulose e papel como na conversdo da biomassa lignificada em etanol
(CARVALHO et al., 2009).

Muitos pesquisadores tém focado suas pesquisas nesse processo de deslignificacdo de

biomassa lignocelulosica. O intuito principal ¢ a remocdo desses compostos fendlicos,
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removendo assim essa protecdo dos carboidratos totais (WEINWURM et al., 2016). Essa
remocao ocorre a partir de alguns pré-tratamentos, 0s meios acidos ou alcalinos sdo 0s mais
convencionalmente usados, em temperaturas medianas. Ren e colaboradores (2016) afirma ser
necessario primeiramente a realizacdo desses pré-tratamentos afim de uma melhor utilizacéo e

aproveitamento da biomassa lignocelulésica.

2.7 Xilitol

O xilitol é um polialcool (poliol), ou seja, um alcool que se apresenta ligado a cada
atomo de carbono de sua molécula, um grupo hidroxila. Sua férmula quimica é CsH120s, € pode
ser encontrado em liquens, fungos, algas e vegetais, sendo também um intermediario do
metabolismo de carboidratos no homem (GRASSE, 2012). A sua producdo pode ocorrer por
rotas biotecnoldgicas ou quimicas. No caso da rota quimica a conversao de xilose a xilitol é

representada na Figura 8 pela reacdo de hidrogenacéo.

Figura 8: Conversao de xilose a xilitol (reacdo de hidrogenacéo).

OH H OH
[ Ha/ Ni

HO 0 4rerp HO OH
OH OH OH OH
Xilose Xilitol

Fonte — Adaptado de http://luvicecream.com/sweeteners/

Ao contrério de sacarose, xilitol ndo é metabolizado por microrganismos na boca e,
portanto, alimentos adocados com xilitol ndo causam deterioracdo nos dentes. Além disso, o
xilitol € um substituto do agucar totalmente metabolizavel para diabéticos (TOCHAMPA et al.,
2005). O xilitol vem sendo usados como adocante na industria alimentar. Esse poliol tem um
calor de solucdo baixo e boa solubilidade em &gua, provocando uma sensacdo de frescura
guando consumida por via oral. Devido aos seus efeitos benéficos a salde, tornando assim um
edulcorante global: é usado principalmente em gomas de mascar, balas, doces e creme dental
(SARROUH e SILVA, 2013). As propriedades desse composto estéo representadas na Figura
9.


http://luvicecream.com/sweeteners/
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Figura 9: Propriedades quimicas e fisicas do xilitol.
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Fonte: MUSSATO e ROBERTO, 2002.

2.8 Etanol

O etanol de segunda geracdo (2G) produzido a partir de biomassa lignocelulésica foi

considerado o biocombustivel com o maior potencial para substituir os combustiveis a base de

petréleo (PEREIRA et al. 2015). Camargo e Sene 2013 afirmam que o etanol de segunda

geracdo produzido a partir de residuos agroindustriais despertou o interesse da comunidade

cientifica, ja que mostrou como uma possivel solucdo para a sustentabilidade energética. Porém

0S custos para essa técnica ainda sdo bem elevados, o que torna uma desvantagem do processo.

Esse processo pode ser simplificado e removidas algumas etapas, o que pode torna-lo vantajoso.

A Figura 10 mostra que ao utilizar a fragdo hemiceluldsica da biomassa obtém-se etanol,
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livrando algumas etapas, como uma hidrdélise propriamente dita ou a utilizacdo de enzimas, que
torna o processo mais caro. Outra vantagem da fermentacdo das pentoses é a facilidade de
solubilizar esses agucares presentes na hemicelulose, onde ndo se trabalha em temperaturas
elevadas e teores de acido muito alto, que contribui para danificar os equipamentos (OGEDA e
PETRI, 2010).

Figura 10: Fluxograma representativo das etapas de producao de etanol a partir da xilose
e glicose.

~
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enzimatica
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Pré- Hidrolise Fermentacao Producdo
tratamento da da glicose de etanol

celulose

Fermentacao
da pentose

Fonte: adaptado de (RFA, 2016). Disponivel em: http://old.ethanolrfa.org/pages/how-ethanol-
is-made. Acesso em 2016.


http://old.ethanolrfa.org/pages/how-ethanol-is-made
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3. MATERIAIS E METODOS

Nesse trabalho foram executadas as etapas apresentadas na Figura 11.

Figura 11: Fluxograma representativo das etapas executadas na pesquisa.
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A seguir foram descritos cada um dos métodos aplicados no trabalho.

3.1 Aquisicao do bagaco do sisal e pré-tratamento fisico

O bagaco de sisal resultante do processo de desfibramento das folhas de sisal (Figura
12) foi coletado na Fazenda Lagoa Cercada, localizada na cidade de Nova Floresta — PB. O
bagaco de sisal foi seco a 70 °C em estufa com circulacdo e renovacao de ar SL — 102. Apés a
retirada da umidade superficial o material foi moido em moinho de facas SL — 31 Solab e
uniformizado na granulometria de 60 mesh. Em seguida armazenado em sacos plasticos para

analises posteriores.

Figura 12: Processamento do sisal e geracdo de residuos sélidos.

Fonte — Autor.
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3.2 Caracterizacdo lignocelulésica

Para realizar a caracterizacdo lignocelul6sica do bagaco de sisal foi utilizando a
metodologia da EMBRAPA 236, ISSN 0103 — 0205 (2010) que descreve 0s procedimentos para

determinac@o dos componentes presentes na biomassa.

3.2.1 Umidade

Para determinacédo do teor de agua presente na amostra uma capsula de metal foi seca a
105 °C durante 5 horas. Logo ap6s levou-se o recipiente ao dessecador deixando-o durante 30
minutos para garantir o resfriamento até a temperatura ambiente. Pesou-se a céapsula e
adicionou-se 6,0000 g do bagaco de sisal levando novamente a estufa para passar um periodo
de 24 horas sob aquecimento a 105 °C para remocdo total da umidade do material. O

experimento foi realizado em triplicata (Figura 13).

Figura 13: Determinacdo do teor de umidade no bagaco de sisal

Fonte — Autor.

O célculo para determinacdo do teor de umidade € feito a partir da equacéo 1, onde TU
corresponde ao teor de umidade, MRAU ¢ a massa do recipiente mais a do material com
umidade, MRAS € a massa do recipiente com material sem umidade e MAU é a massa inicial

do material.

MRAU—-MRAS)x100%
TU% = ( AU ) : Equacéo 1.
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3.2.2 Cinzas

Para determinacdo os cadinhos de porcelana foram previamente secos a 550 °C durante
1 hora e resfriados num dessecador durante 30 minutos. O recipiente foi pesado e adicionou-se
2,0000 g do material, e levado para realizar a carbonizagdo inicial numa manta aquecedora
(figura 14). Apds a carbonizagéo inicial o material foi levado a mufla modelo zang 2000 C,
onde utilizou-se uma rampa de aquecimento de 10 °C/min até atingir a temperatura de trabalho,
550 °C. Deixou-se o material durante 24 horas sob aquecimento, no dia seguinte pesou-se 0

recipiente com as cinzas para o calculo do teor de cinzas.

Figura 14: A - Carbonizacdo do bagaco de sisal; B - Cinzas do bagaco de sisal.

Fonte — Autor.

Para o céalculo do teor de cinzas (TC%) usou-se a massa da capsula (MR), massa do
material (MA) e a massa do recipiente com cinzas (MRAC), conforme é possivel observar na

equacao 2:

(MRAC—MR)x100%
MA

TC% = Equagdo 2.

3.2.3 Extrativos

A determinacdo dos organosollveis se deu através da extragcdo por soxhlet (figura 15.A)
tendo como solucdo extratora uma mistura de etanol e ciclohexano, na proporcéo de 1:1. A
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quantidade de massa usada para determinar o teor de extrativos foi de 5,500 g durante 12 horas.
Essa massa foi adicionada num papel de filtro previamente seco e de massa determinada. Apds
a remocdo total dos extrativos do material (figura 15.B), realizou-se a recuperacéo da solucéo

para uma posterior extracao e levou-se os cartuchos para secarem na estufa durante 18 horas.

Figura 15: A - Sistema de soxhlet usado para remogédo de extrativos; B - Extrativos
totalmente solubilizados na solucgdo extratora.

Fonte — Autor.

Apos a secagem, realizou-se a pesagem do papel com o material sem extrativo para a
determinacgd@o do teor do constituinte (TE%) no bagaco de sisal. Para quantificar esse valor
utilizamos a equacao 3, onde MRE € a massa do papel filtro mais a amostra com extrativo,

MRRS é a massa do papel filtro com a amostra sem extrativo e MA é a massa da amostra inicial.

(MRE—MRRS)x100
MA

TE% =

Equacéo 3.

3.2.4 Lignina

Para determinacdo da lignina colocou-se 1 g do material sem extrativo e sem umidade,
adicionou-se 17 mL de uma solucdo de &cido sulfurico a 72%, macerando vigorosamente e
cuidadosamente durante 15 minutos. Apos esse procedimento, reservou-se o recipiente para a
proxima etapa em 24 horas (figura 16.A). No dia seguinte, adicionou-se 306 mL de agua
destilada a mistura e transferiu para o baldo de fundo chato, levando para o sistema de soxhlet
durante 4 horas (Figura 16.B). Apos esse periodo, quando se observou o material floculado
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(Figura 16.C) desligou-se as chapas, esperou esfriar e realizou-se a filtragdo do material com
auxilio de uma bomba a vacuo. Lavou-se o0s residuos sélidos até pH neutro, e seco durante 5

horas na estufa de circulagéo de ar a 105 °C.

Figura 16: A - Repouso de 24 horas da biomassa em contato com &cido sulfdrico 72%; B —
Aquecimento no sistema de soxhlet; C - Floculacdo das particulas de lignina.

Fonte — Autor.

Para determinacdo do teor de lignina (TL%) usamos a massa do papel filtro (MF), a
massa do papel coma lignina (MFL) e a massa inicial da amostra (MA), conforme a equacao a
sequir.

(MFL—MF)x100

0fs —
TL% = A

Equacéo 4.

3.2.5 Holocelulose

Para determinacdo dos carboidratos totais, holocelulose, adicionou-se 3,0000 g do
material sem extrativo e sem umidade em um erlenmeyer de 1 L, 120 mL de agua destilada, 2,5
g de clorito de sodio (NaClO2) e 1mL de &cido acético glacial. Levou-se a mistura ao banho
mariaa 70 °C, sob a agitacdo (Figura 17). O clorito de sodio e o &cido acético foram adicionados
mais duas vezes, de hora em hora nas mesmas quantidades. Apds a terceira adigdo o material

continuou no banho e sob agitagdo por mais 3 horas.
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Figura 17: Sistema de Banho Maria para a obtencéo de holocelulose.

Fonte — Autor.

O material restante no funil foi filtrado, lavado até pH neutro e levado a estufa para
secar. A quantificacdo da holocelulose (TH%) foi determinado a partir da massa do papel filtro
(MF), da massa do papel filtro com o residuo seco (MFH) e da massa da amostra (MA),
conforme a equacéo a seguir:

(MFH—-MF)x100

0fs —
TH% = A

Equacdo 5.

3.2.6 Alfa-celulose

A alfa-celulose foi obtida a partir da holocelulose, onde pesou-se 1,0000 g dos carboidratos
totais e inseriu num almofariz. Adicionou-se 15 mL de uma solucéo de hidroxido de sédio a
17,5%, aguardou 2 minutos para a amostra entrar totalmente em contato com a solucéo e na
sequéncia macerou-se durante 8 minutos, conforme a figura a seguir.

Figura 18: Holocelulose em contato com uma solucéo de hidroxido de sodio para determinacao
da alfa-celulose.

-

Fonte — Autor.
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Adicionou-se ao almofariz 40 mL de agua destilada, e na sequéncia realizou-se a
filtracdo, neutralizacdo e secagem do material. Para determinagdo do teor de alfa-celulose
(TA%) utilizamos a massa do papel filtro (MF), a massa do papel filtro com o material seco
(MFA) e a massa inicial da amostra (MA), conforme a equacao a seguir:

TAY% = —(MFA_I\;WAF)“OO Equacio 6.

O teor de hemicelulose (TeM) presente no bagaco de sisal € determinado a partir da

diferenca entre o teor de holocelulose e alfa-celulose, conforme a equagdo a seguir:

TeM% = TH% — TA% Equacéo 7.

3.3 Caracterizacao fisico-quimica
3.3.1 Espectroscopia de Absorcao na Regido do Infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em
Espectrofotémetro marca Shimadzu, modelo IR Prestige, utilizando KBr no intervalo de 4000-
400 cm™. Foram feitas analises do bagaco de sisal antes do pré-tratamento acido e ps remocéo
do licor hemicelulésico para verificar mudancas nas bandas de absorcdo referente a

hemicelulose. As analises foram feitas no Laboratorio de Combustiveis e Materiais (LACOM).

3.3.2 Difracdo de raios-X

As anélises de DRX foram realizadas em difratdmetro Shimadzu, modelo XRD 600 com
fonte de radiacdo CuKao, tensdo de 40 kV, corrente de 30 mA, velocidade de 2 ° min* e faixa
de varredura de 206 = 10 a 80°. Para determinarmos o indice de cristalinidade do material in
natura e pos tratamento &cido usamos a equacdo 8, onde I, é a intensidade em um angulo 26
perto de 22°, e I, € a intensidade em um angulo 26 perto de 18°, representando a parte cristalina

e amorfa do material respectivamente.

Ic—lg

Ic = 1—] * 100 Equacdo 8.
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3.3.3 Analises Termogravimétricas

As curvas termogravimétricas foram obtidas em Analisador Térmico Shimadzu, modelo
DTG 60, massa de 7 mg, cadinho de alumina, razdo de aquecimento de 10 °C/min., em
atmosfera de nitrogénio, fluxo de 100 mL e intervalo de temperatura de ambiente até 900 °C.
O estudo térmico foi realizado para o material in natura, pos tratamento &cido e dos seus

componentes separadamente.
3.3.4 Analises de Microscopia Eletronica de Varredura

Nas andlises de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) as amostras foram
pulverizadas e metalizadas com ouro. A analise foi realizada em Microscopio Eletronico de

Varredura marca Leo Zeiss, modelo 1430, na voltagem de 5kV.
3.5 PRE-TRATAMENTO

O pre-tratamento acido foi realizado utilizando acido sulfarico diluido com a finalidade
de analisar a eficiéncia na liberacdo de xilose e glicose contida no bagaco de sisal. Para isso foi
realizado um planejamento experimental 22 com trés repeticdes no ponto central, as variaveis
de entrada foram concentracéo de &cido sulfarico (0,5, 1,5 e 2,5%) e temperatura (100, 110 e
120 °C) em duplicata, onde -1 representa a menor condicdo, 1 a maior e 0 o ponto central. O
pré tratamento foi realizado em reator de aco inoxidavel marca Maitec, durante 1 hora na

proporcao de 1:10 bagaco de sisal solucéo acida (Tabela 1).

Tabela 1: Matriz do planejamento experimental 22 e variaveis de entrada.

Experimento  Teor de &cido ~ Temperatura

1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 0 0
6 0 0
7 0 0
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Os licores do pré tratamento foram analisados e 0s teores de agucares e inibidores foram
determinados através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando
cromatégrafo Varian, modelo ProStar 356, com detector de indice de refracdo para os agucares
e UV/visivel 284 nm para os aldeidos (HMF e furfural) e coluna analitica de a¢o inox Hi-Plex
H Varian (300 mm x 7,7 mm).

Definindo a melhor condicdo, o licor foi produzido em grande quantidade para realizar

a fermentagao.

3.6 Estudo do microrganismo

A levedura utilizada nesse trabalho foi a Candida guilliermondii CCP 1516, aquisi¢ao
do Laboratorio de Bioengenharia/UFPB na Fundagdo André Tosello. Para utilizacdo da mesma
foi necessario a realizacdo de repicagens com a finalidade de manter a vitalidade da levedura.
Na sequéncia verificou-se o crescimento do microrganismo em meio sintético, verificando o

melhor tempo para a realizacdo da fermentacéo (SILVA, 2013).

3.6.1 Repicagem

Preparou-se 0 meio de cultura na seguinte proporc¢do de reagentes (preparo de 1 L de solucédo):

Tabela 2: Reagentes usados no meio de cultura

Meio de cultura YMA — “Yeast-Malte Extract Agar”

Extrato de levedura 30¢
Extrato de malte 30¢
Peptona Bacteriologica 50¢
Dextrose 10,0¢g
Agar 20,0 g

Todas as vidrarias e 0 meio de cultura foram autoclavados (autoclave vertical — Phoenix
Luferco) durante 30 minutos a uma de temperatura de 120 °C. Apos esterilizacdo matérias e

secagem das vidrarias, utilizou-se a capela de fluxo (Cabine de seguranca bioldgica classe 11
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Al - Filterflux), previamente esterilizada com alcool 70% e em seguida UV por 15 minutos
para repicagem do microrganismo. O meio autoclavado foi adicionado as placas de petri, onde
esperou-se um tempo até criar uma consisténcia gelatinosa, e logo apés com auxilio de uma
alca de platina esterilizada retirou-se o microrganismo de outra placa antiga passando-a sobre
as novas placas em zig-zag (Figura 19). Todas as placas repicadas foram devidamente
envolvidas afim de evitar contaminagdo, e incubadas no Shaker (Shaker refrigerada Logen
Scientific — 4900 - TZH) durante 48 horas numa temperatura de 28 °C, e depois levada a
geladeira. As repicagens eram feitas de 3 em 3 meses a fim de manter a vitalidade do

microrganismo.

Figura 19: Repicagem.

Fonte — Autor.

3.6.2 Pré-inoculo e crescimento da levedura

O estudo do crescimento do microrganismo se deu pela massa seca e contagem de

células. O meio de crescimento foi feito a partir do preparo de uma solucéo contendo:

Tabela 3: Reagentes e quantidades usadas no meio de crescimento (SILVA, 2013).

Meio de cultivo (1 litro de solucéo)

Xilose 30,09
Sulfato de Aménio 2,09¢
Cloreto de célcio 01¢g

Farelo de arroz 20,0 ¢
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O meio de crescimento foi feito a partir do sobrenadante de uma solugéo de farelo de
arroz a 20g/L obtido através de uma centrifugacdo com velocidade de 6000 rpm durante 15
minutos (centrifuga refrigerada — novatecnica). Foi adicionado 0s outros reagentes da Tabela 3
e autoclavado novamente. Apds a esterilizacdo, o meio sintético foi levado a cabine
bacterioldgica para insercdo do microrganismo no mesmo. Esse procedimento se deu a partir
da retirada da levedura das placas de petri com a alca de platina, e adicionada em um béquer
contendo 10 ml de agua esterilizada. Apds a agua ficar bem turva devido a adi¢ao da levedura,
inseriu-a no meio sintético. O estudo do crescimento foi realizado em erlenmeyers de 1 L, com

volume inicial de 200 mL, numa agitagdo de 200 rpm e temperatura de 30 °C.

Na andlise do crescimento celular por massa seca, foi determinado previamente a
quantidade de pontos a serem coletados durante o periodo das 120 horas (0,6, 12, 24, 36, 48,
54, 60, 72, 96 horas), onde retirou-se 2 mL do meio sintético e inserido em um eppendorf seco
e massa conhecida. O mesmo foi centrifugado em uma centrifuga (mini spin Plus - Eppendorf)
durante 10 minutos a uma velocidade de 10000 rpm, retirando o sobrenadante e levando o
residuo solido a uma estufa a 105 °C por 24 h.

A anélise do crescimento por camara de Neubauer também se deu nos mesmos tempos
do estudo de massa seca. Retirou-se uma pequena aliquota do meio sintético, fazendo diluicao
de acordo com a necessidade. A contagem se deu através da contagem dos quatros quadrantes

externos e o central conforme a figura a seguir.

Figura 20 — Contagem de células por Camara de Neubauer

Fonte —Autor.
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Ap0s a contagem das cinco regides usou-se a Equacdo 9, obtendo assim a concentracdo celular

em numero de células/mL

Quantidade de células/mL = (3. 5 quadrados) x (5x10%) x dilui¢do Equacéo 9.

3.6.3 Fermentacao

A concentracgéo do licor foi realizada no rotavapor, na propor¢éo de evaporacgéo de 2,5
do licor inicial com intuito da remocéo de inibidores e aumento dos teores de xilose. Apds a
concentracéo realizou-se o ajuste do pH do pré-hidrolisado para 5,4; melhor condicdo para a
levedura, com oxido de calcio (CaO). Apos a neutralizacdo realizou-se a filtracdo do licor,
devido ocorrer a precipitagdo de particulas sélidas, as quais poderiam interferir no processo

fermentativo.

Na sequéncia realizou-se o indculo no licor, onde o0 meio sintético foi centrifugado a 6000
rpm durante 15 minutos, e na proporcdo meio a ser fermentado foi adicionado afim de que no
ponto inicial tivesse 3g/L ou 107 células/mL. O processo fermentativo foi realizado em
erlenmeyer de 500 mL e volume inicial de 200 mL, sob agitacdo de 200 rpm e temperatura de
30 °C, sem adicionar nutrientes ao licor hemicelulésico. Os tempos da fermentacao estudados
foram: 0, 4, 8, 12, 24, 36, 72, 96 e 120 horas. As aliquotas foram adicionadas em eppendorfs e
refrigeradas para analise em CLAE. O rendimento e a eficiéncia na conversdo de Xilose em

xilitol foram verificados a partir dos tratamentos matematicos apresentados a seguir:

e Rendimento

AP _ (Pg—Py

YP/S - E - (Si_sf)

Equacéo 10

Em que:

Yp s € 0 rendimento da producéo de xilitol baseado no consumo de xilose (g xilitol/g xilose)
Py concentracdo final de xilitol (g/L)

P;: concentracdo inicial de xilitol (g/L)

S¢: concentragdo final de xilose (g/L)
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S;: concentracdo inicial de xilose (g/L)

e Eficiéncia

E(%) _ (YP/S experimental) «100 Equa(;éo 1

Yp,s tedrico
Em que:
E: é a eficiéncia na conversao de xilose em xilitol

Yp /s tedrico: eficiéncia tedrica na conversdo de xilose em xilitol.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos seréo apresentados a seguir com suas respectivas discussoes.

4.1 COMPOSICAO LIGNOCELULOSICA

A partir da caracterizacdo lignocelulésica a composicdo do bagaco de sisal foi
determinada (Figura 21). O componente em maior quantidade foi a alfa-celulose (36,4%), o
segundo maior foi a hemicelulose (19,81%), sendo essa a fracdo de interesse do trabalho e a
lignina o terceiro maior constituinte (15,46%).

Figura 21: Composicéo lignocelulésica do bagaco de sisal.

Composicao do bagaco de sisal (%)

= UMIDADE

mEXTRATIVOS
LIGNINA
ALFACELULOSE

= HEMICELULOSE
m CINZAS

Fonte —Autor.

Observa-se que a alfa-celulose, hemicelulose e lignina sdo 0os componentes em maior
percentual do bagaco de sisal. Para efeito de comparacdo, relaciona-se a composicdo do
material trabalhado com outros tipos de biomassa apresentados na literatura. O bagago do agave
azul é o material mais semelhante devido pertencer a mesma familia. O bagaco e a palha da
cana de agucar sdo responsaveis pelo maior percentual de biomassa gerada no Brasil e 0 algodao

é uma cultura popular no Brasil (Tabela 4).
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Tabela 4: Composicdo lignocelulésica do bagago de sisal, bagaco do agave azul
(Vandenbossche et al 2014), bagago de cana (Mesa et al, 2010), palha de cana (Pereira et al
2015) e algod&o (Morais et al, 2013).

Bagaco de Bagaco do Bagaco de |Palha de cana| Algodao
Analises sisal (%) [agave azul (%) cana (%) (%) (%)
Lignina 15,46 18,4 27,2 111 0,68
Celulose 36,40 38,9 49,0 41,1 76,9
Hemicelulose 19,81 16,9 15,8 35,1 4,6

Os materiais nos quais os carboidratos totais (celulose e hemicelulose) s&o mais
protegidos pela lignina sdo o bagaco de cana e o bagaco do agave azul, o percentual de lignina
correspondeu a 27,2 e 18,4% respectivamente. Na sequéncia tem-se o bagaco de sisal com
15,46%; vantagem com relacdo aos outros materiais, devido ter menor protecdo dos
carboidratos, facilitando assim ataques acidos. Os teores de celulose sdo bem préoximos, com
excecdo ao algodao, que praticamente todo o material € composto por alfa-celulose. Nas outras
biomassas o percentual variou de 36 a 49%. Todos apresentam bom potencial para producéo de

hexoses para posterior fermentacéo, através de hidrolise acida ou enzimatica.

A palha da cana de agucar apresentou o maior teor hemicelulosico (35,1%), seguido do
bagaco do sisal com 19,81%. O que mais se assemelha com a biomassa trabalhada é o bagaco
do agave azul, apresentando teor hemicelulésico de 16,9%. O bagaco de cana apresenta teor
proximo, porém ainda menor do que o do bagaco do sisal. O algodao apresentou o menor valor
de hemicelulose, sendo um material de pouco interesse para producdo de pentoses para posterior

fermentacao.

Ao comparar 0s trés componentes majoritarios do bagaco de sisal in natura e pés
tratamento acido (Figura 22) verifica-se diminuicdo na fracdo hemicelulésica do bagaco de sisal
tratado devido a solubilizacdo das pentoses e aumento no teor de lignina e celulose, os quais
ficaram mais expostos. Esse mesmo comportamento de diminuicdo da fracdo hemicelulésica,
aumento da lignina e da celulose também foi observado por Candido e colaboradores (2012)
para 0 bagaco de cana submetido ao pré-tratamento &cido, com concentracdo a 10% e
temperatura de 100 °C. Como o teor de acido sulfarico foi maior, provocou maior solubilizagdo

das pentoses, diminuindo 10% a hemicelulose, ja no caso do bagaco do sisal reduziu de 19,8



46

para 18%. No caso da lignina e celulose ocorreu aumento de 5 e 6% respectivamente para o

bagaco de cana e para o bagaco de sisal de 9 e 18%.

Figura 22: Componentes lignocelulésicos do bagaco de sisal in natura e pds
tratamento acido

bagaco in natura bagaco tratado

= LIGNINA = CELULOSE = LIGNINA = CELULOSE

= HEMICELULOSE = HEMICELULOSE

Fonte — Autor.
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Os teores de agucares e inibidores produzidos no pré-tratamento experimental foram

quantificados por cromatogréfica liquida de alta eficiéncia CLAE (Tabela 5). A condigdo de

maior teor de &cido (2,5%) e maior temperatura (120 °C) foi a que obteve a maior remocao de

xilose (6,2 g/L).

Tabela 5: Teores de agucares e inibidores produzidos no pré-tratamento experimental
nas concentracdes de acido (TA) e temperatura (T); (- ) ponto minimo, (+) ponto maximo,

(0) ponto central.

Glicose | Xilose | Arabinose | Celobiose | A.Ac HMF | Furfural
TA T QL) | (9L) (9/L) (9/L) @L) | (9L (9/L)
- - 0,1661 | 0,2749 0,7118 0,0014 0,0433 | 0,0022
+ - 2,759 5,4235 2,1475 0,7337 0,1344 | 0,0453
- + 0,9085 | 2,1093 2,2032 1,4084 0,001 | 0,0905 | 0,1216
+ + 3,6668 | 6,2792 1,7353 0 0,2502 | 0,8487
0 0 2,8578 | 5,9923 2,3588 0,01 0,1776 | 0,2069
0 0 2,9203 | 5,4527 2,5803 0,8548 0,0052 [ 0,169 | 0,1821
0 0 3,9254 | 6,1666 2,9632 0,784 0,0962 | 0,1571 | 0,1661
Glicose | Xilose | Arabinose | Celobiose | A.Ac HMF | Furfural
TA T QL) | (9L) (9/L) (9/L) @L) | (9L) (9/L)
- - 0,2797| 0,7462 1,1043 0,4904| 0,0016| 0,0348 0,0821
+ - 2,6273| 4,3702 0,0467 0 0| 0,1669 0,1412
- + 0,7772| 2,1549 2,1359 1,4136| 0,00557| 0,0787 0,1216
+ + 3,3706 | 6,2435 1,6351 0 0| 0,2375 0,5708
0 0 2,2073 4,59 2,2557 0,9899 0| 0,1154 0,0851
0 0 2,9959| 15,5659 2,1666 0,7933 0| 0,1601 0,1710
0 0 2,2477| 4,6002 2,0660 0,9225 0| 01211 0,0967
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A anélise estatistica foi realizada através do software Statistica 7.0 (Figura 23) e indicou
que a condicdo de maior teor de &cido e maior temperatura foi a mais adequada para a liberacdo
de xilose, a ser convertida em xilitol e etanol. O modelo estatistico foi significativo e linear,
com nivel de confianga de 95%.

Figura 23: Superficie resposta da xilose em relagdo a temperatura e teor de 4cido.
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Fonte: Statistica 7.

Analisando a interferéncia das variaveis na producdo de xilose, observa-se a partir do
diagrama de Pareto que tanto a concentracdo do acido como a temperatura trabalhada

influenciaram no aumento da xilose, porém a interacdo entre elas ndo (Figura 24).



Figura 24 -Diagrama de Pareto para producéo de xilose.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: xilose
2**(2-0) design; MS Pure Error=,3257817
DV: xilose
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Fonte: Statistica7

Mesmo com o valor de R? baixo (Tabela 6), o planejamento experimental foi

estatisticamente significativo, com 95% de confianca e confirmado pelo teste F, ja que a razdo

entre o valor calculado e o tedrico é maior que 1. Souza e colaboradores (2012) afirma que se

esta relacdo for maior que 1 a regressdo sera estatisticamente significativa, havendo relacédo

entre as variaveis independentes e dependentes.

Tabela 6: Determinacéo do teste F.

Fonte de variacao SQ GL MQ Teste F
Regressao 40,7489 3 13,5829 2,30
Residuo 15,8942 10 1,5894

Total 56,6431 13

% R? 72

Ftabelado: 3,71 Fcalculado = 8,54
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Remocao de inibidores

Sabendo a melhor condicédo a producdo do licor foi realizada em grande escala para
posterior fermentacdo. O teor de xilose aumentou, porém apareceu o inibidor acido acético e 0s

teores de HMF e furfural que estavam em niveis abaixo da toxidade aumentaram (Tabela 7).

Tabela 7: Teores de agucares e inibidores na melhor condicéo do pré-tratamento.

Glicose | Xilose A.Ac HMF Furfural

TALT [ (@L) | (L) (9/L) (9/L) (9/L)
+| + | 3,7573 | 87961 | 2,2221 0,3475 | 1,6990

Para remover os inibidores fermentativos foi realizada a concentracao do licor utilizando
rota vapor (Figura 25), depois a diluicdo do meio. Apds esse procedimento a concentracdo de
xilose foi 5,88 g/L, a glicose 3,01 g/L, a arabinose 2,57 g/L, o acido acético diminuiu para 1,67
g/L e o furfural e HMF foram totalmente removidos do meio fermentativo. O teor de xilose
diminuiu devido no ajuste de pH muitas particulas terem precipitado, podendo ter ocorrido sua

precipitacédo.

Figura 25: Concentracao do licor para remocao de inibidores fermentativos.

Fonte — Autor.
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4.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA
4.3.1 Espectroscopia de Absorg¢do na Regido do Infravermelho

A partir do espectro infravermelho foi possivel verificar mudancas composicionais do
material lignocelul6sico in natura e apds a realizagdo do pré-tratamento com &cido diluido.
Percebe-se uma modificacdo nas bandas de absorcdo caracteristicas da hemicelulose. No
comprimento de 870 cm™ ocorreu modificagdo do bagaco tratado com relacdo ao in natura
sendo essa atribuida ao estiramento de ligacdes glicosidicas presente na hemicelulose (XU et
al., 2013). Nos comprimentos de onda de 1630 e 1730 cm™, observa-se modificaces atribuidas
a grupos aldeidos, sendo esses originados a partir da oxidacdo parcial da hemicelulose
(SAKDARONNARONG e JONGLERTJUNYA, 2012). Comportamento semelhante foi
observado por que segundo Chen e colaboradores (2014) confirma a remocéo da hemicelulose

mostrando assim a eficacia do pré-tratamento.

Figura 26: Infravermelho do bagaco de sisal in natura e pds tratamento acido.
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Fonte —Autor.
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Outras bandas do infravermelho sdo destacadas na literatura, dentre elas, as referentes a
celulose e lignina que corroboram os aumentos destes constituintes na biomassa. Na Tabela 8

séo descritas as bandas referentes a cada um dos constituintes e o grupo funcional.

Tabela 8: Principais modificagdes no infravermelho do material in natura e pds-tratamento

Comprimento de Grupo funcional Constituinte
onda (cm™)
875 Estiramento da Hemicelulose (XU et al, 2013)
Ligacdo glicosidica
990 Estiramento da Celulose (DEBORA et al, 2011)
ligagdo C-O
1035 Estiramento C-O, Celulose, lignina e hemicelulose (DEBORA
C=CeC-C-O et al, 2011)

1620 Deformacdo C=0 Derivados hemiceluldsicos

(SAKDARONNARONG e
JONGLERTJUNYA, 2012)

1730 Estiramento da Derivados hemicelulésicos
Ligacdo éster (SAKDARONNARONG e
JONGLERTJUNYA, 2012)
2840 e 2937 Estiramento C-H Lignina (Kubo e Kadla, 2005)
3421 Estiramento O-H Lignina (Kubo e Kadla, 2005)

4.3.2 Difracdo de raios —X

As analises de difracdo de raios-x corroboram com as de composicdo do material in
natura e pds tratamento acido (GUILHERME et al, 2015). Os picos foram indexados a partir
da ficha ICDD 00-060-1502, sendo catalogada como [-celulose. Dentre os constituintes
poliméricos do material lignocelulésico, somente a celulose tipo | tem caracteristica cristalina
devido a ordenacdo de monémeros de hexoses (HERNANDEZ-MELENDEZ et al, 2016). Os
outros componentes, lignina e hemicelulose, estédo dispersos de forma amorfa na estrutura, onde

as suas quantidades interferem diretamente na cristalinidade do material.
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No difratograma observou-se o plano de reflexdo (002), sendo esse atribuido aos planos
de rede dos anéis glicosidicos, caracteristicos da celulose do tipo cristalina (MIRANDA et al,
2015). O aumento na intensidade desse pico apds o pré-tratamento ocorreu devido a
solubilizacdo de fracGes amorfas do material lignoceluldsico (SINGH et al, 2013), deixando

assim a porc¢do cristalina mais exposta.

Figura 27 - Difracdo de raios-X do bagaco tratato (BT) e do bagaco in natura (BN).

1
T (002)

(10T)
(101)

Unidade arbitraria

Fonte —Autor.

Os resultados do indice de cristalinidade ratificam o aumento da fracdo cristalina, de
53,28% da biomassa in natura para 77,03% ap0s o tratamento acido. Esse aumento de 23,75%
na cristalinidade se deve a alta exposicdo da celulose ap6s o pré-tratamento, sendo este o
constituinte que mais aumentou 0 seu teor durante o processo, e a solubilizacdo da
hemicelulose. Na Tabela 9 os indices de cristalinidade sdo comparados nas duas condi¢fes com

outros materiais submetidos a processos semelhantes.
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Tabela 9: Comparacdo do IC do material in natura e pds tratamento de variadas biomassas

Material IC do material | IC do material | CondicGes da pré-hidrolise
in natura (%) | tratado (%)

Bagaco de sisal 53,28 77,03 H2SO04 a 2,5%, 110 °C e
60 min

Espigas de milho 26,94 39,98 H2SO4 & 2%, 120 °C e

(NANTAPIPAT et al 5 min

2013)

Bagaco de cana 48,8 58,82 100 mg de H.SOs/g de

(CHANDEL et al, bagaco, 121 °C e 20 min

2014)

Bambu (LIU e FEI, 44 .4 49,8 H2SO4 a 2%, 180 °C e 40

2013) min

O pré-tratamento no bagaco foi o mais eficiente, removendo grande quantidade da
fracdo amorfa do material, aumentando assim seu indice de cristalinidade. Em todos os pré-
tratamentos os teores de acido foram proximos, divergindo basicamente o tempo reacional e a
temperatura. Percebe-se que, o tempo reacional interfere mais efetivamente na pré-hidrolise do

que a temperatura, quando se compara o bagaco do sisal com o bambu.

4.3.3 Microscopia eletronica de varredura

As imagens da microscopia eletrénica do bagaco de sisal in natura e pds tratamento
acido ratificam a mudanca estrutural e de composicdo que ocorre no material lignoceluldsico
ao realizar o pré tratamento acido. Na figura 28 percebe-se que apés a realizacdo do pré-
tratamento as fibrilas que interligam fibras maiores no material in natura desaparecem, ficando
essas mais expostas e em grande quantidade. Essas fibrilas sdo estruturas da hemicelulose que
é solubilizada, em parte, apos a realiza¢do do ataque &cido, deixando a celulose mais exposta e
suscetivel a hidrolises (AVILA-LARA et al, 2015). Percebe-se também a quebra das fibras da
celulose em estruturas menores, que justifica o uso do pré-tratamento para obtencdo de agucares
fermentaveis. Na Figura 28, observa-se as setas vermelhas representando as fibras de celulose,

as verdes a hemicelulose e as em amarelo a celulose rompida pos-tratamento acido.
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Figura 28 -Micrografias do bagaco de sisal in natura (primeira coluna) e p6s tratamento
acido (segunda coluna).
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P e
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Signal A=SE1 WD= 6mm Aperure Size = 30.00ym Date :1Jun 2018 H Signal A=SE1 WD= 5Smm  Aperture Size =30.00 ym Date 1 Jun 2016

Comportamento descrito por Xiao e colaboradores (2011) foi observado, em que apés a
realizacdo do tratamento ocorreu aumento da area de superficie da celulose. Sendo assim, a
micrografia contribuiu para observar a remocdo da fracdo hemicelulésica com o pré-tratamento

acido, sem danificar a celulose presente no material lignocelulésico.
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4.3.4 Estudo Termogravimétrico

A partir das curvas termogravimétricas as perdas de massa do bagaco de sisal in natura
e apds pré-tratamento acido (Figura 29) foram determinadas. A primeira etapa de perda de
massa ocorreu da temperatura ambiente até 105 °C, referente a desidratacdo do material. O teor
de umidade do bagaco in natura foi maior que o tratado, devido apds o pré-tratamento o residuo
foi lavado e seco na estufa. A segunda etapa de perda de massa foi atribuida a despolimerizacao
da hemicelulose e a clivagem de liga¢des glicosidicas da celulose (AVILA-LARA et al, 2015).
A terceira etapa de perda de massa foi atribuida a celulose e a diminuicdo com o pré-tratamento
pode ser atribuida a solubilizacdo da celulose do tipo Il. A quarta etapa de perda de massa
refere-se a decomposicdo da lignina, e ocorre também a partir de 200 °C devido a grande
variedade de funcOes e ligacOes presentes em sua estrutura (AVILA-LARA et al, 2015).

Figura 29: A- Curvas TG do bagaco de sisal in natura e B- Apos pré-tratamento acido
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A Termogravimetria contribuiu para observar a remocao da hemicelulose do bagaco de
sisal. As curvas TG do material lignocelul6sico adquirem comportamento semelhante a do
componente em maior percentual. Na solubilizagdo da hemicelulose percebe-se uma
modificagdo entre as temperaturas de 200 a 330 °C quando comparadas as curvas
termogravimétricas do material in natura e do pré-tratado, ocorrendo pequeno deslocamento da
curva do material tratado. Percebe-se que, apds o pré-tratamento a curva do bagaco de sisal se
assemelha bastante a da alfa-celulose, ja que ocorreu aumento consideravel deste componente
apos o pré-tratamento. O aumento do teor de lignina e celulose, juntamente com a remocao da
hemicelulose séo justificadas pelas curvas TG (Figura 30), porém ndo foi possivel quantificar
o0 percentual de cada componente devido a proximidade nas temperaturas de degradacéo.

Figura 30: Curvas TG do bagaco de sisal antes e ap0s pré-tratamento, e dos constituintes
(Lignina, holocelulose e alfa-celulose).

i \ \Baga(;o in natura\_—

i g\ Bagago tratado|

L k\ Holocelulose| ]

I x\ Alfacelulosel]

0 200 400 600 800 1000
Temperatura (°C)

Fonte — Prépria



58

4.4 Cinética de crescimento e producéo de xilitol e etanol

Antes da utilizagdo do licor hidrolisado, foi realizado o estudo cinético de crescimento
do microrganismo para identificar o tempo de pré-indculo. Utilizou-se dois métodos para
quantificar o crescimento: o0 de massa seca e contagem em camara de Neubauer. Em ambas as
curvas de crescimento no tempo 0 as 16 horas apresentaram caracteristica exponencial, sendo
essa fase denominada log. Entre 16 e 48 horas observou-se comportamento constante da curva,
sendo essa fase denominada estacionaria. Ap6s 48 horas de pré-indculo o microrganismo
aumentou rapidamente e iniciou-se a etapa de morte ou declinio (Figura 31). Esses estagios da
levedura também foram descritos por Wang e colaboradores (2011) em seu trabalho. O melhor
tempo para a realizacdo do indculo foi de 24 horas, o qual satisfaz as duas condi¢cdes 6timas
descritas na literatura para fermentacdo que seria uma quantidade de células acima de 10’

células/mL ou 3 g/L, além das células estarem mais ativas.

Figura 31: Curvas de crescimento por nimero de células (A) e massa seca (B).
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Apos o estudo da levedura o pré-indculo foi feito e verificaram-se as condigdes para a
insercdo do microrganismo ao meio. Apos 24 horas 0 meio sintético contém o nimero de células

e a concentragdo de levedura 6tima para uma boa fermentagdo (Figura 32).

Figura 32: Curvas de crescimento por massa seca (A) e nimero de células (B).
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Satisfeitas as duas condi¢cdes de concentracdo do meio sintético para um 6timo indculo
iniciou-se a fermentacdo. Nesse procedimento analisou-se a massa do microrganismo
verificando o seu comportamento no licor do sisal, sem nenhum nutriente no meio, que tem a
presenca de outros agucares e acido acético. Nao foi possivel analisar através da contagem de
células devido a coloragdo escura do meio. Com relacdo a massa seca no licor original percebeu-
se comportamento semelhante ao sintético, no qual inicialmente ocorreu crescimento
exponencial da Candida guilhermondii e apds 72 horas de fermentacdo o0 microrganismo iniciou
a fase de morte (Figura 33).
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Figura 33: A- Consumo de xilose e producéo de xilitol; B- Crescimento do microrganismo no
licor hemicelulésico.
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Na Figura 33A percebe-se o rapido consumo da xilose, em menos de 20 horas mais de

65% da quantidade inicial fermentada ja tinha sido metabolizada pela levedura. Os primeiros
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indicios de xilitol comegaram a aparecer no tempo de 8 horas, tendo sua concentracdo maxima
apos 72 horas de fermentacéo, rendimento de 0,27 g/g e eficiéncia de 30,6%, onde esse melhor
tempo também foi observado por Sene e colaboradores (2011). Nesse momento a quantidade
de xilose restante no meio foi baixa, a qual correspondia a 13% com relagéo a inicial, fazendo
assim com que a producéo de xilitol fosse desfavorecida. Segundo Parajé (1998) o metabolismo
de xilose em leveduras produz diversos produtos como didéxido de carbono, &cido acético,
etanol e xilitol. Os fatores de rendimento em produto sdo dependentes da regulacao do fluxo de
carbono através das rotas metab6licas. Dessa forma, quando a concentragdo de xilose diminui
a niveis muito baixos a levedura recorre a outras fontes de carbono, como o acido acético e o
préprio xilitol. Depois do tempo onde a producdo de xilitol foi méaxima, em 72 h, ocorreu
diminuicdo na sua concentracdo desse produto. A formacéo de xilitol a partir da xilose baseia-
se no mecanismo de reducdo onde ocorre a adicdo de um atomo de hidrogénio na molécula de
xilose na presenca da coenzima NADH (Nicotinamida-Adenina-Dinucleotidio). Nessa etapa
requer a presenca de uma quantidade limitante de oxigénio, denominando assim uma condi¢éo
semi-aerobica. Porém, excesso de oxigénio e um aumento na razdo NAD*/NADH contribui
para a oxidacdo do xilitol e formacéo de xilulose, que posteriormente é convertida em uma
pentose fosfato a fim de gerar energia para 0 metabolismo celular e posteriormente a glicerol e
etanol (SOLEIMANI, 2014).

O hidrolisado do bagaco do sisal apresentou consumo de &cido acético no transcorrer da
fermentacdo. Mesmo com teor inicial de 1,6 g/L, dentro dos padrbes aceitaveis, o rendimento
nessas condicdes foi de 0,27 g/g e eficiéncia de 30,6%. Schirmer-Michel (2008) utilizando a
Candida guilliermondii no hidrolisado da casca de soja obteve comportamento similar com
rendimento de 0,34 g/g, e depois da producdo maxima de xilitol ocorreu decréscimo de xilitol
no meio, causado pelo acumulo de inibidores e consumo do proprio xilitol como fonte de

carbono.

A obtencdo de etanol através da Candida guilliermondii também foi observada por Silva
e colaboradores (2014) para o licor hemicelulésico do bagaco de cana de agucar, o qual
desempenha um papel importante inibindo o consumo da glicose do meio fermentativo. Para
producdo de etanol verificou-se que no tempo de 36 horas de fermentacédo ocorreu a producao
méaxima, com 2,37 g/L. Porém como nesse tempo a quantidade de xilose presente no meio ja
era muito baixa, o microrganismo comecou a consumir o etanol como fonte energética
(FLORES et al., 2000). Dessa forma ndo possivel gerar a curva da producdo de etanol devido

durante o processo fermentativo o etanol aparecer em somente dois dos tempos analisados.
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Essa quantidade de etanol produzida é proxima a descrita por Sene e colaborares (2011)
para a Candida guilliermondii, onde ap6s 24 horas obteve-se a maior quantidade do &lcool (2,8
g/L). O mecanismo de conversao do xilitol a etanol por alguns tipos de Candida é representado
a seguir, onde o xilitol é metabolizado pelo xilitol redutase chegando a xilulose. Essa é
metabolizada a xilulose-5-P pela xiluloquinase, sendo posteriormente convertida a etanol
(Figura 34).

Figura 34: Producéo do etanol a partir da xilose. XR — xiloseredutase; XDR — xilitol
desidrogenase; XQ - xilulogquinase.
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Né&o foi possivel determinar o rendimento nem a eficiéncia da producédo do etanol devido
0 mesmo ser um subproduto gerado a partir do xilitol. Esse tipo de Candida é mais
convencionalmente utilizada para producdo Unica de xilitol, porém como essa cepa se
comportou dessa forma a eficiéncia e o rendimento do xilitol foi afetada, ja que uma parte do

que era produzido foi simultaneamente convertido a etanol.

A producdo de etanol a partir da xilose mostra-se promissora, ja que esse acucar € o

segundo carboidrato mais abundante na natureza, surgindo assim como uma fonte alternativa
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de combustivel para o futuro (JEFFRIES, 2006). Esse procedimento de obtencdo de etanol da
fracdo hemicelulésica devido a utilizacdo de condi¢cGes moderadas, tanto de temperatura quanto
de concentragOes de reagentes, tornando-o promissor na producdo de bioetanol (SWAIN et al,
2015).
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5. CONCLUSAO

O tratamento com &cido sulfarico diluido foi eficiente, pois utilizou baixas concentraces
de &cido e temperaturas brandas, removeu parte da hemicelulose e gerou 6,2 g/L de xilose no
licor. A analise estatistica indicou que a condi¢do de maior teor de &cido e maior temperatura
(H2S04 2,5 % e 120 °C) foi a mais adequada para a extracao da fracdo hemicelulésica do bagaco
de sisal. O modelo foi estatisticamente significativo e linear, com grau de confianga de 95% e

razdo entre 0 Fcaiculado € O Franelado Maior que 1.

A eficiéncia do pré-tratamento foi confirmada por técnicas espectroscépicas, de difracdo e
térmicas. Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho antes e depois do pré-tratamento
indicaram modificagdes das bandas nas regides de comprimento de onda 1730, 1630 e 870 cm
1 sendo estas atribuidas a hemicelulose. Nos difratogramas verificou-se o aumento da
cristalinidade do material, com a remogéo da hemicelulose e aumento da celulose tipo 1, alem
do aumento no indice de cristalinidade de 23,75%. As analises de microscopia eletrénica de
varredura demonstraram a eficiéncia do tratamento com acido sulfarico diluido, removendo as
fibrilas da hemicelulose e quebrando as ligagcdes da celulose em por¢des menores. As curvas
termogravimétricas de cada componente lignocelulésico indicaram que o bagaco de sisal
tratado assumiu comportamento semelhante ao da celulose, ja que era 0 componente majoritario

na amostra.

No processo fermentativo os melhores tempos de inoculo foram entre 24 e 36 h, e durante
a fermentacé@o obteve-se as maiores concentragcdes de xilitol em 72 horas e de etanol em 36
horas, produzindo respectivamente 1,4 g/L e 2,4 g/L com Candida guilliermondii tendo um

rendimento satisfatorio para um meio sem adicdo nutrientes.
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Apéndice
Cromatograma da melhor condicéo do planejamento experimental
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Cromatograma do licor produzido em grande quantidade
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Cromatograma no inicio da fermentacéo
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Cromatograma da fermentacéo no tempo de 72 horas
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