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RESUMO

O sisal é uma planta tipica da regido nordeste, sendo resistente a climas secos. O Brasil € 0
maior produtor e exportador mundial da fibra, com 50% da producdo mundial. O sisal € uma
matéria-prima potencial para producdo de xilitol devido sua composicdo lignocelulésica, que
contém elevado teor de agUcares. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
da fracdo hemicelul6sica da fibra do sisal para producdo de xilitol, além de determinar a
composicao lignoceluldsica, o pré-tratamento mais adequado para remocdo de Xxilose e as
condicdes ideais para a fermentacdo. Os pré-tratamentos foram realizados em reator de aco
inoxidavel durante 1 hora na proporc¢éo de 1:10 (m/v) fibra de sisal/solucéo acida ou basica. A
fibra de sisal apresentou melhor composicao lignocelulosica para producao de xilitol do que
outras biomassas empregadas atualmente, como, por exemplo, o bagaco da cana de aclcar e a
palha de milho, devido apresentar um maior valor de hemicelulose, cerca de 10% a mais, e
menor teor de lignina. No pré-tratamento acido, com acido sulfdrico diluido, a remocéo de
xilose foi mais eficiente nas condi¢Ges de maior teor de acido (2,5%) e temperatura (120 °C).
No pré-tratamento alcalino observou-se que ndo houve remocao da fracdo hemicelulésica, ja o
tratamento basico/acido a solubilizacdo de xilose apresentou resultados inferiores ao
tratamento acido individual. A eficacia do pré-tratamento &cido foi confirmada através de
Difracdo de raios-X, Microscopia eletronica de varredura, Termogravimetria e Infravermelho.
Nos difratogramas foi observado um aumento na cristalinidade da amostra tratada devido a
remocao de componentes amorfos (hemicelulose), nas curvas TG a segunda etapa de perda de
massa caracterizou a despolimerizacdo da hemicelulose com reducéo de 20% desse material
entre a fibra in natura e a tratada. Nas micrografias verificou-se que ap6s o pré-tratamento
com &cido a camada mais externa das fibras foi removida, além de clivar a estrutura mais
complexa antes existente, tornando visivel a estrutura fibrilar celul6sica. Na melhor condicéo
observada foi produzido o licor hidrolisado em grande escala e este foi fermentado utilizando
a levedura Candida guilliermondii CCT 1516. No tempo de 96 horas verificou-se a producéo
maxima de xilitol, 3,14 g/L, porém o licor proveniente da fibra de sisal apresentou niveis de
acido acético (5,86 g/L) acima do permitido. O fator de conversdo xilose em xilitol, no
momento onde a producdo foi maxima, foi 0,32 g/g e eficiéncia de conversdo de xilose em
xilitol foi de 35%. No processo fermentativo observou-se que o acido acético interagiu com o
microrganismo de forma a diminuir a conversao de xilose em xilitol. Portanto, a fibra de sisal
apresentou rendimento satisfatorio, mesmo em condigdes onde a fermentacdo seria
desfavorecida, produzindo xilitol.

Palavras chaves: xilitol, pré-tratamento, fibra de sisal, fermentacéo



ABSTRACT

Sisal is a typical plant of the northeast, being resistant to dry climates. Brazil is the largest
producer and exporter of the fiber, with 50% of world production. Sisal is a potential
feedstock for the production of xylitol due to its lignocellulosic composition containing high
sugar content. This study aimed to evaluate the potential of the hemicellulose fraction of sisal
fiber for production of xylitol, in addition to determining the lignocellulosic composition, the
most appropriate pretreatment to remove xylose and optimum conditions for fermentation.
The pretreatments were carried out in stainless steel reactor for 1 hour 1:10 (w/v) sisal
fiber/acidic or basic solution. The sisal fibers showed better lignocellulosic composition for
xylitol production other biomasses currently used, for example, bagasse from sugar cane, corn
stover, due to exhibit a greater amount of hemicellulose, about 10% more, and lower lignin
content. The pretreatment acid, dilute sulfuric acid, xylose removal was more effective under
conditions of higher acid content (2,5%) and temperature (120 °C). In alkaline pretreatment it
was observed that there was no removal of the hemicellulose fraction, since the treatment
basic/acid solubilization xylose was inferior to the single acid treatment. The effectiveness of
the pretreatment acid was confirmed by ray-x diffraction, scanning electron microscopy,
Thermogravimetric and Infrared. In the XRD patterns was observed an increase in the
crystallinity of the treated sample due to the removal of amorphous components
(hemicellulose) in TG curves second mass loss phase characterized depolymerization of
hemicellulose with a reduction of 20% of the material between fiber in nature and treated. In
the micrographs that found after pretreatment with acid the outer layer of the fibers was
removed, and cleaving the more complex structure existed before making visible the
cellulosic fibrillar structure. In the best condition was observed hydrolyzate liquor produced
in large scale and this was fermented using yeast Candida guilliermondii CCT 1516. At 96
hours there was the maximum production of xylitol, 3,14 g/L, but liquor from the fiber sisal
showed levels of acetic acid (5,86 g/L) above those permitted. The conversion factor xylose to
xylitol, which when production was maximum, was 0,32 g/g xylose and xylitol in conversion
efficiency was 35%. In the fermentation process it was observed that the acetic acid has
interacted with the microorganism so as to reduce xylose to xylitol conversion. Therefore, the
sisal fiber showed satisfactory performance even in conditions where fermentation would be
disadvantaged, producing xylitol.

Key words: xylitol, pretreatment, sisal fiber, fermentation
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1 INTRODUCAO

Atualmente a busca por matérias-primas de fontes renovaveis é prioridade em varias
areas de pesquisa. Fontes de biomassa tém recebido atencdo especial, destacando-se 0s
materiais lignoceluldsicos. Estes compostos sdo um dos mais abundantes recursos organicos
renovaveis da natureza. Neste contexto se sobressai o sisal, Agave sisalana, devido ser
biodegradavel, renovavel e o crescente aumento de sua aplicacdo industrial em varios setores,

tais como: biocombustiveis, polimeros, téxtil, compositos, entre outros.

Os compostos lignoceluldsicos séo constituidos basicamente pelos polimeros:
celulose, hemicelulose e lignina. A fibra do sisal possui elevado teor de polissacarideos que
possibilita a bioconversdo em xilitol. Essa caracteristica Ihe credencia como uma alternativa

potencial ao bagaco de cana-de-acucar e outras fontes energéticas de segunda geracéo.

O xilitol € um polialcool que possui poder edulcorante elevado e 40% menos calorias
do que a sacarose. E aplicado na indUstria de alimentos, famacéutica e cosméticos. Para a
producdo de xilitol a partir de biomassas lignocelulésicas, utilizam-se métodos fisicos,
quimicos e fisico-quimicos para romper o complexo de celulose-hemicelulose-lignina. O
maior empecilho deste processo é a retirada da lignina do complexo para posterior clivagem
dos polissacarideos que compde a celulose e hemicelulose, principalmente glicose e xilose

respectivamente.

Dentre os acgUcares a xilose é o segundo monossacarideo mais abundante da natureza,
e estd presente em grande parte das estruturas vegetais, onde sua composi¢do pode variar de
acordo com a espécie e condi¢des climaticas. A xilose esta contida na fragdo hemicelulésicas
das plantas, principalmente nas cadeias de xilanas. Através do uso de pré-tratamentos é
possivel solubilizar estes agUcares para posterior conversdo biotecnologica em xilitol. Esta é
uma alternativa viavel em comparacdo com o método quimico tradicional, que obtém

rendimentos baixos.

A bioconversdo para producdo de xilitol é um processo que ndo necessita de
catalisadores covencionais, nem elevadas pressdes ou temperaturas. Diversos microrganismos
realizam esta conversdo, desde fungos a bactérias. As mais utilizadas sdo as leveduras do
género Candida, que conferem um rendimeno de até 90% na conversao de xilose em xilitol.
Dentro desse grupo se destaca a Candida guilliermondii, uma das primeiras a serem estudadas

e uma das mais empregadas para a bioconversao atualmente. Um dos empecilhos do uso do
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hidrolisado da fracdo hemicelul6sica, é a formacdo de inibidores durante a producao do licor,
sendo essencial a escolha do pré-tratamento empregado para ndo degradar os acucares e
consequentemente levar a formacéo de inibidores ao processo fermentativo (CHEN, 2010;
RAO, 2016).

Diferentimente de outras biomassas, como a cana-de-agUcar e os derivados de milho, a
fibra de sisal ndo € utilizada na producdo de alimentos, tem custo relativamente baixo de
biomassa e é adaptada as condi¢Ges climaticas da regido nordeste. Dessa forma, a producéo de
xilitol a partir da xilose proveniente da fracdo hemicelul6sica do sisal ndo apresenta, apenas, a
agregacéo de valor, mas uma alternativa mais barata de produgéo de xilitol, visto o elevado
custo para producdo e a difilcudade na obtencdo de xilose ultra pura através do método

quimico adotado usualmente.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial da fragdo hemicelulésica da fibra de sisal para a produgéo de xilitol por

processos biotecnologicos.

1.2.2 Objetivos especificos

o Determinar a composi¢do da fibra de sisal, analisando umidade, cinzas,
celulose, hemicelulose, holocelulose, lignina e extrativos;

o Caracterizar a fibra de sisal por DRX, MEV, Infravermelho e
Termogravimentria;

o Realizar pre-hidrélise acida da fibra de sisal;

o Determinar as melhores condi¢fes da pré-hidrolise atraves de planejamento

fatorial, indicando melhor remocao de xilose da fibra de sisal;

o Avaliar pré-tratamento basico/acido para remocao de xilose da fibra de sisal;
o Determinar a composi¢éo lignocelulésica da fibra apds a pré-hidrolise;
o Quantificar o teor de acucares e inibidores do hidrolisado da fibra de sisal por

CLAE;



Avaliar as condicGes da fermentacdo alcodlica para producéo de xilitol.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Agave sisalana

O sisal, Figura 1, € uma espécie de planta originaria do México, especificamente da
regido de Yucatan. Seu nome popular deriva-se de uma erva nativa denominada zizal-xiu.
Com relacdo a classificacdo botanica, o sisal € uma monocotileddnea, familia Agavaceae,
género Agave, espécie Agave sisalana (PAIVA, 2006).

X |3

Figura 1 — Plantacédo de sisal em Nova Floresta — PB

Propria

Fonte —

Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), o Brasil é o
maior produtor e exportador mundial da fibra de sisal, com 50% desse total, correspondendo a
91,1 mil toneladas com um valor aproximado de 123,9 milhGes de ddlares. A regido nordeste
é a principal produtora do pais, sendo a Bahia produtora de 95,8% desse total. Conforme
destacado na Figura 2, a Paraiba é o segundo maior produtor da fibra no pais, com um total de
3,5%, em seguida vem o Ceara 0,4% e Rio Grande do Norte 0,3%. Grande parte da producao
é destinada para a exportacdo. A regido semiarida do Brasil se destaca principalmente por

suas caracteristicas edafoclimaticas que favorecem a producéo do sisal (CONAB, 2015).
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Figura 2 — Producéo da fibra de sisal no Brasil em 2015
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Fonte — CONAB, 2015

Para a producdo da fibra apenas a folha é aproveitada, de forma que uma planta de
sisal produz entre 200 e 250 folhas antes da floracdo, cada uma das quais contém cerca de
700-1400 feixes de fibras com um comprimento variando de 0,5-1,0 m. Durante o
desfibramento cerca de 4% da folha é aproveitada, ou seja, é convertida em fibra e o restante
do material é decomposto em aproximadamente 16% de residuos sélidos e 80% de residuos
liquidos. A Figura 3 demonstra a imagem ampliada de uma folha de sisal ap6s o corte, nela
pode-se constatar a presenca de dois tipos de fibras além do tecido condutor. As fibras
estruturais conferem ao sisal sua rigidez e sdo encontrados na periferia da folha; as fibras em
arco crescem em conjunto com os tecidos condutores da planta e sdo encontrados no meio da
folha. Estas fibras podem ser encontrada desde a base até ponta da planta e possui elevada
resisténcia mecanica (SILVA, 2010; FILHO, 2013).

Figura 3 — Corte da folha da fibra de sisal ampliada.

Fonte — Adaptada de Filho et al. (2013)
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O bagaco de sisal gerado apds o desfibramento da folha de sisal geralmente é
descartado, deixado no campo sem nenhuma utilizacdo ou em poucos casos destinado como
racdo animal (BRANDAO, 2013). A fibra de sisal depois de desfibramento é seca e estocada,
assim como demonstrado na Figura 4, para posterior comercializacdo. Além de exportada, a
fibra de sisal também é utilizada para confec¢do de cabos, fios, tapetes, carpetes, colchdes,
tapetes e artigos artesanais, bem como na fabricagdo de celulose para a produgéo de papel
Kraft (de alta resisténcia) e outros tipos de papel fino (PANDEY, 2000; SILVA, 2010).

Figura 4— Fibra de sisal pronta para ser comercializada.

Fonte — Propria

Além dessas aplicacdes, a fibra de sisal despertou o interesse de diversos ramos
industriais. Justificada pela facilidade de cultivo, com elevada produtividade e baixo custo,
atrelada a caracteristica de ser uma biomassa renovavel e biodegradavel. Tendo a
possibilidade de ser utilizada na inddstria automotiva, de mdveis, de eletrodomésticos, na
mistura com polipropileno, em substituicdo a fibra de vidro e na construcdo civil. Devido a
sua composicdo rica em carboidratos também pode ser aplicada na producdo de
biocombustiveis e outros derivados como o xilitol. Outra caracteristica importante esta
relacionada a suas propriedades mecénicas, sendo utilizado como reforco em compdsitos,
argamassas e concreto (GUERRERO, 2014).

2.2 Biomassa lignocelulésica
Os materiais lignocelulésicos representam a fracdo mais expressiva da biomassa

vegetal, sendo a maior fonte de compostos orgéanicos e energias renovaveis da biosfera.

Dentre eles, pode-se destacar a fibra de sisal, que possui grande teor de agucares fermentéveis
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em sua estrutura, sendo uma cultura pouco exigente e adaptada ao clima do nordeste brasileiro
(PANDEY, 2000).

Biomassas lignocelulésicas em sua grande maioria sdo compostas pelos
polissacarideos celulose e hemicelulose, e estes protegidos por outra macromolécula formada
por &lcoois aromaticos, a lignina, aos quais se encontram unidos por liga¢cdes covalentes e de
hidrogénio. Em menores proporcdes, e de acordo com a origem da planta, € possivel encontrar
extrativos e minerais (SILVA, 2010). Assim como representado na Figura 5, a composicédo
quimica e o arranjo dessa matriz lhe conferem caracteristicas de rigidez e resisténcia. A forte
combinacdo de lignina com celulose e hemicelulose torna mais dificil para isolar a celulose e
os demais carboidratos para a utilizacao eficaz em diversos procesos, como, por exemplo, na

producdo de biocombustiveis, compaositos e polimeros. (ASADA, 2015)

Figura 5 — Estrutura da biomassa lignocelulésica.
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Fonte — SANTOS et al. (2012)

Devido a estas caracteristicas a biomassa lignocelulosica vem ganhando destaque e
maior aplicacdo industrial, principalmente por sua grande abundancia, variedade, ser
renovavel, baixo custo, baixo impacto ambiental e a possibilidade de producdo de diversos
produtos com grande valor de mercado (MULAKHUDAIR, 2016).

2.2.1 Composicao lignocelulosica
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As células vegetais sdo compostas por redes complexas de polissacarideos, proteinas,
pectinas e lignina. As ligacGes carboidratos-lignina geralmente séo intermediadas por regides
amorfas formadas por cadeias arabionoxilanas, as quais sdo cadeias percursoras da
hemicelulose. A biomassa como um todo pode ser delimitada entre componentes celuldsicos e
componentes ndo celulésicos, que seriam a lignina, hemicelulose, pectina, grupos acetil e
proteinas. A combinagdo entre essas moléculas podem definir a estrutura da parede celular e
conferir caracteristicas especificas de cada planta (MATHEW, 2016).

A composicdo quimica de cada biomassa pode variar de acordo com a quantidade de
cada componente estrutural além de questdes climéaticas e morfoldgicas de cada espécie, de
modo geral biomassas contém 35-50% de celulose, seguido de 20-35% de hemicelulose, 10-
25% de lignina e uma pequena quantidade de cinzas e extrativos (SANTOS, 2012). Na Tabela
1, é possivel constatar a grande quantidade de carboidratos presentes na fibra de sisal quando

comparada com outros materiais, cerca 80% de sua composig&o.

Tabela 1: Composicao lignocelul6sica de biomassas

Amostra Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
Fibra de sisal 65-78 10-20 9

Céanhamo 74,1 7,6 2,2

Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Bambu 54,6 11,4 21,7

Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Palha de cana 40-44 30-32 22-25

Fontes: DOREZ (2014); MARTIN (2010); SARKAR (2012)

Segundo Sarkar et al. (2012), desde 1970 o estudo da composi¢do quimica das células
vegetais tem sido uma area de destaque. Foi determinado que as paredes celulares sdo
compostas por “blocos de constru¢do” basicos, destacado na Figura 6. Dessa forma, foi
constatado que todas as plantas possuem varias caracteristicas em comum, por exemplo, as
paredes das células vegetais sdo compostas de microfibrilas de celulose que conferem a
carateristica de rigibilidade. Também foi possivel verificar que nem todas as paredes vegetais
eram formadas pelo mesmo tipo de ligacdo, ou seja, ndo possuiam exatamente a mesma

composicao quimica e arranjos diferentes.
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Figura 6 — Estrutura quimica das principais unidades presentes na parede vegetal
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2.2.2 Celulose

A celulose é o polissacarideo vegetal mais abundante do

planeta e o maior

componente da estrutura quimica de biomassas lignocelulésicas. Normalmente é encontrada

associada a hemicelulose e lignina, mas também pode ser encontrada na forma pura, como no

algoddo (MOOD, 2013).

A celulose, Figura 7, pode ser considerada um homopolissacarideo linear e cristalino.

E formado pela repeticdo de unidades de D-glicose unidas por ligacdes glicosidicas tipo B
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(1— 4). A estrutura linear, € conferida pela configuracdo das ligacdes glicosidicas. Essas
cadeias aglomeram-se formando fibrilas e apresentam ligagdes de hidrogénio entre os
grupamentos hidroxila intermoleculares que acarreta na agregacao das cadeias celulésicas em
“fibrilas elementares" com alto grau de cristalinidade. Estes agregados conferem resisténcia a
tenséo, tornam a celulose insoltvel em vérios solventes e explicam a resisténcia a degradacao
microbiana (MATTHEUS, 2006; DING, 2006).

Figura 7 — Representacdo esquematica da celulose
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Fonte — Adaptada de Suhas et al. (2016)

A unido de duas glicoses através da ligacdo glicosidica citada acima forma o dimero
de celobiose, que é repetida ao longo da cadeia de celulose. Nas estruturas vegetais a celulose
pode ser encontrada na forma cristalina e amorfa. Principalmente a celulose tipo I, que possui
caracteristica cristalina, ou seja, organizacao atdmica a longo alcance. Os outros constituintes
da amostra sdo de natureza amorfa. Dessa forma, a celulose alterna regides altamente
cristalinas, com regides menos ordenadas, as regides mais amorfas, que sdo mais suscetiveis a
ataques de reagentes ou adsorcéo de agua (KADLA, 2000; KRISHNAN, 2015)

A celulose tipo | € mais dificil de ser atingida por um reagente durante a realizagao de
algum tratamento, ou seja, possui menor reatividade devido a menor quantidade de hidroxilas
para reagir, pois grande parte das hidroxilas estariam realizando ligacGes de hidrogénio
intermoleculares. A celulose tipo | € formada por dois planos cristalograficos e a tipo Il
formada por trés planos, onde algumas ligacGes de hidrogénio ndo sdo formadas e
consequentemente a energia de ativacdo para quebra dessa estrutura seria menor
(LENGOWSKI, 2013). Wang et al. (2011) constatou a influéncia da quantidade de planos
durante o processo de hidrolise. Quanto mais amorfa a celulose maior reatividade durante a

hidrolise 4cida.
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Figura 8 — Rede supramolecular da celulose

Fonte — Adaptada de Santos et al. (2012)

2.2.3 Lignina

A lignina é considerado como o segundo componente mais abundante na biomassa,
sendo caracterizado como um polimero aromatico tridimensional com funcdo de proteger a
celulose e hemicelulose de ataques microbianos. A lignina é uma macromolécula complexa,
formada pela polimerizacdo radicalar de unidades fenil-propeno: &lcool p-cumarilico (3-
hidroxiprop-1-enil), alcool coniferilico (4-(3-hidroxi-1-proprenil)-2-metoxifenol) e alcool
sinapilico (4-(3-hidroxiprop-1-enil)-2,6-dimetoxifenol), demonstrado na Figura 9. Constitui a
fracdo ndo polissacaridica mais abundante na biomassa lignoceluldsica. Envolve as
microfibrilas celuldsicas, conferindo protecdo a degradacdo quimica e/ou biologica, e pode
formar ligacdes covalentes com a hemicelulose (MOOD, 2013; PEI, 2016).
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Figura 9 — Estrutura dos alcoois percursores da lignina
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Fonte — Adaptada de Rubin (2008)

A lignina é uma molécula que ndo possui sua estrutura muito bem conhecida, sendo
bastante heterogénea. As estruturas quimicas da lignina tem sido estudadas principalemente
por métodos quimicos e espectroscopicos. De modo geral ela é uma substancia amorfa,
composta por uma parte aromatica e outra de cadeias C3. Os trés componentes representados
na Figura 9, formam o polimero irregular e tridimensiomal, onde as varias combinacdes de
estruturas de cadeias proporcionam uma diversidade estrutural enorme para a lignina. A
Figura 10, representa uma molécula de lignina. Na maioria das vezes a lignina forma um
complexo com os carboidatos presentes na amostra, onde a estrutura da mesma pode ser

afetada por fatores ambientais que ocorrem durante a biossintese (SAINI, 2016).

Figura 10 — Estrutura geral da molécula de lignina

Fonte: Adaptada de FU et al. (2015)
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2.2.4 Hemicelulose

A hemicelulose é um heteropolimero extremamente ramificado, composto
principalmente por pentoses, dentre elas a D-xilose e D-arabinose. Apresentando um grau de
polimerizacdo inferior a 200 e pode ser acetilada (SARKAR, 2012). Além das pentoses a
hemicelulose contém algumas hexoses, D-glicose, D-galactose e D-manose e &cidos urénicos
como o acido 4-o-metil- glucurénico. A hemicelulose tem uma estabilidade térmica baixa e
pode ser hidrolisada quando € utilizado acido diluido, sendo suscetiveis a ataque por fungos
guando ndo possui a presenca da lignina como protecao (VO e NAVARD, 2016).

Os principais componentes da hemicelulose séo as heteroxilanas, em algumas espécies
vegetais podem atingir 90% da fracdo hemiceluldsica. As xilanas sdo formadas de uma cadeia
principal, formada através de ligacdes glicosidicas de moléculas de xilose, em sua grande
maioria, substituida por outros mondmeros de aclcares. Na Figura 11, esta representada uma
cadeia ramificada da hemicelulose. Elas estdo localizadas na parede celular secundaria, como
sendo uma interface entre a celulose e a lignina principalmente (SARKAR, 2009).

Figura 11 — llustracdo de uma cadeia ramificada da hemicelulose
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Fonte — Adaptada de Fu et al. (2015)

A hidrolise dos acucares presentes na fragdo hemiceluldsica é um processo largamente
estudado, visto que, grande parte desses acglcares possuem um grande potencial para novas
aplicacdes na industria quimica, como, por exemplo, a conversdo da xilose presente nessa

fracdo para xilitol. O xilitol pode ser aplicado na industria alimentar e farmacéutica. Portanto,
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se faz necessario buscar novas formas eficiente para hidrolisar compostos hemicelul6sicos
(BAL, 2015).

2.3 Preé-tratamentos empregados para producao de xilitol

As matérias primas oriundas de materiais lignocelul6sicos podem ser processados a
fim de se produzir compostos como etanol e xilitol. Para isso, grande parte dos pesquisadores
utilizam trés etapas: o pré-tratamento para deslignificacdo, a fim de deixar a celulose e
hemicelulose mais expostas; a hidrdlise da celulose e hemicelulose para producdo de agucares
fermentéveis como xilose e glicose; e por fim, a fermentacdo desses agucares hidrolisados.
(DEMIRBAS, 2005)

A xilose € um dos principais aclcares obtidos durante a hidrdlise de uma biomassa
lignocelulosica. Juntamente com ela sdo obtidos outros mondmeros de agUcares, tais como,
glicose, arabinose, manose dentre outros. Ela € considera o segundo monémero de agucar
mais abundante da biosfera e € utilizado no processo de conversdo em xilitol, de forma
industrial ou microbiol6gica. Dessa forma, os estudos na area de desenvolvimento para
obtencdo de xilose a partir de residuos renovaveis alcancaram um aumento consideravel. Com
a finalidade de obter um produto final com alto valor de mercado e agregar substancialmente
valores a uma biomassa que em teoria ndo teria utilidade e de carater renovéavel
(ALBUQUERQUE, 2015).

Visto isso, a hidrélise desses polissacarideos em seus respectivos monémeros € uma
etapa essencial a fim de se obter agucares fermentaveis. O pré-tratamento pode se proceder de
diferentes formas de acordo com o objetivo inicial do pesquisador. Diferentes pre-tratamentos
separam e solubilizam diferentes partes do complexo lignoceluldsico. A eficacia do pré-
tratamento pode ser avaliada de diferentes formas, pois além da formacéo e preservacdo de
pentoses e hexoses da biomassa 0 mesmo deve evitar ao maximo a formacéo de subprodutos
que provoquem a inibicdo do microrganismo durante a fermentagdo. (MOSIER, 2005)

Os pré-tratamentos em biomassas lignocelulésicas utilizam-se métodos quimicos,
fisicos e fisico-quimicos para romper o complexo de celulose-hemicelulose-lignina,
representado na Figura 12. A maior dificuldade deste processo € a retirada da lignina do
complexo para posterior clivagem dos polissacarideos que compde a celulose e hemicelulose
(MOOD et. al., 2013). Na grande maioria das vezes essas biomassas liberam a xilose a partir
da estrutura hemiceluldsica quando é empregado um pré-tratamento com acidos em

concentracdes diluidas a temperaturas abaixo de 140 °C. A conversdo da xilose em xilitol
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pode ser realizada por via quimica ou microbioldgica, utilizando o hidrolisado obtido a partir
da porcao hemicelulésica (ALBUQUERQUE, 2014).

Figura 12 — Pré-tratamento de biomassa lignocelulosica
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Fonte — Adaptada de Mosier et al. (2005)

Os pré-tratamentos fisicos tem o intuito de modificar o arranjo molecular do complexo
lignocelulésico com a finalidade de aumentar reatividade (acessibilidade) dos polissacarideos
para um ataque &cido ou enzimatico. Nesse contexto, pode ser utilizado vérios tipos de
métodos fisicos para aumentar a eficiéncia na obtencdo do licor final rico em aclcares, como:
moagem, micro-ondas, irradiacdo por raios gamas ou feixes de elétrons. Todos esses métodos

tem a intencdo de diminuir o tamanho da particula (RAO, 2016).

Entre os pré-tratamentos quimicos, os mais utilizados sdo o alcalino e &cido, porém de
acordo com o objetivo do pesquisador é possivel a utilizacdo de outros métodos e
consequentementediferentes reagentes, como amonia, solventes orgénicos e reagentes
oxidativos. O pre-tratamento alcalino remove a lignina e faz com que a holocelulose fique
mais acessivel para uma etapa subsequente que poder ser por &cido ou degradacdo enzimatica.
Em meio alcalino, as ligacOes éster presentes em parte da hemicelulose e na lignina séo
clivadas com facilidade, assim grande parte da lignina € eliminada e o material
lignoceluldsica diminui seu volume, deixando sua celulose e hemicelulose mais expostas. Na
grande maioria das vezes sdo utilizados como reagentes hidroxido de sédio, potassio, célcio e
amonio. O tratamento alcalino ndo necessita de temperatura elevadas ou reatores complexos
(REN, 2016).
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O pré-tratamento acido é considerado um dos mais importantes, gerando uma grande
quantidade de agUcares a partir de biomassas distintas. As temperaturas durante o tratamento
podem variar de 100 °C até 160 °C. Dentre os acidos o mais utilizado é o acido sulfurico,
concentrado ou diluido, mas também sdo empregados acidos nitrico, fosférico e cloridrico
para a realizacdo do pré-tratamento. O metodo utiliza um reator, geralmente aquecido, para
realizar a reacdo da biomassa com o &acido em questdo, existindo a necessidade do
reaproveitamento deste material devido a viabilidade econémica. Alguns pontos contrarios a
esta tecnologia sdo: a necessidade de neutralizacdo antes da fermentacdo para que ndo ocorra
a inibicdo; o risco de operacdo com produtos perigosos; e o custo da instalacdo para que 0s
materiais suportem as condigdes agressivas do fluido reagente (SARKAR, 2012).

Esse pré-tratamento tem sido muito utilizado para remocao de componentes da fragdo
hemiceluldsica, devido ao ataque acido atingir principalmente polissacarideos, especialmente
hemicelulésicos. Outra desvantagem desse método seria com relacdo a producdo de inibidores
indesejaveis para a fermentagdo microbioldgica, como acido acético, furfural e 5-
hidroximetilfurfural. Estes inibidores sdo resultados da degradacdo de acUcares pela acdo do
acido, principalmente xilose e glicose. A formacdo desses compostos esta atrelada a fatores
como elevada concentracdo de &cidos e altas temperaturas (MOOD, 2013).

Mesmo com algumas desvantagens a hidrolise com &cido diluido é o método que tem
sido frequentemente empregado em grande parte das pesquisas atuais, uma vez que esta
metodologia alcanca rendimentos elevados de agucares a partir da hemicelulose, bem como
em comparacdo a hidrdlise acido concentrada, € mais barata, gera menor quantidade de
produtos de degradacdo (HMF e furfural), que sdo téxicos aos microrganismos, além de
menores problemas de corroséo nos tanques de hidrolise e tubulagdes (ARRUDA, 2011).

Entre os tratamentos fisico-quimicos se destacam o ultrassom, irradiacdo com micro-
ondas, explosdo de vapor, CO2, am0nia, dentre outras. Esse tipo de tratamento faz uso das
condicdes e reagentes que afetam as propriedades fisicas e quimicas da biomassa (MATHEW,
2014). Dentro desse grupo de técnicas o tratamento hidrotérmicotem apresentado bons
resultados e uma efetiva solubilizacdo da hemicelulose e a ndo producgdo de inibidores
(VALLEJOS, 2016).

A realizacdo de um pré-tratamento e hidrolise, a principio, ttém a finalidade de
solubilizar os agucares monoméricos e compostos de baixo peso molecular presentes na

biomassa lignocelul6sica, para que em uma etapa subsequente, o licor produzido venha a ser
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utilizado como uma fonte de carbono por diferentes microrganismos. Dessa forma, permitindo

que matérias-primas lignoceluldsicas possam ser susceptiveis a utilizagdo biotecnoldgica.

2.4 Inibidores

Durante um processo fermentativo existem varios fatores que podem influenciar
diretamente o rendimento e a produtividade de xilitol, entre eles podemos destacar a
concentracdo inicial de células do indculo, tipo de substrato, meio de cultura, compostos
inibidores, temperatura, pH e oxigenacdo do meio. Geralmente no licor proveniente de
hidrolisados hemiceluldsicos ocorre a presenca de compostos que causam a inibicdo do
metabolismo do microrganismo, provocando a morte microbiana ou a reducdo na
produtividade do xilitol. Esses produtos sdo gerados a partir da decomposicdo de aclcares
presentes na hemicelulose e de compostos da lignina. Os principais inibidores sdo o &cido
acetico, 5-hidroximetilfurfural (HMF), furfural e compostos fendlicos derivados da lignina. A
concentracdo aceitavel de inibidores varia de acordo com microrganismo utilizado e seu nivel

de adaptacdo ao meio de fermentacéo utilizado (RAO, 2016).

A presenca de inibidores, principalmente furfural eHMF nos licores hidrolisados séo
decorréncia da degradacdo de aglUcares como Xxilose e glicose em meio acido, como
demonstrado na Figura 13. O furfural e 0 HMF sdo gerados a partir da desidratacdo catalitica
da xilose e glicose, respectivamente. Os niveis inibitérios para a levedura Candida
guilliermondii sdo de 2 g/L para ambos, onde a fermentacdo é inibida 100% nessas condicdes.
O furfural e o 5-hidroximetilfurfural provocam retardamento no processo fermentativo no
inicio da fermentacdo, inibem o crescimento da levedura e sintese de proteinas (Duarte,
2005). Os compostos fenolicos sdo os principais inibidores provenientes da lignina, eles
provocam a perda a integridade das membranas dos microrganismos. Com concentragdes a
partir de 0,1 g/L o crescimento celular e a producéo de xilitol sdo inibidos (MUSSATTO,
2004; SA, 2015).
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Figura 13— Degradacdo de agUcares e formacdo de inibidores
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Fonte — Silva (2013)

O acido acético é um subproduto oriundo da degradacdo de grupos acetil presentes na
hemicelulose durante o tratamento &cido.Segundo Rodrigues et al. (2011) durante a
fermentacdo pela levedura Candida guilliermondii, é estimulado por baixas concentracdes de
acido acético, menores que 1 g/L. Em concentracdes de acido acético acima de 3,0 g/L as
fermentagdes tiveram efeitos negativos, ocorrendo uma inibigdo severa ao microrganismo.
Diferentemente dos demais inibidores citados o &cido acético interage com a célula do
microrganismo de forma a provocar a morte instantanea, devido a uma mudanca de pH no

interior da célula.

2.5 Xilitol

O Xilitol é um polialcool de formula de CsH120s, que possui uma hidroxila ligada a
cada atomo de carbono de sua estrutura, assim como destacado na Figura 13. E um adocante
comercial com alto poder edulcorante e solubilidade (ALBUQUERQUE, 2014). Quando
comparado com a sacarose, o xilitol tem quase 0 mesmo poder adogante, porém apresenta a
vantagem de possuir menor teor calérico, 2,4 cal/g, e a sacarose 4 cal/g, correspondendo a
cerca de 40 % menos calorias. Na temperatura ambiente o xilitol apresenta-se como um pé
branco, cristalino, inodoro e de sabor doce. Sendo uma alternativa interessante para 0S

diabéticos, pois 0 seu metabolismo é independente da insulina (PAL, 2013).
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Figura 14 — Molécula de xilitol
OH OH

HO OH

OH

Industrialmente o xilitol é sintetisado a partir da reducdo quimica da xilose por
hidrogenacdo usando um catalisador de niquel de Raney. Esse método foi desenvolvido na
Filandia por volta de 1970, utilizando comocondi¢6es alta temperatura (80-140 °C) e pressao
(até 50 atm). No entanto, esse procedimento necessita de uma D-xilose com alto teor de
pureza e condi¢cdes operacionais especiais, 0 que torna o processo tradicional muito inviavel.
Outros agravantes para este método seriam: apresentar preocupacGes ambientais e de
seguranca, onde também é caracterizado por elevados custos de producdo e de baixo
rendimento do produto, entre 50-60% de xilitol (CHEN, 2010).

O xilitol pode ser obtido também de forma biotecnoldgica, na qual a xilose, o segundo
carboidrato mais abundante da natureza, € convertido em xilitol com o uso de microrganismos
especificos. Dentre esses microrganismos podemos salientar a Candida guilliermondii, uma
das primeiras utilizadas na pronducdo de xilitol, onde o polidlcool pode ser considerado um
metabolito intermediadrio desses micorganismos. Nessa vertente, observa-se que varios
estudos tém procurado alternativas para producdo de xilitol, com especial atencdo aos
processos biotecnoldgicos. Com a finalidade de reduzir ainda mais os custos de
processamento e, além disso, em buscar de solugdes para a reciclagem de residuos,a utilizagéo
potencial das matérias-primas renovaveis, como a fibra de sisal, bagaco de cana-de-agucar,
dentre outrosganhou destaque nas pesquisas atuais (ZANG, 2014).

O xilitol por ser um adocante artificial menos calorico, € muito utilizado como
substituto do acgucar empregado em industriasde alimentos, uma vez que sua metabolizacdo
independe da rota da insulina. Além desseuso, o xilitol possui um enorme campo de
aplicacdes, na industria odontoldgica, devido propriedades anticariogénicas e biomédicas,
otornando um ingrediente interessante na formulagdo de alimentos funcionais. Previne
doencas como otite e infeccdes respiratorias, dentro outras. Grande parte do xilitol produzido
atualmente é derivado do processo quimico, o que torna o produto final mais caro. O processo

biotecnologico se mostra uma alternativa de baixo custo quando comparada com o produto de
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origem quimica, o qual é realizado a pressdo atmosférica e a purificagdo do hidrolisado é
menos complexo (VALLEJOS, 2016).

A demanda de xilitol no planeta aumenta cada vez mais, de acordo que 0s
consumidores estdo mais propensos a consumir a alimentos menos caloricos, uma maior
conscientizacdo na alimentagdo saudavel e em alguns casos relacionado a dietas ou uso
indireto em medicamentos e produtos diversos. No ano de 2013 o consumo global de xilitol
foi de 160 mil toneladas, com uma estimativa de chegar a 242 mil toneladas em 2020. Dentre
as industrias, a fabricacdo de chicletes e doces, detém um consumo cerca de 67% do xilitol
produzido. Mundialmente a Asia produz 50% do total utilizado nas industrias (RAO, 2016).

O xilitol pode ser produzido do hidrolisado gerado a partir do segundo polissacarideo
mais abundante na natureza, a hemicelulose, composto em sua maioria de cadeia de xilanas,
que durante a hidrdlise liberam o monossacarideo xilose, principalmente. A xilose € um dos
produtos de hidrolise primarias a partir de biomassa lignoceluldsica, diversos estudos
mostram o grande potencial e interesse da producdo biotecnoldgica de xilitol a partir de
hidrolisados hemicelulésicos por leveduras, agregando valores em recursos de biomassa
renovavel (WANG, 2015).

Em muitos casos para a producdo de xilitol nessas condi¢cBes € necessario um preé-
tratamento do substrato, o qual tem a funcéo de remover a lignina e reduzir a cristalinidade do
substrato, tornando a fracdo hemicelul6sica mais exposta e suscetivel a um posterior ataque
acido ou enzimatico. A hidrdlise em materiais lignocelulésicoscom &cidos diluidos € a mais
empregada, onde a otimizacdo de varios parametros de processo se faz necessario para a
recuperacdo de xilose com a maior qualidade possivel. Durante o processo de hidrélise cida,
diversos inibidores sdo libertados, a concentracdo destes podem variar de acordo com a
biomassa utilizada e influenciam negativamente a fermentagéo, fazendo necessario o processo
de desintoxicacdo para a reducdona concentracdo de inibidores. Posteriormente 0s agucares
presentes nos licores hidrolisados, especialmente xilose serd convertido em xilitol durante a
fermentacdo alcoolica e o xilitolem seguida é concentrado, purificado e cristalizado (JIA,
2016).

A produgdo biotecnoldgica de xilitol pode ser realizada por diversos microrganismos,
dentrodesse grupo se destaca as leveduras do género Candida. Ela ja foi estudada e explorada
em diversos meios provenientes de biomassas, pré-tratamentos e hidrdlises distintas. Diversos
tipos de microrganismos, incluindo bactérias e fungos filamentosos, podem ser utilizados no

processo também. Nesse contexto as leveduras que tém mostrado os maiores rendimentos de
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fermentacdo de xilose em xilitol sdo: Candida guilliermondii, Candida tropicalis, Candida
boidinii, Candida parapsilosis e Pichias (REN, 2016).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Matéria-prima

A fibra de sisal utilizada foi obtida na Fazenda Lagoa Cercada, situada na cidade de
Nova Floresta — PB. A coleta foi realizada durante o desfibramento da folha de sisal para
producdo das fibras. O processo € rudimentar, as folhas, Figura 15, sdo cortadas e
beneficiadas em uma méaquina denominada paraibana.

Figura 15— (a) Plantacdo de sisal na fazenda lagoa cercada apos o corte das folhas (b)
Maquina paraibana

P

@ (b

Fonte — Propria

Ap0s 0 processo de extracdo, a fibra passou por lavagem na propria fazenda e foi seca
ao ar livre, Figura 16. As fibras foram separadas e aglomeradas em pequenas quantidades
antes da secagem.

Figura 16 — Fibra de sisal apds o desfibramento da folha

Fonte — Propria
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3.2 Pré-tratamento fisico

As amostras foram selecionadas, e cortadas com o auxilio de uma tesoura para
diminuir o tamanho do material, visto que, o comprimento das fibras varia de 1 a 1,5 metros.
Posteriormente as fibras passaram por um processo de secagem em estufa de circulagéo e
renovacgédo de ar Solab SL — 102, na temperatura de 60 °C durante 8 horas para eliminar o
excesso de umidade. Em seguida a fibra foi moida em moinho de Facas Solab SL — 31, Figura
17.

Figura 17 — Moagem da fibra de sisal

Fonte — Propria

3.2.1Granulometria

ApoOs a moagem da amostra, foi realizada a distribui¢cdo granulométrica, com o uso de
peneiras tipo Tyler, como malha de 60 mesh e abertura de 250 mm/um. A amostra foi
adicionada na peneira, e a mesma inserida em uma mesa vibratoria Bertel, que foi programada

para 20 minutos de agitacdo. O material que ndo ficou retido na peneira foi armazenado.

3.3 Analises fisico-quimicas

A composicdo lignocelulosica da fibra de sisal foi realizada determinando os teores de
celulose, hemicelulose, lignina, extrativos, umidade e cinzas, segundo a metodologia adaptada
descrita no documento 236 Embrapa, para analise de materiais lignocelulésicos. A Figura 18
demonstra de maneira simplificada a sequéncia dos procedimentos durante a caracterizacao da
composicao lignocelulésica (EMBRAPA, 2010).



Figura 18 — Fluxograma da metodologia Embrapa
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3.4 Pré-tratamento quimico
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Os pré-tratamentos quimicos foram realizados com o intuito de analisar a eficiéncia na

remocdo de xilose contida na fibra do sisal, visando a menor degradacdo dos acucares e

consequentemente, menor producdo de inibidores da fermentacdo (REN, 2016). Os ensaios

foram realizados em reator pressurizado de ago inoxidavel marca Maitec e volume

operacional de 700 mL (Figura 19), durante 1 hora na proporcdo de 1:10 (m/v) fibra de

sisal/solucdo. Foram utilizados pré-tratamentos com &cido diluido, alcalino e alcalino/acido.

Figura 19 — Reator de ago Maitec

Fonte — Propria
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3.4.1 Pré-tratamento acido

No pré-tratamento acido foi utilizado acido sulfurico diluido. Buscando verificar as
influéncias das variaveis concentracdo de acido e temperatura sobre a solubilizacdo da xilose
no licor pré-tratado utilizou-se da metodologia de planejamento experimental 22 com trés
repeticdes no ponto central em duplicata. As variaveis de entrada foram concentragdo de
acido sulfurico (0,5, 1,5 e 2,5%) e temperatura (100, 110 e 120 °C). As Tabelas 2 e 3
apresentam a matriz de planejamento e 0s niveis reais e codificados do planejamento

experimental.

Tabela 2: Matriz do planejamento experimental com niveis codificados para pré-tratamento

acido
Experimento Concentracdo Temperatura
1 -1 1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Tabela 3: Niveis reais e codificados das varidveis de entrada do planejamento
experimentalpara pré-tratamento acido

Variaveis -1 0 +1
Concentracéo 0,5% 1,5% 2,5%
Temperatura 100 °C 110°C 120 °C

3.4.2 Pré-tratamento alcalino

O pre-tratamento alcalino consistiu no uso de NaOH 4% e temperaturas de 90 e 120
°C. Neste caso nédo foi realizado nenhum tipo de planejamento, pois estudos publicados na
literatura indicam que este tratamento provoca apenas a degradacdo da lignina do complexo
lignoceluldsico (REN, 2016; VO e NAVARD, 2016).

3.4.3 Pré-tratamento alcalino/acido
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A partir dos residuos gerados nos ensaios do tratamento basico, cada amostra em
seguida foi lavada com agua destilada até ficar neutra, seca na temperatura de 60 °C durante
24 horas e depois tratada com &cido sulfurico diluido na melhor condicdo do planejamento

experimental descrito no tépico 3.4.1.

3.5 Métodos analiticos

3.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As concentracBes de xilose, glicose, arabinose, acido acético, xilitol, etanol, HMF e
furfural foram quantificadas em cromatografo equipado com uma bomba modelo ProStar 210
(Varian); Injetor manual com loop de 20 pL; detector de indice de refragcdo modelo ProStar
356 Varian para os acucares e alcoois e UV/visivel 284 nm para os aldeidos; coluna analitica
de aco inox Hi-Plex H (30 cm x 7,7 mm; Varian). A temperatura da coluna de 60 °C; fase
movel: H,50, 0,005 mol L, com vazdo de 0,6 mL/min; tempo de analise: de 60 min para

teores de acucares e aldeidos.

Figura 20 —Cromatdgrafo

Fonte — Propria

3.5.2 Termogravimetria

As amostras in natura, tratadas e componentes isolados foram caracterizadas por
Termogravimetria. As curvas termogravimétricas foram obtidas em Analisador Térmico
Shimadzu, modelo DTG 60, massa de 7 mg, cadinho de alumina, razéo de aquecimento de 10
°C/min., em atmosfera de nitrogénio, fluxo de 100 mL e intervalo de temperatura de ambiente
até 900 °C.
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3.5.3 Difracédo de Raios-X (DRX)

As amostras in natura e a melhor condicdo dos pré-tratamentos foram analisadas. As
andlises de DRX foram realizadas em difratdmetro Shimadzu, modelo XRD 600 com fonte de
radiacdo Cu Ka, tensdo de 40 kV, corrente de 30 mA, velocidade de 2° minte faixa de
varredura de 20 = 10 a 80°.

A partir dos difratogramas gerados foi calculado o indice de cristalinidade (Ic) de cada

amostra. O Ic foi determinado pela Equacéo 1 (Zhou, 2012):

1002 - Ia

Ic = [T] * 100 )

Em que Iy, € a intensidade em um angulo 26 perto de 22° representando o material
cristalino e I, é a intensidade em um angulo 26 perto de 18° representando material amorfo na

fibra celulosica.
3.5.4 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

Na analise de Microscopia Eletrébnica 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.

3.5.5 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em
Espectrofotdmetro marca Shimadzu, modelo IR Prestige, utilizando KBr no intervalo de
4000-400 cm'™,

3.6 Fermentacéao

A fermentagdo foi realizada na melhor condi¢do constatada nos pré-tratamentos

utilizados. Esta condicdo foi ampliada a escala para a producgéo do licor hidrolisado em uma

quantidade suficiente para sua utilizacdo na fermentacéo alcodlica.

3.6.1 Microrganismo
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O microrganismo utilizado no presente trabalho foi a levedura Candida guilliermondii
CCT 1516, adquirida na Fundacdo André Tosello, selecionada para producdo de xilitol.
Durante todos os procedimentos o microrganismo foi manipulado em cabine de seguranca

bioldgica, classe 1l Al Filterflux.

3.6.1.1 Manutencéo das células

A manutencao das células foi realizada em meio sintético YMA, descrito na Tabela 4.
A cada 30 dias foi realizado um repique em placas de petri para conservacdo do

microrganismo em meio solido.

Tabela 4: Meio de cultura YMA (Yeast-Malte Extract Agar) para crescimento e manutengédo
da candida guilliermondii.

Reagentes Concentracéo (g/L)
Extrato de levedura 3,0

Extrato de malte 3,0

Peptona Bacterioldgica 5,0

Dextrose 10,0

Agar 20,0

Para o preparo do meio YMA, foi preparada uma solucdo em um erlenmeyer nas
concentracdes de acordo com a Tabela 4. Este era fechado e levado para uma autoclave
vertical Phoenix Luferco modelo AV-50. Juntamente com ele foi adicionado placas de petri
previamente embrulhadas, com a finalidade de esterilizar todo o conjunto a ser utilizado no
repique. O meio e as placas de petri foram autoclavados durante 30 minutos a uma de
temperatura de 120 °C. Foi realizado o repique com auxilio de uma al¢a de platina de forma a
reproduzir um formato de zig-zag. Apds o repique, as placas de petri contendo o0s
microrganismos eram incubadas numa incubadora de bancada digital shaker refrigerada LS
4900-TZH, na temperatura de 28 °C durante 48 horas.

A Figura 21, apresenta a morfologia do microrganismo apds 0 seu crescimento no
periodo de 48 horas em meio YMA. Apds o crescimento as placas de petri contendo o

microrganismo foram armazenadas em geladeira e mantidas sob refrigeracao.
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Figura 21 — Meio YMA contendo a Candida guilliermondii CCT 1516

Fonte — Propria

3.6.1.2 Cultivo da Candida guilliermondii CCT 1516 em meio sintético

Antes da preparacdo do meio sintético (indculo) e adicdo da levedura no hidrolisado
para a fermentacéo, fez-se necessario o estudo de crescimento da levedura em meio sintético,
descrito na Tabela 5, a fim de determinar o tempo em gque 0 meio apresenta a quantidade ideal

biomassa para ser inserida no meio a ser fermentado, assim como seu comportamento.

Tabela 5: Meio sintético para crescimento da Candida guilliermondii

Reagentes Concentracao (g/L)
Xilose 30,0
Sulfato de am6nio(NH,),S0, 2,0
Cloreto de célcio CacCl, 0,1
Solucdo de extrato de farelo de arroz 20,0

O meio sintético foi preparado seguindo as concentragdes da Tabela 05. Em seguida as
células de Candida guilliermondii CCT 1516 recem repicadas em meio YMA, foram
transferidas em condicfes assépticas com auxilio de uma alca de platina para um béquer
contendo &gua destilada esterilizada. Foram transferidas aliquotas de 6 mL desta suspensao
para um erlenmeyer de 500 mL contendo 300 mL do meio sintético. A Figura 22 demonstra o

meio sintético apds o inéculo do microrganismo.
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Figura 22 — Meio sintético apos o indculo
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Fonte — Propria

Por fim, os erlenmeyers foram incubados em um agitador rotatério tipo shaker, com
agitacdo de 200 rpm, a 30 °C em um periodo de 120 horas e analisado o crescimento do
microrganismo (LIMA, 2013).

3.6.1.3 Determinacéo de pardmetros cinéticos

O crescimento da Candida guilliermondii nos diversos cultivos foi acompanhado pela
quantificacdo do nimero de células e massa seca. Foi determinado previamente a quantidade
de pontos a serem coletados durante o periodo das 96 horas, os pontos adotados foram: 0, 4,
8, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96 horas. A partir da inoculagdo do microrganismo no meio de
cultivo, foram retiradas aliquotas nos referidos tempos.

Para quantificacdo através da contagem de células, uma aliquota da cultura foi retirada
e levada ao microscopio para contagem de células em camara de Neubauer. Os resultados das
contagens foram expressos em nimero de células por mililitro de cultivo (células.mL™). As
contagens foram realizadas em duplicata e utilizadas as médias.

Na quantificacdo através de massa seca, foi coletado 2 mL de meio de cultura e
adicionados em eppendorf com massa pré-estabelecida. Os eppendorfs com o meio foram
centrifugados em uma centrifuga Mini Spin Eppendorf durante 10 minutos a uma velocidade
de 10000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o residuo solido levado a uma estufa com
circulacédo e renovacdo de ar a 105 °C por 24 horas. Depois desse tempo, os eppendorfs foram
postos em um dessecador por 30 minutos e pesados em uma balancga analitica Marte AW220.
Por diferenca foi determinada a massa seca. Os resultados foram feitos em duplicata e

utilizadas as médias.
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3.6.2 Preparo do inoculo

O indculo foi feito em meio sintético assim como descrito no item 3.6.1.2, com
volume de 1 L de mistura. Na sequéncia, a solucéo foi transferida para recipientes menores e
foi adicionado ao meio a levedura proveniente do meio de cultura YMA. Os erlenmeyers
foram mantidos sobre agitacdo de 200 rpm e temperatura de 30 °C durante 24 horas. Durante
o0 in6culo foram retirados nos tempos 0, 4, 8, 12 e 24 horas aliquotas para fazer a analise de
massa seca e contagem de células a fim de quantificar a quantidade de células presentes no
meio de cultura para realizacdo da inoculacdo no licor. Apos esse periodo, as células contidas
no meio sintético foram separadas por centrifugacdo a 6000 rpm durante 15 minutos e
ressuspensas em agua destilada esterilizada. A partir dos dados obtidos no inéculo, foi
calculado a massa necessaria para fornecer a concentracdo celular inicial desejada, de 3g/L ou
107 células por mililitro (LIMA, 2013). Posteriormente, a suspenséo foi adicionada ao licor

pré-hidrolisado, estando esse com o pH 5,5 previamente ajustado.
3.6.3 Condigdes de cultivo do processo fermentativo

A fermentacdo foi realizada em erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL do licor.
Foram feitas algumas retiradas do meio para andlise de massa seca, afim de verificar o
comportamento da levedura durante o processo fermentativo, e uma aliquota para quantificar
os teores de agucares e de produtos formados durante a fermentacdo através da cromatografia
liquida. Os tempos da fermentacdo estudados foram: 0, 4, 8, 12, 24, 36, 72, 96 e 120 horas. Os
erlenmeyers foram mantidos sob agitacdo de 200 rpm e temperatura de 30 °C, em agitador

rotativo shaker.
3.6.4 Determinacdo de parametros fermentativos
3.6.4.1 Fator de conversao de xilose em xilitol

AP (P —P)

Yp/s = AGEED) 2

Em que,
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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;: concentragdo inicial de xilitol (g/L)

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

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

3.6.4.2 Eficiéncia na converséo de xilose em xilitol (%)

A Eficiéncia na conversao de xilose em xilitol pode ser quantificada pela Equacao

1(06) = (PLERERE) 100 ®
Em que,

n: é a eficiéncia na conversdo de xilose em xilitol

Yp s tedrico: eficiéncia tedrica na conversdo de xilose em xilitol, que segundo Barbosa et al.

(1988) é de 0,912 g xilitol/g xilose
3.6.4.3 Porcentagem de consumo de Xilose (Y%)

i

S-S
V(o) = = !+ 100 ()

Em que,

S¢eé a concentracdo final de xilose (g/L)

S;é a concentracdo inicial de xilose (g/L)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao do material lignocelulésico

A fibra de sisal depois de seca e uniformizada foi caracterizada segundo a metodologia
descrita no topico 3.3 (Tabela 6). Os resultados foram obtidos para a fibra de sisal in natura e
para fibra apds pré-tratamento acido na melhor condicdo do planejamento experimental

fatorial, a qual foi denominada de fibra tratada.

Tabela 6: Composicdo lignoceluldsica da fibra de sisal in natura e tratada

Componente Fibra in natura (%) Fibra tratada (%)
Umidade 6,27 11,20

Extrativos 1,75 2,95
Holocelulose 80,01 62,57

Lignina 11,07 17,65
Alfacelulose 48,20 38,87
Hemicelulose 31,81 23,70

Cinzas 1,20 0,22

A fibra do sisal in natura apresentou elevado valor de holocelulose, 80,01%,
confirmando altos teores de carboidratos totais presentes na amostra. O baixo teor de
extrativos e cinzas sugere a presenca em pequena quantidade de compostos organosoluveis e
de minerais. O valor de hemicelulose pode ser considerado elevado, indicando altos teores de
xilose, devido a hemicelulose ser composta por moléculas heteropolissacarideos, sendo que 0s

mais abundantes sdo as cadeias de xilose.

Verifica-se na Tabela 6 que os valores percentuais de hemicelulose, celulose e
holocelulose diminuem apds o pré-tratamento acido, indicando a solubilizacdo destes
componentes durante a pré-hidrolise acida, dando énfase para a reducdo dos valores da
hemicelulose que indica a presenca de pentoses no licor produzido. Os percentuais de lignina,
umidade e extrativos tiveram um aumento relativamente pequeno, cerca de 5% para lignina e
umidade e 1% para extrativos. Esses aumentos podem ser justificados pelo fato da fibra ter
passado pela etapa de remocdo da fracdo hemicelulésica com o tratamento acido,

consequentemente, o teor relativo de lignina e demais componentes aumentam, ndo na mesma
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proporcao, visto que, os carboidratos apresentaram reducgdo de cerca de 20% e o aumento dos

demais ndo seguiu a mesma tendéncia.

O valor de cinzas para fibra in natura foi de 1,2% e estd de acordo com valores
encontrados na literatura. Martin et al. (2009) trabalhando com fibra de sisal obtiveram
valores que variaram de 0,8 a 1,5%, j& Dorez et al. (2014) citam que a fibra de cdnhamo
apresenta valores em torno de 0,3%, assemelhando aos valores obtidos para fibra apds o pre-

tratamento acido.

Os teores de extrativos para fibra in natura e a fibra tratada foram de 1,75% e 2,95%
respectivamente, 0s quais sdo muito proximos dos encontrados por John et al. (2008) que
trabalhando com diversas fibras naturais como reforco em compdsitos relataram valores de
3% para teores de extrativos da fibra de sisal, ja as fibras de linho apresentaram valores de
1,5% de extrativos, o que se assemelha a valores apresentados por Kim et al. (2010) em
amostras de sisal com 2%. Quando comparada com outros materiais a fibra de sisal apresenta
valores menores, como, por exemplo, a casca da laranja 4,22% (BICU, 2013), palma
forrageira 9,69% (FILHO, 2014), bagaco de caju 15,13% e bagaco de cana-de-acUcar 4,48%
(ROCHA, 2014).

O complexo celulose-hemicelulose-lignina da fibra in natura apresentou teores de
48,20; 31,81 e 11,07% respectivamente. Saha et al. (2006) utilizando palha de trigo para
producédo de etanol obtiveram valores semelhantes, 48,57; 27,70 e 8,17% para o complexo.
Fazendo uso do pré-tratamento com acido diluido eles obtiveram solubilizacdo de 92% da
hemicelulose e 47% da celulose, valores superiores aos encontrados no presente trabalho.
Rocha et al. (2014) para produgéo de xilitol a partir do licor pre-hidrolisado do bagago do
caju, utilizando acido sulfdrico diluido, observaram um aumento no teor de lignina e celulose
com remogcdo similar da fragdo hemiceluldsica. Saleh et al. (2014) utilizando oliveira como
fonte de biomassa para producéo de xilitol, empregaram o hidrolisado do pré-tratamento acido
para fermentacdo e conseguiram solubilizar menos de 50% da hemicelulose presente na
amostra durante o pré-tratamento, resultado semelhante ao da fibra de sisal. Verifica-se o
comportamento diferente da fibra de sisal comparada ao de alguns materiais, onde houve uma
maior remogdo da hemicelulose, mas a matéria-prima difere, sendo assim, a morfologia e a
estrutura do complexo lignoceluldsico pode variar seu arranjo molecular e assim o tratamento

acido obtém resultados diferentes em cada caso.
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Observa-se 0 potencial da fibra de sisal para producdo de aglcares fermentaveis
quando comparado com o bagaco da cana-de-aclcar e a palha do milho, duas das fontes de
biomassa mais utilizadas em industrias e pesquisas. Gouveia et al. (2009) trabalhando com o
bagaco de cana de acucar para validacdo de metodologia de caracteriza¢do quimica obtiveram
valores de carboidratos totais menores, tanto a celulose quanto a hemicelulose, com cerca de
8% a menos que a fibra de sisal em ambos os teores. Sarkar et al. (2012) em um trabalho
sobre producdo de bioetanol a partir depalha de milho relata valores de hemicelulose de

21,3% e celulose 46,2%, ambos menores que a fibra de sisal.
4.2 Pré-hidrolise
4.2.1 Pré-tratamento acido
No pré-tratamento acido foi utilizado um planejamento experimental fatorial 22 com
trés pontos centrais. Na Tabela 7 estdo expressos os resultados das medias das concentracdes

de xilose obtidas durante os ensaios.

Tabela 7: Matriz de planejamento experimental do pré-tratamento acido da fibra de sisal

Exp. | Concentracdo (%) | Temperatura (°C) | Xilose (g/L) | Glicose (g/L) | Furfural (g/L)
1 -1 -1 2,976 0,020 0,093
2 +1 -1 10,960 0,876 0,365
3 -1 +1 12,408 1,306 0,720
4 +1 +1 13,145 3,455 1,914
5 0 0 11,092 1,362 0,269
6 0 0 12,644 1,703 0,860
7 0 0 11,102 1,056 0,347

Segundo os dados da Tabela 7, a condi¢do onde a solubilizacdo de xilose apresentou
maior concentragdo foi a de maior concentracdo de acido sulfurico (2,5%) e maior
temperatura (120 °C) com 13,145 g/L. A Tabela 7 ndo apresenta os valores dos inibidores
acido acético e HMF devido ndo ter sido constatado a presenca de nenhum deles na anélise de
cromatografia liquida (CLAE). Realizando a analise estatistica da matriz de planejamento foi

obtido o diagrama de Pareto, Figura 23.
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Figura 23 — Diagrama de Pareto do planejamento experimental da fibra de sisal

6,503206

Verifica-se que as variaveis de entrada C (%) e T (°C) sdo estatisticamente
significativas, ou seja, influenciam para o aumento da concentracdo de xilose, porém a
interacdo entre elas ndo contribuiu significativamente para a remoc¢édo de xilose presente na

fibra de sisal. Para a analise foi considerado um intervalor de confianca de 95%.

A Tabela 8 corresponde a andlise de variancia (ANOVA) utilizada para comprovar a
significancia estatistica do modelo utilizado para concentragdo de xilose.

Tabela 8: Analise de variancia (ANOVA) para o pré-tratamento acido da fibra de sisal

Fontes de Variagdo GL SQ QM Teste F
Regresséo 3 65,88238 21,960793 1,04
Residuos 3 6,78818 2,26277

Falta de Ajuste 1 5,19266 5,19266
Erro Puro 2 1,59552 0,79776
Total 6 72,67056
%R2 90,66
Ftab = 9,28 Feal = 9,70

GL - Grau de liberdade; SQ - Soma dos quadrados; QM — Meédia quadréatica dos desvios;
Teste F — (Fcal/ Ftab)

De acordo com o valor do teste F, onde 0 Fca> Ftab 0 modelo é estatisticamente
significativo, para um nivel de confianca de 95% e coeficiente de determinacdo de 90,66%,
onde foi constatado que as variaveis independentes contribuem para 0 aumento da

concentracdo de xilose. Segundo Rodrigues e Lemma (2014) quando o0 Fcar> Ftab, OU Seja, sua
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razdo € maior que 1, a hipdtese nula é rejeitada e o modelo ¢é significativo. Dessa forma, é
possivel gerar a superficie de resposta do modelo matemético para o experimento proposto.

A Figura 24, apresenta a superficie de resposta para a variavel concentracdo de xilose,
onde é possivel observar que o teor de xilose é maximo, no intervalo estudado, quando a

concentracdo de &cido sulflrico e temperatura s&éo méaximas.

Figura 24 — Superficie de resposta para a concentracdo de xilose no pré-tratamento acido da
fibra de sisal

A reacdo do pré-tratamento pode ser descrita pelo mecanismo de hidrélise acida.
Tamanini (2004) cita que 0os mecanismos de hidrélise acida de materiais lignocelulésicos sdo
bastante complexos, visto que, a amostra e solugdo acida estdo em estados fisicos diferentes,
além de impedimentos causados pelo arranjo molecular do complexo lignocelulésico. De
forma resumida, a Figura 25 demonstra 0 mecanismo de reacdo da hidrolise acida, que se
inicia com a difusdo dos protons na matriz polimérica imida e depois ocorre a protonagdo do
oxigénio da ligacdo glicosidica (1). Posteriormente ocorre a quebra da ligacdo e geracdo de
um carbocation como intermediario (2). Em seguida, uma molécula de agua realiza um ataque
nucleofilico ao carbocétion (3) e por fim, a regeneracdo do acido (4,5) e geracdo do
mondmero de agUcar para encerrar a etapa de despolimerizacdo. De forma similar este
mecanismo pode ocorrer no interior da matriz para producédo de glicose da fracdo celulosica,

ou outro produto dependendo da posicdo da ligacdo rompida.
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Figura 25 — Mecanismo de hidrolise catalisada por &cido
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4.2.2 Pré-tratamento alcalino e basico seguido de acido

Os resultados do pré-tratamento alcalino estdo expressos na Tabela 9. O tratamento
basico tem por finalidade principal a remocdo da lignina do complexo da amostra
lignocelulosica, deixando a estrutura da hemicelulose e celulose mais exposta para um
posterior ataque acido ou enzimatico.

Tabela 9: ConcentracGes de aglcares e inibidores nos licores do pré-tratamento alcalino

Exp. Temperatura Concentracéo Xilose Glicose Ac. Acético
(°C) (%) (g/L) (9/L) (9/L)
1 90 4 0 0 3,1
2 120 4 0,006 0,003 51

Verifica-se que em ambas as condi¢des ndo houve remocdo de carboidratos, apenas
solubilizacdo de grupos acetil da hemicelulose e lignina para formacéo do acido acético em
grande quantidade. Além destes grupos € provavel a degradacdo de outros componentes

hemiceluldsicos para formagdo do acido acético. Cruz et al. (2000) trabalhando com
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fermentacgdo de residuos agricolas para producdo de xilitol observaram a formacgéo de acido
acético apos o pré-tratamento, proveniente de grupos acetil da fragdo hemicelulésica. Assim
como também constatado por Wang et al. (2015) que apds o tratamento basico uma grande

quantidade de acido aceético presente no licor hidrolisado.

Os residuos solidos obtidos depois do tratamento alcalino foram filtrados, lavados com
agua destilada e secos em estufa na temperatura de 60 °C. Depois desse procedimento 0s
mesmos foram submetidos a um pré-tratamento com acido sulfarico, na melhor condicdo do
planejamento do item 4.2.1, que foi 2,5% de H,S0, e 120 °C de temperatura (Tabela 10).

Tabela 10: Tratamento basico seguido de cido para a fibra de sisal

Exp. Temperatura Concentracédo Xilose Glicose Ac. Acético
(°C) (%) (9/L) (9/L) (9/L)
1 120 2,5 3,3 4,0 0,01
2 120 2,5 1,7 3,0 0,002

Observa-se que os teores de xilose obtidos durante o tratamento béasico seguido de
acido sdo inferiores aos encontrados para o pré-tratamento acido individualmente. Tanto na
condicdo 1 quanto na 2 os valores ndo ultrapassaram 3,3 g/L de xilose, enquanto a pré-
hidrolise &cida apresentou valores de 13,145 g/L de xilose. Diferente do tratamento alcalino,
nesta segunda etapa ndo houve formacdo de acido acético ou qualquer outro inibidor da
fermentacdo, mas provocou a quebra de ligacbes glicosidicas e formagdo de glicose no licor
hidrolisado. Dessa forma, o pré-tratamento mais vantajoso nas condi¢des do presente trabalho

foi o pré-tratamento &cido na concentracao de 2,5% e temperatura de 120 °C.

4.3 Determinacao da cristalinidade por DRX

Para comprovar a eficiéncia dos tratamentos, a amostra in natura e a melhor condi¢do
do pré-tratamento &cido foram caracterizados atraves de varias técnicas, dentre elas a difragdo
de raios-x. As Figuras 26 e 27 demonstram os difratogramas obtidos para a amostra in natura
e a fibra tratada respectivamente. Segundo Krishnan et al. (2015) em materiais
lignocelulbsicos a caracteristica cristalina € derivada principalmente da celulose tipo 1. Os
outros constituintes da amostra sdo de natureza amorfa. O ataque de reagentes acidos ou
alcalinos, durante os tratamentos atingem principalmente a celulose tipo Il e os demais

componentes que possuem ligacdes intermoleculares mais fracas.
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Figura 26 — DRX da fibra de sisal in natura
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Figura 27 — DRX da fibra de sisal tratada
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Os picos encontrados nos difratogramas da fibra de sisal, foram indexados segundo a
ficha icdd 00-060-1502, sendo catalogada como P-celulose. Nas duas amostras foi possivel
observar a presenca de 3 picos, onde 0 pico na regido de 20 = 22° é o de maior intensidade.
Assim como dito antes, fica ratificado que os demais componentes do sisal possuem
caracteristicas amorfas, somente a celulose o confere propriedades de material cristalino. As
regibes mais amorfas sdo mais suscetiveis a ataques de reagentes ou adsorcdo de agua
(WANG, 2011).

A Figura 26 apresenta a amostra de sisal in natura, a qual é evidente a pouca

cristalinidade da amostra, onde a presenca dos componentes amorfos dificulta a visualizacdo
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dos picos caracteristicos da celulose além de um background elevado. Na Figura 27 o
difratograma da amostra ap6s o tratamento acido mostrou um pico, 26 = 22,53°, de maior
intensidade e relativa cristalinidade. De acordo com Lengowski et al. (2013) a regido amorfa e
o pico cristalino ficam situados entre os angulos 18°<260<19° e 22°<260<23° respectivamente.
Sobrepondo os difratogramas, Figura 28, fica nitido a diferenca na cristalinidade apds o pré-
tratamento. Os picos localizados na regido de 18° e 22° estdo mais expostos, evidenciando a
remocao de componentes amorfos. A presenca ou auséncia de componentes como lignina e

hemicelulose influencia diretamente na cristalinidade do material.

Figura 28 — Difratograma da fibra de sisal in natura (FN) e apds o tratamento &cido (FA)
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A Tabela 11 expressa o indice de cristalinidade da fibra de sisal. Verifica-se um
aumento da cristalinidade 33,61% depois do tratamento acido. Segundo Mahecha et al. (2015)
pode ser explicado pela remogéo de compostos amorfos, tais como celulose, hemicelulose e
lignina. O indice de cristalinidade esta relacionado ao grande nimero de ligagdes moleculares
secundarias que existem nas regides cristalinas e o nivel de compactacdo nestas regides. Ao
realizar o tratamento acido houve a remocdo de componentes hemiceluldsicos, e a celulose
cristalina ficou mais exposta e consequentimente aumentando a cristalinidade da amostra.
Wei et al. (2016) no estudo de compositos derivados de fibra de sisal, também observaram
para a amostra in natura indices proximos de 50%, e ao realizar tratamento alcalino a fibra de
sisal aumentou sua cristalinidade aproximadamente 30%, com valores similares aos

apresentados nesse estudo, porém usando um pré-tratamento distinto.



55

Tabela 11: Cristalinidade da fibra de sisal in natura e tratada

Amostra Indice de Cristalinidade
FN 44,89 %
FT 78,50 %

4.4 Andlise morfoldgica da fibra de sisal (MEV)

Com auxilio da microscopia eletrnica de varredura € possivel constatar a alteracdo
morfolégica sofrida pela fibra de sisal depois do pré-tratamento. As figuras foram ampliadas:
500x, 1000x e 2000x. A Figura 29 demonstra as micrografias da estrutura da fibra de sisal in
natura e ap0Os o pré-tratamento acido. Na amostra in natura, Figura 29 (a,c,e) observa-se 0s
feixes de microfibrilas individuais entrelagados com o complexo lignina e hemicelulose. A
parte fibrosa tem um aspecto de ser recoberto por um material maci¢o, provavelmente
extrativos e uma camada de células de parénquima distribuidas ao longo de toda a fibra. De
maneira muito similar, Krishnan et al. (2015) durante o estudo da fibra de sisal como refor¢o
em polimeros, verificaram que amostras de fibra de sisal bruto eram compostas por fibras
individuais ligadas entre si por materiais de cimentagdo como lignina, hemicelulose, cera e

0leos.

Figura 29 — Micrografias da fibra de sisal: in natura (a,c,e) e tratada (b,d,f)
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Na Figura 29 (b,d,f), verifica-se que apds o pré-tratamento com acido sulfurico diluido
2,5%, que a camada mais externa das fibras foi removida, além de clivar a estrutura mais
complexa antes existente, tornando visivel a estrutura fibrilar celulésica. Segundo Lacerda et
al. (2013) a partir da reducdo gradual nos tamanhos das fibras justifica a quebra das ligacdes
glicosidicas da celulose, na qual ficaria composta por unidades mais pequenas e mais
suscetivel a uma posterior hidrolise. Também é possivel verificar a remogdo dos complexos
hemicelulésicos que entrelagavam o material fibroso anteriormente e assim confirmando a
eficacia do pre-tratamento &cido, onde alterou a estrutura lignocelulésica através da remogao

parcial da hemicelulose.

4.5. Analise Termogravimétrica

As informagGes obtidas a partir das curvas termogravimétricas da fibra de sisal in
natura, tratada e de seus constituintes em atmosfera de nitrogénio estdo resumidas na Tabela
12.
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Tabela 12: Dados das curvas TG da fibra de sisal in natura, tratada e seus constituintes em
atmosfera de nitrogénio

Amostras Etapas de perda de massa
Temperatura/  Massa = Temperatura/ Massa  Temperatura/ =~ Massa  Temperatur =~ Massa

°C 1% °C 1% °C 1% a/°C 1%
Natura 28-105 9.85 133 -365 64.44  365-523 2249 523 -897 1.56
Tratada 31-105 5.79 120-318 43.78 318487 2293  487-899 12.71
Holocelulose 31 - 105 7.85 200 - 301 16.68 301 -380 50.92  380-900 17.04
Celulose 31-105 10.42 195-376 64.48 376 -900 18.71
Lignina 28-105 8.30 166 — 481 3530  481-900 22.92

Verifica-se que as curvas TG da fibra de sisal in natura e tratada apresentaram quatro
etapas perdas de massa. A curva termogravimétrica da fibra de sisal in natura (Figura 30)
apresentou primeira etapa de perda de massa no intervalo de temperatura de 28 — 105,50 °C,
atribuivel a desidratacdo de agua adsorvida tanto intermolecular quanto intramolecular
(MARTINS, 2003). A segunda perda de massa foi um processo mais rapido que ocorreu entre
132,85 — 364,88 °C e apresentou perda de massa de 64,44%. Esta etapa pode ser atribuida a
despolimerizacdo da hemicelulose e clivagem de ligacBes glicosidicas da celulose, ou seja,
além das pentoses presentes nessa regido ha também a degradacdo de celulose mais amorfa,
dessa forma ao analisar a segunda etapa considera-se também a presenca de celulose. A
terceira etapa ocorreu no intervalo de 364,88 — 523,17 °C e foi atribuida a decomposigdo da a-
celulose, com perda de massa de 22,48%. A degradacdo da celulose ocorre em temperaturas
mais elevadas quando comparada com a hemicelulose. A Ultima etapa de perda de massa
ocorreu entre 523,17 — 896,92 °C sendo um processo mais lento, devido se tratar da
condensacdo da lignina e a formacdo de compostos aromaticos (MARTIN, 2010), apresentou

perda de massa de 1,56%, restando 1,665% de cinzas.

Figura 30 — Curva TG da fibra de sisal in natura em atmosfera de nitrogénio
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A curva TG da fibra de sisal ap6s o pré-tratamento acido (FT), Figura 31, apresentou
mesmo numero de etapas de perda de massa quando comparada a amostra in natura (Figura
32). A primeira etapa ocorreu no intervalo de temperatura de 31,39 — 105,50 °C e foi atribuida
a desidratacdo, com perda de massa de 5,79%. A segunda etapa foi associada ao objetivo
principal de realizar o pre-tratamento cido, que é a remocéo da hemicelulose. O meio acido
interage com os polissacarideos, especialmente a hemicelulose (xilose, arabinose, entre
outros), que sdo mais faceis de ser hidrolisados do que a celulose (CARDONA, 2010).
Comprova-se a eficicia do tratamento acido quando comparado a segunda etapa de perda
massa da amostra in natura, pois ocorreu perda de massa de 43,78 % no intervalo de
temperatura de 120,32 °C a 317,95 °C, sendo 21% menor que a amostra in natura. A terceira
etapa ocorreu entre 317,95-487,16 °C com perda de massa de 22,93% e foi praticamente igual
ao da amostra in natura, indicando que o ataque A&cido do pré-tratamento atingiu
principalmente a hemicelulose. Por fim, a Gltima etapa de perda de massa ocorreu de 487,16 a
898,46 °C, referente a carbonizacdo da lignina com perda de massa de 12,71% e restou
14,787%.

Figura 31 — Curva TG da fibra de sisal tratada em atmosfera de nitrogénio
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Figura 32 —Curvas TG da fibra de sisal in natura e tratada
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Em relacdo aos constituintes da fibra do sisal a perda de massa inicial ocorreu no
intervalo de temperatura de 26 a 106 °C, associada a evaporacdao da dgua adsorvida. Nestes
casos, ocorre uma perda de 7,85% para holocelulose; 10,41% para alfacelulose e 8,30% para

lignina (Figura 33).

Figura 33 — Curvas TG dos constituintes da fibra de sisal em atmosfera de nitrogénio
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Durante a obtencdo da holocelulose ocorreu degradacdo oxidativa do material que
desarranja a matriz lignoceluldsica. Na curva TG da holocelulose verificou-se a primeira
perda de massa referente a desidratacdo; a segunda etapa ocorreu no intervalo de temperatura
maior do que a amostra in natura (200,28 — 300,87 °C) com perda de massa de 16,68 %,
referente a decomposicgédo da hemicelulose e a terceira etapa ocorreu entre 300,87 — 380,02 °C
com perda de massa de 50,92%. Essas duas Ultimas etapas de perda de massa, diferente das
outras amostras, ocorreram em intervalo maior de temperatura. Isto sugere que a remocéo e a
desorganizacdo da matriz aumentou a razdo de decomposicao, cujo percentual total de perda
nessas etapas foi de 67,60% (SHARKAR, 2012). Durante a Ultima etapa, referente ao
processo de carbonizacdo, ocorreu perda de massa de 17,04% até a temperatura de 900 °C.

A a-celulose é o componente majoritario da celulose, ao analisar a curva TG da
mesma observaram-se trés etapas de perda de massa. Uma etapa a menos do que a fibra in
natura, a fibra tratada e a holocelulose, devido a falta da hemicelulose na estrutura. A segunda
etapa ocorreu de forma rapida no intervalo de temperatura de 194,72 — 375,90°C com perda
massa de 64,48%. O intervalo de despolimerizac¢do da a-celulose tem inicio na temperatura de
decomposicdo da hemicelulose, corroborando que na perda de massa da amostra in natura e
nas demais, os componentes da hemicelulose estdo presentes junto com a celulose, a qual
inicia decomposi¢do na metade do intervalo de temperatura da hemicelulose e finaliza em
temperaturas mais elevadas.

A curva TG da lignina apresenta decomposicdo lenta, com baixa perda de massa. A
lignina é considerada estabilizador térmico da celulose contra oxidacdo térmica, possuindo
uma estrutura complexa. A lignina decompde-se lentamente, o que indica a ocorréncia de
varias reacOes simultaneas. Na amostra de lignina proveniente da fibra de sisal verificaram-se
trés etapas de perda de massa: a primeira etapa foi referente a desidratacdo; a segunda que
correu no intervalo de 165,9 — 481,21 °C foi atribuida a condensagéo de grupos fendlicos em
atmosfera inerte, com perda de massa de 35,3%. A lignina € o componente de maior residuo
de cinzas, restando 32,50% ao final da terceira etapa de carbonizacdo, que ocorreu entre
481,21 — 900,03 °C. Ferdosian et al. (2016) no estudo de decomposicdo de ligninas de varias
biomassas, obtiveram residuos finais que variaram entre 20 e 35 %, similarmente ao da fibra
de sisal. Segundo Guerrero et al. (2014) em estudo das propriedades térmicas dos
componentes da fibra de sisal in natura e depois de lavada, o valor do teor de carvao final
varia de acordo com a composic¢do da lignina e a baixa presenca de grupo metoxi gera uma

maior quantidade de cinzas ao final do processo.
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Milanese et al. (2012) durante o estudo térmico da fibra de sisal e de compostos
aromaticos verificaram através de curvas TG a decomposicdo de seus constituintes em
intervalos de temperatura bem similares: a desidratacdo em torno de 110 °C, a
despolimerizacdo da hemicelulose e celulose finalizando em 350 °C e o residuo final, que
seria a volatizacdo da lignina em 800 °C, porém as cinzas de suas amostras apresentaram
valores maiores que a fibra de sisal deste trabalho, com cerca de 20% para a amostra in
natura, indicando a baixa presenca de grupos metoxi. As curvas TG da fibra de sisal in natura
apresentaram trés etapas de perda de massa, assim como observado por Santos et al. (2015) e
Wei et al. (2014) em trabalhos com fibra de sisal, porém utilizaram fluxo de 50 mL.min e
razdo de aquecimento de 20 °Cmin™ respectivamente, diferenciando do presente trabalho,
onde as condicBes adotadas possibilitaram uma maior resolucdo e separacdo das etapas de

perda de massa.

4.6 Espectroscopia de Absor¢éo na Regido do Infravermelho (1V)

Os espectros de infravermelho para as amostras de fibra de sisal in natura (FN) e apés
0 pré-tratamento &cido (FT) sdo mostrados na Figura 35. A partir da analise das diferencgas
entre os espectros é possivel determinar a eficiéncia do tratamento quimico na amostra de
fibra de sisal. Cada composto do complexo lignoceluldsico apresenta caracteristicas e regides
especificas no infravermelho. Na amostra in natura destaca-se a banda situada na regido de
1740 cm™, que pode ser atribuido a estiramento de ligagbes C=0, presentes nas ligacdes éster
e/ou em acidos carboxilos da fracdo hemiceluldsica (Kabir, 2013). Além de xilose e arabinose
como componentes principais, a hemicelulose € composta também por unidades basicas de
acidos urdnicos (4-o-metil-glucurénico, acido galacturénico, e acido D-glucurdnico), além de
grupos acetil. As ligacOes ésteres surgem entre agucares oxidados ou acidos urénicos na
hemicelulose e entre fendis na lignina (REN, 2016; VO, 2016), a Figura 34 demonstra o &cido
4-o-metil-glucurdnico ligado a uma cadeia de xilana. A banda em 1249 cm™ é caracteristica
de grupos acetil presentes na lignina (ZHOU, 2014). Observa-se que depois do tratamento
acido a ndo visualizacdo dessas duas bandas, indica a remocao parcial de componentes da
hemicelulose pelo pré-tratamento acido. Os grupos acetil que também estdo presentes na
hemicelulose, em menor quantidade, foram removidos, e a auséncia dessas bandas
caracterizam a eficacia do tratamento acido utilizado. Fato este, também confirmado por

Barreto et al. (2011) e Fiore et al. (2016), onde ambos trabalhando com fibra de sisal
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observaram a presenca dessas mesmas bandas na amostra in natura e apds o uso do pré-
tratamento bésico e &cido, respectivamente, ocorreu o desaparecimento destas bandas e

indicacdo da remocdo de componentes da hemicelulose e lignina em suas amostras.

Figura 34— Representacdo do &cido 4-o-metil-glucurdnico ligado em uma cadeia de xilana
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Fonte — Adaptada de Li et al. (2011)

Figura 35 — Infravermelho da fibra de sisal in natura e tratada
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Os principais grupos funcionais presentes nos espectros de infravermelho analisados
estéo representados na Tabela 13, onde relata a vibracdo corresponde a banda e seu respectivo

comprimento de onda.

Tabela 13: Bandas de transmitancia do infravermelho para a fibra de sisal

Atribuicdo do grupo funcional Comp. de onda (cm™) Referéncia
Vibracdo de estiramento -OH da 3300-3500 Barreto et al. (2011)
celulose

Estiramentos simétricos e 2900 Santos et al. (2013)
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assimétricos de grupos CH>

Ligacédo glicosidica entre 1052 Kozarski et al. (2011)
mondmeros de acgucares, e bandas

de estiramento de C-O e C-C

Vibracdo de estiramento C-O de 1249 Fiore et al. (2016)
grupos acetil na lignina

Vibracdo de estiramento C-O-C do 1124 Fiore et al. (2016)
anel piranose em polissacaridos

Deformacdo axial de ligagbes C-H 1430 Zhau et al. (2014)

da celulose cristalina

Estiramento de ligagbes C=0O da 1742 Kabir, (2013)
hemicelulose

Agua adsorvida na fibra, vibracio 1645 Zhau et al. (2014), Ferreira

da ligacdo C=C em moléculas

aromaticas na lignina

et al. (2015)

4.7 Fermentacéao

4.7.1 Curvas de crescimento da Candida guilliermondii CCT 1516 em meio sintético

A Candida guilliermondii CCT 1516 teve um desenvolvimento satisfatorio em meio

sintético, onde chegou a obter uma densidade celular maxima de 1,85x108 células.mL™ no

tempo de 60 horas. Observa-se na Figura 36.a que a fase de decaimento celular comegou a

partir das 72 horas de crescimento microbiano, de acordo com a Figura 36.b, de crescimento

através de massa seca onde esta fase de decaimento inicia a partir das 72 horas.
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Figura 36 — Curvas de crescimento da Candida guilliermondii em meio sintético, representada
em densidade celular (a) e massa seca (b).
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Verifica-se na Figura 36.b que o microrganismo apresentou quase todas as fases de
crescimento descritas por Borzani (2001), com excecdo da fase 1, que é caracterizada pelo
periodo de adaptacdo do microrganismo ao meio, onde nao ocorre a reproducdo do mesmo no
meio. N&o foi possivel constatar essa fase devido a concrntragdo do microrganismo inicial de
inoculacdo ja ndo necessita de fase de adaptacdo. As demais fases sdo todas observadas: fase
2 — fase de transicdo, onde 0s microrganismos comecam a se reproduzir; fase 3 ou “log” —
crescimento exponencial, cuja velocidade especifica de crescimento € constante e maxima;
fase 4 - fase de crescimento linear, onde a velocidade de crescimento decai devido a reducéo
no transporte de nutrientes no meio para as células; fase 5 — fase de desaceleracdo, a qual €
caracterizada pela diminuig@o do crescimento causada principalmente pela falta de nutrientes
e presenca de inibidores; fase 6 — fase estacionaria, onde as células atingem concentracdo
méaxima e ocorre um equilibrio entre a taxa de crescimento e de morte celular; fase 7 — fase de

declinio, onde a taxa de células mortas e maior que a geracao de outras novas.

A partir da Figura 36 é possivel constatar que o tempo ideal para realizagdo do indculo
sdo 24 horas, onde seria 0 momento ideal do microrganismo, que atinge a densidade celular
de 107 células.mL™ e uma massa de 3 g/L. Mateo et al. (2014) no estudo da Candida
guilliermondii para producdo de xilitol observaram comportamento similar do microrganismo,
porém o meio de crescimento utilizado foi o licor da pré-hidrolise acida de residuos de
oliveira. A levedura atingiu concentracdo celular de 3,0 g/L entre os tempos de 20 e 30 horas
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em diferentes meios de cultivos (concentrado, com adi¢do nutrientes e sem tratamento) e

concentracdo maxima de biomassa em 72 horas de cultivo.
4.7.2 Bioconversdo de xilose em xilitol

O processo de producdo de xilitol pode ser resumido de acordo com a Figura 37, que
representa o esquema de producdo de xilitol desde a solubilizagdo da xilana na fracéo

hemiceluldsica durante a pré-hidrolise, até a fermentacéo alcodlica.

Figura 37 — Diagrama da producao de xilitol.
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Fonte — Adaptada de Albuquerque et al. (2014)

A partir da definicdo da melhor condicdo da pré-hidrolise, que foi utilizando acido
sulfurico 2,5% e temperatura 120 °C, esta foi repetida para producgéo do licor hidrolisado em
uma maior quantidade. Ao final do processo o pH do mesmo foi ajustado para 5,5 para
posterior fermentagdo. Inicialmente ao final da pré-hidrolise &cida o pH do licor era 0,5 e 0
mesmo foi ajustado para 5,5 utilizando hidréxido de célcio. Posteriormente foi determinada a

composicao do licor através de CLAE e os resultados estdo expressos na Tabela 14.
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Tabela 14: Concentracdo de agUcares e inibidores do licor pre-hidrolisado da fibra de sisal

Amostra Glicose Xilose Ac. Acético HMF Furfural
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (g/L)
Fibra de sisal 4,617 12,290 5,858 0,1 0,833

Verifica-se na Tabela 14 que a concentracdo de xilose obtida depois da ampliacdo da
escala é muito proxima da alcangada durante o planejamento experimental do pré-tratamento
4cido, com 12,290 g/L. E possivel observar a presenca de glicose em uma quantidade
significante, 4,617 g/L, e também a presenca de inibidores, dos quais o0 HMF e furfural estdo
em concentracdes aceitaveis para a fermentacdo, porém o &cido acético excedeu o valor

maximo sugerido de 3,0 g/L.

Como o metabolismo do microrganismo utilizado sintetiza a xilose para produzir o
xilitol, é clara a vantagem de se utilizar o hidrolisado do pré-tratamento, que estad em
empregar acidos diluidos e temperaturas brandas, onde o tempo de reacdo e o desgaste
ambiental sdo menores, evitando uma etapa subsequente, que seria a hidrolise &cida ou
enzimatica. Ao analisar os resultados dos acUcares solubilizados durante este processo,
verifica-se um alto teor de xilose, onde somente com o pré-tratamento foi possivel obter um

licor rico em agUcares, demonstrando assim a eficicia do método e da matéria prima utilizada.

Ao longodo planejamento experimental utilizado, ndo houve a producdo de acido
acetico nas amostras. O planejamento apresentado foi trabalhado em pequenas quantidades,
mas quando selecionada a melhor condi¢cdo e ampliada a escala de producgdo, houve uma
degradacdo maior da hemicelulose e seus respectivos grupos acetil, gerando &cido acético no
meio fermentativo, de maneira semelhante constatada por Mood et al. (2013), no trabalho de
producdo de etanol a partir de biomassas lignocelul6sicas, que observaram a grande formacéo

de &cido acético depois pré-tratamento com acido sulfurico diluido, a temperatura elevadas.

Durante o in6culo do microrganismo foi analisado o crescimento microbiano através
de densidade celular e massa seca, Figura 38, na qual é possivel observar que ao final do
indculo a concentragdo celular foi aproximadamente 3 g/L e densidade celular de 10’
células.mL™. Realizou-se os célculos de acordo com o volume de licor utilizado, e as
leveduras foram transferidas de maneira asséptica para o licor pré-hidrolisado utilizado na
fermentacdo, Figura 39.
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Figura 38 — Crescimento do microrganismo em meio sintético, (a) densidade celular e (b)
massa seca

9x10 4
8x10"

7x10" 25

6x10"

5x107 2,04

Células.mL”

4x107 4

Biomassa (g/L)

3x10" A

2x10" {u - 1.04

1x107 L7 T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tempo (horas) Tempo (horas)

@ (0

Figura 39 — Transferéncia da suspensdo celular centrifugada para o licor hidrolisado

A Figura 40 mostra o consumo de xilose e a producéo de xilitol em um cultivo de 120
horas no licor hidrolisado da fibra, utilizando a levedura Candida guilliermondii CCT 1516.
Observa-se que nas primeiras 8 horas de fermentacdo houve somente consumo de substrato.
No tempo de 24 horas quando a concentragdo de xilose diminui cerca de 6 g/L é perceptivel a
producdo de xilitol, com 1,8g/L. Analisando o grafico de crescimento celular, Figura 39.b,
observa-se que enquanto as celulas continuam crescendo ocorre um aumento na producéo de
xilitol. A producdo de xilitol € maxima no tempo de 96 horas com um valor de 3,154 g/L. De
maneira linear a medida que a xilose vai sendo consumida aumenta a producéo de xilitol. No
ultimo ponto do procedimento observa-se uma queda no valor do xilitol juntamente com o

comeco da fase de morte celular, mesmo com a presenca de mais de 2 g/L de xilose no meio.
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Figura 40 — (a) Perfil da fermentacdo, com consumo de Xilose e acido acético e formacéao de
xilitol no pré-hidrolisado da fibra de sisal (b) crescimento celular (g/L) da Candida
guilliermondii CCT 1516 no licor hidrolisado da fibra durante a fermentacao.
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Segundo Soleimani et al. (2014), 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, responsavel por catalisar reacfes de oxirredugao.
Esta converséo requer a presenca de uma quantidade limitante de oxigénio no sistema, que se
denomina condi¢do semi-aerdbica. No entanto, em condi¢Bes onde ocorre um excesso de
oxigénio e um aumento na razdo NAD*/NADH causa a oxidagdo do xilitol e formacdo de
xilulose, que posteriormente é convertida em uma pentose fosfato a fim de gerar energia para

0 metabolismo celular.

De forma mais detalhada essa reacdo é descrita por Albuquerque et al. (2014). Na
gual relatam que alguns microrganismos podem produzir Xxilitol como um metabdlito
intermediario durante o metabolismo da xilose. A Xilose redutase (XR) é uma enzima
dependente de NAD(P)H e a xilitol desidrogenase (XDH) requer NAD*, onde a conversdo em
xilitol pode ocorrer em dois passos. A primeira etapa de reducdo, onde a xilose € reduzida
para Xilitol através da coenzima NAD(P)H e, posteriormente, este metabolito é oxidado para
xilulose por NAD", com estas duas reages sendo consideradas limitantes para a
metabolizacdo de xilose e producdo de xilitol. Especificamente para o género Candida a
quantidade de oxigénio no meio é de fundamental importancia na razdio NAD*/NADH, e
consequente producédo de xilitol. A utilizagdo de NAD*/NADH ou NADP*/NADPH depende
do tipo de xilose redutase e xilitol desidrogenase (CHEN, 2010).
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O licor proveniente da fibra de sisal possuia niveis de &cido acético acima dos
permitidos, cerca de 5,86 g/L. Ao analisar a Figura 39.a, observa-se que a quantidade de &cido
acetico diminui com o decorrer do tempo, chegando a concentracdes de 0,9 g/L. Um ponto
interessante a ser discutido durante o processo fermentativo é a presenca de inibidores,
principalmente HMF, furfural e acido acético. No licor hidrolisado utilizado no presente
trabalho os niveis de HMF e furfural estavam dentro dos niveis inibitorios, que segundo
Mussato e Roberto (2004) séo de 2 g/L para ambos. Nos hidrolisados hemicelul6sicos cuja
presenca de acido acético exceda os niveis limites para fermentacdo, fica comprometida a
conversdo para o produto final. Segundo Sarrouh et al. (2009) o efeito inibitdrio desse acido
esta relacionado ao pH, pois quando o 4cido acético se encontra na forma nédo dissociada ele é
capaz de difundir-se através da membrada celular, atingindo o citoplasma e, ao adentrar no
interior das células com niveis de pH mais elevados, ele dissocia-se diminuindo o pH
intracelular, provocando a morte do microrganismo. Albuquerque et al. (2015) citam que em
concentragcfes de &cido acético acima de 3,0 g/L as fermentacdes tiveram efeitos negativos,

ocorrendo uma inibicdo severa ao microrganismo.

4.7.3 Determinagdo de parametros fermentativos

A concentracdo de xilitol e os pardmetros fermentativos para o pré-hidrolisado da fibra
de sisal sdo mostrados na Tabela 15.

Tabela 15: Concentracdo maxima de xilitol e os parametros fermentativos do licor hidrolisado
da fibra de sisal

Amostra Pmax(g/l‘) Y (%) YP/S n(%)

Hidrolisado da fibra de sisal 3,154 82,28 0,32 35,00

O fator de conversdo xilose a xilitol no momento onde a producéo foi maxima é de
0,32 g/g e eficiéncia de conversdo de xilose em xilitol de aproximadamente 35,00 %. Barbosa
et al. (1988) citam um rendimento tedrico de 0,912 mol de xilitol para cada mol de D-xilose

utilizado, empregando a Candida guilliermondii, segundo a reacdo abaixo.
60 CsH,oOs + 12 ADP + 12 Pi + 12H,0 + 30, — 54 CsH,,05 + 12ATP + 30C0,

Tendo como referéncia o rendimento tedrico descrito, a produgdo do presente trabalho
ndo foi elevada, porém tem-se que ressaltar, assim como discutido anteriormente, a influéncia

dos inibidores durante o processo fermentativo, nesse caso, 0 &cido acético. Houve um
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consumo de quase 5,0 g/L durante a fermentacdo, indicando que o &cido interagiu com o
microrganismo de forma a diminuir a conversdo de xilose em xilitol, visto que, os demais
inibidores presentes estavam em quantidades aceitaveis. De mesmo modo, Castro et al. (2012)
durante a producéo de xilitol a partir do hidrolisado do eucalipto, verificaram que a Candida
guilliermondii conseguiu metabolizar cerca de 5,0 g/L de &cido acético durante a fermentacéo,
provocando efeitos negativos na conversdo. Na Tabela 16 estdo resumidos alguns trabalhos de

producdo de xilitol a partir de biomassas lignocelulésicas.

Tabela 16: Producdo de xilitol a partir de diferentes biomassas

Matéria-prima H,S0, Rend. em Microrganismo Referéncia
produto (g/g)

Casca de soja 1,4% 0,34 C. guilliermondii Schirmer-Michel et
al. (2008)

Farelo de cevada 3% 0,33 D. hansenii Cruz et al. (2000)

Sabugo de milho 2% 0,26 D. hansenii Cruz et al. (2000)

Folhas de milho 3% 0,36 D. hansenii Cruz et al. (2000)

Bagaco do caju 0,6 mol.L? 0,32 K. marxianus Albuquerque et. al
(2015)

Eucalipto 0,35 % 0,40 C. guilliermondii Canilha et al
(2004)

Bagaco de cana- 100 mg/g 0,31 C. guilliermondii Branco et al

de-acucar (2007)

De modo geral, todas as pesquisas citadas na Tabela 16 obtiveram resultados que
tiveram influéncia direta de compostos inibitorios presentes em seus respectivos licores
hidrolisados. Schirmer-Michel (2008) utilizando a Candida guilliermondii no hidrolisado da
casca de soja, obtiveram um rendimento e comportamento que apresentou padrdes similares
ao do presente estudo, com um rendimento de 0,34 g/g, causado pelo acumulo de inibires,
dentre eles o &cido acético e glicerol. Ainda segundo o mesmo autor, foi constatado que
depois da producdo maxima de xilitol houve um decréscimo na concentracao xilitol no meio,
a partir das 48 horas, o qual foi averiguado o consumo do proprio xilitol como fonte de
carbono. De forma semelhante Cruz et al. (2000) trabalhando com hidrolisados de farelo de
cevada e espigas de milho para producdo de xilitol, obtiveram um rendimento de 0,33 g/g e

0,26 g/g respectivamente. Sendo que a eficiéncia da fibra de sisal foi superior a maioria das
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pesquisas exibidas, mesmo apresentando comportamento similar em relacéo a interagdo com
os inibidores.

Outro fator que pode ter influenciado diretamente o rendimento obtido, foi a formacéo
de etanol durante o processo fermentativo, assim como demonstrado na Figura 41 para o
hidrolisado da fibra de sisal.

Figura 41 — Producéo de etanol pela Candida guilliermondii

3,54

3.0 L

2,54

g/l)

s

2,04

1,54 \A

Etanol (

0,54

004 a—

T T T
0 20 40 60 80 100 120

I'empo (horas)

Verifica-se na Figura 41 que a producdo de etanol inicia-se a partir das 24 horas de
fermentacdo, de maneira similar ao que ocorreu com o xilitol, onde durantes as primeiras 8
horas houve somente consumo de substrato. No tempo de 24 horas a concentracdo de etanol
era de 2,6 g/L, diferentemente do xilitol, que no mesmo periodo era de 1,8 g/L. A producéo
de etanol foi maxima no tempo de 72 horas com 3,12 g/L, depois desse periodo ocorre um
decréscimo na concentracdo de etanol. Indicando a falta de fontes de carbono no meio e
consequente consumo do etanol no metabolismo celular. Segundo Parajo et al. (1998) o
metabolismo de xilose em leveduras produz diversos produtos como diéxido de carbono,
acido acético, etanol e xilitol. Os fatores de rendimento em produto sdo dependentes da
regulacdo do fluxo de carbono através das rotas metabolicas. Dessa forma, quando a
concentracdo de xilose diminui a niveis muito baixos a levedura recorre a outras fontes de
carbono, como o acido acético e o préprio xilitol ou etanol.

A concentracdo de glicose durante todo processo fermentativo teve uma variacdo de
aproximadamente 1,5g/L, porém a concentracdo da mesma sofreu variacbes mais
significativas posteriormente a formacgéo de etanol. Dessa forma, a fonte de carbono para a
producdo desta quantidade de etanol ndo seria a glicose. De acordo com Albuquerque et al.

(2014) o xilitol € um composto intermediario no metabolismo de grande parte das leveduras,
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podendo ser metabolizado e convertido em etanol de acordo com 0 microrganismo e as

condigdes do meio durante a fermentagéo, assim como pode ser observado na Figura 42.

Figura 42 — Esquema simplificado do metabolismo da xilose em leveduras
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A conversao destacada pela Figura 42 pode ser estimulada de acordo com niveis dos
outros acUcares presentes. Segundo Walther et al. (2001) as concentracdes de acucares
monoméricos no licor hidrolisado utilizado como meio fermentativo podem causar estresse
osmotico, de forma a inibir a geracdo da enzima xilose redutase ou levar a producéo de etanol
pela levedura em concentracdes intoleraveis, além de afetar a cinética das enzimas presentes.
Albuquerque et al. (2015) relataram que para a producdo de xilitol utilizando hidrolisados
hemicelulésicos, o processo pode ser afetado pela concentracdo de agucares no meio de
fermentagdo, pela propor¢do em que ocorrem, além de inibidores presentes. Realizando testes
com leveduras do género Candida, cultivada em meio sintético contendo varias proporcdes de
concentracdo glicose/xilose, verificou que a glicose inibiu intensamente a producao de xilitol
a partir da razdo de 1/3, ou seja, utilizando 60 g/L de xilose no meio fermentativo, a formagéo
de xilitol foi prejudicada nos ensaios que as concentracOes de glicose ultrapassaram 20 g/L.
No hidrolisado da fibra de sisal utilizado neste trabalho também possuia a razdo 1/3 de
glicose/xilose, podendo ter sofrido algum tipo de estresse durante o processo fermentativo.

Em ambos os produtos gerados durante o processo fermentativo, xilitol e etanol,

depois que a producdo atingiu uma concentracdo méaxima houve consumo dos mesmo como
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fontes de carbono para o metabolismo celular. Esse fato ocorreu no momento onde a
quantidade de xilose correspondia a cerca de 18% com relagéo a inicial.

No presente trabalho a eficiéncia na conversao de xilose em xilitol foi de 35%, a qual
em condicdes ideais seria avaliada de forma insatisfatoria, porém tendo em vista a grande
presenca de inibidores, como &cido acético, o qual foi constatado que interagiu diretamente
com 0 microrganismo; a conversdo de parte da xilose para etanol, onde nas condicdes de
fermentacao utilizadas, apresentou formacao de etanol em uma concentracao equivalente a de
xilitol, provavelmente causado pelo estresse osmético devido a concentracao alta de glicose
na amostra; a oxigenacao do meio que pode alterar a razdo entre as coenzimas responsaveis
pela conversdo em xilitol no metabolismo celular; e de forma muito semelhante é possivel
verificar que em diversas matérias-primas pesquisadas a produtividade de xilitol foi
influenciada de forma negativa devido a presenca de inibidores e outros subprodutos gerados;
Portanto, levando em consideracéo todos esses fatores, a fibra de sisal apresentou rendimento
satisfatorio, e quando comparada a outros materiais em condi¢gdes semelhantes, demonstrou

melhor comportamento.
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5 CONCLUSAO

A fibra de sisal apresentou grande quantidade de carboidratos totais, cerca de 80%.
Desse total, foi possivel analisar elevado percentual de hemicelulose (31,81%). Em relacédo a
eficiéncia dos pré-tratamentos, o pré-tratamento acido apresentou os melhores resultados

guanto a remogéo de xilose.

As melhores condicdes para solubilizacdo de xilose da fracdo hemiceluldsica foram
para valores maximos de temperatura (120 °C) e concentracdo de &cido sulfarico (2,5%), onde
0 modelo foi estatisticamente significativo para um grau de confianga de 95%. Ao final

obtendo um licor pré-hidrolisado com concentracdo de 13,145 g/L de xilose.

A composic¢do lignocelul6sica apds o tratamento &cido na melhor condicéo apresentou
remogéo parcial da hemicelulose e celulose e aumento de 5% de lignina. A remogéo de uma
fracdo da hemicelulose da amostra foi confirmada nas analises de MEV, Infravermelho,
Termogravimetria e DRX. As curvas termogravimétricas apresentaram reducdo de 20% na
massa da segunda etapa de perda de massa, atribuivel a hemicelulose. O espectro de absorcéo
na regido do infravermelho foi possivel constantar que apds o tratamento, o desaparecimento
de bandas caracteristicas da hemicelulose. Os difratogramas indicaram aumento da
cristalinidade com a remocdo de componentes amorfos, o que foi confirmado pelas

micrografias, corroborando a remocao da fracdo hemicelulésica.

A fermentacdo alcodlica do hidrolisado da fibra de sisal utilizando a Candida
guilliermondii CCT 1516 apresentou rendimento de xilitol de 0,32 g/g e eficiéncia de 35%,
porém o meio fermentativo apresentou teor de acido acético acima do permitido (5,86 g/L), o
que provocou efeito inibitorio ao microrganismo. Alem deste fator, a presenca de outros
acucares pode provocar estresse osmotico no microrganismo e parte da xilose presente no
licor foi convertida em etanol, fazendo com que o rendimento total da producdo de xilitol

diminuisse.

A fibra de sisal demonstrou grande potencial para a produgéo de xilitol. Salientando
que este trabalho foi desenvolvido utilizando somente o licor pré-hidrolisado, o que reduz
tempo e reagentes, evitando etapa subsequente que seria a hidrolise acida ou enzimatica. Foi

verificado elevado teor de aglcares monoméricos, como a xilose, e rendimento satisfatorio.
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