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RESUMO

A producédo de biocombustiveis a partir de fontes renovaveis, sustentaveis e economicamente
viaveis destacam-se desde as Ultimas décadas devido a problemas ambientais, reserva finita de
combustiveis fosseis e poluigdo ambiental. Esta pesquisa visou avaliar a viabilidade técnica da
producéo de bioetanol a partir de residuos de Agave sisalana. Os residuos desta cultura séo
fontes de polissacarideos e aglcares quando pré-tratados pela técnica de hidrolise. Para a
obtencdo dos acucares fermentaveis, foi realizado o pré-tratamento desta biomassa por
hidrolise acida. O programa de andlise experimental, ESTATISTICA 7.0 foi utilizado para
analisar o planejamento experimental favoravel para a hidrélise acida do residuo sélido, e
Analise de Variancia (ANOVA), para o estudo da superficie de resposta. Os resultados do
pré-tratamento e hidrolise foram considerados significativos em sua quantidade de agucares
fermentaveis e acucares totais ap6s a hidrélise, com medidas de 23g/L e 35g/L,
respectivamente. A concentracdo de acido é uma variavel significativa para melhorar a
eficiéncia das varidveis de resposta que sdo 0s acuUcares redutores pelo planejamento
experimental, contribuindo assim, para a otimizacdo de um processo que possibilita o
aumento dos acucares redutores e favoreceu a eficiéncia da fermentacdo em 50% em
comparagdo a matéria prima ndo hidrolisada. As analises de caracterizacdo fisico-quimica do
bagaco e residuo liquido foram realizadas por base seca, umidade, cinzas, poder calorifico,
analise termogravimétrica, peneiramento, e analise de agucares redutores e totais por DNS,
analise de soélidos solUveis volateis, DRX e pH. A hidrolise aumentou a quantidade de
acucares fermentaveis com percentagem de conversdo do bagaco em agucares de 80%. O
processo de fermentacdo alcoodlica, ocorreu com a levedura Saccharomyces cerevisiae,com
um rendimento de 50% em relacdo a conversdo dos agucares em bioetanol.

Palavras-chave: Biomassa, Hidrolise acida, Fermentacéo, Destilacdo, Bioetanol.



ABSTRACT

The production of biofuels from renewable, sustainable and economically viable sources has
stood out since the last decades due to environmental problems, finite reserve of fossil fuels
and environmental pollution. This research aimed to evaluate the technical viability of
bioethanol production from Agave sisalana residues. The residues of this culture are sources
of polysaccharides and sugars when pre-treated by the hydrolysis technique. In order to obtain
fermentable sugars, this biomass was pre-treated by acid hydrolysis. The experimental
analysis program, ESTATISTICA 7.0 was used to analyze the favorable experimental design
for acid hydrolysis of solid waste, and Analysis of Variance (ANOVA), for the study of the
response surface. The results of the pre-treatment and hydrolysis were considered significant
in terms of the amount of fermentable sugars and total sugars after hydrolysis, with measures
of 23g / L and 35g / L, respectively. The acid concentration is a significant variable to
improve the efficiency of the response variables that are reducing sugars through
experimental planning, thus contributing to the optimization of a process that allows the
increase in reducing sugars and favored the efficiency of fermentation by 50% compared to
non-hydrolyzed raw material. The analyzes of physico-chemical characterization of bagasse
and liquid residue were carried out by dry basis, moisture, ash, calorific value,
thermogravimetric analysis, sieving, and analysis of reducing and total sugars by DNS,
analysis of volatile soluble solids, XRD and pH. Hydrolysis increased the amount of
fermentable sugars with a percentage of bagasse conversion to 80% sugars. The alcoholic
fermentation process took place with the yeast Saccharomyces cerevisiae, with a yield of 50%
in relation to the conversion of sugars into bioethanol

Keywords: Biomass, Acid hydrolysis, Fermentation, Distillation, Bioethanol.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o relatério da producdo mundial de energia do ano de 2019, tem
havido um aumento constante na demanda mundial de energia, carvdo mineral e consumo de
petréleo, o que implica diretamente um aumento nas emissdes de didxido de carbono e
poluicdo do ar (GLOBAL, 2019), em média,houve um aumento de 2,9% de gasto energético
em comparagdo ao ano de 2018. No Brasil em 2019, o setor de energia foi responsavel pela
emissdo de 423,5 milhdes de toneladas de dioxido de carbono equivalente (COe), que
correspondeu a 19% do total anual de emissbes. J& 0 setor de processos industriais e uso de
produtos foi responsavel por 4% das emiss@es brasileiras, o que equivale a 95,6 milhdes de
toneladas de CO.e, 0 segmento de transportes foi o maior emissor dentro dos setores
analisados sendo responsavel pela emissdo de 39% do total (ANGELO, 2018; BRASIL,
2019). Diante desta problemética, vem a preocupacdo de buscar novas alternativas de
producdo de energia limpa e renovavel que seja menos poluente e mais sustentavel do que as
fontes convencionais que dominam a matriz energética mundial (CORBIN et al., 2018).
Especialmente nos paises emergentes como o Brasil, as inovagdes com foco nessa abordagem
podem contribuir significativamente para uma melhor correlacdo entre sociedade, meio
ambiente e economia.

Considerando um panorama mundial, impedir que o aquecimento global varie acima
de 1,5 °C exigira atingir 80% de energia com zero emissdes até 2030 e 100% até 2050, e
muito disso deve ser alcancado através do aumento do uso de energia renovavel (JACOBSON
et al., 2019). Segundo Guarda et al. (2020), o aumento da temperatura externa resulta em
maior consumo de energia para manter a qualidade térmica interna. Tem-se que paises como
China, Dinamarca e Alemanha séo lideres em relacéo a energia renovavel. Os pesquisadores
Vakulchuk, Overland e Cholten (2020) reportaram que as energias renovaveis tém muitas
vantagens sobre os combustiveis fosseis para seguranca e paz internacionais. De acordo com
Sanderink (2020) uma transicdo global para energia renovavel é essencial para um futuro
sustentavel, e é necessaria uma politica global eficaz para tornar isso possivel. No entanto,
conforme esses autores a governanga global de energia renovavel é ainda frequentemente
considerada fragmentada e ineficaz.

Assim, a associagdo de tecnologias inovadoras desenvolvidas em diferentes
instituicOes e empresas em todo mundo devem primar pela busca por formas eficientes de
preservacdo do meio ambiente, de maneira vinculada as vantagens organizacionais, pois isto

suprira a necessidade existente de interconectividade através das fronteiras. Dentro desse
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contexto, tem-se que os biocombustiveis oriundos da biomassa sdo potenciais alternativas
para mitigar os efeitos nocivos causados pelos combustiveis fdosseis. A biomassa
lignocelulosica, por exemplo, vem sendo efetivamente estudada e utilizada para fins
energéticos por meios diferentes de desenvolvimento e tecnologias, e como resultado, o setor
estd focado no desenvolvimento de abordagens alternativas para melhorar a eficiéncia dos
processos que podem atender a crescente demanda e reduzir custos (SILVA et al., 2020;
HUANG e LO, 2020; AMORIM, 2019; BRAZIL et al., 2019), pois o0s residuos
lignocelulésicos sdo fontes potenciais de energia limpa, de forma que se tem gerado um
ambiente adequado para empresas de desenvolvimento de e inovacdo em energia renovavel.

Matérias-primas lignocelulésicas podem ser usados para produzir ou fazer parte da
producdo de biocombustiveis, como o bioetanol (TOOR et al., 2020; SOLARTE-TORO et al.,
2019; SADHUKHAN et al., 2019; JING et al., 2019) as quais tem alcancado um desempenho
consideravel para aplicacbes nesse campo, e isto tem sido essencial para alcancar
reivindicagdes regulatdrias, propiciando consideravelmente um valor agregado aos residuos
da biomassa.

O bioetanol é um dos biocombustiveis mais utilizados no Brasil e no mundo inteiro. O
Brasil se destaca como um dos maiores produtores e consumidores de biocombustivel no
mundo, portanto diminuindo a liberagdo de CO2 na atmosfera e no meio ambiente,
consequentemente diminuindo a poluicdo e degradacdo do meio ambiente (HO, NGO e GUO,
2014; CGEE, 2009). O bioetanol produzido no Brasil em 2016 foi aproximadamente 30
milhGes de m3, em 2017 e 2018 essa quantidade reduziu para 27 milhdes de m3 e se manteve
constante nos dois anos. Em 2019, esse numero foi elevado para 32 milhdes de m2.

Matérias-primas oriundas da biomassa, como o sisal, podem contribuir positivamente
nos processos de produgdo do bioetanol. O sisal € cultivado principalmente para a utilizacéo
das suas fibras que compGem aproximadamente 5% desta planta. A Agave produz folhas
maduras a partir do terceiro ano do cultivo e é capaz de produzir as folhas por um periodo de
10 e 15 anos para a Agave sisalana natural e a hibrido, respectivamente. A fibra do sisal tem
propriedades desejaveis como alta resisténcia mecéanica a torgdo e tracdo (CAMPOS et al.,
2011).

O Nordeste brasileiro possui um clima com quantidade limitada de chuva e periodos
de seca prolongadas, o sisal é uma planta que se adaptou e se adequou perfeitamente com essa
condicdo climatica (RUTZ, 2008). A regido Nordeste se destaca no Brasil e no mundo inteiro
como um dos maiores produtores de fibra de sisal, e, muitas familias e pequenos agricultores,

dependem desta cultura como meio de obtencdo de renda. Para o cultivo desta planta, ndo ha
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exigéncias de cuidados intensivos e nem de chuvas abundantes; logo, a sua importancia para o
Nordeste brasileiro ndo pode ser subestimada (GRANDE, 2008).

Na primeira década dos anos 2000, importantes investimentos produtivos foram feitos
por empresas de petrdleo, energia e produtos quimicos na producéo de bioetanol no Brasil; no
entanto, esse setor ndo demonstrou niveis de investimento em inovacgdo (para o bioetanol de
primeira ou segunda geracdo) compativel com os desafios de fazer do bioetanol uma
commodity global, uma vez que mesmo considerando as politicas recentes no Brasil em
relacdo ao bioetanol celuldsico, os resultados alcancados estdo longe de serem sustentaveis
(SALES-FILHO et al., 2017).

Entdo, com base nas consideragdes postas até aqui, se alicerca e justifica a relevancia
desse presente trabalho de Disserta¢do, que por sua vez visou utilizar os residuos liquidos e
solidos do sisal para producdo de bioetanol através do pré-tratamento &cido dos residuos
originados do processo de desfibramento da Agave sisalana, fermentagcdo alcodlica do
hidrolisado e a destilacdo. Neste sentido, trata-se de uma rota sustentavel e renovavel na
producdo de biocombustivel, uma vez que a matéria-prima objeto desse estudo, € uma planta
gue traz menos danos ao meio ambiente do que o petroleo e o carvdo que sdo as principais
fontes de combustiveis atualmente, e assim, portanto, contribuindo para alavancar a producgéo
de bioetanol de maneira mais sustentavel, para a literatura especializada e para direcionar 0s

formuladores de politicas publicas em favor da producédo e consumo de biocombustiveis.

1.1 Objetivo Geral

++ Estudar a viabilidade técnica e econémica da producéo de bioetanol a partir do residuo

liquido e solido do Agave sisalana.

1.2 Objetivos Especificos

+¢+ Coletar e preparar a matéria-prima;

X/
L X4

Caracterizar utilizando meios fisico-quimicos;

*0

¢+ Avaliar as melhores condi¢6es do pré-tratamento por planejamento experimental com

ferramenta ANOVA e programa Estatistico 7.0;

X/
L X4

Realizar o pré-tratamento do residuo gerado no processo de desfibramento da Agave

sisalana;
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X/
L %4

Obter os agucares fermentaveis por fermentacgéo;
% Acompanhar a cinética da fermentac&o alcoolica;

L)

% Obter o bioetanol por processo de destilacéo;

L)

¢+ Analisar os impactos econémicos do bioetanol obtido.

L)

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Energias Renovéaveis

O termo energia renovavel refere se as fontes de energia que se regeneram
espontaneamente ap6s serem reutilizadas com ciclo de renovacdo considerada infinita.
Energia renovavel significa energia a partir do sol, vento, hidrelétrica ou biomassa solida,
biocombustiveis liquidos ou gasosos que sdo predominantemente produzidos a partir de
biomassa. Conforme Ram, Aghahosseini e Breyer (2020), além de reduzir os impactos
negativos do setor de energia no meio ambiente, as tecnologias de geracdo de energia
renovavel estdo criando novas riquezas e se tornando importantes geradoras de emprego e
renda para o século XXI. A criacdo de empregos durante a transicdo energética global € um
aspecto importante a ser explorado, que pode ter implicacBes politicas em todo o mundo.
Assim, relataram que uma transi¢cdo global de energia tera um impacto geral positivo na
estabilidade e crescimento futuros das economias em todo o mundo.

Ademais, em vista das estimativas da necessidade de transicdo global para as
chamadas energias limpas, inUmeros estudos estdo sendo repercutidos, e como resultados se
tém importantissimas informacdes para os formuladores de politicas, pois direcionam o grau
de flexibilidade nas opg¢des de mitigacdo dos sérios danos ambientais ja presentes e futuros.

No que diz respeito aos biocombustiveis, em geral, estes oferecem muitos beneficios,
incluindo sustentabilidade, reducdo de emissdes de gases de efeito estufa e seguranca do
aprovisionamento. Uma variedade de combustiveis pode ser produzida a partir de recursos de
biomassa, incluindo combustiveis liquidos: etanol, metanol, biodiesel do processo de Fischer-
Tropsch e combustiveis gasosos, como hidrogénio e metano. Biocombustiveis sdo usados
principalmente em veiculos, mas também podem ser usados em motores de combustdo ou
células a combustivel para geracdo da eletricidade (ADVANCED ETHANOL COUNCIL,
2013).
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Os biocombustiveis podem ser facilmente derivados das espécies agricolas mais
importantes chamado de bioetanol da primeira geracdo a partir da cana-de-agUcar, trigo,
cevada, milho, colza, soja, girassol e beterraba sacarina; e este fato tem implicacdes
econdmicas, técnicas e sociais relevantes (BARBANERA et al., 2018).

Na matriz energética mundial, a energia produzida a partir da biomassa aumentou de
10,7% em 2015 para 18,2% em 2016, tendo um acréscimo de 43,9% em comparagdo ao ano
anterior. Este aumento ja se manifestou na estagnacdo da emissdao de CO, na atmosfera
terrestre, em 36,5 bilhGes de toneladas no ano de 2015 e de 36,7 bilhdes de toneladas em 2016
mostrando a efetividade do uso de energia oriunda da fonte renovavel (OLIVIER et al., 2016).

A energia da biomassa é obtida através de tecnologias de conversdo de biomassa em
biocombustiveis tais como combustdo, pirdlise, gaseificacdo e fermentacdo gerando
biocombustiveis em forma de sélido, liquido e gasoso (HO, NGO e GUO, 2014).

A vantagem mais importante de usar liqguido como combustivel, é que eles podem ser
facilmente bombeados e também podem ser manuseados com facilidade. Esta é a principal
razdo pela qual quase todos os veiculos usam forma liquida de combustiveis para fins de
combustdo. Para outras formas de aplicacbes que ndo sejam de transporte, existem
alternativas de combustivel de biomassa sélida como a madeira. Essas aplicacdes nao
relacionadas ao transporte podem utilizar esses combustiveis sélidos de biomassa, ja que
podem suportar facilmente a baixa densidade de poténcia da combustdo externa. (VIRGINIO
e SILVA et al., 2018).

Estudos evidenciam que os biocombustiveis reduzem a emissdo dos gases de efeito
estufa. Eles também podem ser vistos como uma forma de seguranca energetica que é uma
alternativa de combustiveis fosseis com disponibilidade limitada. O uso de biocombustiveis se
expandiu em todo o mundo. Alguns dos principais produtores e usuarios de biogés sio a Asia,
a Europa e os Estados Unidos. Teoricamente, o biocombustivel pode ser facilmente produzido
através de qualquer fonte de carbono; tornando as plantas fotossintéticas o material
comumente usado para producéo. Quase todos os tipos de materiais derivados das plantas séo
usados para a producdo de biogds. Um dos maiores problemas que estd sendo enfrentado
pelos pesquisadores da area, € como converter a energia da biomassa no combustivel liquido
(KRISTENSEN, FELBY e JORGENSEN, 2009).

Em relacdo ao etanol, tem-se que o de origem lignocelulodsica tem sido proposto como
uma alternativa verde aos combustiveis fosseis por muitas décadas. No entanto, a
comercializacdo de etanol lignocelul6sico enfrenta grandes obstaculos, incluindo pré-

tratamento, liberacdo eficiente de acUcar e fermentagdo. No entanto, a solucdo das
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necessidades de energia ndo é apenas uma solucdo tecnoldgica, é também fato que a
interligacdo de varios fatores precisa ser avaliada além do desenvolvimento da tecnologia
(TOOR et al., 2020).

2.2 Bioetanol no Brasil

Um fator critico que controla o desenvolvimento socioeconémico de qualquer nacao é
a "energia". Com o esgotamento dos combustiveis fosseis, ha uma mudan¢a de foco nas
biorrefinarias lignocelulésicas. Estas biorrefinarias facilitam a geracdo de biocombustiveis e
produtos de valor agregado, por exemplo, acUcar, bioetanol (KUMAR et al., 2020).

A nacdo brasileira é detentora da mais longa histéria de sucesso no que diz respeito
aos biocombustiveis, especialmente o bioetanol, porém, devido a auséncia de um sistema
tributério favoravel, o bioetanol se mantem mais caro que a gasolina. No entanto, no Brasil, 0
futuro do setor de bioetanol depende, a principio, de sua capacidade de inovar em seus
esforcos para produzir etanol celuldsico e também das politicas implementadas recentemente,
como é o caso do RenovaBio(DONATO. P. D, et al,2018).

Assim, varias pesquisas sdo direcionadas para propor uma configuracao ideal de uma
rede de bioetanol, como o estudo dos autores Kostin et al. (2018) que apresentaram uma
abordagem matematica para otimizar e planejar as cadeias brasileiras de fornecimento de
bioetanol, abrangendo fatores como os locais das instalagcbes de producdo e armazenamento,
sua capacidade de politica de expansdo, a tecnologia selecionada para fabricacdo e
armazenamento de materiais e os fluxos de todas as matérias-primas e produtos finais
envolvidos no processo. O modelo desses autores levou em consideracdo sete tecnologias de
producdo diferentes, dois tipos de armazéns dos combustiveis, trés tipos de modos de
transporte e sete opcdes de exportacdo, cujos dados foram obtidos a partir das praticas
industriais brasileiras.

Maczynska et al. (2019) reportaram que no Brasil, a participacdo da energia renovével
no consumo total de energia é de 42%, tornando-a lider mundial no uso de energia
proveniente de fontes renovaveis de energia. 18% da energia utilizada é a bioenergia da cana
(bioetanol). Atualmente, a maior parte dessa producdo estd sendo consumida pelo mercado
interno, onde o alcool etilico estd sendo vendido como combustivel etanol puro ou adicionado
a gasolina.

No Brasil, o bioetanol é produzido por fermentacdo de sacarose da cana-de-aclcar

utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae em um processo de batelada que opera com
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alta densidade de células de levedura (15 a 25% do peso em g/L) e alta concentracdo de
acucar (18 a 22% do acucar total). Diversos esforcos da pesquisa tém sido empregados para
melhorar a eficiéncia desse processo através do isolamento de leveduras que melhor se
adaptam as condic6es de fermentacéo tais como pH de 4,5, temperatura de 30°C e agitacao a
200rpm por minuto (SOUZA et al., 2018).

A producdo de bioetanol usando matéria-prima de primeira geracdo é uma tecnologia
comprovada e bem estabelecida, com alta produtividade e rendimento de bioetanol, mas o
processo é identificado com as questfes do debate de alimentos para combustivel e com alto
impacto ambiental da taxa de uso da terra. Desta forma, surge como uma excelente proposta,
0 bioetanol de segunda geracéo, que inclusive pode ter o seu processo de producédo integrado
as instalacdes de producdo de bioetanol de primeira geracdo. Esse modelo de producdo ja
comprovada, tem o potencial de aproveitar o efeito sinérgico que podem maximizar 0s
beneficios técnicos, econdmicos e ambientais do processo integrado de primeira e segunda
geracdo (AYODELE, ALSAFFAR e MUSTAPA, 2020).

2.3 Bioetanol de Segunda Geracéao

Em conformidade com Donato et al. (2019) as crescentes preocupacdes sobre o impacto do
bioetanol de primeira geracdo na cadeia alimentar e na biodiversidade mudaram o foco da
pesquisa para as tecnologias de bioetanol de segunda geracdo (2G). Hidalgo-Reyes et al.
(2013) reportaram que os biocombustiveis de segunda geracdo sdo conhecidos como
biocombustiveis avancados, a diferenca entre os biocombustiveis de primeira e de segunda
geragdo, é o fato de que as matérias-primas utilizadas na produgdo de biocombustiveis da
segunda geracdo, geralmente ndo sdo culturas alimentares ou de destino alimentar. A Unica
vez que as culturas alimentares podem agir como biocombustiveis da segunda geracao, €
apenas se eles ja cumpriram o seu propdsito alimentar, na forma de residuos ou dejetos.

Os biocombustiveis da segunda geracdo séo derivados de fontes ndo alimenticias, a
tecnologia usada para converté-los em biocombustiveis € diversa. Isso nédo significa que os
biocombustiveis de segunda geracdo ndo possam ser queimados diretamente como a
biomassa. De fato, varios biocombustiveis de segunda geracdo, como o capim elefante, séo
cultivados especificamente para atuar como biomassa direta (BELTRAN, 2013).

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de bioetanol, usando a cana-de-agucar
como principal matéria-prima de primeira geracdo. No entanto, as limitacGes geogréaficas e a

preocupacdo com a escassez de alimentos, intensificam as pesquisas por fontes alternativas
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advindas da biomassa, uma vez a demanda por bioetanol aumenta consideravelmente. levaram
a procurar fontes alternativas de biomassa, uma vez que a demanda por bioetanol aumenta
continuamente. Os lignoceluldsicos (segunda geracdo) podem representar uma oportunidade
valiosa para o crescimento do setor de biorrefinarias etandlicas, o que estimula os esforgos de
diferentes centros de pesquisa brasileiros e resultou em duas plantas industriais com varias
dificuldades para validar essa tecnologia em larga escala. Assim, governo, instituices e
pesquisadores estdo tentando aplicar o conceito de biorrefinaria para reduzir custos de
producdo e adaptar as usinas existentes para operar simultaneamente a primeira e a segunda
geracdo de etanol. A terceira geracdo (micro e macroalgas) é estudada, mas sem perspectivas
de exploracdo em larga escala (ABUD e SILVA, 2019).

Vaérias técnicas de pré-tratamento ja foram investigadas e categorizadas em métodos
fisicos, quimicos, fisico-quimicos e biolégicos de matérias-primas lignoceluldsicas. Existem
muitas tecnologias de pré-tratamento atualmente disponiveis para desconstrucdo e
fracionamento da biomassa lignocelulésica para o desenvolvimento de biorrefinaria baseada
em matéria-prima lignoceluldsica (KUMAR et al., 2020). Processos de sacarificacdo e
fermentacdo simultaneas de residuos de biomassa indicaram a possibilidade do conceito de
biorrefinaria ser capaz de produzir bioetanol (ASTOLFI et al., 2020). De acordo com
Ayodele, Alsaffar e Mustapa (2020), a producdo de bioetanol a partir de matérias-primas de
segunda geracdo, que sdo principalmente biomassa lignocelul6sica, oferece oportunidades
para um biocombustivel mais limpo e de baixo carbono, que pode servir como uma alternativa
ao combustivel fossil. No entanto, os autores também reportaram que uma grande barreira é o
alto custo de producéo devido as tecnologias caras de pré-tratamento.

Frente a este cenario, surgem tecnologias recentes, como biorrefinarias de ponto unico,
bioprocessamento combinado e sistemas de bioenergia com captura de carbono, as quais séo
promissoras. No entanto, essas tecnologias tém um nivel mais baixo de prontiddo tecnoldgica,
0 que implica que sdo necessarios esforcos adicionais antes de serem avaliados quanto a
disponibilidade comercial (TOOR et al., 2019). Até o momento para melhorar a producéo de
bioetanol, os pesquisadores usaram principalmente estratégias de engenharia genética/
metabdlica e de otimizacdo de meios/processos usando principalmente Saccharomyces como
sistema modelo. No entanto, essas estratégias mostraram apenas sucesso limitado (DAKAL e
DHABHAI, 2019).

Desta maneira, diversos processos bioldgicos e quimicos ja foram adaptados para a
producdo de biocombustivel a partir de matérias-primas de segunda geracdo. Para qualificar a

matéria-prima de segunda geracéo, a fonte ndo deve ser adequada para consumo humano. N&o
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€ um requisito que a matéria-prima seja cultivada em terras ndo agricolas, mas geralmente é
desnecessério dizer que uma matéria-prima de segunda geracdo deve crescer no que é
conhecido como terra marginal. Uma grande vantagem da utilizacdo da biomassa de segunda
geracdo € que a matéria-prima ndo exige grande quantidade de &gua ou fertilizantes para
crescer (NIGAM e SINGH, 2011).

Assim, conforme Souza et al. (2018), na ultima década a composi¢do fermentativa do
substrato para produzir o etanol foi bastante modificada, uma vez que novas culturas de cana
foram desenvolvidas. O uso de melago em vez de suco de cana, aumentou, e também devido a
proibicdo da queima da cana antes da colheita. Como consequéncia, essas cepas anteriormente
isoladas estdo sendo substituidas por novas leveduras silvestres na maioria das usinas de
etanol. Esses autores relataram que nesse novo cenario, o isolamento de novas leveduras mais
satisfatoriamente adaptadas e com caracteristicas fermentativas aprimoradas ainda € um
grande desafio.

Neste sentido, a producéo do 2G-bioetanol depende de matéria-prima da biomassa que
poderia fornecer uma geracdo de energia mais sustentavel sem comprometer a seguranca
alimentar e 0 meio ambiente. De fato, esse processo de producdo explora culturas ndo-
alimentares, residuos de culturas alimentares, residuos de industrias & base de madeira ou de
alimentos, como lascas de madeira, peles ou polpas da prensagem de frutas, respectivamente.
No entanto, o processo industrial de producdo de 2G-bioetanol ainda esta engatinhando;
assim, o futuro e a sustentabilidade do 2G-bioetanol dependem fortemente do
desenvolvimento e otimizacdo da tecnologia (DONATO et al., 2019).

Autores como Zao et al. (2020) quando estudaram 2G-bioetanol produzido a partir de
residuo da biomassa, apontaram que a substituicdo de combustiveis fosseis por bioetanol
proporcionaria economia na maioria das categorias de impacto, assim como a energia
recuperada dos residuos, enquanto a producdo de enzimas tem uma carga significativa. O
tratamento e a descarga de efluentes dos residuos liquidos podem constituir uma carga
significativa para o meio ambiente. Quanto as tecnologias de producdo esses autores
reportaram que com base nas probabilidades cumulativas de desempenho ambiental geral,
juntamente com a quantidade produzida de bioetanol, a priorizagcdo de tecnologias para
desenvolvimento adicional deve ser a seguinte: tecnologias de explosdo de vapor e baseadas
em aménia como as prioridades mais altas, com aproximadamente 100% e 40% de
probabilidade de obter economia em impactos ndo toxicos e tdxicos, respectivamente; as
tecnologias acido, alcalina e fungos como prioridades médias e as tecnologias a base de

solvente e agua quente liquida tém as prioridades mais baixas.
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Segundo Lacerda, Zambon e Frollini (2013) entre os diferentes pré-tratamentos
quimicos, sabe-se que o pré-tratamento acido separa pentoses e hexoses, enquanto o pré-
tratamento alcalino (mercerizacdo) separa lignina da biomassa lignocelulésica. Noutro estudo,
estes autores relataram que uma caracteristica importante que envolve a hidrolise acida da
biomassa é a possibilidade de utilizar diferentes &cidos, porque o Unico requisito para a rea¢do
ocorrer é a presenca de uma fonte de prétons no meio reacional (LACERDA, ZAMBON e
FROLLINI 2015).

Nesse contexto, o estudo e o desenvolvimento de processos limpos, tecnologias e
novas matérias-primas residuais (como a sisalana, objeto desse trabalho) que oferecam as
vantagens de serem mais sustentiveis e com as caracteristicas adequadas para produzir ou

fazer parte da producéo de bioetanol no Brasil, sdo de grande importancia e pertinéncia.

2.4 Panorama Geral da Cultura do Sisal

O sisal é uma planta fibrosa que se acredita ser indigena e originaria do sul da
América, das ilhas do Caribe e da costa sul dos EUA, tendo o Brasil e a Tanzania como
produtores lideres mundiais. Esta planta leva em meédia de 2 a 3 anos para atingir a
maturidade plena; com producdo variando de 200 a 300 folhas por planta, com vida til de 15
anos (MARTINEZ-TORRES et al., 2011). O sisal pertence a classe de planta
monocotileddnea, série Liliflorea da familia Agavaceae, subfamilia Agavoidea, género Agave
e subgénero Euagave. O género Agave compreende aproximadamente 300 espécies nativas
das zonas tropicais e subtropicais das Américas do Norte e do Sul, Das folhas do sisal,
aproveitam-se 3 a 5% do seu peso em fibras

A folha é composta por aproximadamente 87,25% de liquido, 8% de matéria seca 4%
de fibra e 0,75% de cuticula (MIELENZ et al., 2015). Os autores Kendall et al. (2015)
relataram que a planta do sisal € composta por aproximadamente 69% de suco liquido e 31%
de bagaco umido, que em 85% de agua e compostos soluveis, 7% de bagaco seco e 8%
solidos soluveis totais. Conforme Rijal et al. (2016

O sisal e os seus residuos séo utilizados para vérias aplicagcbes em centros de pesquisa
e industrias locais em todo 0 mundo (KLERK et al., 2020; YORSENG et al., 2020; YANG, et
al.,, 2018; TAN et al., 2018; LACERDA, ZAMBON e FROLLINI, 2013), mas ¢
principalmente reconhecida pela producédo de fibras de folhas de sisal que sdo muito fortes e
resistentes, (NIGAM e SINGH, 2011).. A planta a constituida por duas partes importantes, a
folha onde se extrai as fibras e o bulbo chamado pifia, onde se obtém o suco utilizado para
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producdo de Tequilana na espécie do Agave Tequilana tipica de México (NUNEZ,
RODRIGUEZ e KHANNA, 2011).
A Figura 1 resume as etapas do desfibramento da Agave sisalana e 0s residuos

gerados.

Figura 1. Etapas do desfibramento da Agave sisalana.
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4. Secagem da fibra 5. Bagaco 6. Residuo liquido

Fonte: THOMAS. H.Y, 2018.

A colheita das folhas maduras € realizada manualmente com o auxilio de facas, o corte
¢ feito na base da folha para aproveitar o maximo da folha e obter a fibra de melhor
qualidade( MIELENZ et al., 2015) O equipamento utilizado para separar e retirar as fibras da
folha, é um rotor raspador munido de laminas afiadas e de acionamento mecanico movido por
um gerador a diesel. Esse equipamento ¢ denominado “motor de agave” ou “maquina
paraibana” ¢ é a principal desfibradora dos campos de sisal. Duas pessoas podem operar a
maquina ao mesmo tempo, simultaneamente inserindo as folhas e retirando apenas as fibras
por folha e o bagaco junto com o residuo liquido, sai pela parte de baixo da maquina. As
fibras sdo secadas ap06s serem separadas da folha, o bagacgo e o residuo liquido sdo separados
da fibra e deixados no ambiente sem perspectivas de aproveitamento (GUPTA e
SRIVASTAVA, 2014).
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2.4.1 Pré-tratamento e Hidrdlise Acida

Em relacdo aos processos de pré-tratamento, tem-se varios métodos para a conversao
de biomassa celulésica em agucares simples relatados na literatura. No que concerne aos
residuos do sisal (suco e bagaco), condi¢cBes de pré-tratamento, tipos de pré-tratamento e
testes do potencial do residuo para eficiéncia em bioetanol séo elaborados. Por exemplo, cita-
se 0 trabalho dos autores Corbin et al. (2015), em gque obtiveram uma eficiéncia de conversédo
do residuo de sisal (residuo liquido e bagaco) para obtencdo de aclcares fermentaveis de 60%
no pré-tratamento de suco de folhas de agave. Para Rios-Gonzélez et al. (2017) a maior
eficiéncia obtida foi de 74,3% do total de aclcares fermentdveis. A hidrolise acida é
frequentemente relacionada a degradacdo de acUcares simples, promovendo um processo de
baixa eficiéncia quando comparado & hidrélise enzimética (MONTANEZ et al., 2011). Por
outro lado, a hidrélise enzimatica, embora considerada altamente especifica e com maior
eficiéncia de producdo de acUcar, o processo é frequentemente relacionado como sendo muito
limitado, porque os melhores desempenhos das condicdes de enzimas sdo limitados, e estas
enzimas sdo onerosas. O tempo total de hidrdlise das enzimas também é superior ao tempo de
reacdo da hidrolise acida (MIELENZ et al., 2015).

Em relacdo a hidrolise acida, tem-se a utilizacdo de acidos diluidos ou concentrados
para decompor os polimeros de celulose e hemicelulose na biomassa lignocelulésica para
formar moléculas individuais de acgucares que podem ser fermentadas em etanol. As
vantagens da hidrdlise &cida sdo que o &cido pode penetrar na lignina sem pré-tratamento, a
taxa de hidrdlise &cida é mais rapida que a enzimatica, no entanto, a glicose também degrada
rapidamente sob condicdes acidas (JIANG et al., 2015).

O processo de hidrolise acida emprega normalmente acido sulfarico e acido cloridrico
em concentracfes de 1 a 10% usando uma temperatura moderada (na faixa de 100-150 °C)
(HUITRON et al., 2013). Mas nestas condicdes operacionais relativamente moderadas, isso
prova menos eficaz na formacdo de hexoses. Isto & principalmente devido a menor
decomposi¢do dos monossacarideos em compostos desejaveis durante a hidrolise. Estes
compostos incluem furfural, um produto da desidratacdo de pentoses e hidroximetilfurfural
(HMF), um produto da desidratacdo de hexoses. Estes compostos juntamente com o &cido
acético que se forma durante a decomposicdo inicial de hemiceluloses, como resultado da
hidrélise de grupos acetil ligados ao agucar, inibem a fermentacdo posterior, levando a uma
reducdo do rendimento em etanol (MAHZABIN et al., 2019).
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2.4.2 Quantificacdo de Acucares pelo Método DNS

Um método bastante utilizado para detectar e medir agUcares fermentéveis e aglcares
totais € pela utilizacdo do acido 3,5-dinitrossalicilato (DNS). A técnica detecta a reducéo de
acucares pelo acido com espectrofotometria. O 4acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) puro
apresenta coloracdo alaranjada. Este &cido é facilmente reduzido por aguUcares, mas pode
apresentar uma eficiéncia menor se a solu¢do redutora utilizada possuir outras espécies
redutoras mais fortes que os acgucares. Quando reduzido, o DNS se torna acido 3-amino-5-
nitrosalicilico, e passa a ter coloracdo acastanhada. Através da calibragdo da curva de
Concentracdo x Absorbancia com uma solugdo padrdo de glicose, a concentracdo de uma
solucdo com uma quantidade de agUcares desconhecida podera ser facilmente conhecida pela
utilizacdo de espectrofotometro (PALOMO-BRIONES et al., 2018).

2.4.3 Fermentacao Alcodlica

Em relacdo a fermentacdo alcodlica, os aclcares simples como glicose e frutose sdo
convertidos em etanol no processo da degradacéo destes por microorganismos. A fermentacéo
do etanol pode ser realizada por fermentacdo submersa ou em estado sélido. Na fermentagéo
submersa, a 4gua é um liquido importante que € usado para fazer a mistura de fermentacéo,
misturando um soélido pré-definido com agua (HIDALGO-REYES et al., 2013). Durante a
fermentacdo, a conversdo microbiana de pentoses, hexoses e dissacarideos derivados de

celulose e hemicilulose ocorrem com base na Equagéo 1 (ZABED et al., 2016).

C6 H12 06 —>2CH3 CH2 OH +2C02 +Enérgia .............................................. Equa(;é.o 1

O processo de fermentagdo ocorre devido a agdo de micro-organismos que consomem
acucares produzindo COz2 e etanol no processo, além de outros coprodutos ndo desejados que
incluem fufural e acido acético. O alto crescimento de células e a quantidade de massa celular
sdo considerados fatores-chave para produzir quantidades aumentadas de etanol durante a
fermentagdo (MOHAPATRA et al., 2017). No entanto, a taxa de crescimento das células, bem
como a acumulacdo de quantidades vidveis de células, é limitada por muitos atributos. O
esgotamento do substrato no caldo (agUcares) ao longo do tempo é um dos fatores
importantes. A producdo de inibidores nas etapas da hidrolise acida, também afetam

negativamente a producdo de bioetanol. Os subprodutos produzidos durante o pre-tratamento
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incluem acUcares acidos, acido acético, &cido formico, acido levulinico, hidroximetil furfural
(HMF) e furfural (SILVA, S. B et al,2019).

A maioria dos inibidores derivados da lignocelulose sdo produzidos quando a
hemicelulose e a lignina se degradam durante o pré-tratamento, enquanto a celulose e 0s
extratos da biomassa podem ser a fonte de inibidores que sdo afetados involuntariamente
pelas condicbes de pré-tratamento (RIJAL et al., 2016). Os inibidores de pré-tratamento
podem ser categorizados em trés grupos principais com base em sua origem, tais como acidos
alifaticos, derivados de furano e compostos fendlicos. O proprio etanol produzido no processo
da fermentacéo inibe as atividades das células que convertem os agucares em bioetanol pela
intoxicacdo do meio, assim diminuindo ou parando totalmente a producdo do bioetanol
(FLORES-GOMEZ et al., 2018).

Portanto, dentro de toda essa contextualizacdo, espera-se com esse presente estudo
permitir uma melhor compreenséo dos processos ja disponiveis para tratamento da biomassa
visando a produgdo de biocombustiveis e também otimizar e superar as limitagdes técnicas
envolvidas, além de desenvolver uma tecnologia alternativa para facilitar o processo de preé-

tratamento e processos com o residuo do sisal e contribuir para o conceito de biorrefinaria.

3. METODOLOGIA

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal da Paraiba (UFPB), a
caracterizacdo fisico-quimica e o pré-tratamento da matéria-prima foram realizados nos
Laboratorios de Analise Fisico-Quimica do Centro de Tecnologia e Desenvolvimento
Regional (CTDR) e Laboratério de Materiais e Quimica Ambiental (LABMAQ), do Centro
de Energias Alternativas e Renovaveis (CEAR). As analises do hidrolisado, medi¢do dos
acucares por DNS e espectrofotometria, realizou-se no Laboratorio de Bioengenharia
(LABIO) do Centro de Tecnologia (CT). O trabalho iniciou pelo levantamento do referencial
tedrico sobre a utilizacdo do sisal e seus residuos para producdo de bioenergia, atraves de

pesquisas na base de dados dos periddicos da CAPES.

3.1 Fluxograma Representativo da Metodologia Desenvolvida

As etapas seguidas para o desenvolvimento do trabalho estdo ilustradas na Figura 2.
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Figura 2. Etapas do desenvolvimento do trabalho.

Fonte: THOMAS, H. Y., 2018.

3.2 Coleta da Matéria-Prima

Os residuos do sisal utilizados neste trabalho foram oriundos do desfibramento da
Agave sisalana. Os mesmos foram coletados na fazenda Grota Funda, com 17 hectares e
localizada no Municipio do Algoddo da Jandaira no Estado da Paraiba, Brasil. Foram
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realizadas 5 visitas técnicas e entrevistas com os agricultores desta fazenda no periodo de
Janeiro de 2018 a Outubro de 2018. A fazenda tem como principal atividade o cultivo do sisal
para obtencdo fibras. O residuo foi separado em duas partes, a parte liquida obtida
diretamente apods a prensagem das folhas da agave, na separacdo da fibra do bagaco pelo
processo mecanico. O bagaco foi prensado manualmente para retirar o residuo liquido e em
seguida armazenado em garrafas PET de 2 litros. O bagaco foi armazenado em sacolas

plasticas e em seguida, ambos foram mantidos sob refrigeracdo para analises posteriores.

3.3 Caracterizacao Fisico-Quimica

3.3.1. Secagem e peneiramento
As amostras do bagaco do sisal foram secas em um forno com circulacdo de ar a 105°C,

depois foram moidas em moinho de facas industrial, e peneirado numa peneira mecanica com
varios tamanhos de mesh, que tem tamanhos de 8, 12, 16, 20, 30, 40 50 e 0. Quanto maior 0
nimero do tamanho de mesh, menor o espacamento e tamanho dos furos da peneira. O
peneirador modelo MATEST, foi utilizada a 60% da poténcia que controla a vibracdo, o
processo durou 15 minutos. A amostra ja moida foi colocada na peneira de maior abertura,
mesh 8, assim que a maquina é ligada, a amostra passa pelos diferentes meshes de acordo com
o tamanho das particulas do residuo da agave. O mesh 0, recebe as particulas com 0s menores

tamanhos ja que ndo possui abertura.

3.3.2 Determinacéo de cinzas
Para 0 ensaio de cinzas, utilizou-se 6 capsulas de porcelana lavadas com agua

destilada para , em seguida calcinadas a 900°C por 20 minutos, depois foram retiradas e
deixadas no dessecador por 1 hora para resfriar, e 0 peso de cada capsula foi medido. Para o
suco e 0 bagaco, pesou-se 1g de cada amostra em triplicata, e colocou-se na mufla a 550°C
por 4 horas. O forno foi aberto duas vezes para liberar a entrada de ar neste periodo. Logo
apos, os cadinhos foram retirados da mufla e colocados diretamente no dessecador para que
atingissem a temperatura ambiente, novamente pesados anotando-se as leituras finais para
efetivacdo do percentual de cinzas na amostra.

O calculo das cinzas foi baseado na Equacgdo 2 atraves do método 31.1.04 da AOAC,
1995 e Normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz,2008:
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Cinzas % = ( ............................................................................................. Equacéo 2

Em que:
N —n° de g de cinzas

P —n°de g da amostra

Fonte: Instituto Adolfo Lutz, 2008; AOAC, 1995

3.3.3 Teor de umidade do bagago da agave sisalana

Para quantificacdo do percentual de umidade, foi utilizado o método de secagem em
estufa comum (AOAC, 2000). Lavou-se com agua destilada 6 placas petri e 6 capsulas de
porcelanas. Em seguida, secas por 30 minutos a 105°C. Apo0s esta etapa, colocou-se no
dessecador por 20 minutos para resfriar, depois retiradas e pesadas em uma balanca analitica
de alta precisdo modelo M124Ai p BEL MARK MW - Resolugédo 0,001g. Em seguida, 1g da
bagaco do agave foram pesadas, nas porcelanas, ambas em triplicata. Previamente secas e
taradas, anotando-se 0 peso das capsulas e da amostra, logo em seguida as capsulas foram
levadas para a estufa a 105° C. Ap06s 24 horas, as capsulas foram retiradas da estufa e
colocadas em dessecador durante 20 minutos para esfriar, em seguida pesadas e anotou-se 0
peso final para efetuar-se os célculos através da Equacéo 3.

.................................................... Equacéo 3

Peso inicial — Peso final)

Umidade % = 100 x( —
Peso inicial

Fonte: AOAC, 1995

3.3.4 Poder calorifico

O poder calorifico pode ser conceituado como a quantidade de energia liberada sobre a
forma de calor, durante a combustdo completa para uma dada massa de combustivel (medida

em kJ.kg™). Na converséo da biomassa considera-se o poder calorifico superior (PCS) como
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pardmetro para célculos, tendo em vista o pré-tratamento realizado antes das analises, em
geral quanto mais elevado o PCS melhor a biomassa para aplicagdo como biocombustivel em
combustdo direta. O poder caldrico superior foi determinado utilizando o método da bomba, a
qual determina a quantidade de calor liberada pela combustdo da biomassa com oxigénio.

IKA C200 foi a bomba calorimétrica utilizada.

3.3.5 Analise Termogravimétrica

As andlises termogravimétricas foram realizadas no Laboratério de Carvdo Ativado
(LCA) do Centro de Tecnologia da UFPB utilizando o equipamento Shimadzu, TGA-50. A
massa das amostras foi de aproximadamente 10 mg, na faixa de temperatura ambiente até
900°C, sob atmosfera inerte de N, (pureza minima 99,997%), modo de aquecimento dinamico

com razdo de 10°C.min.

3.4 Solidos soluveis totais (SSS)

Para o ensaio do Brix foi necessario o descongelamento e homogeneizacdo do suco de
agave. Em seguida, o aparelho foi inicialmente higienizado com &gua destilada e colocada
uma gota da amostra, em temperatura de 25°C. O aparelho utilizado foi o0 RHB-32ATC
portatil scanner de méo refratbmetro actcar medidor que possui uma Faixa de medicdo: 0-
32% Brix, Divisdo minima: Brix 0,2% e uma faixa de Compensacdo automatica de
Temperatura entre 10°C - 30°C.

3.4.1 Acucares Redutores (AR) e Agucares Totais (ART)

Para a determinacdo dos agucares redutores utilizou-se uma modificacdo do método do
DNS, originalmente proposto por Miller (1959). Desta forma, transferiu-se diferentes medidas
da solucdo mée do suco de agave (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 mL), e do bagaco ja hidrolisado com
acido e neutralizada, para tubos de ensaio, completou-se para o volume para 10 mL com agua
destilada, homogeneizou-se foi transferido 0,5 mL para tubos com 0,5 mL de DNS (em
duplicata), homogeneizou-se, e em seguida os tubos foram submetidos ao aquecimento de
100°C, durante cinco minutos. o resfriamento foi realizado com agua gelada até temperatura

ambiente. Apés o resfriamento, adicionou-se 4 mL de &gua destilada e homogeneizou. A
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leitura foi realizada a 540 nm. O branco para zerar o equipamento, foi feito com 0,5 mL de
agua destilada e 0,5 mL de DNS.

Quando a amostra tem sacarose € necessario fazer a inversao da sacarose: misturar 1
mL da amostra com 1 mL de solucdo de &cido cloridrico 2N (16,8 mL ac. Concentrado/100
mL), colocar o tubo em banho com &gua fervente por cinco minutos, resfriar em banho de
agua gelada. Depois de frio adicionar 2 mL de hidroxido de so6dio 2 N. Homogeneizar bem e
seguir o procedimento da curva padrdo. Neste caso lembrar de multiplicar por 4 (diluicéo)

para obter o valor de ART (mg/mL).

3.4.2 Cinética do Processo Fermentativo

Logo na anélise dos SSS e agucares redutores do residuo liquido ,foi observado que a
amosta possui pouca quantidade de acucares, e foi descartado a utilizagdo desta matéria
porgue ndo é eficiente para o processo fermentativo. Apds o ajuste do meio de cultivo para as
condicdes ideais de fermentacdo e a inoculacdo do agente fermentativo, foi iniciado o
processo da fermentacdo alcodlica, para a obtencdo do fermentado do bagago de agave, as
etapas das analises de fermentacdo foram realizadas a tempo zero, e controladas as variaveis
(pH, SSS, temperatura) responsaveis pelo bom desempenho do processo, determinando a
influéncia e quantificando os periodicamente a cada duas horas até o final do experimento. No
decorrer de cada cinética que durou 72 horas, foram coletadas aliquotas de 4 mL
periodicamente, que foram armazenadas no freezer e congeladas, para depois serem

analisadas quanto ao teor de biomassa e agucares.

3.5 - Difragéo de Raios-X (DRX)

A difracdo de raios-X é a técnica de caracterizagdo fisico quimica para analisar a
morfologia e composicao da estrutura de matérias solidas é uma técnica eficaz para anélise de
fases cristalinas em sélidos. A técnica estuda a difracdo de raios X quase monocromaticos por
uma rede cristalina de acordo com a lei de Bragg. A extensa ligacdo de hidrogénio e a
estrutura compacta da celulose cristalina dificultam o processo de hidrolise, enquanto a regiao
amorfa tende a ser facilmente hidrolisdvel por acidos/enzimas (THYREL, 2014).
Normalmente, ocorre uma hidrdlise parcial, que remove as regides amorfas da celulose,
aumentando a propor¢do da regido cristalina que é resistente a mais hidrolises. Portanto,
acidos concentrados e/ou uma alta quantidade de enzimas sdo usados na hidrélise acida e

enzimatica, para reduzir ao maximo a cristalinidade da celulose e converté-la totalmente no
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amorfo (PEREZ-PIMIENTA et al., 2015). O Difratograma (Figura 9) foi obtido pelo ensaio
realizado na biomassa seca do bagaco ja triturado e peneirado com mesh 50. Os
Difratogramas foram registrados usando um difratbmetro de raios X (XRD 7000 Shimadzu)
com radiacdo Cu Ka, tensdo de 50 kV e corrente de 20 mA. O intervalo de varredura foi de 20
= 5°a 100 ° a uma velocidade de varredura de graus por 0,081segundos. O difratograma foi
plotado com o programa HighScore Plus.

3.6 — Planejamento Experimental

O Programa Estatistico 10.0 foi utilizado para planejar as analises experimentais e
aperfeicoar as reacGes da hidrolise, com o intuito de obter maior eficiéncia na conversdo do
residuo de agave em acucares fermentaveis. Desta forma, foi realizado um planejamento do
tipo 22, com 3 repeti¢cdes no ponto central. No total realizou-se 7 hidrolises na fase do
planejamento com o tempo e concentracdo do acido sulfarico como as varidveis
independentes, variando o tempo de 30, 60 e 90 minutos e a concentracdo do acido variando
de 0,5 1 e 2 molares. A temperatura foi mantida constante em 100+£5 °C. Com este
experimento, foi possivel obter uma superficie de resposta com duas variaveis dependentes
que sao os aclcares fermentaveis e aclcares totais. Na Tabela 1 estdo os parametros utilizados
para gerar a combinacdo para o planejamento dos experimentos. Os niveis superiores Sao
denotados como -1, o nivel médio € 0, e nivel superior € +1. O nivel médio teve 3 repeticdes,

também conhecido como o ponto central.

Tabela 1. Planejamento de experimentos design 22.

N° experimentos Nivel Concentracao Tempo
1 -1 0,5 30
2 +1 15 30
3 -1 0,5 90
4 +1 15 90
5 0 1 60
6 0 1 60
7 0 1 60

Fonte: Estatistica versdo 7.0, 2018.
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As varidveis dependentes que sdo agucares redutores (AR) e acucares redutores totais
(ART) respectivamente. Uma vez que os experimentos foram realizados, o resultado obtido
destas variaveis dependentes foi utilizado para gerar a superficie de reposta, que seria
utilizada para aperfeicoar o experimento e obter maior eficiéncia na obtencdo dos agUcares

redutores.

3.6.1 Pré-Tratamento e Hidrélise Acida

Para a realizacdo da hidrolise acida, utilizou-se nos ensaios 3 concentracdes de acido
sulfarico de 0,5, 1, e 2 molares. A temperatura foi mantida constante a 100 £ 5 °C e o tempo
de reacdo de 30, 60 e 90 minutos. Realizou-se todos os ensaios em triplicata. A hidrélise
ocorreu em um reator do tipo soxhlet com refluxo para evitar a vaporizacao do meio reacional
e consequentemente manter a concentracdo do acido constante. Apos a hidrolise, a solucéo foi
resfriada até atingir a temperatura ambiente, o pH foi medido e a solucdo neutralizada com
NaOH@q) e CaOH,. Apo6s a neutralizacdo, as andlises dos aglcares foram realizadas pelo
método DNS.A quantificacdo de agucares foi realizada por um método bastante utilizado para
detectar e medir acucares fermentaveis e agucares totais, que ¢é pela utilizacdo do acido 3,5-
dinitrossalicilato (DNS).

A caracterizagdo fisico-quimica foi realizada de acordo com o método fisico-quimico
de andlise de alimentos do Instituto Adolfo Lutz. O residuo liquido, gerado a partir do
desfibramento das folhas de agave, foi filtrado e analisado para quantificar os acucares
presentes. Foram realizados ensaios de agucares totais redutores e ndo redutores pelo método

de &cido 3,5-dinitrosalicilato (DNS) realizado pelo padréo das normas Adolf Lutz.

3.7 Fermentacdes Alcoolicas

Para a fermentacdo alcoolica, somente o hidrolisado do residuo sélido(bagaco), do
Agave sisalana foi utilizado, visto que o residuo liquido ndo contem agucares suficientes para

producdo de bioetanol , contendo mu milhagem e clorofila que dar a coloracdo verde do suco.

Realizou-se seis fermentag0es:
1. Amostra in-natura com inoculo (FINI);

2. Amostra sem inoculo, hidrolisada e neutralizada com NaOH (FHNB);
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Amostra hidrolisada, com indculo e neutralizada com Ca(OH), (FHINCH);
Amostra hidrolisada sem indculo e neutralizada com Ca(OH), (FHNCH);

Amostra hidrolisada e tratada com carvao ativado (FHCA);

o o~ w

Amostra com adi¢cdo de melago industrial (FMInd).

Os ensaios de fermentacdo foram realizados em um erlemeyer de 500 mL, com 300
mL do meio de cultura no mosto, a levedura Saccharomyces cerevisiae (fermento bioldgico
comercial fresco, onde adicionou-se 15 gL™ do fermento, fechados com rolhas de algodao,
mantidos numa incubadora do tipo SHAKER SL 221, por 72 horas a 30 °C e 200 rpm. Para as
fermentagdes com indculo, foi utlizado 10% do meio cultivo, ou seja, 30 mL do erlemeyer de
100 mL e adicionou-se 15 gL™* do fermento no meio de cultivo, agitou-se, logo apés fechados
com rolhas de algodao, mantidos numa incubadora do tipo SHAKER SL 221, por 24 horas
em temperatura ambiente. Para os meios de cultivo hidrolisado foi mantido uma concentragéo

de acUcares entre 14 a 16%, para os cultivos in-natura foi utilizado os aglcares in-natura.

3.7.1 Teor Alcoélico do Vinho

Realizado por ebuliometria, utilizando-se de um ebulidmentro de bancada, o teor
alcoolico do fermentado foi em °GL (% vol.). Utilizou-se a metodologia recomenda por Silva
(2018), desta forma, apos calibrado, foi adicionado 50 mL da amostra e a temperatura de
ebulicdo mostrada no termémetro foi anotada e plotada na régua de determinacdo de

concentragdo alcoolica.

3.7.2 Concentracdo de Biomassa (g L™)
A concentragdo da biomassa presente no procedimento da fermentacdo foi analisada

pelo método de massa seca, a partir da concentragdo celular da biomassa que consiste em
separar as células do meio, seca-las e pesa-las, em tubos de eppendorffs, com a capacidade de
2 mL cada, foram preenchidos com o fermentado e em seguida foram centrifugados por cerca
de 5 minutos, com uma rotacdo média de 10.000 rpm, retirado o sobrenadante e novamente
colocado na estufa a 105 °C por 24 horas, sendo que as aliquotas retiradas foram do Gltimo dia

de fermentacéo.
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3.7.3 Rendimento da Fermentacéao
O rendimento da fermentagdo alcoodlica foi determinado através da Equacao 4, sendo

considerado o valor do etanol produzido em gramas e dos acucares redutores (ARS)
consumidos, em gramas.
Etanol (g)

Rendi to Y%= 3 1010 TR Equacéo 4
endimento % ARS(2)x0511(2.) quac

Em que:
ARs = Acucares redutores consumidos
0,511 = Valor do fator de correcdo (REGULY, 1998).

3.7.4 Produtividade das Fermentacdes
A produtividade das fermentacdes foi calculada utilizando-se os valores de etanol

produzido em (g/L) e o tempo total de fermentacdo (h), segundo a Equacéo 5.

. _ Etanol (g/1) )
Produtividade TTempo (h) s Equagio 5

Expressa a velocidade com que o etanol é produzido, relacionando sua concentragdo

no vinho pela unidade de tempo.

3.7.5 Rendimento em massa celular (Yxs)
Este parametro relaciona a quantidade de massa celular produzida em base seca com a

quantidade de substrato consumido, sendo sua unidade dada por [g massa seca/g ART]. Este
parametro € definido matematicamente pela equacéo 6;

Rendimento de conversao do substrato em células;

..................................................................................................... Equacéo 6

Onde (dx/dt) é células produzidas produzido e (ds/dt) é a
quantidade de agucar consumido na fermentacéo alcodlica.
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3.7.6 Rendimento em produto (Yps)

Este parametro relaciona a massa de produto obtido com a massa de substrato
consumida, sendo sua unidade dada por [g etanol/g ART]. Este pardmetro € definido

matematicamente pela equacao;

dp/dt

o e e teeeteree ettt eeeaeteeatrtee i ——arteeaterer————araearerern—_, Equacéo 7
PS™ 4s /dt auag

Em que dp/dt é quantidade de etanol produzido e ds/dt é a quantidade de agucares
consumidos no processo fermentativo. A produtividade da fermentacdo é relacionada a
quantidade de etanol produzido na fermentac&o alcodlica dividido pelo tempo de fermentagéo,
enquanto o rendimento é dado pela equacao;

P Equacéo 8
Rendimento %:m *100 quac
€ Onde P é a quantidade de etanol produzido em gramas

Ac € a quantidade de acucares consumidos durante o processo fermentativo.

3.8. Processo de Destilagdo

A destilacdo foi realizada no Laboratério de Analises e Pesquisas de Bebidas
Alcodlicas — LBA, do Departamento de Engenharia Quimica na Universidade Federal da
Paraiba. A destilacdo foi realizada em um micro destilador Solab, modelo SL — 77,composto
por caldeiras, coluna e condensadores na parte superior, um recipiente com volume preé-
determinado no qual o sistema é para 50 mL alimentado e , através do aquecimento da agua
da caldeira , os vapores ascendentes da amostra contida no ebulidor sdo arrastadas através da
coluna e condensador em contracorrente do refluxo, ocorre a troca de calor do condensados

com os vapores hidroalcodlicos advindos da coluna.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Caracterizacges Fisico-Quimica

4.1.2 Composi¢do Quimica do Residuo Liquido e Sélido do Agave

As composicbes quimicas do residuo liquido e do residuo solido de 5 diferentes
espécies da cultura de agave estdo ilustradas nas Tabelas 2 e 3, respectivamente, com suas

quantidades estimadas.

Tabela 2. Composicdo quimica do residuo liquido das variedades de agave.

Composicao Agave Agave Agave Agave Agave
Henequen sisalana Tequilana  Americana Salmiana

Cinzas(g/L) 55+1.1 3,2+0.3 6,4+0.4 3,2+0.1 6,5+0.9

SSS (Brix) 10 8 11 10 11

Acucares 69,4 36,5 42,2 38,1 50,5

totais(g/L)

AcUcares 27,7 13,5 32 20 12

redutores(g/L)

pH 4,5 45 4,9 4,6 5,1

Fontes: CACERES-FARFAN et al., 2008; VALENZUELA, 2011; LOPEZ-ALVAREZ et al., 2012; AGED,
2011 e FLORES-GOMEZ et al., 2018.

Na analise do residuo liquido, Agave sisalana apresentou uma quantidade de cinzas de 3,2%,
solidos soluveis de 8, e acucares redutores de 13,50/L. Flores-Gomez, 2018 teve resultados
similares de cinzas de 2,9%, sélidos solUveis suspensos de 7 e pH de 4,8. Valenzuela também
reportou em 2011, uma quantia de 20g/L na Agave sisalana e SSS de 6,5.

A Tabela 3 resume a composicdo quimica do bagaco das 5 espécies de agave
estudadas nesta pesquisa e as reportadas na literatura.

Tabela 3. Composicao quimica do bagaco do Agave.



39

Composicao Agave Agave Agave Agave Agave

Henequen sisalana Tequilana  Americana Salmiana
Cinzas(g/L) 5,5+0.3 6,5+0.4 6,2+0.2 7,4+0.1 4,5+0.9
Lignina(%o) 16 21 13 8 15
Celulose(%o) 42 43 35 41.5 36
Hemicelulose(%0) 20 20 12 24 21
Polissacarideos 45 45 49 4.6 51
totais(g/L)

Fonte: SAUCEDO-LUNA et al., 2011; HIDALGO-REYES et al., 2013; MONTANEZ et al., 2011; (RIOS-
GONZALEZ et al., 2017 e MORAIS, 2014.

A composicdo das cinzas de acordo com as analises realizadas apresentaram uma
quantia de 6,5% de cinzas na Agave sisalana, esta quantidade se aproxima &s quantidades de
cinzas encontradas no bagaco de Agave sisalana por pesquisadores como Rios-Gonzales e
Hidalgo-Reyes.

4.2 Poder calorifico

A andlise do poder calorifico foi realizada e comparada com algumas biomassas que
apresentam potenciais para producdo de energia na forma de calor. Pode se observar que a
quantidade de energia presente no bagaco € menor do que aquela na palha de cana de acgucar,
sabugo de milho e residuos madeireiros, porem a diferenca € proximo, o que significa que o
residuo do agave(bagaco) poderia ser utilizado para geracdo de energia térmica pela

combustdo direta da biomassa seca de acordo com Tabela 4.

Tabela 4.Poder calorifico da biomassa.

Biomassa PCS (MJ/KQ) Referéncia

Bagago de cana 17,72 Vassilev et al., (2011)
Palha de cana de aglcar 17,10 Bizzo et al., (2014)
Sabugo do milho 18,35 Hupa, 2012

Residuos Madeireiros 19,40 Vassilev et al., (2011)
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Bagaco de Agave 16,22 2018
Casca de Banana 17,00 2018
Carvéo vegetal 25,00 Bizzo et al., (2014)

Valores de poder calorifico do bagago do Agave Sisalana de 16,50 MJ/kg e
18,20MJ/kg de PCI e PCS respetivamente foram encontrados por Jeaneth .T et al.,2015, estes
valores encontrados se aproximam aos valores encontrados pelo ensaio de poder calorifico
realizado neste trabalho, j& que correlaciona com os valores do poder calorifico inferior e

superior encontrados na literatura.

4.3 Andlise Termogravimetrica
As curvas TG/DTG do bagaco do sisal (Figura 3) evidenciam as etapas da

decomposicdo. Pode ser observado que até 120°C, houve a perda da umidade da matéria,
entre 120 a 200 °C, houve provavelmente a perda dos volateis, essa observacdo convergiu
com dados obtidos por Hernandez, relatou que entre 200 e 400 °C, a perda de massa é
atribuida principalmente a degradacio da celulose e hemicelulose (HERNANDEZ-
MELENDEZ et al., 2016), De 400 a 500°C, pode ser observado outro perfil de degradacio de
acordo com a curva de TG, que provavelmente corresponde a degradacdo de lignina, como
observado por Hidalgo também que entre 400 a 500 °C, apresenta-se a degradacdo da lignina
porque esta fase apresenta uma degradacdo mais lenta numa ampla faixa de temperatura
devido & estrutura resistente da lignina. A maior perda de massa da hemicelulose se encontra
entre 200 a 280 °C devido a sua estrutura fraca de decompor em relacdo a lignina
(HIDALGO-REYES et al., 2015).

Figura 3. Curvade TG e DTG do bagaco gerado do desfibramento da Agave Sisalana
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O peneiramento do bagaco foi realizado a 60% da poténcia do peneirador por 10

minutos. O processo foi realizado apds a secagem depois de triturar 0 bagaco em moinho de

facas. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Peneiramento do residuo do Agave sisalana.

Peneiramento da Matéria Seca do Bagaco (Agave sisalana)

Malha mesh Peso vazio(g) Peso com matéria (g) Peso matéria(g) % por malha

8 365,84 367,35 1,51 0,566

12 329,44 331,74 2,30 0,863

16 426,12 430,33 4,21 1,579

20 326,93 355,32 28,39 10,650

30 324,32 435,20 110,88 41,590

50 304,80 398,02 93,22 34,970

0 371,34 397,41 26,07 9,779
TOTAL 266,58 100
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A etapa do peneiramento do bagaco do Agave sisalana permitiu o0 aumento da area superficial
do material em contato com o &cido sulfurico utilizado no processo da hidrélise acida,
portanto permitindo maiores conversdes da celulose e hemicelulose em agucares redutores. O
pesquisador Medina Morales em 2017, utilizou residuo de agave com mesh 40 na sua
pesquisa de hidrolise enzimética de residuos da agave sisalana, portanto argumentou que
quanto menor o tamanho das particulas do bagago, melhor a reacdo da hidrolise para
formacéo de acucares redutores (MEDINA MORALES,2017).

4.5 DRX

O resultado do DRX do bagaco em forma de pé foi semelhante aos difratogramas de
material lignocelulésica, visto que o difratograma possui linhas de ruido similares aquele
encontrado por (THYREL, 2014) em 26 entre 15 a 22°, na andlise de pd de banana. O residuo
de Agave sisalana (bagaco) apresenta uma estrutura desordenada (amorfa), sem nenhum tipo
de ordem de organizacdo que é tipico de matérias ndo cristalinas nesta regido. Entre 22° a
26°,pico em torno de 36°, mais evidente nos difratogramas das biomassas podem estar
associados a presenca de celulose cristalina. Ou seja, ha a presenca de um certo grau de
organizacdo das estruturas presentes, visto que o residuo contem nas fibras as estruturas
organizadas (cristalinas). Os demais picos que aparecem no difratograma podem estar
relacionados com outros componentes, lignina e hemicelulose, que estdo dispersos de forma
amorfa na estrutura. (GONZALES J. T. et al ,2019). As cartas cristalograficas utilizadas para
demarcar os picos foram PDF 01-075-1525 e PDF 01-089-0460.

Figura 4. Difratograma da difracéo de Raio-X

Counts T 1

CiilUzers\UsenDesktop\Habila Dnod

3000

2000

1000

L L L L L L L L L B I R LRI
10 20 a0 40 50 4] T 80 a0 100

Position [*4Theta] (Copper (Cul)




4.6 Andlises dos Solidos Sollveis Suspensos (SSS) do Hidrolisado
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Na Tabela 6 estd sumarizado o Brix, também conhecido como sélidos sollveis

suspensos (SSS). Os SSS das amostras antes e apoOs a reacdo da hidrdlise acida com as

respectivas concentracBes do &cido. A hidrolise &cida provocou a liberacdo de solidos

soltveis, comparando os SSS inicial e final de todas as amostras que foram submetidas ao

tratamento, observa-se que houve um aumento de 8 para 10, 12 e 19 para concentracdes de

0,5M, 1M e 2M do acido respetivamente. Vale ressaltar que para os SSS dos hidrolisados ndo

houve mudanca significativa para tempo de 30 e 60 minutos. Pela analise do planejamento

experimental, isso ocorreu provavelmente porque a hidrélise acida na maioria das vezes,

acontece rapidamente e num curto periodo de tempo, como confirmado pelos autores Avila-
Lara et al. (2015); Maitan-Alfenas, Visser e Guimaraes (2015); Velazquez-Valadez et al.

(2016).

Tabela 6. SSS inicial e final da reacdo de hidrolise acida.

Brix inicial Concentracao Tempo de reacéo Temperatura Brix final
(%) acida(M) (min) (°C) (%)
6,8 0,5 30 100+5 10,15
6,8 0,5 30 100+5 10,05
6,8 0,5 30 100+5 10,25
6,8 1 30 100+5 12,30
6,8 1 30 100+5 12,20
6,8 1 30 10045 12,00
6,8 2 30 100+5 19,80
6,8 2 30 10045 19,25
6,8 2 30 100+5 19,60

Fonte: THOMAS, H. Y., 2018.



44

Os valores do Brix de todas as amostras que foram hidrolisadas com a concentracéo de
acido utilizada e o Brix final obtido apos a reacdo da hidrolise &cida sdo préximos aos que
foram obtidos por Wood et al., 2012. Houve um aumento significativo no SSS da amostra in
natura e depois da hidrolise acida, implicando um possivel aumento na quantidade de
acucares totais presentes na amostra, que aumentara a quantidade de bioetanol apés o
processo da fermentagéo.

4.6.1 Quantificacdo por DNS

Um espectrofotometro calibrado a 540 nm foi utilizado para ler as absorbancias das
solucdes utilizadas para calibrar a curva, 0 mesmo comprimento de onda é utilizado para
medir a absorbancia das amostras depois de reagir com o acido DNS para quantificar os
acucares relacionando a absorbéncia das amostras com a concentragdo de glicose inicial que

foi utilizada para calibrar a curva previamente, como ilustrado na Figura 5.

Figura 5. Curva de calibracéo.
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De acordo com as diluigdes da glicose de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1 mg/mL, absorbancias
destas solugdes foram obtidas depois da reacdo com 0,5mL do &cido DNS. A Equacéo desta
curva é utilizada para calcular a concentracdo dos acuUcares redutores e agucares totais nas
amostras analisadas, permitindo relacionar as absorbancias das amostras em estudo com a
quantidade de agUcares nas amostras. Isto foi realizado de acordo com o método de anélise de
acucares elaborado pelo Instituto Adolfo Lutz (ZENEBON, PASCUET e TIGLEA, 2008).

A absorbéancia das amostras obtidas antes da hidrélise e apds a hidrolise acida foram
lidas, e os resultados destas andlises sdo apresentados nas Tabelas 7 e 8. Na Tabela 7 estdo
apresentas as absorbancias e quantificacdo dos agUcares redutores na amostra in natura.

Tabela 7. Acucares redutores para amostra in natura sem hidrolise.

Acucares redutores para amostras in natura sem hidrolise

Amostras Absorbancia Acucares(g/L)
1 0,1490 3,38
2 0,1110 2,53
3 0,1480 3,49

Na Tabela 7 estdo apresentados os calculos dos acUcares redutores para a amostra
hidrolisada, com a concentragdo do acido variando de 0,5M, 1M e 2M, respetivamente. As
absorbancias correspondem as quantidade de acUcares nas amostras (MEDINA-MORALES et
al., 2017; STAMBUK, LUIZ e JUNIOR 2017).

Na Tabela 8 estdo ilustrados os resultados da hidrolise em triplicata com os
respectivos desvios padrdes, a quantidade de agUcares obtidos sdo similares as quantidades
obtidas na literatura (STAMBUK, LUIZ e JUNIOR, 2017; PHAM et al., 2011; WOOD et al.,

2012, de acordo com 0 Anexo 1).

Tabela 8. Acucares redutores e absorbancia das amostras hidrolisadas.

Conc. acido Absorbancia Acucares R(mg/mL) Desvio padrao
2 0,295 30,47 0,04
2 0,252 27,81 0,05
2 0,270 28,50 0,07

0,5 0,213 22,53 0,01
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0,5
0,5

0,209
0,214
0,247
0,255
0,254

22,15
22,63
LS
26,21
26,43

0,04
0,04
0,01
0,01
0,01

Na Tabela 9 estdo resumidos os dados referentes aos aglcares redutores e absorbancia

das amostras hidrolisadas com seus respectivos desvios padroes.

Tabela 9. Acucares redutores e absorbancia das amostras hidrolisadas.

Conc. acido Absorbancia Acucares T(mg/mL) Desvio Padréo
1 0,076 18,22 0,01
1 0,076 18,51 0,01
1 0,075 16,31 0,01
0,5 0,068 16,55 0,02
0,5 0,063 16,35 0,12
0,5 0,062 15,25 0,13
15 0,091 22,32 0,03
1,5 0,091 23,12 0,04
15 0,084 20,10 0,03

Na Tabela 10 estdo apresentados os agUcares redutores e totais das amostras dos

ensaios utilizados para o Planejamento Experimental, em que as superficies de repostas e o

modelo matematico foram gerados para a cinética da hidrdlise acida para liberacdo de

acucares redutores e agucares totais.

Tabela 10. Quantificagdo dos agucares do Planejamento Experimental.

Concentracéo

0,5
15
0,5
15
1
1

Tempo

30
30
90
90
60
60

Acucares Redutores
26,41
29,02
23,40
29,44
18,31
17,70

Acucares Totais
25,94
20,82
34,43
38,27
33,91
33,64
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1 60 18,38 34,80

Os perimetros do Planejamento Experimental foram escolhidos baseado no estudo de
varios trabalhos sobre hidrolise de biomassa lignocelulésica (Anexo 1) (HIDALGO-REYES
et al., 2015; CORBIN et al., 2015; BARBANERA et al., 2018; STAMBUK, LUIZ e JUNIOR
2017), foram estudadas para a escolha dos parametros do Planejamento Experimental.

A quantidade de acucares produzidos no processo da hidrélise acida das amostras do
residuo de agave evidenciou ser quantidades maiores na medida em que a concentracdo do
acido é aumentada, porém, a propria reacdo de oxidacdo de agucares produzidos promovido
pelo &cido presente no meio, acaba degradando os agucares presentes (MONTIEL et al.,
2016). Esse processo da degradacdo dos agucares também é promovido pela temperatura alta
em que ocorre a reacdo da hidrélise que varia entre 105°C a 120°C aproximadamente nesta
reagdo (MICHEL-CUELLO et al., 2012). Portanto, no final do processo da hidrolise, as
amostras que foram expostas a menores concentracdes de &cido e por menor tempo na
temperatura estipulada do processo, mostraram maiores quantidades de agucares e melhor

eficiéncia de conversdo em bioetanol no processo fermentativo.

4.6.2 Gréfico de Pareto

Na Figura 6 esta representado o grafico de Pareto obtido a partir da analise estatistica
(ANOVA), dos resultados do planejamento experimental, neste grafico, é possivel verificar as
variaveis que influenciam a concentracdo de acucares redutores (AR) e acucares redutores
totais (ART) liberadas ao longo da reacdo da hidrolise realizada. Aquelas cujas barras
ultrapassam a linha vertical (p-level = 0,5) tém influéncia significativa sobre a variavel de
resposta com 95% de confianca. E possivel visualizar que o efeito da variavel principal, a
concentracdo do &cido sulfarico é significativa para variavel de resposta. Quanto maior a
concentracdo de &cido, maior a liberacdo dos agUcares redutores. A interacdo entre a
concentracdo do &cido e o tempo da reagdo teve pouco ou nenhum efeito na liberacdo dos
acucares totais e agUcares redutores. A variavel tempo também ndo teve influéncia
significativa sobre as variaveis de resposta, porém, o tempo de 30 minutos mostrou resultados
similares com o maior tempo de 90 minutos da reacéo de hidrolise. A iteragdo 1x2 também foi

com um nivel de significancia consideravel.

Figura 6. Gréafico de Pareto para as variaveis dependentes.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: AR
2**(2-0) design; MS Pure Error=,2373059
DV: AR

(2)temperatura 1,963027

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Estatistica versdo 7.0, 2018.

Na Tabela 11 estdo ilustrados os coeficientes de regressdo para modelar o
planejamento experimental e gerar a equacdo matematica que representa o modelo. Os
coeficientes de regressdo relacionam os efeitos da concentracdo do acido, o tempo de reacédo e
a interacdo entre a concentracdo do acido e o tempo simultaneamente, para gerar o modelo
matematico que representa a reacdo da liberacdo de acgUcares redutores e agucares redutores

totais na hidroélise acida.

Tabela 11. Coeficientes de regressdo para o planejamento experimental de agucares

redutores.
Fatores Efeitos erro.padrédo 1(2) P -95%  +95% Coef.erro
padrao
Iteracoes 52,53 0,18 284,308 0,000012 51,7392 53,7392 52
Concentracdo(l) 13,84 0,49 28,418 0,001236 11,7477 15,9397 0,69
Temperatura(2) 0,96 0,487 1,963 0,188629 -1,1397 3,05277 0,47
D)*2) -2,36 0,49 1,040 0,040184 -4,0260 0,26027 1,7

Fonte: Estatistica versdo 7.0, 2018
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Apartir destes coeficientes de regressdo, pode-se obter a Equacdo do modelo que
representa a obtencdo dos acgucares redutores em g/L. O R2 foi de 0,9881 para o ajuste do
modelo, com um erro de 0,23. Os fatores importantes pelo planejamento experimental foram
as iteracdes(1), a concentracéo e iteracdo (1)*(2) como ilustradas na equacao 9.

Acucares redutores = (52,5314+13,8473*CA-2,3563%CA).....ccccovviiriiciiiiirienn. Equacéo 9
Onde:

CA = concentracado de acido;

T = tempo (minutos).

Na liberacdo de acUcares redutores totais ART na reacdo da hidrélise acida (Tabela 6),
é possivel notar que as melhores respostas foram obtidas na maior concentracdo do acido que
é de 2 mol/L e 1,5 mol/L, respetivamente, e menor tempo de reacdo de 30 minutos como
ilustrado pelo planejament experimental, porque ndo houve aumento significativo de aglcares
liberados com tempo de hidrdélise de 60 e 90 minutos. A quantidade de acgUcares corresponde
com os varios valores dos solidos solUveis suspensos, encontrados na analise do °Brix das
amostras hidrolisadas. A superficie € obtida a partir da interacdo dos efeitos da concentracao

do &cido e tempo de reacdo, como ilustrado na Figura 7.

Figura 7. Superficie de resposta para a varidvel AR (Acucares redutores).
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Fitted Surface; Variable: AR
2**(2-0) design; MS Pure Error=,2373059
DV: AR

Fonte: Estatistica versdo 7.0, 2018.

A superficie de resposta para a liberagdo de agucares redutores (AR) é representada na
Figura 8. De acordo com a superficie obtida, a liberacdo dos agUcares redutores é influenciada
pela concentracdo do &cido, com efeito as melhoras respostas obtidas na menor concentracao
do acido e menor tempo de reacéo.

De acordo com a figura 8, as coloragdes significam as quantidades de agucares
redutores liberados pela reacdo da hidrolise. Quanto mais vermelho, maior a quantidade dos
agucares, e quanto mais verde, menor a quantidade dos acucares liberados. Pode se observar
que quanto maior a concentracdo do acido utilizado na reacdo da hidrdlise, maior sera a
quantidade de agucares liberados, e vice versa. A temperatura do experimento foi mantido a
100°C, portanto ndo foi analisado o efeito da temperatura na liberacéo dos agucares.

Na figura da superficie em 2D, as cores signicam a mesma coisa com o grafico em 3D. O
aumento da concentragdo do acido utilizado na reacdo da hidrolise implica um aumento na

liberacdo de agucares.

Figura 8.Superficie de resposta em 2D para agucares redutores
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Fitted Surface; Variable: AR
2**(2-0) design; MS Pure Error=,2373059

DV: AR
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A modelagem desta superficie foi gerada em funcéo da concentracdo do acido e tempo
da reacdo. A aproximacdo do experimento ao modelo do planejamento experimental é
apresentado na figura 9.

Figura 9. Previsdo do modelo do planejamento experimental
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2**(2-0) design; MS Pure Error=,2373059

DV: AR
62

60

58

56

54

52

50

Valores Previstos

48

46

44

42

40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62

Valores Observados

Para o planejamento experimental dos agucares redutores totais, foram usados 0s
mesmos perimetros de reacdo, os dois fatores independentes que sdo tempo e concentracao do
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acido, o modelo ilustra o efeito destes fatores na reacdo da hidrolise acida. No diagrama do
Pareto, com um nivel de confianga 95%, os fatores que passaram a linha vermelha séo
estaticamente significativos, o Unico fator com importante na liberacdo dos agucares € a
concentracéo do acido.

No diagrama de pareto (figura 10), pode se observar que os fatores independes com
maior nivel de significancia ou maior efeito sobre a liberagcdo de agucares redutores totais
foram a concentracdo do acido, com a quantidade de acucares redutores totais aumentando

com o0 aumento da concentracdo do acido utilizado na reacdo da hidrolise.

Figura 10. Diagrama de Pareto para liberacédo de aglcares redutores totais

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: ART
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Fonte: Estatistica versdo 7.0, 2018.

A Tabela 12 evidencia os parametros estatisticos completos que representam o modelo
matematico do sistema da hidrolise acida do residuo liquido da Agave sisalana. Nesta figura,

é possivel verificar os erros padroes e 0 R2 do modelo.

Tabela 12. Parametros estatisticos do planejamento de experimentos
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Fatores Efeitos erro.padréo 1(2) P -95%  +95% Coef.erro
padréo
Iteracoes 63,678 0,16 390,257 0,000007 62,9761 64,38023 0,16
Concentracdo(l) 21,225 0,43 49,165 0,000413 19,3675 23,08248 0,22
Temperatura(2) 0,125 0,43 0,290 0,799942 -1,7324  1,98248 0,22
1)*2) -1,178 0,43 -4112  0,054374 -3,6324  0,08248 0,22

Fonte: Estatistica versdo 7.0, 2018

Apartir destes coeficientes de regressao, pode se obter a equagdo do modelo que

representa a obtencdo dos acgucares

totais em g/L. Os fatores dependentes da maior

importancia sdo apenas as iteracdes e a concentracdo(1) como ilustrado na equacéo 10.

Acucares redutores totais=(63,6782+21,2250*CA)

.............................................. Equacéo 10

A Figura 11 ilustra a superficie de resposta para o planejamento experimental da

obtencéo de agucares redutores pela reagao da hidrolise acida.

Figura 11. Superficie de resposta para agucares redutores totais (ART).
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A superficie de resposta em 2D a para a reacdo da hidrolise acida para obtencdo de
agucares redutores totais. Pode se observar novamente, que quanto mais vermelho a cor da
superficie, maior sera a concentracdo de agucares redutores totais liberados pela reacdo da
hidrolise. A concentracdo do acido é a variavel mais importante como previsto pela superficie
da resposta gerada no planejamento experimental. A temperatura da reacdo foi mantida a
100°C também nesta anédlise, e o tempo que vario de 30, 60 e 90 minutos mostrou ser
insignificativo a reacdo, entdo o menor tempo de 30 minutos foi utilizado como padréo para o

resto do trabalho.

Figura 12. Superficie de resposta em 2D para agucares redutores totais

Fitted Surface; Variable: ART
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A aproximacdo do experimento ao modelo do planejamento experimental é

apresentado na figura 13.

Figura 13. Valores experimentais observados e sua aproximacdo ao modelo tedrico.
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Observed vs. Predicted Values
2**(2-0) design; MS Pure Error=,1863706
DV: ART
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Por fim, Todos os métodos de pré-tratamento mencionados no apéndice apresentam suas

vantagens e desvantagens.

5-FERMENTACAO ALCOOLICA

As fermentacbes dos residuos (bagaco) foram realizadas da seguinte forma:
fermentado in natura(A), fermentado com inoculo(B), sem inoculo neutralizado com
hidréxido de célcio (C), fermentado com adicdo de melaco de cana de acucar(D), e
fermentado tratado com carvao ativado com melaco(E). Em todas as fermentacdes realizadas,
foram realizadas as analises de crescimento de biomassa para poder avaliar a cinética de
fermentagdo e crescimento da biomassa. Os agucares redutores, solidos solUveis suspensos
(SSS), pH e a absorbancia das amostras foram monitoradas durante o processo de
fermentacao até 96 horas. Os processos fermentativos foram realizados em erlenmeyer de 500
ml. 300 mL de cada amostra foram fermentados e analisados num periodo de 96 horas a 30°C

e 200rpm.

5.1.- Analise de consumo de agucares no processo fermentativo
Nos ensaios de fermentacdo realizadas denotadas de A até F, foram observadas as

seguintes curvas de consumo de agucares em relacdo ao tempo no processo fermentativo
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realizado. Em todas as fermentaces realizadas, o consumo de agucares ao longo do tempo foi
observado em todos os ensaios realizados.

Figura 14. Curva de agucares totais em relagdo ao tempo no processo fermentativo
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5.1.1. Residuo de agave fermentado in-natura neutralizado com hidréxido de
célciohidroxido de célcio

O grafico a seguir ilustra a relagdo entre a absorbancia da amostra e os sélidos soluveis
suspensos (SSS), analisados entre 0 e 96 horas. Pode ser observado que tanto a absorbancia
guanto o Brix baixaram ao longo do tempo. Provavelmente pode ser atribuido ao consumo de
acucares pela levedura ao longo do processo fermentativo. O Brix da amostra in-natura foi de
14,6 e chegou até 13,6 no final da fermentacdo.

Figura 15. Gréfico da andlise do residuo de agave fermentado in-natura neutralizado com Hidréxido
de célcio
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5.1.2 -Residuo fermentado com inoculo neutralizado com Hidroxido de célcio
Na fermentacdo realizada com inoculo da levedura, também com neutralizacdo

utilizando hidroxido de célcio, o Brix ja iniciou um pouco maior, isso pode ser atribuido a
liberacdo de agucares pela hidrolise acida realizada. A concentragdo de solidos soluveis
suspensos e a absorbancia das amostras baixaram simultaneamente ao longo do processo
fermentativo. Isso provavelmente € atribuido ao consumo dos agucares e sua conversdo em

bioetanol e outros produtos de fermentacao.

Figura 16. Gréfico da andlise do residuo fermentado com inoculo neutralizado com Hidréxido de
célcio
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5.1.3. - Residuo sem inoculo neutralizado com hidréxido de calcio

No processo de realizacdo da fermentacdo na amostra sem inoculo e que foi neutralizado com
hidréxido de sdédio, houve um aumento significativo no teor de sélidos solUveis suspensos.
Antes da hidrolise e neutralizacdo, o Brix era 14,6 depois do processo subiu para 18,5 e

depois da fermentacao baixou para 17.

Figura 17. Gréfico da anélise do residuo sem inoculo neutralizado com hidréxido de célcio
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5.1.4 Residuo fermentado e tratado com carvéo ativado
O carvao ativado foi utilizado ap6s o processo de hidrolise com acido sulfurico, antes

do processo de neutralizacdo com o hidréxido de célcio. A utilizacdo do carvdo ativado
permitiu a remocéo de alguns agentes que impactam negativamente o processo fermentativo
para obtencdo do etanol. Inibidores como furfural e acido acético formados no processo da
hidrolise acida sdo obsorvidos pelo carvao ativado. O Brix baixou de 18 a 15,provando maior

atividade da levedura no consumo de agucares.

Figura 18. Grafico da anélise do residuo fermentado e tratado com carvéo ativado.
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5.1.5 Residuo fermentado com adicdo de melaco de cana de agUcar
As fermentacOes realizadas com adi¢do de melago de cana de agUcar obtiveram as

melhores eficiéncias na conversdo de agucar em bioetanol. o Brix baixou de aproximadamente
20 a 15. A presenga do melaco elevou a quantidade de solidos sollveis suspensos,
especificamente a quantidade dos agucares fermentaveis. Apos a fermentacdo as amostras que

tiveram adi¢do do melago apresentaram maiores quantidades de bioetanol.

Figura 19. Grafico da analise do residuo fermentado com adigéo de melago de cana de agucar.
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5.1.6 Residuo fermentado tratado com carvao ativado com melaco
A fermentacdo obtida na amostra que foi neutralizada com hidréxido de célcio depois

da hidrdlise acida tratada com carvdo ativado e também adicionado o melaco da cana de

acucar apresentou a melhor desempenho na conversao de agucares em bioetanol.

Figura 20. Grafico da analise residuo fermentado tratado com carvao ativado com
melaco
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6. -CINETICA DO PROCESSO FERMENTATIVO

A cinética de fermentacdo foi realizada a partir do crescimento da biomassa observado
ao longo do processo fermentativo. Neste processo, foram analisadas a absorbancia, teor de
solidos soltveis suspensos (SSS), e 2 mL de cada amostra foi retirado a cada duas horas,
centrifugada e o sobrenadante guardado na geladeira para as proximas analises. Depois de
retirar na décima hora, as aliquotas foram retiradas a cada 12 horas até chegar as 72 horas do
processo fermentativo. Para realizar a retirada das aliquotas, a amostra que foi submetida ao
processo fermentativo no shaker foi retirada para uma capela previamente desinfetada com
luz ultravioleta por 5 a 10 minutos e higienizada com alcool etilico. As ponteiras,
previamente esterilizadas em autoclave a 200°C e 1psi por 30 minutos. A curva da calibragédo
para quantificar e avaliar o crescimento da biomassa presente na amostra foi tragada
utilizando 7 diluigdes realizadas no final do tempo de fermentacdo para cada amostra
fermentada. Fez-se as dilui¢cBes na seguinte ordem: 1:50. 1:75, 1:100, 1:125, 1:150, 1:175 e
1:200. 1mL da amostra foi diluida em agua destilada nas quantidades ilustradas.
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Gréfico de curva de calibragdo de quantificacdo de biomassa para 0s seis ensaios de
fermentacdo realizados. O comportamento de todas as curvas de ensaio de cinética de
crescimento da biomassa possui uma curva com comportamento linear porque foram
analisadas a base de quantidade de biomassa presente no final do processo fermentativo, com

0s pontos representando as dilui¢des realizadas.

Figura 21. Curva de calibracéo para todos os ensaios de cinética de crescimento da
biomassa.
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O grafico ilustrando o crescimento da biomassa foi obtido pela quantificacdo da
biomassa realizada a cada 2 horas ate obter 5 pontos, a partir desse ponto, a retirada de 2ml da
amostra do processo fermenativo € realizada a cada 24 horas ate chegar 72 horas. A sequencia
dos graficos representam as seguintes configuragoes para o processo fermentativo; residuo do
agave fermentado in-natura sem tratamento(a), amostra hidrolisado e fermentado com
inoculo(b), amostra hidrolisado, neutralizado com hidroxido de calcio(c), amostra hidrolisado
e tratado com carvdo ativado(d), amostra ndo hidrolisado fermentado com adicdo de
melaco(e) e por fim amostra hidrolisado, com inoculo, tratado com carvdo ativado e com

adicdo de melago(f).

Figura 22. Grafico da andlise do crescimento da biomassa nos ensaios da fermentacéo alcodlica.

0,3000 a 55 )

0,2500 Lo —t ., »
<0,2000 ] ~
o © 15

w ’

©0,1500 a
[} E 1 /
20,1000 y's £ /
E ’

0,0000 0

0 20 40 60 30 0 20 40 60 80
Tempo (h) Tempo (h)

- 0,25 p r
04 il 0,2 "4—0~
~N
0,15 ;,/

massa g
o o
N oW
Biomassa g/L

0,1
2 0,1 0,05
0 0
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tempo (h) tempo(h)
0,8000 ! e 0,3000 f
50,6000 _%o— = 0,6000
o0
: 7 k 8 ’ FH
g 0,4000 40,4000
.S 0,2000 / g 0,2000
@ &
0,0000 0,0000

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tempo (h) Tempo (h)




63

Em todos os cenarios do processo fermentativo, inicialmente houve um crescimento
com perfil linear nas primeiras 24 horas do processo fermentativo, com excec¢do dos ensaios
(C) e (F). No final do processo, houve uma diminuicdo notavel nos ensaios (D) e (F) na
qguantidade de biomassa presente nas amostras fermentadas. Esse comportamento de
crescimento inicial da biomassa € uma caracteristica da levedura no inicio do processo
fermentativo, na fase lag, houve a iniciagdo do um crescimento mais gradual até a fase log, e
na fase de declino, um declino na quantidade de biomassa como notado por (ZABED et al.,
2016).

A Tabela 13 ilustra os teores de alcool em °GL, de todos os ensaios de fermentacéo e
destilacdo realizados. As quantidades de etanol em g/L foram calculados também, a partir
destes dados, foi possivel realizar os calculos da produtividade e rendimento da fermentacéo

através das equacdes 4,5,6,7 e 8.

Tabela 13. Perimetros para célculo da eficiéncia da fermentacéo.

Experimento Teor Volume de Massa etanol Acucares redutores
alcoolico etanol (mL) (g/ml) consumidos
(°GL)

A 0,5 0,25 0,197 4,02

B 1 0,5 0,39 2,53

C 2 1 0,79 19,49

D 4 2 1,58 16,91

E 55 2,75 2,16 24,76

F 5,9 2,95 2,32 27,87

Considerando que a densidade de etanol corresponde a 0,789kg/m3

A tabela a seguir ilustra a produtividade e a eficiéncia da fermentagédo em termos de

conversao dos agucares totais no meio fermentativo.
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Tabela 14.Produtividade e rendimento das fermentagoes.

Experimento Teor alcodlico (°GL)  Volume de Produtividade = Rendimento da
etanol (mL) da fermentacdo fermentagdo(%o)
a/h
A 0,5 0,25 2,05 15,83
B 0,38 0,5 4,63 21,43
C 2 1 8,22 12,62
D 4 2 16,46 38,00
E 8 4 28,64 38,65
F 9,8 49 30,73 39,29

As produtividades dos ensaios de fermentacdo demonstraram que todas as amostras
que passaram pelo processo de fermentacdo e renderam uma quantidade de 16% a 40% de
rendimento de fermentacdo, as altas producgdes foram obtidas devido a aplicacdo da hidrolise
acida que aumentou a quantidade de agucares redutores, este explica a razéo pelo qual foram
obtidos baixos rendimentos no ensaio A, que ndo passou pelo processo da hidrolise acida.
Gomez F, também afirmou que a etapa da hidrdlise acida é fundamental para quebra da
celulose, hemicelulose e lignina em acucares que poderiam ser fermentados pela levedura.
(FLORES-GOMEZ et al., 2018).

Para os ensaios de fermentacdo das amostras que foram neutralizados com hidrdxido
de sddio ap6s o processo da hidrolise, houve conversdes menores dos agucares em etanol
provavelmente devido a presenca de sais de sodio NaCl), formados durante o processo de
neutralizacdo do acido HCl 5. O sal de sddio encontrado em maiores concentracdes de até 2M
inibiu a atividade da levedura e diminuiu o rendimento de etanol no final da reacdo da
fermentagdo, enquanto os ensaio da fermentacdo de amostras hidrolisados com acido
cloridrico e neutralizados com hidroxido de célcio (amostra D e F) tiverem rendimentos
melhores do que das amostras neutralizados com NaOHq porque os saios de calcio se
precipitaram e foram retiradas por centrifugacdo. Este fendmeno poderia ser explicado pelo
fato de que o hidroxido de célcio quando reage com o acido sulfurico precipita o sal CaCl,
.enquanto na reagéo de HCl; com NaOHg), o sal formado dissolve na propria solugdo do
hidrolisado, dificultando a retirada deste sal, que consequentemente atrapalha a reacdo da
fermentacdo. Rijal afirmaram que concentracdes de sal acima de 1M ja comeca a trazer

efeitos negativos no processo fermentativo (RIJAL et al., 2016).
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Nos ensaios de fermentacédo E e F, os rendimentos de etanol foram os melhores porque
houve a adi¢do de melaco da cana de agucar. Essa adi¢do de melaco foi feita para comparar o
rendimento dos ensaios do hidrolisado sem melaco e com melaco, a quantidade de melago foi
ajustada para simular mosto de cana de acgucar, assim criando as condi¢fes de mosto da
indUstria de producdo de etanol a partir da cana de agucar.

O rendimento da hidrolise e rendimento da fermentacdo do residuo de Agave sisalana
foi de 80% para conversao da celulose, hemicelulose e lignina em agucares redutores, e 50%
para a conversdo dos agucares em bioetanol pelo processo fermentativo, esses valores sao
aceitaveis, visto que na indudstria sucroalcoleira a média do teor alcoolico é de 10°GL
enquanto no ensaio hidrolise e fermentacdo do residuo de agave realizado, foi obtido um °GL
de 4,9.

7. Estimativa da Viabilidade Econémica da Producéo de Etanol a partir do Residuo de
Agave

Segundo a Organizacdo de Alimentacdo e Agricultura das Nagdes Unidas, o Brasil é o
principal produtor mundial do sisal, seguido pela Tanzania, Quénia e Madagascar,
respectivamente (ADVANCED ETHANOL COUNCIL, 2013). A producéo total de fibra de
sisal de 2015 e 2016 é de aproximadamente 160.000 e 150.000 toneladas de sisal in natura
(AVILA-LARA et al., 2015). Na Figura 23 esta ilustrada uma estimativa da producéo
mundial total de fibra de sisal de acordo com os paises que mais produzem.

Figura 23. Producdo mundial de fibra de sisal para 2015 e 2016.
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Fonte: THOMAS. H. Y.,2018

Os residuos solidos e liquidos totais foram calculados com base no pressuposto de que
o sisal tem em média 5% do conteudo total de fibras, o restante € composto de material
lignoceluldsico elevado e residuos liquidos (CORBIN et al., 2015; MARTINEZ-TORRES et
al., 2011). Na Figura 24 esta ilustrada uma estimativa dos residuos sélidos e liquidos que

foram gerados em 2015 e 2016.

Figura 24. Estimativa dos residuos de sisal 2015 e 2016.
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Estimando 5% de sisal como fibra, 95% é o residuo que pode ser pré-tratado e
potencialmente convertido em aglcares redutores simples e consequentemente fermentado
para produzir bioetanol (DAVIS, LEBAUER e LONG, 2014). Observou-se que um total
estimado de 6.267.980 toneladas de residuos de sisal foi gerado apenas em 2015 e 2016.
Desta quantidade, a estimativa total de bioetanol para esses dois anos foi calculada.

Por fim, a producdo estimada de etanol a partir desses residuos foi calculada com base
no pressuposto de que 75 litros de bioetanol podem ser gerados a partir de uma tonelada de
residuo de sisal, quando adequadamente tratados como proposto por Corbin et al., 2015.

Na Figura 25 estdo ilustradas estimativas de etanol calculadas a partir do residuo total
do sisal, assumindo que para cada tonelada de residuo, 75 litros de etanol podem ser

processados a partir dele apds o pré-tratamento adequado.

Figura 25. Produgdo estimada de bioetanol a partir do residuo de sisal.
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Fonte:THOMAS. H, Y.,2018

Uma quantidade tedrica estimada em aproximadamente 261,470,016 milhdes de litros
de bioetanol, poderia ter sido gerada a partir desse residuo se fosse propriedade coletada em
2015 e somente 2016, tratada e transformada em acuUcares fermentaveis que podem ser
fermentados em bioetanol. A estimativa realizada nesta pesquisa baseou-se na média dos
monossacarideos e polissacarideos totais presentes no residuo sisal, conforme demonstrado

pelos diversos autores citados nesta pesquisa.

8. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo do residuo de sisal para a produgdo de bioetanol evidenciou ser viavel,
uma vez que esses residuos gerados sdo adequadamente coletados e convertidos em bioetanol
como ilustrado pela analise econdmica. Os varios métodos de pré-tratamento analisados nesta
pesquisa provaram melhorar o teor geral de actcar disponivel para a fermentagdo. O residuo
liguido do Agave sisalana apresentou uma quantidade significativa de aguUcares, porém a
hidrélise &cida foi necessaria para obter maior quantidade de agucar e converter a celulose
presente em acgucar redutor. A hidrélise acida aumentou a quantidade de agucares redutores e
acucares redutores totais ap0s a reacao. Foi possivel aperfeicoar a concentracéo e tempo ideal
da reacdo para obter a maior quantidade de acUcares redutores totais e redutores, pela

realizacdo do planejamento experimental.
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A hidrdlise 4cida aumenta a acidez do hidrolisado, sendo necessario ajustar o pH do
sistema antes de iniciar o processo de fermentacdo para obter bioetanol nas condicdes ideisi
de fermentacdo. A etapa da hidrélise acida demonstrou eficacia para a obtencdo dos agucares
redutores. Também demonstrou ser eficiente para aumentar a quantidade de acUcares
fermentaveis no meio reacional, porém o sistema precisara ser neutralizado para poder iniciar
0 processo de fermentacdo.

No processo fermentativo, a utilizacdo de diferentes agentes de neutralizacdo
mostraram resultados diferentes, com o hidroxido de célcio como a melhor op¢éo para reacao
de neutralizagdo do &cido utilizado na etapa da hidrolise da amostra. O hidroxido de sodio
quando usado gera sais que interferem no processo fermentativo negativamente.

No ensaio de fermentacdo realizado, foram obtidas eficiéncias diferentes de acordo
com o meétodo da neutralizagcdo da solucdo hidrolisada, também as amostras com adicao de
melaco obviamente tiveram melhores conversdes devido a maior quantidade de agucares

presentes.

10. TRABALHOS FUTUROS

Esta pesquisa realizou varias analises sobre a utilizacao dos residuos de agave sisalana
para producdo de bioetanol, a partir do poder calorifico e metodologia de hidrdlise &cida,
futuros trabalhos como utilizacdo do bagaco do sisal para obtencédo de briquetes, ja que possui
um alto poder calorifico, a hidrélise enziméatica do sisal poderia ser estudada mais
profundamente, analisando a extracdo mais eficiente dos acucares. Poderiam ser estudados

também outros tipos de leveduras para aumentar a eficiéncia do processo fermentativo.
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Comparacéo de varios métodos da hidrolise de biomassa celulésica

10

Método de pré- Residuo de CondicGes Vantagens Desvantagens AclUcar AcUcare Eficiéncia  Referencia
tratamento agave es s finais
utilizado iniciais

Hidrolise com Bagaco do  Concentracdo de acidoa  Processo rapido e Formagdo de produtos 16g/L 25 g/L 73,62% (HIDALGO-REYES et al.,
H,SO, sisal 1,2e3%plp,al25a relativamente barato  quimicos indesejaveis, como 2013)

150°C por 20 minutos acido acético e degradacdo de

acucares

Hidrolise com Bagacodo pHde5a40°Ce 100 Processo e acéo Processos caros e demorados, 18g/L 40 g/L 69%
enzimas Cellulase  sisal rpm. Concentracao enzimaética para as enzimas geralmente
e Cellobiase enzimética de 100 producédo de produto  precisam de condi¢des

unidades/l g e 80 especifico. especificas de crescimento

unidades/ Ig de sélidos

totais
Hidrélise com Residuo Atividade enzimatica de  ReagOes enzimaticas  Enzimas caras, dispendiosas 39g/L 47 g/L 60% (HIDALGO-REYES et al.,
enzima (Cellulase e liquidoda 40 FPU (unidade de especificas e seguro  reproducdes enzimaticas para 2015)
Novozymes 188 folha de papel de filtro), para manipulacéo e grandes aplicacOes em escala
(cellobiase) de sisal concentracdo de enzima  reacdo podem industrial.
Aspergillus niger) de 1,5 ml/L de sumo de  ocorrer em

folhas, tempo de 30 temperatura

minutos a 25°C. ambiente e no

méaximo 40-50°C.

Hidroélise de &cido  Residuo Reator com refluxo Processos mais Muitas vezes perigoso para 14g/L 42,7g/L  61% (Autor)
leve e solido da acido a 100°C, 30,60 e baratos e mais manipular acidos concentrados,
prétratamento folha de 90 minutos de tempo de  rapidos quando producéo de produtos finais
térmico de bagaco  sisal reacdo com acido comparados com a indesejados e altas
de folhas de agave H2SO4(aq) concentragdo  hidrolise enziméatica  temperaturas de> 100°C

de 0,5, 1 e 2M.
Sacarificacio Bagaco do  Sacarificagdo a 190 °C  Alta eficiéncia de Alta temperatura de até 190 ° 729/L 1269/L 74,3% (CORBIN et al., 2015)
combinada e sisal por 30 minutos e hidroélise e alto C necesséria para a
hidrolise hidrdlise realizada em rendimento de sacarificacdo e enzimas sdo

enzimatica com
celulase comercial.

reator de aco de 1L, a
100 ° C por 15 minutos.

conversdo de aglcar

caras de obter, enzimas tém
melhor desempenho em
condigdes especificas que
limitam as aplicagbes




