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RESUMO

A Agave sisalana, amplamente cultivada no Nordeste brasileiro, possui grande
relevancia socioecondmica, embora suas folhas sejam pouco aproveitadas na
producao de sisal. Como alternativa para agregar valor a cadeia, sua utilizacdo na
produgao de biocombustiveis desponta como uma solugado promissora e sustentavel.
Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar o pré-tratamento do bagaco
das folhas de Agave sisalana, variando o tempo, a temperatura, a concentracao de
soélidos e de acido, por meio de um planejamento fatorial fracionado. Os efeitos das
variaveis foram analisados a partir da solubilizacdo das fragdes da biomassa, bem
como da conversao dos polissacarideos na etapa de hidrdlise enzimatica, realizada
tanto com a lama (fragdo solida + liquida) quanto com a frag&o sélida lavada. Também
foi avaliado o impacto de possiveis inibidores formados no pré-tratamento nos
processos biotecnoldgicos, assim como a contribuicdo das pentoses no balango
fermentativo. Os ensaios de pré-tratamento indicaram que a concentragao de acido e
a temperatura foram as variaveis mais relevantes para a solubilizacdo da celulose e
das hemiceluloses, respectivamente. Na hidrolise enzimatica, os inibidores formados
durante o pré-tratamento ndo afetaram significativamente a conversdo dos
polissacarideos. Os melhores resultados do balango global de conversao de celulose
e hemiceluloses dos sélidos lavados foram observados para o ensaio 4 (30 min,
200°C, 15% solidos, sem acido), com conversdes de 70,6 £ 0,3% e 2,3 + 0,1%,
respectivamente. Ja para os ensaios de hidrélise enzimatica com a lama, os melhores
resultados do balango global foram observados para o ensaio 2 (30 min, 180°C, 15,0%
sélidos, 0,5% acido), com 60,32 + 1,0% de celulose e 80,32 + 0,2%, de hemiceluloses
sendo convertidas. Durante a fermentacdo, observou-se um efeito inibitério dos
compostos presentes no hidrolisado da lama sobre as leveduras fermentadoras de
pentoses, exigindo uma etapa de detoxificagdo. Apds uma etapa de evaporacao, foi
obtido um rendimento de etanol de 83,6 + 1,0% empregando a levedura industrial de
2G Celere2l, restando apenas 11,4% de acucares C5 no meio apdos 8h de
fermentacdo. Ja na fermentacdo do hidrolisado da fragdo sodlida, ndo foram
observados problemas na etapa de fermentagdo, sendo obtido rendimento de
81,9 £ 0,3% empregando a levedura industrial 1G Ethanol Red® em biorreator. Esses
resultados demonstram que o bagago das folhas de Agave sisalana € uma matéria-

prima promissora para a producdo de E2G com potencial de gerar até 183,3 L de



etanol/ton de bagacgo na rota utilizando apenas a fragéo sélida, e 216,5 L de etanol/ton

quando se considera a lama do pré-tratamento.

Palavras-chave: biocombustiveis; folha de sisal; etanol de segunda geragao; hidrélise

enzimatica; Agave sisalana.



ABSTRACT

Agave sisalana, widely cultivated in Northeastern Brazil, holds significant
socioeconomic importance, although its leaves are underutilized in sisal fiber
production. As an alternative to add value to the production chain, its use in biofuel
production has emerged as a promising and sustainable solution. In this context, the
objective of this study was to evaluate the pretreatment of Agave sisalana leaf bagasse
by varying time, temperature, solid loading, and acid concentration using a fractional
factorial design. The effects of these variables were analyzed based on biomass
fraction solubilization and polysaccharide conversion during the enzymatic hydrolysis
step, which was carried out using both the slurry (solid + liquid fractions) and the
washed solid fraction. Additionally, the impact of potential inhibitors formed during
pretreatment on biotechnological processes was assessed, as well as the contribution
of pentoses to the overall fermentation balance. Pretreatment experiments indicated
that acid concentration and temperature were the most significant variables for
cellulose and hemicellulose solubilization, respectively. In enzymatic hydrolysis,
inhibitors formed during pretreatment did not significantly affect polysaccharide
conversion. The best overall conversion results for washed solids were observed in
experiment 4 (30 min, 200°C, 15% solids, no acid), with cellulose and hemicellulose
conversion rates of 70.6 £ 0.3% and 2.3 £ 0.1%, respectively. For enzymatic hydrolysis
of the slurry, the best overall conversion results were observed in experiment 2 (30
min, 180°C, 15.0% solids, 0.5% acid), with 60.32 +1.0% cellulose and 80.32+0.2%
hemicellulose conversion. During fermentation, inhibitory effects from compounds
present in the slurry hydrolysate were observed on pentose-fermenting yeasts,
requiring a detoxification step. After an evaporation step, an ethanol yield of
83.6 £ 1.0% was achieved using the industrial 2G ethanol yeast Celere2L, leaving only
11.4% of C5 sugars in the medium after 8 h of fermentation. In contrast, fermentation
of the washed solid hydrolysate did not present any issues, achieving an ethanol yield
of 81.9+0.3% using the industrial 1G ethanol yeast Ethanol Red® in a bioreactor.
These results demonstrate that Agave sisalana leaf bagasse is a promising feedstock
for second generation (2G) ethanol production, with the potential to yield up to 183.3 L
of ethanol per ton of bagasse when using only the solid fraction, and 216.5 L per ton

when including the pretreatment slurry.



Keywords: biofuels; sisal leaves; second-generation ethanol; enzymatic hydrolysis;

Agave sisalana.
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1 INTRODUGAO

As mudancgas climaticas tendem a provocar significativa alteragdo na dinadmica
atmosférica global, representando uma preocupac¢ao mundial que esta integrada nos
objetivos de desenvolvimento sustentaveis da Agenda 2030 (ONU, 2015). Essa
situagao impulsiona a busca por alternativas, como a migragado da matriz energética
para energias sustentaveis.

De acordo com Empresa de Pesquisa Energética (EPE), a matriz energética
brasileira em 2023, contava com 49,1% de fontes renovaveis de energia, uma matriz
mais sustentavel frente ao resto do mundo (14,7% e em 2021). Entretanto, quanto ao
consumo de energia no pais, a area de transportes, que possui a maior participagao
(33%), ainda é majoritariamente nao renovavel, contando com apenas 22,5% de
biocombustiveis. Desse modo, o Brasil tem muito a crescer na sustentabilidade
energética do transporte (EPE, 2024).

O etanol se destaca entre os biocombustiveis brasileiros, tendo a cana-de-agucar
como principal matéria-prima e o milho com participagao crescente na produgao deste
biocombustivel no pais (EPE, 2024). No entanto, a problematizacdo gerada pelas
mudancgas climatica desperta a questao da vulnerabilidade de culturas como a da
cana-de-acucar no Brasil, ndo apenas pela redu¢ao de produtividade, mas também
pela competividade pela area cultivada e pelo uso da agua (Brasil, 2021). Dessa
forma, a identificacdo de novas fontes de biomassa para a geragao de etanol torna-se
extremamente relevante.

Nesse contexto, a Agave sisalana € uma alternativa promissora, uma vez que é
uma planta altamente tolerante a ambientes aridos e semiaridos, e é a principal
especie de agave cultivada no Brasil, sendo produzida principalmente na regiao
nordeste do pais (Queiroga et al., 2021; Yang et al., 2015).

Popularmente conhecida como sisal, a Agave sisalana € muito empregada no
aproveitamento das fibras presentes em suas folhas, sendo o Brasil o maior produtor
e exportador mundial, com participagao de 43,1% no total produzido, com producéao
estimada em 91,9 mil toneladas no ano de 2022 (Conab, 2024 ). Desse modo, a cultura
da Agave sisalana no pais é de extrema importancia para o desenvolvimento da

populagdo rural no semiarido brasileiro, regidao em que nao se encontram muitas
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alternativas econémicas, sendo o sisal um indiscutivel gerador de empregos e renda
(Queiroga et al., 2021; Santos; Silva, 2017).

Para a obtencéo da fibra de sisal, as folhas da agave devem ser desfibradas e
beneficiadas. Entretanto, esse processo leva a um rendimento de fibras de apenas 3
a 5%, sendo o restante denominado como residuos do beneficiamento (Martin et al.,
2009; Queiroga et al., 2021; Sousa, 2016). De acordo com dados do Conab (2024), a
exportacao das fibra de sisal pelo Brasil vém diminuindo ao longo dos ultimos anos,
tanto em valor, com reducéao de 17,3%, quanto em volume, 19,5%, se comparado ao
mesmo periodo do ano anterior, 2023. Isso se deve, principalmente, a redugédo da
produtividade da agave e a influéncia da menor taxa de cambio nos primeiros meses
do ano e nos anos anteriores. Desse modo, é de grande relevancia para o setor
aumentar o aproveitamento da planta de sisal, visando agregar mais valor econémico
a cadeia produtiva, uma vez que a cultura da Agave sisalana no pais é de extrema
importancia para o desenvolvimento da populagao rural no semiarido brasileiro, regiao
em que nao se encontram muitas alternativas econbmicas, sendo o sisal um
indiscutivel gerador de empregos e renda (QUEIROGA et al., 2021).

Além disso, as folhas de Agave sisalana sao compostas por um caldo rico em
frutanos, saponinas, e uma fracao lignoceluldsica rica em celulose, hemiceluloses,
lignina, extrativos e cinzas, tais fragcbes podem ser empregadas na producgao de etanol
de primeira (E1G) e segunda geragédo (E2G), respectivamente, se tornando uma
alternativa sustentavel e viavel para o desenvolvimento socioecondmico no semiarido
do Brasil (Bardone et al., 2018; Martins, 2018). Considerando tal cenario, empresas
de biocombustivel tem apresentado interesse na utilizacdo de agave visando a
producdo de etanol, biogas e outros bioprodutos, entre elas se destaca a empresa
Shell, que € investidora no Projeto Brazilian Agave Development (BRAVE) que visa
desenvolver o plantio, o cultivo e a colheita da agave, além de tecnologias de
processamento para produgao biocombustiveis a partir da planta (ANP, 2023; Moidli,
2024).

Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a produgdo do E2G
utilizando as folhas de Agave sisalana apds a extracao do caldo. Para isso, a etapa
de pré-tratamento foi avaliada por meio de um planejamento fatorial fracionado 24,
com ftriplicata no ponto central, tendo como variaveis o tempo (30, 45 e 60 min), a
temperatura (180, 190 e 200°C), a concentragao de sélidos (10, 12,5 € 15%, m/m) e

a concentracao de acido no meio (0, 0,25 e 0,5%, m/m). Os materiais obtidos foram
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caracterizados quanto a composigdo quimica (fragbes solidas e liquidas), o
rendimento de pré-tratamento de cada ensaio determinado e as solubilizagbes de
cada fragao determinada de acordo com a condigao operacional. Os materiais foram
entdo avaliados na etapa de hidrélise enzimatica por meio de hidrdlise direta da lama
(fracao solida + liquida), além da hidrélise empregando apenas da fragdo soélida apés
um processo de lavagem para extracdo completa da fragdo liquida. A etapa de
lavagem foi realizada visando avaliar a influéncia dos inibidores na etapa de hidrolise
enzimatica. As melhores condi¢cdes de pré-tratamento, que proporcionaram a menor
perda de agucares fermentesciveis durante o processo e melhor recuperagao dos
acucares durante a etapa de hidrolise enzimatica tanto para a lama quanto para a
fracao sdlida, foram avaliadas em uma etapa fermentativa, visando a producao de
E2G.
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5 CONCLUSOES

A etapa de pré-tratamento hidrotérmico/acido se mostrou eficiente na
solubilizagdo das hemiceluloses, levando a valores superiores a 75% e chegando até
a 99,70% de solubilizagédo (Fator de severidade combinada = 2,42). Foi observado
que as altas temperaturas combinadas com a presenga do acido favoreceu a
solubilizacdo das hemiceluloses, entretanto, promoveu uma maior formagao de
produtos de degradacgéo. A presenca do acido sulfurico no pré-tratamento também
influenciou na solubilizagdo da celulose, promovendo uma solubilizacdo de até
58,01% na condi¢cdo mais severa do processo (Fator de severidade combinada =
2,42), proporcionando também perdas de agucares e formacado de produtos de
degradacgéo.

Desse modo, a analise estatistica indicou realizar a etapa de pré-tratamento em
menor tempo, temperatura e principalmente acido, podem promover uma melhor
preservagao da celulose e menor formagcado de produtos de degradacdo apds a
solubilizagdo de hemiceluloses.

Em relacdo aos produtos de degradacdo gerados no processo, aparentemente
eles nao apresentaram carater inibitorio na etapa hidrélise enzimatica, uma vez que,
mesmo em condigdes com elevada concentragao de produtos de degradacéo, como
nos ensaios 3 (30 min, 200°C, 10% solidos e 0,5% acido), 5 (60 min, 180°C, 10%
sélidos e 0,5% acido) e 8 (60 min, 200°C, 15% solidos e 0,5% acido), a conversao da
celulose na hidrolise se mostrou elevada, 99,5 + 1,8%, 95,9 + 0,9% e 93,4 £ 1,2%,
respectivamente.

Os melhores resultados de rendimento global de conversdo de celulose e
hemiceluloses, utilizando apenas a fracdo sélida de pré-tratamento, foi obtido no
ensaio 4 (30 min, 200°C, 15,0% solidos, sem acido), que apresentou conversdes
globais de celulose e hemiceluloses de 70,6 £ 0,3% e 2,3 £ 0,1%, respectivamente.
Enquanto para os ensaios realizados com hidrolise direta da lama de pré-tratamento,
o ensaio 2 (30 min, 180°C, 15,0% sdlidos, 05% acido) resultou nas maiores
conversdes globais de celulose e hemiceluloses, 60,32 + 1,0% e 80,32 £ 0,2%,
respectivamente.

Na etapa de fermentacao, os produtos de degradacao, presentes na lama de pré-
tratamento, apresentaram carater inibitério as leveduras fermentadoras de pentoses
avaliadas, sendo necessaria uma etapa de detoxificagao do hidrolisado para um bom

desempenho de fermentacdo. Apds uma etapa de detoxificagdo, a fermentacao do
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hidrolisado da lama do pré-tratamento 2 (30 min, 180 °C, 15,0% de sélidos e 0,5% de
acido), alcangou rendimento de 83,59 * 1,00% utilizando levedura Celere2L apds 8 h
de fermentacao, sendo que uma segunda etapa de detoxificagdo, para a remogao de
compostos fendlicos, promoveu uma melhoria apenas da produtividade fermentativa.

Por outro lado, a fermentagdo do hidrolisado da fracdo sdlida obtida no pré-
tratamento 4 (30 min, 200 °C, 15,0% de sdlidos, sem acido), empregando levedura
Ethanol Red®, foi eficiente, atingindo rendimento de 81,85 + 0,27%.

Esses resultados demonstram que o bagago das folhas de Agave sisalana é uma
matéria-prima promissora para a producao de E2G. A rota que utiliza apenas a fragao
soélida apresenta potencial de gerar até 183,3 L de etanol/ton de bagaco, com o licor
de pré-tratamento passivel de aproveitamento para outros fins. Ja a rota que
considera a lama do pré-tratamento pode alcancar 216,5 L de etanol/ton, reforcando

o valor do Agave como biomassa alternativa em regides aridas.
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