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RESUMO

Utilizando o bagaco de cana-de-aglcar na bioconverséo de celulose em glicose para produzir
etanol,foi escolhido o processo de hidrolise enziméatica com objetivo de avaliar a utilizagdo
da combinacdo das enzimas comerciais Xilanase, B-glucanase-Xilanase e B-glucanase na

Braz. J. of Develop., Curitiba, v.5, n. 6, p. 6860-6875, jun. 2019 ISSN 2525-8761


mailto:ossalin@ufpa.br
mailto:antmchaves@yahoo.com.br
mailto:amchaves@ufpa.br
mailto:machado@ufpa.br

JRrazilian lournal of Development

propor¢do de 0,6:0,3:1,7 em massa. O pré-tratamento consistiu na lavagem, secagem,
moagem, armazenagem e a polpacdo alcalina do bagaco de cana-de-agticar na temperatura
ambiente, a 70°C, 90°C e 120°C. As fermentac6es ocorreram a 50 + 2 °C. Os rendimentos no
processo de hidrolise enzimaticaforam de 30,64% (PACTA), 44,00% (PAC70), 65, 91%
(PAC90) e 94,35% (PAC120) e os rendimentos do etanol foram de 16,17% (PACTA),
20,09% (PAC70), 33,33% (PAC90) e 34,51% (PAC120). Os teores de cinzas para o0 BCA
foram de 2,05% + 0,027 (PACTA), 0,62% £ 0,013 (PAC70), 0,48% = 0,007 (PAC90) e
0,18% + 0,008 (PAC120). Os teores de lignina foram de 20,67 + 0,603 (PACTA), 13,03 +
0,711 (PACT70), 6,05 + 0,196 (PAC90) e 5,49 + 0,151 (PAC120).0s resultados obtidos
sugerem que as taxas de conversdo dos residuos celulésicos em glicose sdo fortemente
dependentes da temperatura no processo de polpacao alcalina.

Palavras chaves:enzimas, residuo, polpacéo alcalina.
ABSTRACT

Using sugarcane bagasse (SCB) in the pulp bioconversion of glucose to produce ethanol, the
enzymatic hydrolysis process was chosen to evaluate the use of the combination of
commercial enzyme xylanase, p-glucanase, xylanase and B-glucanase in the proportion of
0.6:0.3:1.7 by weight. The pre-treatment consisted of washing, drying, crushing, storage and
alkaline pulping of sugarcane bagasse at room temperature, at 70 °C, 90°C and 120°C. The
fermentation took place at 50 + 2 °C. The yields in the enzymatic hydrolysis process were
30.64 % (PACTA), 44.00 % (PAC70), 65.91 % (PAC90) and 94.35 % (PAC120) and
ethanol yields were 16.17 % (PACTA), 20.09 % (PAC70), 33.33 % (PAC90) and 34.51 %
(PAC120). The gray content for PCA were 2.05% + 0.027 (PACTA), 0.62% + 0.013
(PCAT70), 0.48% = 0.007 (PCA90) and 0.18% + 0.008 (PCA120).The lignin contents were
20,67 + 0,603 (PACTA), 13,03 + 0,711 (PACT70), 6,05 + 0,196 (PAC90) e 5,49 + 0,151
(PAC120).The results suggest that the conversion rates of cellulosic waste into glucose are
strongly dependent on temperature in the alkaline pulping process.

Keywords: enzymes, residue, alkaline pulping.

1. INTRODUCAO

O Brasil é um grande produtor de cana-de-aglcar que pode ser utilizado para
produzir o acucar, etanol e etc., gerando grandes quantidades de residuos no setor
sucroalcooleiro. O bagaco de cana-de-acucar é usado atualmente como a principal fonte de
energia necessaria em usinas de agucar e destilarias de alcool e tambem para a geracéo de
energia elétrica, etc. (ROCHA et al., 2011). Ele € um material lignocelulésico mais estudado
para a producdo de etanol de segunda geracdo sem necessidade de aumentar a area de plantio
e reduzir os impactos ambientais (ALBARELLI, 2013). Nas Gltimas décadas, a necessidade
por fontes alternativas de energia se tornou uma grande preocupacéo incitando o crescimento
e 0 desenvolvimento de pesquisas no segmento de energias sustentaveis (MANDELLI et al.,
2014).
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A biomassa lignoceluldsico, tais como palhas de cereais estdo disponiveis em
grandes quantidades e pode ser facilmente fermentado para produzir o etanol, que pode ser
usado tanto como um combustivel para motores em forma pura ou como um componente de
mistura de gasolina (SOUZA, 2006).

No Brasil, o residuo mais abundante é o bagaco de cana de agtcar que é constituido
principalmente por celulose, hemicelulose, lignina e pequenas quantidades de produtos
extraiveis e sais minerais (ALBARELLI, 2013;GHOSE, 1987; ROCHA, 2011). A cana-de-
acucar pertence ao género Saccharum, da familia das gramineas e sua composi¢cdo pode
variar em func¢do do tipo de cana, do solo, do clima, da disponibilidade de dgua e da época
na safra, dentre outros aspectos (SOUZA, 2006).

Para a producdo de etanol € requerida algumas etapas principais como: pré-
tratamento da biomassa que podem ser térmicos, quimicos, fisicos, bioldgicos ou uma
combinacdo de todos esses, 0 que dependera do grau de separacdo requerido e do fim
proposto; hidrolise enzimatica da celulose para obtencdo de monossacarideos onde se tem
altos rendimentos fermentesciveis sem formacéao de inibidores e & ndo-degradacgao da glicose
que é realizada a temperaturas brandas, em torno de 50 °C e pH de 4,8 para disponibilizar a
celulose ao ataque enzimatico; a fermentacdo e destilacdo o bagaco seguiria 0S mesmos
processos na producéao de etanol convencional (ALBARELLI, 2013; SANTOS e GOUVEIA,
2009;SILVA, 2010).

Neste trabalho foi escolhido o processo de hidrélise enzimatica com objetivo de
avaliar as misturas das enzimas comerciais (complexo celulasico, xilanase, [3-glucosidase,
complexo enzimatico, B-glucanase e xilanase e glucoamilase) cedidas pelo laboratorio
Novozymes. Utilizando como matéria prima o bagaco de cana-de-agicar na bioconversao de
celulose em glicose para produzir etanol.

O pré-tratamento do bagaco de cana-de-agicar que foram obtidas nas feiras livres de
Belém-PA consistiu na lavagem, secagem, moagem, armazenagem das amostras secas em
sacos plasticos e a polpacdo alcalina do bagaco de cana-de-acucar na temperatura ambiente,
a 70°C, 90°C e 120°C. Depois foi realizada a atividade das enzimas para saber a carga
enzimatica das mesmas para realizar as misturas enzimaticas para serem utilizadas no
processo de hidrélise. Segundo GHOSE (1987), uma unidade da atividade enzimatica total
(FPU) é baseada na liberacdo de exatamente 2,0 mg de glicose equivalente, isto &,

2,0/0,18016 umol de 50 mg de papel de filtro por 0,5 mL de enzima diluida em 60 minutos
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de reagdo. Apos o processo de hidrdlise enzimatica foi realizada a fermentacéao alcéolica dos
mostos e em seguida a destilacdo simples para obtencdo do etanol.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizacdo da combinacdo das enzimas
Xilanase (NS22083), B-glucanase Xilanase (NS22002) ¢ pB-glucanase (NS22118) na
proporc¢éo de 0,6:0,3:1,7 (m/m) na producédo de glicose a partir do bagaco de cana-de-acucar,
apoOs pré-tratamento alcalino com solucdo de NaOH (6% m/v) em quatro temperaturas,
ambiente (28,5 °C) (PACTA), a 70, a 90 °C (PAC70 e PAC90) e a 120 °C (PAC120) no

processo de hidrélise enzimatica.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. ENZIMAS

As enzimas utilizadas neste estudo corresponderam as preparacGes comerciais
(CellulosicEthanolEnzyme Kit) fornecidas pela NovozymesLatinAmerica (Araucéaria-PR,
Brasil): (E1) complexo celulasico (NS22086), (E2) xilanase (NS22083), (E3) B-glucosidase
(NS22118), (E4) complexo enzimatico (NS22119), (ES) B-glucanase e xilanase (NS22002) e
(E6) glucoamilase (NS22035).

2.2. BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR E PRE- TRATAMENTO DO BCA

O bagaco de cana-de-acgtcar (10 kg in natura)foi coletadaem pontos de venda de caldo
de cana na area metropolitana de Belém-PA.A preparacdo do bagaco de cana consistiu de
lavagem com agua corrente para a retirada do melaco e impurezas, secagem natural a
temperatura ambiente (30,5 °C, 72 h) para a remocao do excesso de umidade e secagem em

estufa com circulacdo de ar (MARCONI-035) a 50 + 3°C, até atingir peso constante.

2.3. CARACTERIZACAO DO BCA

O bagaco de cana seco foi triturado em moinho de facas (WILLEY, WILLEY -BT 602)
e acondicionado em sacos plasticos. Os teores de umidade e cinzas foram determinados
conforme metodologias descritas pelaAssociationofOfficial AnalyticalChemists (1984).0

teor de lignina total foi determinado de acordo com o método de Klason modificado.

2.4. ATIVIDADE ENZIMATICA
A atividade enzimatica totalfoi determinada de acordo a International Union

ofPureandAppliedChemistry(1996). Em tubos de ensaio, contendo uma tira de papel
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WhatmanN° 1 (1,0 cm x 6,0 cm), pesando aproximadamente 50 mg, foram transferidos 0,5
mL do complexo enzimatico e 1 mL de solucdo tampao citrato de sédio 50 mM (pH 4,8). Na
prova em branco o complexo enzimatico foi substituido pela solucdo tampédo acetato de
sodio (5 mL, pH 4,8). Os ensaios foram realizados em triplicata.

A incubacéo foi realizada em estufa microbiologica (MEDICATE, MD-1.6) a 50 + 2
°C durante 60 minutos. Apds o tempo de incubacdo, foram adicionados 3 mL do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS), posteriormente, os tubos foram colocados em banho maria até
ebuli¢do (T = 100 °C) durante 5 minutos, depois foram adicionados 20 mL de 4gua destilada,
em seguida, os tubos foram levemente agitados para a completa homogeneizagcdo da

mistura.A atividade enzimatica total foi determinada de acordo com a Equacéo (1)

Vr

U.mL™' = ART. ——
m 0,18 .V .t

ey

Onde, ART sédo os acgucares redutores totais produzidos na etapa de hidrolise (mg.mL-
1), Vré o volume total utilizado na hidrélise (volume do tampédo + volume do caldo) (mL),
Vcé o volume do caldo utilizado na hidrolise (mL), t é o tempo de hidrdlise (min) e 0,18 ¢é

equivalente a 1 pumol de glicose (mg).

2.5. ACUCARES REDUTORES TOTAIS (ART)

As concentracdes de acucares redutores totais (ART) foram determinados pelo método
do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959), mediante a construcdo da
curva padréo de glicose nas concentragdes de 0,1 a 1,0 g.L™X. A concentragdo de glicose foi
determinada em um espectrofotometro digital (ThermoScientific, Modelo Genesys 10S UV-
Vis) a 540 nm.

2.6. DESLIGNIFICACAO ALCALINA

O processo de deslignificagdo foi realizado em um Erlenmeyer (3L), contendo 150 g
do BCA seco e moido, seguido da adicdo de 2 L de solucdo de hidroxido de sodio a 6%
(m/v), a polpa do bagaco foi submetida a exploséo a vapor na temperatura de 120 °C e
pressdo de aproximadamente 1,2 - 1,6 atm, durante 1 hora. A mistura resultante foi filtrada

em funil de placa sinterizada (N° 1), o residuo foi lavado com agua corrente e neutralizado
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com &cido sulfurico 1:8 (v/v), posteriormente, submetido a secagem em estufa a 105 °C até

peso constante.Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.7. HIDROLISE ENZIMATICA DO BCA

Ensaios preliminares de hidrolise do BCA, objetivaram, avaliar a melhor combinagao
de enzimas no processo de hidrolise do BCA com massa reduzida,foram realizados ensaios
em seis condicdes experimentaisCl= 35,78 g¢.L!; C2= 34,92 g.L%; C3=3498 g.L%;
C4=34,17; C5=34,95 g.L "' e C6=34,85 g.L* (concentracdo média da polpa do BCA).A carga
enzimatica (total) usada para cada ensaio foi de 10% em massa com relagdo a massa do
substrato (m/m).

Os ensaios foram realizados em tubos de ensaio de 100 mL, contendo o BCA pré-
tratado, 25 mL de 4agua destilada e 5 mL de solu¢do tampdo de citrato (pH = 4,8). A
incubacdo foi realizada em estufa microbiol6gica (MEDICATE, MD-1.6) a 50 + 2 °C, foram
realizadas coletas para os tempos de 24, 48, 72 e 96 horas. A inativagdo enzimatica foi
realizada em agua fervente (T = 100 °C) durante 5 minutos. Para separar o hidrolisado da
polpa, a mistura foi filtrada em cadinho de placa sinterizada (N° 1). As concentragdes de
ART foram determinadas pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) descrito por
Miller (1959). A concentragdo de glicose foi determinada em um espectrofotdmetro digital
(BIOSPECTRO, Faixa de 340-1000 nm, Modelo SP-12) a 540 nm. O procedimento se
repetiu para as combinagdes (C1, C2, C3, C4, C5 e C6).Em paralelo, foi realizada a prova
em branco para cada ensaio, substituindo-se o complexo enzimatico pela solu¢do tampéo
acetato de sddio (30 mL, pH 4,8). Os ensaios foram realizados em duplicatas.

Mediante a analise preliminar dos resultados de hidrolise do BCA com massa reduzida,
novos ensaios foram realizados usando a combinacdo de enzimas que apresentou a melhor
conversao do material celuldsico em glicose. A amostra foisubmetida a hidrélise enzimatica
em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 10 g do bagaco, 200 mL de &gua, o pH foi
ajustado com solucao tampéo de citrato para 4,8. A concentracdo média inicial do BCA foi
de 50,28 g.L*. Os ensaios foram realizados em duplicatas.

A incubacdo e as concentragdes de ART foram realizadas como descrito para massa
reduzida. Em paralelo, para cada ensaio, foi realizada a prova em branco substituindo-se o

complexo enzimatico pela solucao tampao acetato de sédio (200 mL, pH 4,8).

2.8. FERMENTACAO ALCOOLICA DOS HIDROLISADOS DO BCA
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Os hidrolisados do BCA obtidos no tempo de 120 horas foram submetidos ao processo
de fermentacdo alcodlica. Antes do inicio da fermentacdo, foi necessario fazer a inativacao
enzimatica e a filtracdo dos hidrolisados, conforme descrito no procedimento de hidrolise
para massas reduzidas.

As fermentacgdes alcoolicas foram realizadas em Erlenmeyers de 500 mL, contendo,
200 mL do hidrolisado com o pH ajustado para 4 com acido sulfurico 1:1 (v/v), a inoculacédo
do mosto foi feita com a adicdo de 2 g de fermento comercial seco
(Saccharomycescerevisiae), correspondendo a uma concentracdo inicial da levedura de 1%
(m/v). A mistura foi submetida a incubacdo em estufa microbiologica (MEDICATE, MD-

1.6) a 30 £ 2 °C, durante 24 horas. O etanol produzido foi obtido por destilacdo simples.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. CINZAS E LIGNINAS

Os teores de cinzas e lignina total (soluvel + insoluvel) nas amostras do BCA (in
natura) e apos o tratamento alcalino (PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120), sdo mostrados na
Tabela 1.

Tabela 1 - Teores de cinzas e de ligninado BCA.

Amostra Cinzas (%) Lignina (%)
BCA (innatura)  5,20+0,15 22,30 £ 0,320
PACTA 2,05+0,03 20,44 + 0,005
PAC70 0,62+0,01 13,18 + 0,007
PAC90 0,48 +0,01 5,95 + 0,002
PAC120 0,18 +0,01 5,49 + 0,002

Para o BCA (in natura, Twmedia = 28,5 °C), 0s resultados apresentam pequenas variagoes
quando comparados aos da literatura, cinzas (1,5-5%, MONTE, 2009) e lignina (26,27%,
CANILHA et al., 2007), que pode ocorrer em fungdo da variedade da cana e da localizacdo
geogréafica dos locais de cultivo.

Para as amostras do BCA obtidas por diferentes tratamentos (PACTA, PAC70, PAC90
e PAC120), ficou evidenciado, que a temperatura influenciou na solubilidade da lignina, que

pode ser atribuida ao pré-tratamento com o hidréxido de sédio proporcionando o aumento da

Braz. J. of Develop., Curitiba, v.5, n. 6, p. 6860-6875, jun. 2019 ISSN 2525-8761



JRrazilian lournal of Development

area superficial interna da celulose e diminuindo o grau de polimerizacdo. A maior remogao
ocorreu nas temperaturas de 120 °C (75,38%, PAC120) e 90°C (73,32%, PAC90),
considerando o total de lignina na amostra inicial (22,30%, BCA).

Uma hipoGtese para este comportamento se refere a ocorréncia de reacbes de
condensagdo que podem ocorrer na estrutura molecular da lignina, entre seus grupos
fendlicos e fragmentos fendlicos de outros compostos presentes no BCA, 0 que sugere um

aumento na sua massa molecular, provocado pelo rearranjo estrutural da lignina.

3.2. POLPACAO ALCALINA DO BAGAGCO DECANA-DE-ACUCAR

Os rendimentos médios (Tabela 2) em base seca das polpas do BCA, obtidas apés o
processo de deslignificacdo estd diretamente relacionado com a temperatura, conforme o
aumento da temperatura se obteve um maior rendimento, devido a acdo do hidroxido de
sodio que abre a estrutura do BCA para o ataque de celulose pela celulase, sendo a melhor
condicdo de tratamento obtida na PAC120.

Tabela 2-Rendimento da Polpacéo do BCA Seco.

Amostra BCA (%)
PACTA 30,64 + 1,80
PAC70 44,00 + 2,37
PAC90 65,91 +1,45
PAC120 94,35 + 2,06

Na Figura 1, sdo ilustrados os BCA secos apds a polpacdo alcalina nas diferentes
temperaturas (Ambiente, 70°C, 90°C e 120°C) e observa-se fisicamente que a estrutura do
BCA seco sofreu modificacOes ap0s o pré-tratamento alcalino, sendo que a temperatura foi o
principal fator, j& que todas as amostras foram submetidas a acdo da solucdo de hidréxido se

sodio a 6% (m/v).
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Figura 1 — Polpas do BCA ap6s Pré-tratamento Alcalino.

PACTA PAC70 PAC90 PAC120

3.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Nos detalhes apresentados (setas), é ilustrada a presenca de flocos de medula, bem
como uma estrutura compacta Figura 2-A, com fibras unidas pela presenca de hemicelulose
e lignina, e Figura2-B, ilustra-se que o pré-tratamento utilizado na amostra proporcionou em
parte a deslignificagdo e com isso abrindo as fibras da estrutura do PACTA e tornando-as
mais acessiveis a acao enzimatica. Na Figura 2, sdo ilustradas as micrografias eletrénicas de

varredura do BCA seco in natura e do PACTA com aumento de 100x.

Figura 2 — Micrografias das amostras: (A) BCA seco in natura e (B) PACTA.

1mm 1 mm

Nos detalhes apresentados (setas) na Figura 3-A sdo ilustrados a presenca de flocos de
medula e fibras da estrutura da PACTA, Figura 3-B ilustra-se que o efeito do pré-tratamento
proporcionou a fragmentacdo da estrutura morfolégica do material lignocelulésico,
preservando uma grande parte do material, e proporcionou também a abertura na estrutura

morfologica do bagaco, que ainda contém uma boa parte do material unido. Na Figura 3, sdo
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ilustradas as micrografias eletronicas de varredura do PACTA (A) com aumento de 150 x e
PAC70 (B) com aumento de 250x.

Figura 3—Micrografias das amostras: (A) PACTA e a (B) PAC70.

500 um

Nos detalhes apresentados (setas), Figura4-A é ilustrada a presenca de uma estrutura
compactada, fibras unidas pela presenca de hemicelulose e lignina, devido a deslignificacdo
alcalina proporcionando maior fragmentacdo da medula e a Figura 4-B ¢ ilustrada a presenca
de flocos de medula. Na Figura 4 sdo ilustradas as micrografias eletronicas de varredura do
PAC90 com ampliagédo de 300x (A) e 800x (B).

Figura 4 - Micrografias (A) e (B) da amostra PAC90.

300 um 100 pm

Nos detalhes apresentados (setas), Figura5-A € ilustrada a presenca de fibras da

estrutura mais nitidas da PAC120, devido a deslignificacdo alcalina proporcionando maior
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fragmentacdo da medula. Figura 5-B é ilustrada a presenca de flocos de medula mais finas
do que a Figura 3-A, que sdo ilustrados laminas de flocos de medula. Na Figura 5 sdo
ilustradas as micrografias eletronicas de varredura do PAC120com ampliacdo de 180x (A) e

em (B) ampliacdo de 1.8k.

Figura 5 — Micrografias (A) e (B) da amostra PAC120.

500 um

Comparando as micrografias do BCA seco do pré-tratamento em diferentes
temperaturas (PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120), evidencia uma maior abertura e
fragmentacdo dos tecidos vegetais quando comparado ao bagaco de cana-de-acucar in natura
e observa-se que as fibras estdo mais nitidas devido a fragmentagdo da medula, deixando a
estrutura da celulose mais exposta ao ataque enzimatico. A microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) permitiu verificar as diferencas morfoldgicas entre a matriz no estado in

natura e apos deslignificacdo alcalina das amostras analizadas.

3.4. ATIVIDADE ENZIMATICA

Com os dados obtidos da curva padrdo de glicose foi possivel determinar a
concentracdo dos ART liberada pela enzima em cada um dos ensaios. A atividade enzimatica
do complexo celulésico (E1) foi de 22,12 FPU.mL, xilanase (E2) foi de 8,13 FPU.mL™, B-
glucosidase (E3) foi de 14,84 FPU.mL™, complexo enzimatico (E4) foi de 13,93 FPU.mL™,
B-glucanase e Xilanase (E6) foi de 4,60 FPU.mL™ e glucoamilase (E6) foi de 5,31 FPU.mL"
1.

Com os resultados da atividade enzimatica obtidos pelo método do papel de filtro,

foram definidas as cargas enzimaticas necessarias para adicionar a proporcdo de cada
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enzima, formando as combinacgdes enzimaticas (Tabela 3) utilizadas nos ensaios de hidrdlise
do BCA.

Tabela 3 — Carga enzimética total usada na hidrolise do BCA.

Enzima Nome Combinacdo Enzimas Mi [g] M2 [g] FPU.mL?
El Complexo Celuldsico C1 (E1:E3:E4) 0,35 1,05 70,92

E2 Xilanase C2 (E1:E2:E3) 0,35 105 62,83

E3 B-glucosidase C3 (E1:E3:E6) 0,35 1,05 589

E4 Complexo Enziméatico C4 (E1:E2:E4) 0,35 105 61,56

E5 B-glucanase-Xilanase C5 (E2:E5:E6) 0,35 1,05 2514

E6 Glucoamilase C6 (E4:E5:E6) 0,35 105 33,23

Nota: (M1 e M2) massas do complexo enzimatico (individual).

3.5. HIDROLISE ENZIMATICA DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

Os testes preliminares foram realizados para se comparar os metodos analiticos a
serem utilizados, eliminar possiveis causas de erros sistematicos e definir um tempo ideal de
analise das respostas para as hidrélises. De acordo com os resultados das concentracfes de
glicose obtidas na hidrolise enzimatica (massa reduzida), observa-se uma variacao
significativa dos teores de ART’s, no final do processo de hidrolise enzimatica.

A C2 (Tabela 4) foi que se obteve maior taxa de conversdo de celulose em glicose. O
aumento da temperatura no pré-tratamento da polpacdo alcalina no BCA influenciou no
processo de hidrolise enzimatica proporcionando uma melhor ruptura das ligacdes de
hidrogénio que une as fibrilas de celulose e melhor solubilizacdo da hemicelulose
favorecendo maior taxa de conversdo de celulose em glicose para PAC120. O pH inicial foi
de 4,8 e no final do processo variou entre 4,8 - 4,9 permanecendo dentro da faixa de trabalho
(Tabela 4).
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Tabela 4 — Hidrélise Enzimatica (Massa Reduzida) do BCA.

Combinac¢do Enzimatica

Amostra
C1 C2 C3 C4 C5 C6
Glicose [g.LY] 0,25 0,32 0,17 0,17 0,17 0,27
PACTA Rend. [%] 24,15 30,71 16,73 16,42 16,56 26,63
pH Final 4,90 4,92 4,94 4,92 4,92 4,86
Glicose [g.L1] 0,15 0,23 0,15 0,17 0,12 0,12
PAC70 Rend.[%] 14,6 22,41 14,78 16,27 11,35 11,73
pH Final 4,93 4,90 4,92 491 4,93 4,89
Glicose [g.L] 0,27 0,38 0,27 0,32 0,25 0,18
PAC90 Rend. [%] 26,83 37,58 26,34 31,91 24,71 17,48
pH Final 4,92 4,88 4,89 4,87 49 4,89
Glicose [g.L] 0,29 0,48 0,31 0,35 0,33 0,18
PAC120 Rend. [%] 26,77 4541 29,52 34,28 31,88 17,5
pH Final 4,90 4,92 4,94 4,92 4,92 4,86

De acordo com os resultados das concentracbes de glicose obtidas na hidrolise

enzimatica (Massa = 10 g), observa-se uma variagdo significativa dos teores de ART’s, no

final do processo de hidrolise enzimatica. Os teores médios de ART’s para as amostras
PACTA, PACT70, PAC90 e PAC120 conforme ilustrado na Tabela 5. Estes resultados sao
compativeis com as massas médias residuais de 7,6 g (PACTA), 54 g (PAC70), 4,8
(PAC90) e 0,9 g (PAC120), obtidas por filtracdo e submetidas a secagem em estufa a 105°C,

durante 24 horas. A melhor taxa de converséo de celulose em glicose foi obtida em 120 h de

reacao, correspondente a relacdo C2.

A massa tedrica calculada de glicose foi de 9,44 g.mol. Os calculos referem-se a 10 g

da amostra usadas na hidrolise. O tempo de 120 h horas foi escolhido para realizar a

modelagem da cinética enzimatica das hidrélises, sendo coletadas a cada 24 h.
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Tabela 5 — Hidrélise Enzimatica (Massa = 10 g) do BCA.

Amostra Tempo [h]
0 24 48 72 96 120
Glicose[g.L?] O 0,816 1,219 1,393 1,804 2,386
PACTA Rend. [%] 0 8,15 12,15 13,84 17,98 23,82
U.mL? - 246296 1839,11 1400,41 1360,17 1439,75
Glicose[g.L?] 0 1,178 2,842 3,393 3,882 4,572
PAC70 Rend. [%] 0 11,72 28,22 33,45 38,4 45,6
U.mL? - 3552,96 4286,11 3411,93 2927,59 2758,29
Glicose[g.L]] 0 1,657 2517 3595 4,728 5,186
PAC90 Rend. [%] 0 16,52 25,1 35,76 47,09 51,48
U.mL? - 4998,96 3797,15 3614,84 356543 31288
Glicose[g.L?] 0 1,581 3,348 5,919 8,318 9,089
PAC120 Rend. [%] 0 15,81 33,3 58,81 82,69 90,23
U.mL? - 4770,41 5049,77 595159 62734  5483,72

3.6. FERMENTAGCAO ALCOOLICA
Na Figura 6 sdo ilustrados os licores das amostras (PACTA, PAC70, PAC90 e

PAC120) obtidos da fermentacao alcoolica ap6és 24 h de incubacdo. O mosto fermentado foi

destilado para obtencédo do etanol.

Figura 6 - Licores do hidrolisado apdsfermentacdo alcoolica.

A anélise dos resultados do rendimento do etanol (Tabela 6) pode-se inferir que as

amostras obtiveram um aumento de rendimento conforme foi o aumento do periodo de
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incubacdo. Portanto a temperatura no tratamento das amostras influenciou no melhor

rendimento no qual obteve um resultado mais expressivo na PAC120.

Tabela 6 — Rendimento do Etanol.

Rend.medio [%0]
Amostra EtOHm [mL] EtOHwm [g]

Glicose Etanol
PACTA 2,05 1,62 23,82 16,17
PAC70 2,55 2,02 45,60 20,09
PAC90 4,25 3,36 51,48 33,33
PAC120 4,40 3,48 90,23 34,51

4.  CONCLUSOES

O pré-tratamento alcalino nas amostras influenciou nos teores médios em base seca,
por extrair uma boa parte dos componentes menores e diminuir o teor de lignina, com isso,
aumentando a area superficial da estrutura da celulose e facilitando o ataque enzimatico.As
analises de MEV ilustraram que o pré-tratamento proporcionou uma abertura na estrutura
morfoldgica do bagaco, tornando a celulose mais expostas. Analisando todos os resultados
apresentados neste trabalho, o pré-tratamento da biomassa em estudo proporcionou um

melhor rendimento em todos o0s processos para a PAC120.
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