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TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

JORGE FERNANDO BRANDAO PEREIRA, nacionalidade portuguesa, inscrito no CPF/MFE sob n®

705.574.791-00 portador da cédula de identidade RG Estrangeiro V530810-Y /SSP-SP, doravante
denominado EXAMINADOR:

Considerando que a UNESP possui pelitica institucional que vista a protegéo legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnologico;

Considerando que a novidade & um dos requisitos necessarios a protecdo dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por consequéncia, a sua manutencdo em
sigilo até a adog&o dos procedimentos legais pertinentes é indispensavel para a obtencdo da
protecéc almejada; e

Considerando, ainda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n°
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n® 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n®
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n® 10.973/04 (Lei de Inovagéo, regulamentada pelo Decreto
n°® 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n° 1.049/08 (Lei Paulista de Inovagéo,
regulamentada pelo Decreto n° 54.690, de 18 de agosto de 2009);

Firma o EXAMINADOR o presente Termo de Sigilo, nas condigSes a seguir:

CLAUSULA PRIMEIRA. O EXAMINADOR compromete-se a manter sigilo em relagéo a qualquer
“Informag&o Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para analise da tese intitulada “Avaliagdo da produgdo de
oligossacarideos a partir de um subproduto de Eucalyptus’, desenvolvida pela doutoranda
FLAVIA SANCHEZ PENALVA PINTO NETO da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus
de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

CLAUSULA SEGUNDA. A expressao “Informag&o Confidencial”’ abrange toda a informacéo
relativa &s pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que o EXAMINADOR tenha acesso, sob
a forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meijos de comunicacao, inclusive eletrénicos.

Paragrafo unico. Ndo sera considerada “Informag&o Confidencial’ aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada aoc EXAMINADOR.

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial — INPI e junto ao Orgao competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Publica Estadual, circunscricédo
judiciaria de S&o Paulo, Capital, para dirimir davidas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presenca das testemunhas abaixc-assinadas.

Araraquara, 26 de junho de 2019.
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J¢/RGE FERNANDO BRANDAO PEREIRA
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TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

ARIELA VELOSO DE PAULA, nacionalidade brasileira, inscrita no CPF/MF sob n° 309.643.768-81,
portadora da cédula de identidade RG 27.71 7.907-5, doravante denominada EXAMINADOR:

Considerando que a UNESP possui politica institucional que vista a protecio legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnologico;

Consic'ierando que a novidade & um dos requisitos necessarios a protecdo dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, per conseqléncia, a sua manutengéo em

sigilo até a adogio dos procedimentos legais pertinentes & indispensavel para a obtencdo da
protecao almejada; e

Considerando, ainda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n°
8.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n° 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n°
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n°® 10.973/04 (Lei de Inovagéo, regulamentada pelo Decreto
n® 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n°® 1.049/08 (Lei Paulista de Inovacéo,
regulamentada pelo Decreto n° 54.690, de 18 de agosto de 2009);

Firma o EXAMINADOR o presente Termo de Sigilo, nas condi¢des a seguir;

CLAUSULA PRIMEIRA. O EXAMINADOR compromete-se a manter sigilo em relagéo a qualquer
“Informac&o Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para analise da tese intitulada “‘Avaliagdo da produgio de
oligossacarideos a partir de um subproduto de Eucalyptus”, desenvolvida pela doutoranda
FLAVIA SANCHEZ PENALVA PINTO NETO da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus
de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

CLAUSULA SEGUNDA. A expressao “Informagé@o Confidencial” abrange toda a informacgao
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que o EXAMINADOR tenha acesso, sob
a forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicacao, inclusive eletrénicos.

Paragrafo Gnico. N3o sera considerada “Informagao Confidencial’ aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada ac EXAMINADOR.

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial — INPI e junto ao Org&o competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Publica Estadual, circunscrigdo
judiciaria de S&o Paulo, Capital, para dirimir duvidas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presenca das testemunhas abaixo-assinadas.
Araraguara, 26 de junho de 2019.

Qrnda, Ttoro Q) pm

ARIELA VELOSO DE PAULA
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Nome: Aniele Vilella Nome:
CPF/MF; 368.997.328-74 CPF/MF:

Rua Dr. Bento Teobaldo Ferraz, 271, bloco |l, Barra Funda, S&o Paulo (SP),_ CEF.> 01.140-070
Fone: +55 11 5627-7251 / 7253 e-mail: auin@unesp.br
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TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

MICHEL BRIENZO, nacionalidade brasileira, inscrito no CPF/MF sob n® 213.795.888-04, portador
da cédula de identidade RG n° 28.915.636-1, doravante denominado EXAMINADOR;

Considerando que a UNESP possui politica institucional que vista a protecéo legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnolégico;

Considerando que a novidade & um dos requisitos necessarios a protecdo dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por conseqiiéncia, a sua manutencdo em
sigilo até a adogdo dos procedimentos legais pertinentes é indispensavel para a obtencado da
protecac almejada; e

Considerando, ainda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n®
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n°® 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n®
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n® 10.973/04 (Lei de Inovagé&o, regulamentada pelo Decreto
n°® 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n° 1.049/08 (Lei Paulista de Inovacgéo,
regulamentada pelo Decreto n° 54.690, de 18 de agosto de 2009);

Firma o EXAMINADOR o presente Termo de Sigilo, nas condigtes a seguir:

CLAUSULA PRIMEIRA. O EXAMINADOR compromete-se a manter sigilo em relagao a qualquer
“Informacéo Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para andlise da tese intitulada “Avaliacdo da producao de
oligossacarideos a partir de um subproduto de Eucalyptus”, desenvolvida pela doutoranda
FLAVIA SANCHEZ PENALVA PINTO NETO da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus
de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

CLAUSULA SEGUNDA. A expressé&o “Informagéo Confidencial’ abrange toda a informacao
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que o EXAMINADOR tenha acesso, sob
a forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicagao, inclusive eletrénicos.

Paragrafo unico. Nao sera considerada “Informac&o Confidencial” aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada ao EXAMINADOR.

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial — INPI e junto ac Orgdo competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Publica Estadual, circunscrigéo
judiciaria de Sao Paulo, Capital, para dirimir duvidas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presenca das testemunhas abaixo-assinadas.

Araraquara, 26 de junho de 2019.
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TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

JOAO RENATO CARVALHO MUNIZ, nacionalidade brasileira, inscrito no CPF/MF sob n°

280.642.338-44 portador da cédula de identidade RG n° 27.764.261-9, doravante denominado
EXAMINADOR,;

Cpnsiderando que a UNESP possui politica institucional que vista a protecdo legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento tecnico e tecnolégico;

Considerando que a novidade & um dos requisitos necessarios a protecdo dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por consequéncia, a sua manutengdo em
sigilo até a adogdo dos procedimentos legais pertinentes é indispensavel para a obtengao da
protecéo almejada; e

Considerando, ainda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n°
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n® 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n°
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n® 10.973/04 (Lei de Inovagao, regulamentada pelo Decreto
n°® 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n°® 1.049/08 (Lei Paulista de Inovagéo,
regulamentada pelo Decreto n° 54.690, de 18 de agosto de 2009);

Firma o EXAMINADOR o presente Termo de Sigilo, nas condigbes a seguir:

CLAUSULA PRIMEIRA. O EXAMINADOR compromete-se a manter sigilo em relacdo a qualquer
“Informagao Confidencial® a que tiver acesso no exercicic de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para andlise da tese intitulada “Avaliacdo da producao de
oligossacarideos a partir de um subproduto de Eucalyptus”, desenvolvida pela doutoranda
FLAVIA SANCHEZ PENALVA PINTO NETO da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus
de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

CLAUSULA SEGUNDA. A expressdo “Informagéo Confidencial’ abrange toda a informacgéo
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que o EXAMINADOR tenha acesso, sob
a forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicacao, inclusive eletrénicos.

Paragrafo tinico. Nao sera considerada “Informacéo Confidencial” aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada ao EXAMINADOR,

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial — INPI e junto ao Orgao competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Publica Estadual, circunscricdo
judiciaria de S&o Paulo, Capital, para dirimir duvidas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presenca das testemunhas abaixo-assinadas.

Araraquara, 26 de junho de 2019.
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,
// /4,4/6{6%«

" TESTEMUNHA TESTEMUNHA
Nome: Aniele Vilella Nome:
CPF/MF: 368.997.328-74 CPFI/MF:

Rua Dr. Bento Teobaldo Ferraz, 271, bloco |1, Barra Funda, S&o Paulo (SP). CEF" 01.140-070
Fone: +55 11 5627-7251 / 7253 e-mail: auin@unesp.br



AV

vy : F I |
unesp o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO" }
AGENCIA UNESP DE INOVAGAO

Ao TS e oo

TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

SAMUEL CONCEIGAO DE OLIVEIRA, nacionalidade brasileira, inscrito no CPF/MF sob n°

082.179.478-90, portador da cédula de identidade RG n° 739.181, doravante denominado
EXAMINADOR,;

Considerando que a UNESP possui politica institucional que vista a protec&o legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnoldgico;

Considerando ques a novidade é um dos requisitos necessarios a protegdo dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, &, por consequéncia, a sua manutengéo em

sigilo até a adogZo dos procedimentos legais pertinentes & indispensavel para a obtengdo da
protecéo almejada; e

Considerando, ainda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n°®
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n® 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n°®
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n°® 10.973/04 (Lei de Inovacéo, regulamentada pelo Decreto
n°® 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n® 1.049/08 (Lei Paulista de Inovacgéo,
regulamentada pelo Decreto n° 54.690, de 18 de agosto de 2009);

firma o EXAMINADOR o presente Termo de Sigilo, nas condigbes a seguir:

CLAUSULA PRIMEIRA. O EXAMINADOR compromete-se a manter sigilo em relagéo a qualquer
“Informagéo Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para andlise da tese intitulada “‘Avaliagao da producdo de
oligossacarideos a partir de um subproduto de Eucalyptus”, desenvolvida pela doutoranda
FLAVIA SANCHEZ PENALVA PINTO NETO da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus
de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

CLAUSULA SEGUNDA. A expressdo “Informacéo Confidencial” abrange toda a informacgao
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que o EXAMINADOR tenha acesso, sob
a forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicagdo, inclusive eletronicos.

Paragrafo anico. N2o sera considerada “Informag&o Confidencial” aquela gue estiver scb dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada ao EXAMINADOR.

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial — INPI e junto ao Orgéio competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Pulblica Estadual, circunscri¢do
judiciaria de Sa&o Paulo, Capital, para dirimir davidas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presenga das testemunhas abaixo-assinadas.

- j @‘ il ﬁ7raquara, 26 de junho de 2019.
Dl b lynza.

SAMUEL CONCEIGAO DE OLIVEIRA

TESTEMUNHA TESTEMUNHA
Nome: Aniele Vilella Nome:
CPF/MF: 368.997.328-74 CPF/MF:

Rua Dr. Bento Teobaldo Ferraz, 271, bloco Il, Barra Funda, Sao Paulo (SP)._CEE’ 01.140-070
Fone: +55 11 5627-7251 / 7253 e-mail: auin@unesp.br
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TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

FERNANDO MASARIN, nacionalidade brasileira, inscrito no CPF/MF sob n° 281.530.278-08,
portador da cédula de identidade RG n° 29.687.792-X, doravante denominado EXAMINADOR;

Considerando que a UNESP possui politica institucional que vista a protecdo legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnologico;

Considerando que a novidade ¢ um dos requisitos necessarios a protecao dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por conseqiéncia, a sua manutencio em

sigilo até a adocgéo dos procedimentos legais pertinentes & indispensavel para a obtencdo da
protecdo almejada; e

Considerando, ainda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n°®
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n® 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n°
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n® 10.973/04 (Lei de Inovagao, regulamentada pelo Decreto
n°® 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n°® 1.049/08 (Lei Paulista de Inovacao,
regulamentada pelo Decreto n® 54.690, de 18 de agosto de 2009);

Firma o EXAMINADOR o presente Termo de Sigilo, nas condices a seguir:

CLAUSULA PRIMEIRA. O EXAMINADOR compromete-se a manter sigilo em relacdo a qualquer
“Informag&o Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para analise da tese intitulada “Avaliagdo da produgio de
oligossacarideos a partir de um subproduto de Eucalyptus”, desenvolvida pela doutoranda
FLAVIA SANCHEZ PENALVA PINTO NETO da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus
de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™.

CLAUSULA SEGUNDA. A expresséo “Informagéo Confidencial” abrange toda a informacéo
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que o EXAMINADOR tenha acesso, sob
a forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicacao, inclusive eletrdnicos.

Paragrafo unico. Nao sera considerada “Informacao Confidencial” aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada ao EXAMINADOR.

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial — INPI e junto ao Orgéo competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Publica Estadual, circunscricdo
judiciaria de Sao Paulo, Capital, para dirimir dividas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presenga das testemunhas abaixo-assinadas.

Araraquara, 26 de junho de 2019.

e T | il o
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TESTEMUNHA TESTEMUNHA
ome: Aniele Vilella Nome:
CPF/MF: 368.997 328-74 CPF/MF:

Rua Dr. Bento Teobaldo Ferraz, 271, bloco Il, Barra Funda, S&o Paulo (SP),_ CEE 01.140-070
Fone: +55 11 5627-7251 / 7253 e-mail: auin@unesp.br
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RESUMO

Introducdo: O subproduto de Eucalyptus gerado pela industria de celulose
apresenta grande potencial devido aos seus elevados teores de celulose e
hemicelulose, além de ser uma fonte de matéria prima pouco explorada,
principalmente na concepcdo de biorrefinarias. Objetivo: Otimizar a producdo de
xilo-oligossacarideos (XOS) por pré-tratamento hidrotérmico e avaliar o potencial de
producdo de celu-oligossacarideos (COS) por hidrélise enzimatica em material
previamente pré-tratado hidrotermicamente na condicdo otimizada seguido de
extracdo alcalina por celulases comerciais. Material e Métodos: O subproduto foi
obtido a partir de cavacos de Eucalyptus na indastria de celulose. O subproduto foi
pré-tratado hidrotermicamente em diferentes condic6es operacionais (temperatura,
tempo e consisténcia) utilizando-se a técnica de planejamento fatorial. As fracfes
insollveis pds-tratamento hidrotérmico foram caracterizadas quimicamente em
relacdo aos teores de celulose, hemicelulose e lignina. As fracdes sollveis
(hidrolisado hemiceluldsico) foram caracterizadas quimicamente em relagcdo aos
teores de XOS e produtos indesejaveis. Foi utilizada a ferramenta estatistica e
modelagem matemética para a determinacao da melhor condi¢cdo operacional do pré-
tratamento hidrotérmico para producdo de XOS. A fracdo insoltvel do subproduto
pré-tratado hidrotermicamente na condicdo otimizada foi submetida a extracao
alcalina. As diferentes fracdes do subproduto de Eucalyptus foram caracterizadas
estruturalmente por microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR), difracdo de raios-X (DRX) e
espectroscopia de RMN. A fragdo insoluvel oriunda poés-tratamento hidrotérmico
seguido de extragdo alcalina foram hidrolisadas enzimaticamente com preparado
enzimatico comercial (Celluclast-Novozymes). O hidrolisado enzimatico foi avaliado
quanto a producdo de COS. Resultados e discussado: O subproduto ndo tratado
apresentou teores de celulose, lignina e hemicelulose de 43,9%, 28,5%, 17,3%,
respetivamente. Os pré-tratamentos hidrotérmicos foram seletivos para a remocao
da fracdo de hemicelulose. A melhor condigdo experimental do pré-tratamento
hidrotérmico (condigdo otimizada) foi: 161 °C, 65 min e 10% de consisténcia. Na
condicdo otimizada o hidrolisado hemicelulésico apresentou conversdes de xilana
em XOS, xilose e furfural de aproximadamente 42%, 12%, e 1,5%, respectivamente.
A produgéo de XOS na condig&o otimizada foi de aproximadamente 60 mg para cada
grama de material de partida. Todavia, o hidrolisado hemicelulésico também
apresentou niveis apreciaveis de contaminantes, como xilose (19 mg), aromaticos
solaveis (27 mg), furfural (1,5 mg) e acido acético (8 mg), para cada grama de
material de partida. A extracdo alcalina no subproduto pés-tratamento hidrotérmico
otimizado foi eficiente, sendo seletivo para a remocao de lignina e hemicelulose, além
de culminar em um menor indice de cristalinidade. A hidrélise enzimética do
subproduto pos-tratamento hidrotérmico na condi¢éo otimizada seguido de extragéo
alcalina apresentou potencial para producdo de COS, atingindo uma conversao
maxima de aproximadamente 55%, apds 24 h. Nesta condi¢cdo o hidrolisado
enzimatico gerou aproximadamente 0,4 g de COS para cada grama de material de
partida. Conclusdo: O pré-tratamento hidrotérmico do subproduto de Eucalyptus
revelou potencial para a producdo de XOS e COS, sendo uma alternativa para a
indastria de celulose, pois esses bioprodutos tem alto valor agregado com potencial
de comercializagdo. Além disso, o “residuo” final do bioprocesso podera ser
aproveitado para cogeracdo de energia e/ou producao de lignina.

Palavras-chaves: Subproduto de Eucalyptus, Pré-tratamento hidrotérmico, Xilo-
oligossacarideos (XOS), Hidrélise enzimatica, Celu-oligossacarideos (COS).
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ABSTRACT

Introduction: Eucalyptus byproduct generated by the cellulose industry shows a
great potential to be studied due to its high contents of cellulose and hemicellulose,
besides being a source of raw material little explored, especially in the field of
biorefineries. Objective: Optimize xylo-oligosaccharides (XOS) production by
hydrothermal pretreatment and to evaluate the potential of cello-oligosaccharides
(COS) production by enzymatic hydrolysis in hydrothermally pretreated material in the
optimized condition followed by alkaline extraction by commercial cellulases. Material
and Methods: By-product was obtained from industrial processing of Eucalyptus
chips in the cellulose industry. By-product was hydrothermally pretreated under
different operating conditions (temperature, time and consistency) using the factorial
planning technique. The insoluble fractions post-hydrothermal treatment were
chemically characterized in relation to the contents of cellulose, hemicellulose and
lignin. Soluble fractions (hemicellulosic hydrolysate) were chemically characterized in
relation to XOS contents and undesirable products. A statistical tool and mathematical
modeling was used to determine the best operational condition of hydrothermal pre-
treatment for XOS production. The insoluble fraction from hydrothermally pretreated
by-product in the optimized condition was subjected to alkaline extraction. The
different fractions of the Eucalyptus by-product were characterized structurally by
scanning electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR-
ATR), X-ray diffraction (XRD) and NMR spectroscopy. The insoluble fraction post-
hydrothermal treatment followed by alkaline extraction was enzymatically hydrolyzed
with commercial enzyme extract (Celluclast-Novozymes). The enzymatic hydrolysate
was evaluated for the production of COS. Results and discussion: The untreated
by-product presented contents of cellulose, lignin and hemicellulose of 43.9%, 28.5%
and 17.3%, respectively. The hydrothermal pretreatments were selective for the
removal of hemicellulose fraction. The best experimental condition of the
hydrothermal pretreatment (optimized condition) was: 161 °C, 65 min and 10%
consistency. In optimized condition, the hemicellulosic hydrolysate showed xylan
conversions in XOS, xylose and furfural of approximately 42%, 12%, and 1.5%,
respectively. Production of XOS in the optimized condition was approximately 60 mg
for each gram of raw material. However, the hemicellulosic hydrolysate also showed
appreciable levels of contaminants, such as xylose (19 mg), soluble aromatics (27
mg), furfural (1.5 mg) and acetic acid (8 mg) for each gram of raw material. Alkaline
extraction in the optimized hydrothermal treatment by-product was efficient, being
selective for the removal of lignin and hemicellulose, besides providing a lower index
of crystallinity. The enzymatic hydrolysis of the post-hydrothermal treatment by-
product in the optimized condition followed by alkaline extraction showed potential for
COS production, reaching a maximum conversion of approximately 55% after 24h. In
this condition, the enzymatic hydrolysate generated approximately 0.4 g of COS for
each gram of starting material. Conclusion: The hydrothermal pretreatment of the
Eucalyptus by-product revealed potential for the production of XOS and COS, being
an alternative for the pulp industry, as these bioproducts have high added value with
potential of commercialization. Besides, the final "residue" of the bioprocess may be
harnessed for energy cogeneration and/or lignin production.

Keywords:  Eucalyptus  by-product, Hydrothermal pretreatment, Xylo-
oligosaccharides (XOS), Enzymatic hydrolysis, Cello-oligosaccharides (COS).
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1. INTRODUCAO

A madeira proveniente de Eucalyptus representa a principal fonte de fibras
nos paises da Ameérica do Sul para a producéo de celulose e papel. O Brasil
ocupa lugar de destaque na fabricacdo mundial de celulose de fibra curta de
Eucalyptus (1). No ano de 2018 a producéo brasileira de celulose foi de 10,4
milhdes de toneladas (2). A industria de celulose gera aproximadamente 0,27
toneladas de residuos soélidos para cada tonelada de celulose produzida,
conforme dados reportados recentemente (3).

Os materiais lignocelulésicos (ML) representam uma fonte de matéria
prima pouca explorada e aproveitada. Seu uso esta baseado principalmente
na cogeracao de energia através de sua oxidagao (processo de oxidacao).
Considerando o grande volume de residuos madeireiros, ha recentemente um
forte interesse das indutrias de celulose de proporcionar um melhor
aproveitamento desses materiais para a producao de produtos de interesse
comercial (4).

O processamento de toras de Eucalyptus em empresas de producéo de
celulose gera grandes quantidades de subprodutos (um exemplo é a
serragem) que séo oxidados para cogeracao de energia. Os subprodutos de
Eucalyptus contém mais de 60% de celulose e hemicelulose e essas fracbes
contém baixa eficiéncia energética sendo uma alternativa o uso delas para
producédo de bioprodutos de maior valor agregado. Dentre muitas aplicagdes
biotecnoldgicas, a hemicelulose e a celulose podem ser convertidas em
bioprodutos a base de xilo-oligossacarideos (XOS) e celu-oligossacarideos

(COS) para fins terapéuticos, nutricionais e analiticos. A busca por um estilo
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de vida saudavel através de cuidados com a alimentacdo tem impulsionado o
interesse por ingredientes de alimentos nutracéuticos, ou seja, aqueles que
auxiliam o bom funcionamento do organismo. Entre esses componentes
destacam-se os XOS e os COS, os quais sdo constituidos principalmente por
unidades de xilose e glicose, respctivamente, sendo responsaveis por
diversos efeitos benéficos relacionados a saude, tais como a prevencao de
caries, a diminuicdo de niveis séricos de colesterol e o estimulo do
crescimento de bifidobactérias no trato gastrointestinal (5-12). Os efeitos
benéficos dos XOS a saude estdo relacionados as propriedades fisico-
qguimicas, por serem moderadamente doces, estaveis em uma ampla faixa de
pH e temperatura e conferirem caracteristicas organolépticas aos alimentos,
enquanto os COS sdo importantes para 0 crescimento de bactérias
enddgenas tais como Lactobacillus e Bifidobacterium, melhorando a
microflora intestinal (5,13). Além do efeito prebidtico, os XOS tém apresentado
uma variedade de aplicacfes, tais como, antioxidantes, antialérgicos e na
prevencao de anemia e arteriosclerose (5,6,12).

Considerando que as operac¢des de fracionamento dos ML contribuem
para o alto custo do processo, a auto-hidrélise ou pré-tratamento hidrotérmico
(PTH) de Eucalyptus (especificamente o subproduto gerado na etapa de
obtencéo de toras de Eucalyptus) seria uma alternativa para a producéo de
XOS. Considerando que ap6s o PTH a fracao insoltvel ser& rica em celulose
e lignina, uma alternativa para o aproveitamento desta fracéo seria a hidrolise

enzimatica com celulases comerciais visando a producéao de COS.
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Os XOS e COS contém um alto valor agregado (em média U$$ 22-50
dolares por quilo de produto, variando em funcdo da sua pureza) quando
comparado a biocombustiveis, celulose e energia elétrica, sendo uma
alternativa a ser pesquisada nos setores de celulose e acucar-alcool (14).
Com o desenvolvimento de uma metodologia eficiente para a producao de
XOS a partir de ML, como o Eucalyptus e bagac¢o de cana-de-agUcar espera-
se impulsionar ainda mais o desenvolvimento de muitos estudos relacionados
as suas aplicacgoes.

A proposta de produzir XOS e COS dentro de uma empresa de celulose
baseia-se no fato de que esses produtos sdo potencialmente de maior valor
agregado quando comparado a polpa de celulose e energia elétrica. A Fibria,
localizada em Jacarei — SP, processa em torno de 2000 toneladas.dia* de
cavacos de Eucalyptus, sendo que em torno de 200 toneladas.dia da
biomassa nao € utilizada para producdo de celulose (gerando o subproduto)
sendo conduzidas a etapas de oxidacdo para cogeracao de energia elétrica.

O subproduto do processamento de cavacos de Eucalyptus seria uma
boa alternativa para a producao de XOS e COS, assim, aproveitando melhor
essa biomassa, pois a hemicelulose e celulose tem baixo aproveitamento de
energia em sua oxidacao. Desta forma, a proposta seria produzir XOS com a
fracdo hemiceluldsica gerando uma fragéo rica em lignina e celulose que seria
posteriormente aproveitada para producao de COS. Por fim, o “resiudo final”
enriquecido em lignina poderia ser aplicado para cogeracdo de energia
elétrica, pois a lignina tem um alto aproveitamento na geracao de energia em

sua queima.
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Dentro do ambito do conceito apresentado o objeto do trabalho foi avaliar
a producao de XOS e COS a partir de um subproduto de Eucalyptus oriundo

do processamento de Eucalyptus da industria de celulose.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Industria de Celulose: uma Biorrefinaria

A industria de processamento de celulose e seus derivados representam
uma importante base para a economia mundial. Atualmente, o Brasil € um dos
maiores produtores mundiais de celulose proveniente de biomassa de
Eucalyptus (celulose de fibra curta) (15). A producdo de celulose no Brasil
cresceu 7,8% nos primeiros seis meses de 2018 em relagéo ao ano de 2017,
0 que culminou em 10,4 milhdes de toneladas, de acordo com dados
divulgados pela Industria Brasileira de Arvores (Iba) (16).

Nos ultimos anos, a preocupa¢do com o esgotamento dos combustiveis
fésseis, com o aquecimento global e com o0 aumento da demanda de energia
e materiais, fez surgir alternativas em substituicdo a esses combustiveis,
culminando na substituicdo de fontes de energia ndo renovaveis
(principalmente petréleo e gas natural) por matérias primas renovaveis (por
exemplo: o uso de biomassa lignoceluldsica). Desta forma, a biomassa
florestal e agricola tem sido considerada como uma alternativa promissora
para a substituicdo de matérias primas nao renovaveis. Por esses motivos,

nas ultimas décadas, a industria de celulose e seus derivados promoveram
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grande interesse, integrando a elas processos modernos e inovadores (17-
19).

O Brasil se encontra em uma posicdo privilegiada em relacdo ao
aproveitamento da biomassa, pois apresenta uma extensa area florestal,
grande diversidade de espécies nativas, agua em abundancia e diversidade
climatica, e com isso tem se destacado no cenario mundial na utilizacdo de
biomassa lignocelulésica, além de ser um dos maiores produtores de celulose
proveniente de Eucalyptus (15,20). A espécie mais cultivada no Brasil € o
Eucalyptus urograndis, um hibrido desenvolvido através do cruzamento de E.
grandis x E. urophylla, uma das principais fontes de matéria prima para
producdo de celulose de fibra curta, e que apresenta como caracteristicas
maior crescimento e rendimento volumétrico (21,22).

O fracionamento da biomassa lignocelulésica € uma técnica inovadora,
moderna e promissora da atualidade. Desta forma, pré-tratamentos sob
diferentes condi¢cdes operacionais (por exemplo: pH, temperatura e tempo)
sdo capazes de fracionar a biomassa lignocelulésica gerando fragdes soltveis
e insollveis que podem conter carboidratos poliméricos, oligossacarideos e
mondmeros de acucares e lignina, que podem ser convertidos em bioprodutos
de interesse comercial, como por exemplo: biomateriais, biocombustiveis,
prebidticos, farmacos, dentre outros. Desta forma, o intuito da técnica de
fracionamento € maximizar o valor da biomassa lignocelulésica e minimizar a
producédo de subprodutos (19,23-28).

A Figura 1 apresenta de forma resumida o processo de fabricagéo de

celulose, seus derivados e aplicacdes, bem como, os subprodutos gerados.
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Figura 1 - Cadeia de produtos florestais. (1) Residuo industrial (casca,
serragem, outros). (2) Residuo florestal (ponteiras, galhos, casca, ramos,
outros). (3) Biocombustiveis florestais (carvao, pellet, etanol celulésico, licor
negro, outros) (29).
2.2. Materiais Lignocelul6ésicos (ML): Composicdo Quimica e
Ultraestrutura

Os ML sao denomidados de biomassas vegetais por serem uma matéria
organica oriunda de espécies vegetais, bem como por seus subprodutos
obtidos nos setores agroindustriais que processam essa matéria prima.
Dentre os subprodutos lignocelulésicos destacam-se a palha e o bagaco de
cana-de-agucar (setor de agucar-etanol); serragem e cavacos de madeira ndo

selecionados no processo (setor celulésico) (30). Os ML sdo constituidos

basicamente por celulose, hemicelulose e lignina. A composicdo quimica da
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biomassa lignocelulésica varia em funcdo da variedade, condicbes de
crescimento, idade de colheita e parte da planta, e em geral € constituida
basicamente de 35-50% de celulose, 23-35% de hemicelulose e 14-30% de

lignina (31-36). A Figura 2 apresenta a complexa estrutura dos ML.

Parede Celular —

Microfibrila
Celulésica

Molecula de Celulose

A N

Glicose Celobiose '-.::-00060000000000000000
190640400400 000400000

Celulose Cristalina

Figura 2 - Estrutura da biomassa lignocelulésica (36). Adaptado - Autor.

Devido as caracteristicas quimicas e morfolégicas os ML séao
considerados recalcitrantes frente a rea¢des quimicas e enziméaticas, ou seja,
os ML sédo dificeis de serem convertidos em produtos de interesse. Os
principais fatores que tornam os ML recalcitrantes sdo o grau de
polimerizacdo, a area superficial, a porosidade, o teor de lignina e a
cristalinidade da celulose (31,33,36,37).

A composicao quimica dos ML pode ser dividida em fracdes de baixa e

elevada massa molar (31,33,36). A fracdo de baixa massa molar € composta
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por substancias organicas, geralmente denominadas de extrativos, e
substancias inorganicas, que sdo sais de ions metalicos (31,33,36,38). Os
extrativos compreendem varios compostos quimicos, que podem ser
extraidos com solventes organicos, embora alguns deles também sejam
soliveis em agua (31,33,36). Estes compostos sao responsaveis por
caracteristicas como odor, cor e sabor e estdo presentes em pequenas
guantidades nos ML (de 2 a 8%) (38). Como exemplos de extrativos, pode-se
citar: ceras, flavandides, terpenos, lignanas e acidos graxos, que sao
encontrados livres ou esterificados. Os compostos inorganicos estao
presentes em quantidades ainda menores nos ML (de 1 a 2%) (31,33,36).
As macromoléculas representam a quase totalidade dos tecidos vegetais
e compreendem trés classes de compostos distintos: celulose, polioses

(hemicelulose) e lignina (31,33,36).

2.2.1. Celulose

A celulose é o componente principal e mais abundante na biomassa
vegetal (cerca de 50%), sendo um polissacarideo linear de elevada massa
molecular, contendo regides amorfas e cristalinas, formado exclusivamente
por unidades repetidas de celobiose, molécula que é formada por duas
unidades de D-glicopiranose conectadas através da ligacao covalente do tipo
B-D-glicopiranose (CsH100s5)n, através da eliminagdo de uma molécula de

agua (Figura 3) (31,33,36,40).
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Figura 3 - Representacdo da estrutura de um fragmento de celulose
mostrando a ligagao do tipo B-1,4 entre unidades de D-glicopiranose, as quais
formam cadeias lineares (40).

A massa molar da celulose varia consideravelmente (50.000-2,5 milhdes
g.mol?), dependendo da origem da amostra. Por tratar-se de um polimero
auténtico, o tamanho das cadeias é usualmente especificado como grau de
polimerizacdo, que é a razdo entre a massa molar média da celulose e a
massa molar de uma unidade de anidroglicose. Quanto maior o grau de
polimerizacao da molécula de celulose menor é a sua solubilidade (31,33,41).
Outra caracteristica da celulose é a formacao de ligacdes do tipo hidrogénio
intramoleculares e intermoleculares, o que da origem as microfibrilas. As
microfibrilas, as quais contém cerca de 36 cadeias de celulose, se agregam
formando as fibras celulésicas (42) (Figura 4). Essa estrutura fibrosa que
confere alta resisténcia a degradacao e a insolubilidade da celulose na maioria

dos solventes (43).
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Figura 4 - Representacao estrutural das fibras de celulose (72).

As fibras de celulose sdo formadas a partir de um aglomerado de
microfibrilas, as quais possuem regides cristalinas que sao fortemente
organizadas conferindo grande resisténcia, e regides amorfas que possuem
menor orientacdo e maior flexibilidade (31,33,36,38).

Na parede celular dos ML, as microfibrilas de celulose estdo
paralelamente organizadas e encaixadas em uma matriz de hemicelulose e

lignina (31,33,36,38).

2.2.2. Hemicelulose

As hemiceluloses (também denominadas de polioses) séo
polissacarideos complexos constituintes da parede celular das plantas, as
quais ocupam lugar de segundo polimero renovavel mais abundante nos ML,

sendo que apos a celulose em geral 20-35% do complexo lignocelulésico é
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composto por este polissacarideo, variando de acordo com o estagio de
desenvolvimento, espécie e tipo de cultivo do vegetal. As hemiceluloses
representam um tipo de polissacarideo de menor grau de polimerizacao (100-
200 unidades) composto de algumas ramificacbes e grupos laterais. Sua
estrutura é constituida principalmente por polimeros formados por hexoses
(glicose, manose, ramnose e galactose) e pentoses (xilose e arabinose),
podendo ainda apresentar quantidades variaveis de acidos urbnicos
(galacturdnico, glucurdnico e metil-glucurénico) (31,33,44). Estes acgUcares
apresentam-se na forma de polimeros, de menor massa molar que a celulose
e podem ser homopolimeros (por exemplo: xilana, formado por anidroxilose
na cadeia principal) ou heteropolimeros (por exemplo: glucomanana, formado
por anidroglicose e anidromanose na cadeia principal). O teor de
hemiceluloses em diferentes tipos de madeira é bastante variavel, podendo-
se admitir um valor médio de cerca de 20% (27,31,33).

As hemiceluloses podem ser divididas em diferentes classes (xilanas e
mananas) e subclasses (glucuronoxilanas, arabinoxilanas, glucomananas,
galactoglucomananas, xiloglucanas, arabinoglucuronoxilanas, entre outras)
que variam de acordo com a espécie da planta, tipo de tecido e estagio de
desenvolvimento (45).

As xilanas séo as hemiceluloses mais comuns de madeira de folhosas e
gramineas e sao constituidas de uma cadeia principal composta de unidades
de B-xilopiranose unidas por ligagao do tipo $-1,4 com a presenca de grupos
laterais, como o acido 4-O-metilglucurdnico, acetato e a-L-arabinofuranose

(Figura 5) (33,44,46).
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As xilanas destacam-se como uma excelente matéria prima para
formacdo de produtos de alto valor agregado, como xilitol e xilo-

oligossacarideos (XOS) (47).

Acido Metil-Ghicurénico
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H JC 0 Acetato CH3

B-D-Xilopiranose
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Acetato

HO H
(1 I_ Arabmonuanose

Figura 5 - Estrutura tipica de xilana encontrada principalmente em madeiras
de folhosas e gramineas (Adaptado de (46)).

2.2.3. Lignina

A lignina é uma macromolécula formada pela polimerizacdo
desidrogenativa de &lcoois hidroxicinamilicos (p-cumarilico, coniferilico e
sinapilico). A macromolécula de lignina possui estrutura bastante complexa
devido ao processo de polimerizacao ser aleatério, como apresentado no

modelo da figura 6 (48).
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Figura 6 - Estrutura — modelo da lignina de madeiras de folhosas (48).

Parte das moléculas de lignina esta ligada quimicamente com as
hemiceluloses, ou seja, existe um complexo lignina-carboidrato na estrutura
quimica da parede celular do vegetal. Algumas liga¢c@es ja descritas para as
coneccOes entre lignina e carboidratos em madeiras sdo mostradas na figura

7 (49).
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Figura 7 - Principais tipos de ligacdes entre carboidratos e lignina em
complexos lignina-carboidrato: (A) fenol glicosideo, (B) éster e (C) éter
benzilico. (49). carb = carboidrato.

A ocorréncia dessas ligagbes foi confirmada em complexos lignina-
carboidrato isolados de pinho moido, a partir da caracterizagcdo por
ressonancia magnética nuclear em duas dimensdes. A Figura 7A apresenta
uma ligacao do tipo fenol glicosideo; em 7B uma ligacéo do tipo éster e; em
7C uma ligacao do tipo éter benzilico. No caso da ligacao fenol glicosidica, a
area correspondente no espectro foi integrada indicando que essa ligacao
esta presente em aproximadamente 8 unidades para cada 100 unidades Co
da lignina.

A grande complexidade estrutural da lignina faz dela uma das
macromoléculas naturais mais dificeis de caracterizar quimicamente. A maior

parte da lignina ndo pode ser removida da matriz lignocelulésica sem que haja
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alteracdes estruturais durante a etapa de extracdo. Além disso, nenhum
método de caracterizagdo “in situ” é informativo o suficiente para ser
empregado de forma conclusiva sem o auxilio de outras metodologias.
Portanto, a melhor maneira de estudar a estrutura dessa macromolécula
parece ser através do emprego de varios métodos complementares, que
fornecam resultados corroborativos.

A Figura 8 apresenta a organizacdo de uma fibra vegetal. A fibra
lignoceluldsica tem uma estrutura de camadas complexas, constituida pela
lamela média (Interface entre as células de fibras, rica em lignina), parede
primaria fina (formada durante o crescimento das células) e a parede
secundaria. A parede secundaria € constituida por trés camadas (S1, Sz2e S3),
onde a camada intermediaria (Sz2, mais espessa) determina as propriedades
mecanicas da fibra e consiste em uma série de microfibrilas, helicoidalmente

formadas por longas cadeias de celulose e organizadas no sentido da fibra

(50).
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Figura 8 - Estrutura de uma fibra vegetal. A imagem obtida por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) se refere a fibra de madeira de Eucalyptus (50).

E importante ressaltar que os componentes da madeira se encontram
intimamente associados, formando longas cadeias de celulose interligadas
por ligacdes de hidrogénio com moléculas de hemicelulose entrelacadas, e
encapsulada pela lignina, para assim constituir o complexo celular da
biomassa vegetal (51). Na parede celular do vegetal, tais compostos se
organizam formando diferentes camadas. A Figura 9AB apresenta a
microscopia eletrbnica e um modelo de como as microfibrilas de celulose
estdo organizadas de forma paralela e encaixadas em uma matriz de

hemicelulose e lignina (31,33,36,38).
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Figura 9 - (A) Microscopia eletrénica de lignoceluldsico. (B) Modelo que
explica como as microfibrilas de celulose estdo organizadas e encaixadas em
uma matriz de hemicelulose e lignina presente em um material lignocelulésico
(ML) (36), modificado por NETO, 2019.

2.3. Producdao de Xilo-oligossacarideos (XOS)

Os XOS séao obtidos industrialmente a partir da biomassa lignocelulésica
através da hidrolise acida e/ou enzimatica (9,52). A fracdo hemicelulésica
extraida dos ML, contém uma gama de moléculas que podem ser convertidas
a diferentes bioprodutos. Dentre eles destacam-se o xilitol e o etanol (oriundo
da xilose), XOS, acido acético, furfural (utilizado como intermediario quimico
para outros bioprodutos) dentre outras moléculas (53-55).

Os XOS séao oligbmeros constituidos de unidades de xilose ligados
através de ligagdes do tipo B-(1-4) xilosidicas e apresentam variedades na

proporcao e tipo de grupos laterais como acetil, acidos urénicos e fendlicos. A
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composicdo depende da origem do material e do processo de extracdo (57).
Os XOS podem ser obtidos basicamente por diferentes processos hidroliticos
sobre os ML: basico, acido ou enzimatico. Além disso, os XOS podem ser
produzidos a partir da molécula de xilana previamente extraida dos ML, ou

sem sua prévia extracao (58).

2.3.1. Pré-tratamento Hidrotérmico (PTH) em Materiais Lighocelulésicos
(ML)

O pré-tratamento € uma das etapas operacionais mais importantes, em
termos de custos diretos, envolvidas na producdo de XOS a partir da
biomassa lignocelulésica, e o principal objetivo € promover uma alteracao
fisico-quimica na matriz dos ML, reduzindo a cristalinidade da celulose,
solubilizando as hemiceluloses e separando-as da matriz de
lignina/carboidratos, facilitando assim a producdo de XOS e as etapas
subsequentes do processo, pois desta forma ha maior acessibilidade e
susceptibilidade a acdo das enzimas na etapa de hidrélise enzimética (59,60).

A alteracao nas caracteristicas estruturais da matriz lignocelul6sica pode
ser realizada por diversos pré-tratamentos. Atualmente, tem surgido diversos
tipos de pré-tratamento com o objetivo de fracionar e aproveitar os ML, dentre
eles estdo, os bioldgicos (emprego de fungos ou bactérias), fisicos (trituracéo,
microondas e extrusao), quimicos (alcalino, acido, oxidativo, organosolve e
liquido i6nico), fisico-quimico (explosdo a vapor e hidrotérmico) ou ainda uma
combinacao entre eles (61-63). Os pré-tratamentos mais utilizados para XOS
sdo o0s quimicos e fisico-quimicos pois promovem um aumento na area

superficial da biomassa devido a redu¢éo do tamanho da particula e do grau
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de cristalinidade da celulose, ou seja, promovem modificacdes quimicas e
estruturais na parede celular dos ML. O PTH se enquadra nesse tipo de
tratamento (59,63,64).

A escolha do pré-tratamento mais adequado para cada processo
envolve muitas variaveis operacionais e efeitos, tais como: a natureza da
biomassa, produtos desejados e aplicacdo dos mesmos, custos, impacto
ambiental, minimizar a degradacdo de acglUcares em compostos téxicos,
aumentar a area superficial, diminuir a cristanilidade e despolimerizar
parcialmente a celulose, solubilizar as hemiceluloses ou lignina, modificar a
estrutura da lignina, ndo produzir residuos sélidos, reduzir custos operacionais
e de capital (59,66,67).

O PTH (também conhecido como auto-hidrélise) requer apenas adicao
de agua. Desta forma, o PTH é considerado uma tecnologia limpa que utiliza
apenas agua durante o processo, o que diminui a corrosdo de equipamentos
e a geracao de residuos (44).

O PTH é realizado nos ML em temperaturas entre 140 e 240 °C, em
reatores continuos ou em batelada preenchido com material no estado sélido
adicionado de agua (permitindo o controle da consisténcia do meio reacional)
com controle de temperatura e pressao (68). A presséo é aplicada para manter
a agua no estado liquido a temperaturas elevadas, o que provoca alteracao
na estrutura dos ML (Figura 10). Nas situacOes de elevadas pressodes e
temperaturas no meio reacional com agua, ha geracdo de maior quantidade
de ions hidrogénio, o que acidifica o0 meio. Esses ions atuam como

catalizadores na hidrélise da hemicelulose liberando moléculas de acido
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acético e outros acidos organicos. Desta forma, sob condigcbes operacionais
mais severas, reacdes de condensacao entre furfural, lignina e/ou reacdes de
oxidacdo de acUcares podem ocorrer, enquanto que em condi¢cdes

operacionais mais brandas os produtos de decomposicdo de acucar séo

produzidos em menores quantidades (33,69).
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Pré-tratamento /., )
—_— o

Figura 10 - Efeito do pré-tratamento hidrotérmico (PTH) em materiais
lignocelulésicos (ML) (70).

A temperatura, o tempo e a relacdo solido/liquido (consisténcia) sdo as
principais variaveis do PTH. Através da relagdo entre essas variaveis se
determina o fator de severidade (P-Fator) do processo, o qual apresenta efeito
direto sobre a acidificagdo do meio pela clivagem dos grupos acetil, geracéo
dos produtos de degradacao de acucares e grau de polimerizacdo dos XOS
(71,72).

Os hidrolisados tipicos do PTH contém uma mistura de oligbmeros de
acucares (principalmente XOS, no caso de materiais que sdo compostos de
xilanas), monossacarideos (principalmente xilose, no caso de materiais que

sdo compostos de xilanas), acido acético, além dos produtos de
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decomposicdo de acucares (furfural, hidroximetilfurfural (HMF), acidos
levulinico e férmico) (73,74).

Os produtos de degradacédo formados apresentam efeitos negativos nas
etapas subsequentes de hidrolise. Esses inibidores sédo classificados com
base na sua origem em: acidos fracos (acido acético e acido férmico), furanos
(furfural e HMF) e compostos fendlicos, e suas concentracdes e composi¢ao
variam de acordo com o tipo de pré-tratamento e das condi¢cdes operacionais.
A primicia desse método consiste em minimizar a quantidade de compostos
téxicos com menor consumo de energia (30,75,76).

A Figura 11 apresenta as principais vias de degradacao das fracGes
polissacaridicas que podem ocorrer nos ML na etapa de PTH, além da origem
dos compostos indesejaveis resultantes do processo (75).

Componentes da madeira

ccoon  Hemicelulose Celulose Lignina
Acido acético (3) 71\,
CHO CHO CHO CHO
H—}—OH HO H H OH H—t—OH
HO H HO H HO H HO——H  Compostos fendlicos
H OH H OH HO H H OH
CHOH H OH H OH H—t—OH
CH,OH CH,0H CH,0H
Xilose(1) Manose (2) Galactose(4) Glicose(5)
(o} CHO Houp\@/cno o
@/\ HCOOH / \ \ H)C—l—-CH)—CHz—COOH
Furfural(6)  Ac. férmico(8) Hidroximetilfurfural (7)  Ac. levulinico(9)

Figura 11 - Vias de degradacao das fracdes polissacaridicas dos materiais
lignocelulésicos (ML) que podem ocorrer na etapa de pré-tratamento
hidrotérmico (PTH) (75).
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Durante o PTH dos ML, a xilana é clivada em oligossacarideos de alta
massa molecular, que por sua vez séo clivados em XOS de menor massa
molecular, até a formacéo de xilose monomeérica. Além disso, o PTH provoca
a clivagem das ligacdes entre os grupos acetil (éster), arabinosil (éter) e
acidos urénicos (éster) e xilana, liberando no meio reacional os grupos laterais
da molécula de xilana (arabinose, acido 4-O-metil-glicurénico e acido acético).
A xilana e os oligbmeros de alta massa molecular sdo pouco soluveis em
agua. A medida que os oligbmeros s&o hidrolisados a XOS, sua solubilidade
aumenta e eles passam para a fase aquosa.

Uma avaliacdo do PTH em uma mistura de madeira de folhosas foi
reportada na literatura (77). A temperatura e o tempo foram as duas variaveis
aplicadas ao PTH. A temperatura foi variada de 130-170 °C, enquanto o tempo
de 15-500 min. Essas condi¢des proporcionaram conversdes de xilana em
XOS da ordem de 13-53% (Yomassa/massa) (77).

Um estudo reportou um PTH em madeira de Eucalyptus urophylla e
Eucalyptus grandis (78). O PTH foi realizado em temperatura de 170 °C e
tempo de 60 min. Nessas condi¢des a conversao média de xilana em XOS foi
de aproximadamente 45% (%massa/massa). Entretanto, as conversdes de
xilana em xilose e furfural foram de aproximadamente 7,5% e 3,6%,

respectivamente (Y%omassa/massa) (78).

2.4. Extracdo alcalina de Materiais Lignoceluldsicos (ML)
A hidrélise enzimatica de celulose a glicose em ML pré-tratados

hidrotermicamente apresenta baixos rendimentos de conversdo (menor que
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20%). O rendimento baixo pode ser explicado devido a estrutura cristalina da
celulose, além do encapsulamento da celulose pela lignina, o que dificulta o
acesso das enzimas ao substrato. Essa dificuldade também aumenta devido
a celulase adsorver a lignina (adsorcéao improdutiva). Devido a esse fato torna-
se necessario uma etapa extra com o objetivo de solubilizar parcialmente a
lignina e desestruturar a estrutura cristalina da celulose, tornando as
moléculas de celulose e hemicelulose mais expostas a acdo das enzimas,
aumentando dessa forma o rendimento de conversao de celulose em glicose
(podendo atingir 90%). Desta forma, o PTH seguido de extracao alcalina com
NaOH seria uma alternativa para melhorar o rendimento da hidrélise
enzimatica em ML previamente pré-tratados hidrotermicamente.

O tratamento alcalino tem como objetivo remover e/ou modificar a
hemicelulose e a lignina e aumentar a disponibilidade de celulose, a fim de
obter alto rendimento em acuUcares (tanto hexoses quanto pentoses) na
hidrélise enzimética dos ML, pois a hemicelulose e a lignina formam uma
barreira fisica, protegendo a celulose do ataque enzimatico, a qual ndo é
removida na etapa do PTH (79). Além disso, a extracao alcalina com NaOH
nos ML provoca aumento da area superficial interna, diminuicdo da
cristalinidade da celulose e a clivagem das ligagbes do complexo lignina-
carboidrato, promovendo a solubilizagéo da lignina (80,81).

Sun et al. (82) reportaram um PTH em madeira de Eucalyptus urophilla
(180 °C por 30 min), seguido de extracédo alcalina com NaOH 2% (m.v!) a 90
°C por 2,5 h, seguido de hidrélise enzimatica, obtiveram conversdo de

celulose em glicose de aproximadamente 66,3%.
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2.5. Hidrolise enzimatica dos Materiais Lignoceluldsicos (ML)

A hidrolise enzimética consiste em hidrolisar a fracdo polissacaridica
(cadeias de hemicelulose e celulose) dos ML a oligbmeros e mondémeros
através do processo catalisado por enzimas denominadas de hemicellulases
e celulases. As caracteristicas do complexo enzimatico e do substrato
escolhido determinam as condicbes de temperatura, pH, tempo de
sacarificacéo, atividade enzimatica e a consiténcia (relacéo solido/liquido) em
gue o processo deve ser realizado. Devido a especificidade das enzimas, nédo
ocorre a formacao de subprodutos, porém para que haja um alto rendimento,
€ necessario um nivel de atividade enzimética adequada para obter uma alta
conversao de celulose em produtos, o que eleva o custo de producéo (83-85).

A porosidade, a cristalinidade e o grau de polimerizacéo da celulose e o
teor de lignina e hemicelulose na biomassa, séo fatores que afetam a hidrélise
enzimatica da celulose. Desta forma, se o substrato contém uma alta
cristalinidade, baixa porosidade e um alto teor de lignina, a catalise enzimatica
da celulose ndo sera eficiente, do contrario a eficiéncia serd alta e
consequentemente o tempo necessario para a hidrélise enzimatica sera
menor (86). A catélise enzimatica da celulose é realizada sob condi¢des mais

amenas, porém requer tempos mais longos de reacédo (até 72 h) (87).

2.5.1. Hidrdlise Enzimatica de Celulose
A celulose é um polimero linear com ligacdes glicosidicas do tipo $-1,4
entre unidades de D-glicopiranose que necessita de um complexo enzimatico,

denominado celulases, para catalisar diferentes regides da fibra de celulose.
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Esse complexo se caracteriza por ser altamente especifico e por atuar de
forma sinérgica (34,88,89). Para uma hidrdlise enzimatica eficiente da
celulose é necessario a acdo sinérgica de enzimas, as quais sao divididas em
trés grupos principais: endoglucanases, exoglucanases (celobiohidrolase | e
II) e B-glucosidases. Esses trés grupos catalisam a hidrélise das ligacdes do
tipo B-1,4 glicosidicas, e atuam sinergicamente, criando novos sitios para
hidrolise, além de reduzir a inibicdo pelo produto (90,91) (Figura 12).

As endoglucanases catalisam de forma aleatdria as cadeias de
celulose, gerando oligossacarideos parcialmente solluveis de diferentes graus
de polimerizacdo contendo extremidades redutoras e nédo redutoras (92). As
exoglucanases sao divididas em duas categorias, como se segue:
celobiohidrolases | que catalisam as extremidades redutores e
celobiohidrolases Il que catalisam as extremidades ndo redutores dos
oligossacarideos oriundos da hidrolise enzimatica da celulose pelas
endoglucanases (92,93). As B-glucosidases catalisam a celobiose e celu-

oligossacarideos (COS) de cadeia curta em glicose (94).
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Figura 12 - llustracdo do modo de acdo do complexo enzimatico na molécula
de celulose (95).

2.5.2. Producao de celu-oligossacarideos (COS)

Os COS sao oligbmeros constituidos de monémeros de glicose ligados
através de ligagcdes do tipo B-(1-4) glicosidicas. Os COS sdo obtidos
principalmente via hidrolise enzimética de matérias primas ricas em celulose.
As celulases sdo as enzimas que catalisam a hidrélise das ligacbes
glicosidicas do tipo Bp-1,4 presentes na molécula de celulose (96,97). A
hidrélise enzimatica da celulose direcionada para a producdo de COS deve
ser realizada com extratos comercias que contenham baixa atividade de exo-

1,4-B-D-glucanases e 1,4-B-D-glicosidases, pois essas enzimas hidrolisam a
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celulose em celobiose e glicose, que nao é interessante para um processo de

producédo de COS.

2.6. Oligossacarideos como Ingredientes Funcionais

Os oligossacarideos sao cadeias constituidas de agicares monomericos
que contém um grau de polimerizacao relativamente baixo (2-20 unidades de
acucares monomeéricos) encontrados naturalmente (alimentos como frutas,
leite, mel e vegetais) ou produzidos a partir de polissacarideos de ML. Muitos
destes compostos possuem atividades funcionais que sao favoraveis a saude
dos consumidores, pois ndo sdo cariogénicos, possuem baixo valor calorico e
estimulam o crescimento de bactérias benéficas no cdélon. Além disso, os
oligossacarideos melhoram a qualidade dos alimentos, promovendo

modificacdes no sabor e nas propriedades fisico-quimicas (9,98).

2.6.1. Propriedades e Aplicacfes dos Xilo-oligossacarideos (XOS) e celu-
oligossacarideos (COS)

Os XOS e os COS apresentam notavel potencial para a utilizacdo em
muitos campos, incluindo o setor alimenticio (alimentos funcionais,
prebidticos, aditivos em racdo de animais domeésticos e peixes); no setor
farmacéutico (controle da obesidade, tratamento de infec¢cOes
gastrointestinais, agente ativo contra osteoporose, otite e disfuncbes na pele
e cabelo) e na agricultura (estimulante e acelerador do crescimento) (7-12).

Diversas pesquisas estdo sendo realizadas para evidenciar as
propriedades fisico-quimicas e biolégicas dos XOS e COS. Ha estudos

relacionados a docgura, amargor, higroscopicidade, atividade de &gua,



52

ativacdo e estabilizacdo de proteina, sabor e cor, destacando-se sua
aplicacdo como agente de reforco organoléptico em bebidas. Entre as
propriedades bioldgicas investiga-se a digestibilidade e né&o-digestibilidade,
propriedades anti-cariogénicas e nao-cariogénicas, acdo bacteriostatica,
seletividade a proliferacdo de bifidobactéria (7-12). Além dessas vantagens,
essas substancias nao apresentam toxicidade ou exibem efeitos negativos em
humanos.

As aplicacbes mais importantes dos XOS, em termos de mercado,
correspondem a ingredientes para alimentos funcionais (por exemplo, em
combinacdo com extrato sollvel de soja, refrigerantes, cha, produtos
derivados de leite), iogurtes, doces, bolos, biscoitos, massas, além de
alimentos especiais para idosos e criangas ou como componentes ativos de
preparacdes simbidticas (99,100). Os XOS que possuem de 2 a 4 unidades
de xilose sé@o considerados importantes insumos para a industria de alimentos
e farmacos. No processamento de alimentos os XOS apresentam maiores
vantagens em relacdo a inulina, em termos de resisténcia térmica e a acidos,
permitindo sua utilizagdo em sucos com baixo pH e bebidas carbonatadas (6).

Os COS possuem propriedades benéficas a saude, podendo ser
aplicado em induastrias de alimenros funcionais e farmacéuticos (101).
Segundo Hasan et al. (12), os COS podem ser usados como prebioticos na
dieta suplementar em peixes a fim de controlar o crescimento de bactérias
patogénicas tais como Streptococcus.

Os COS sao ingredientes alimentares ndo digeriveis devido as suas

ligacdes (B-1,4. Esses ologossacarideos ndo séo hidrolisados pelas enzimas
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digestivas, e, portanto alcancam as partes distais do intestino onde séo
assimilados com as bactérias probidticas, servindo como substrato seletivo o
gual estimula o crescimento de bactérias enddgenas, tais como Lactobacillus
e Bifidobacterium (13). Portanto, os COS podem ser considerados como um
aditivo alimentar promissor para promover o0 crescimento de bactérias
probioticas benéficas (96). Segundo Cho et al. (96), a maioria dos estudos
anteriores foram direcionados apenas em relacao a caracterizacao e eficacia
de B-COS, havendo falta de pesquisas em relacédo a sua producao.

Os subprodutos agroindustriais estdo entre as maiores fontes de
biomassa no mundo, representando 40 milhdes de toneladas de subprodutos
lignocelulésicos por ano, gerando consideravel prejuizo as atividades
econbmicas do setor agroindustrial e ao meio ambiente. Os XOS e COS
possuem a vantagem de serem obtidos através de fontes altamente
disponiveis e de baixo custo, como os subprodutos florestais e agroindustriais,
sendo uma alternativa econémica favoravel, pois contribui significativamente
para a diminuigdo de biomassa residual no meio ambiente (6,58).

Com o desenvolvimento de uma metodologia eficiente para a producao
de XOS e COS a partir de ML, como o Eucalyptus e bagaco de cana de acucar
espera-se impulsionar ainda mais o desenvolvimento de muitos estudos

relacionados as suas aplicacdes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral
Avaliar a producdo de xilo-oligossacarideos (XOS) e celu-
oligossacarideos (COS) a partir de um subproduto de Eucalyptus oriundo do

processamento de Eucalyptus de uma empresa de celulose.

3.2. Especificos

Caracterizar quimicamente o subproduto de Eucalyptus triturado-extraido
(livre de extrativos - STE);

Avaliar o efeito do PTH sobre o subproduto de Eucalyptus original (SO) e
triturado-extraido (STE);

Caracterizar quimicamente a fracdo solavel e insollvel pdés-tratamentos
hidrotérmicos do subproduto em estudo (SO e STE);

Otimizar o PTH sobre o subproduto em estudo visando a producao de XOS
(SO e STE);

Realizar extragcéo alcalina do “residuo insolavel” (rico em celulose e lignina)
oriundo da producao de XOS (PTH otimizado do SO e STE);

Caracterizar estruturalmente as diferentes fracdes do subproduto em estudo
obtidas anteriormente;

Avaliar o efeito da hidrolise enzimatica da fracao celulésica do “residuo
insoltvel” (rico em celulose e lignina) oriundo de produgcédo de XOS (PTH
otimizado seguido de extracdo alcalina do SO e STE) com celuloses

comerciais visando a producédo de COS;
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» Analisar o potencial de producédo de XOS e COS a partir do subproduto de

Eucalyptus em escala de laboratério;

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao do material e fluxograma das etapas

A madeira a ser utilizada nesse trabalho foi uma mistura de Eucalyptus
(Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla) que é biomassa processada
diariamente na Fibria Celulose, localizada em Jacarei-SP. Durante a etapa de
corte das toras de madeira (producéo de cavacos de madeira) um material
com uma menor granulometria também é gerado. Desta forma, foi
selecionado um lote desse subproduto (serragem) obtido concomitante a
producéo de cavacos de madeira. O subproduto foi seco a temperatura de 25
°C. Uma fragéo do lote do subproduto obtido foi triturado em um moinho de
facas (Marca Solab, tela de retencéo de 0,84 mm) para uniformizar a amostra.
A Figura 13 apresenta o subproduto de Eucalyptus original (SO) gerado no

processamento de cavacos de madeira na empresa de celulose.

Figura 13 - Subproduto original (SO) oriundo do processamento de cavacos
de madeira de Eucalyptus da industria de celulose. FONTE: Autor, (2019).
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As etapas desenvolvidas no projeto estdo apresentadas sumariamente
na forma de fluxograma (Figura 14). Os detalhes de cada etapa seréo

apresentados a seguir.

Subproduto de Eucalyptus

Pré-tratamento
hidrotérmico

v v

Fracéo Hidrolisado
insolavel hemicelulosico

................

X0Ss
Xilose
rodutos de decomposicao de

h 4

Fracao insoluvel

(celulose e lignina) agucares
Aromaticos
Acidos organicos
Hidrdlise
~ Enzimatica
Y A 4
[ Hidrolisado } {Fragéo insoIUveIJ
A 4

Fracao rica em
lignina

Figura 14 - Fluxograma geral das etapas a serem desenvolvidas com o
subproduto de Eucalyptus gerado no processo de producéo de celulose. FONTE:
Autor, (2019).
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4.2. Planejamento fatorial em pré-tratamento hidrotérmico (PTH)

O PTH foi realizado em duas fracbes do subproduto em estudo:
subproduto original (SO) e o subproduto previamente triturado-extraido (STE)
(tem 4.4.1). Para a realizacdo do PTH foi utilizada a técnica de planejamento
fatorial 23 (Tabela 1). As variaveis estudadas (tempo, temperatura e
consisténcia — relacdo massal/volume) e seus respectivos niveis, foram
baseados em trabalhos de PTH para producéo de XOS de diferentes residuos
agroindustriais (102,103). O planejamento fatorial proposto foi realizado a fim
de se determinar condi¢des ideais para o PTH visando a producdo de XOS
(Tabela 1). O tratamento estatistico do planejamento fatorial proposto foi
realizado no software Statistica (versao 10) utilizando como fator resposta as
conversdes da fracdo de xilana em XOS (xilobiose + xilotriose + xilotetraose
+ xilopentaose + xilohexaose + oligossacarideos com mais de 6 unidades de

xilose).

Tabela 1 - Planejamento fatorial (23) para a avaliacdo do pré-tratamento
hidrotérmico (PTH) do subproduto de Eucalyptus sob diferentes condi¢bes
operacionais.

Niveis codificados das variaveis Niveis reais das variaveis

Exp. X1 X2 X3 T (°C) t (min) C (%)
1 -1 -1 -1 140 30 5
2 -1 -1 +1 140 30 15
3 +1 -1 -1 180 30 5
4 +1 -1 +1 180 30 15
5 -1 +1 -1 140 90 5
6 -1 +1 +1 140 90 15
7 +1 +1 -1 180 90 5
8 +1 +1 +1 180 a0 15
a,b,c* 0 0 0 160 60 10

‘ensaio realizado em triplicata, correspondente ao ponto central do planejamento experimental.
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Com o objetivo de estimar também parametros dos modelos de
segunda ordem, o planejamento inicial foi ampliado pela previsdo de novos
ensaios a fim de constituir um planejamento composto central consistindo do
bloco de experimentos referentes ao planejamento original 2%, do bloco de 2k
experimentos referentes aos pontos axiais ou estrela oriundos da expanséo e
do bloco de nc experimentos no ponto central. Para trés fatores xi1, X2 € X3
(k=3), como é o caso, as coordenadas dos seis pontos axiais ou estrela P(x1,
X2, X3) sd0 dadas por (za, 0, 0), (0, za, 0) e (e, 0, 0), onde a € um parametro
denominado de rotabilidade, o qual depende do nimero de experimentos do
bloco fatorial do planejamento inicial conforme a Equacao 1 (127). Para o caso

de trés fatores (k=3), a =1,68.

a=V2k (1)

(Para o caso de trés fatores (k=3): @ =1,68).

Com relacdo ao numero de experimentos no ponto central (nc) (127),
geralmente é recomendado realizar de 3 a 5 repeticfes. Desta forma, para a
continuidade do estudo, propbs-se ampliar o planejamento original de
experimentos pela realizacdo de novos ensaios nos pontos axiais
anteriormente definidos visando possibilitar o ajuste de modelos quadraticos
permitindo uma melhor descricdo do comportamento das variaveis resposta
do sistema bem como a otimiza¢é@o do processo. Além dos experimentos nos
pontos axiais, mais experimentos no ponto central foram realizados com o

objetivo de estimar com maior precisao 0s erros experimentais associados as



59

medidas das variaveis resposta, diminuindo-se assim o grau de incerteza na
avaliacdo da significancia estatistica dos efeitos estimados. A Tabela 2
apresenta o bloco dos experimentos adicionais que foram realizados visando

a continuidade do estudo.

Tabela 2 - Bloco de experimentos adicionais realizados visando a continuidade
da avaliacdo do pré-tratamento hidrotérmico (PTH) do subproduto de
Eucalyptus em novas condi¢Ges operacionais.

Niveis codificados das variaveis” Niveis reais das variaveis

Exp. X1 X2 X3 T (°C) t (min) C (%)
9 -1,68 0 0 126,4 60 10
10 +1,68 0 0 193,6 60 10
11 0 -1,68 0 160 9,6 10
12 0 +1,68 0 160 110,4 10
13 0 0 -1,68 160 60 1,6

14 0 0 +1,68 160 60 18,4
d 0 0 0 160 60 10

*os valores (niveis) das variaveis codificadas (x;) foram calculados em fun¢éo dos valores das
variaveis reais (Z;) usando-se a seguinte Equacéo:

X = (Zj;";:n) 71,23 (2)

2

4.3. Pré-tratamento hidrotérmico (PTH) do subproduto de Eucalyptus
Os pré-tratamentos hidrotérmicos foram realizados em equipamento
munido de quatro reatores individuais (Reator da Regmed, dispositivo dotado
de controle de agitacdo mecanica, temperatura e pressao) de 1,5 L de
capacidade, contendo cada um uma valvula individual, porém todos
conectados a um Uunico equipamento (Figura 15). Foram pesados
aproximadamente 10 g (dados em base seca) de SO ou STE em um béquer

de polipropileno de 1 L que foram transferidos para os reatores de ago
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inoxidavel. ApOs a transferéncia do material foram adicionados volumes de
agua destilada pré-definidos (200, 100 e 75 mL) variando desta forma a
consisténcia do material no meio reacional (5, 10 e 15%), respectivamente.
Os reatores foram fechados. Para a impregnacéao do material, 0 equipamento
foi ligado e ao atingir a temperatura de 100 °C, foi desligado, aberto as valvulas
dos reatores para a retirada de excesso de ar e em seguida ligado novamente
e ajustado a diferentes temperaturas (140, 160 e 180 °C). ApGs atingir a
temperatura desejada os reatores permaneceram por diferentes tempos (30,
60 e 90 min). Ao final das reacdes os reatores foram desconectados e
resfriados naturalmente por 24 h. Os hidrolisados obtidos pés-tratamentos
hidrotérmcios foram filtrados através de filtros de vidro sinterizados de
porosidade numero 3 de 50 mL. O filtrado foi recolhido, medido o pH,
borbulhado com nitrogénio até a retirada do excesso de oxigénio presente e
estocado em freezer a -20 °C até o momento do uso. O material retido nos
filtros foi lavado com solucédo de 4gua destilada até atingir pH neutro, retirado
do filtro e seco em estufa com circulagcéo de ar a temperatura de 60 °C por 72
h. O material seco foi pesado e armazenado até o momento de seu uso. O
rendimento do processo foi calculado de acordo com a Equacdo 3. Os
materiais retidos (insoluveis) e os hidrolisados (filtrados) obtidos foram

caracterizados quimicamente (itens 4.4 e 4.5).

(Mi-Mf)

R(%) = 100 — ==

*(100)  (3)

Onde:

R =rendimento massico do pré-tratamento hidrotérmico (%).

Mi = massa inicial em base seca do subproduto (g).

Mf = massa final em base seca do subproduto pés-tratamento hidrotérmico (g).
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Figura 15 - Reator munido de controle de temperatura, presséo e agitacao
mecanica (Marca Regmed). FONTE: Autor, (2019).
4.4. Caracterizagdo quimica do subproduto de Eucalyptus

O SO e o STE (ndo tratados e previamente pré-tratados
hidrotermicamente, item 4.3), foram caracterizadas quimicamente para
determinacao dos teores de extrativos, lignina total, celulose e hemicelulose.
Os ensaios de caracterizacdo quimica foram realizados em triplicata e os
dados expressados em porcentagem massica (grama de componente por 100

gramas do material original, dados em base seca).

4.4.1. Determinagéo do teor de extrativos

Cerca de 10 g (dados em base seca) de SO, previamente triturado, foram
colocados em cartuchos de papel de filtro e em seguida foram inseridos em
um extrator tipo Soxhlet e extraidos com etanol 95% (volume/volume) por
cerca de 6 h (cerca de 10 ciclos de extragdo). Os cartuchos contendo o
material extraido foram secos a temperatura de 25 °C para evaporac¢do do

solvente até a massa constante, em seguida o material foi pesado em balanca
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analitica (104,105). O material obtido foi denominado de triturado-extraido
(STE) e foi armazenado em sacos plasticos fechados até o momento do uso
(Item 4.3, 4.4 e 4.5). O percentual de extrativos foi determinado segundo a

Equacéao 4.

mi—-mf

E(%) = *(100)  (4)

mi

Onde:

E = porcentagem massica de extrativos do material ndo tratado (%).
m; = massa seca inicial do material ndo tratado (g)
m; = massa seca final do material pés-extracdo com etanol 95% (g).

4.4.2. Determinacdo de lignina insoluvel (Klason) e soluvel

O material ndo tratado e pré-tratados hidrotermicamente foram
analisados quanto ao teor de lignina Klason (insoltvel). Para isso, cerca de
300 mg (dados em base seca) de cada amostra foram tratadas com 3 mL de
acido sulfurico 72% (massa/massa) em banho-maria por 1 h a 30 °C, sendo a
mistura agitada em intervalos de 10 min com auxilio de um bastédo de vidro.
Ap6s 1 h os conteudos dos tubos de ensaio foram transferidos
quantitativamente para Elernmeyers de 250 mL com auxilio de 79 mL de 4gua
destilada. Para a hidrélise completa dos oligbmeros restantes, os Elernmeyers
foram fechados com papel aluminio e autoclavados a 121 °C por 1 h. Apos a
descompresséo da autoclave, os frascos foram resfriados a temperatura de
25 °C e em seguida foram filtrados em filtros de vidro sinterizados de
porosidade namero 3 de 30 mL (Schott, Alemanha) (previamente secos em
estufa a 105 °C por 1,5 h e pesados). O material retido foi lavado, com 2
porcdes de 5 mL de agua destilada e seco em estufa até massa constante.

Esse residuo correspondeu a lignina insoluvel em acido (lignina Klason). A
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determinacao da lignina Klason foi calculada segundo a Equacéo 5. O calculo
foi realizado através da massa dos filtros de vidro sinterizados vazios e a
massa dos filtros sinterizados contendo o material retido apos a filtracédo

(104,105).

- mfilt+res o mf“t (5)

Onde:

L = lignina Klason da amostra (g).

m fitvres = Massa do filtro sinterizado seco contendo a lignina Klason (g).
m fir= massa do filtro sinterizado seco vazio (g).

Os filtrados foram avolumados a 100 mL em baldo volumétrico e o teor
de lignina soluvel em acido foi determinado através da leitura de absorbancia
do filtrado obtido em um espectrofotbmetro UV-visivel a 205 nm (Marca
Thermo Scientfic, modelo Genesys 10S UV-Vis) (104,105). Para a
determinacao das concentracdes de lignina solavel, foi utilizado o coeficiente
de extincdo de 105 L.gt.cm™ (104,105). O célculo da concentracéo da lignina
soluvel foi realizado conforme a Equacao 6. Apos o calculo da concentracéo
de lignina soltvel em g.L* o valor foi multiplicado pelo fator de diluicédo para a

determinacao real da lignina soluvel. Ent&o, a concentracéo de lignina soltvel

real foi multiplicada por 0,1.

Ciig = (Apia/Ce) * diluigdo * 0,1) (6)

Onde:

Ciig = Massa de lignina soltvel (g).

Anid = Absorbéancia do hidrolisado em 205 nm.
Ce = 105 (coeficiente de extin¢do).
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O teor de lignina total (L:) foi calculado segundo a Equacao 7. As massas
de lignina soluvel e insolivel foram somadas e multiplicadas por 100, o
resultado foi dividido pela massa inicial do subproduto (dados em base seca)
do processo de hidrdlise acida. Desta forma o resultado final do teor de lignina
foi expressado em porcentagem (grama de lignina por 100 gramas de

subproduto, dados em base seca).

Le(%) = ((Lsor + Linsor) * 100)/(M;) (7)

Onde:

Lt = Lignina total (%).

Lsol = teor de lignina soluvel em meio &cido (g).

Linsol = teor de lignina Klason em meio acido (g).

M; = massa inicial seca do subproduto do processo de hidrélise &cida (g).

4.4.3. Determinacédo dos teores de carboidratos e acidos organicos

O filtrado produzido pelo método de lignina Klason foi utilizado para a
determinacdo dos teores de aclUcares monoméricos e acidos organicos
(glicose, xilose, arabinose e 4&cido aceético), através da técnica de
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para isso, uma
pequena aliquota do filtrado foi passada através de cartuchos do tipo SEP-
PACK Cis para a retencdo de compostos fendlicos (104,105). A andlise
cromatografica foi realizada em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE,
SHIMADZU modelo NEXERA XR) nas seguintes condi¢des: coluna BIO-RAD
Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm); temperatura do forno: 60 °C; eluente: H2SO4
5 mM com fluxo 0,6 mL.min%; volume de amostra: 20 uL; detector: indice de

refracdo a 60 °C (SHIMADZU, modelo RID- 20A) com um tempo de analise
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de 17 min. As concentracfes dos acucares, arabinose e acido acético foram
determinadas através de curvas analiticas preparadas com padrdes, de grau
analitico, secos sob pentoxido de fosforo e vacuo (Apéndice 1) (104,105).

Os teores de celulose, xilana, grupos arabinosil e grupos acetil foram
calculados segundo a Equacéo 8. As massas de glicose, xilose, arabinose e
acido acético foram determinadas através de suas concentracfes (em um
volume final de 100 mL, item 4.4.3). As massas de glicose, xilose, arabinose
e acido acético foram multiplicadas pelos seus respectivos fatores de hidrolise
(Tabela 3). O resultado foi multiplicado por 100 e dividido pela massa inicial
do subproduto do processo de hidrélise acida (item 4.4.3). Desta forma os
resultados finais dos teores de celulose, xilana, grupo arabinosil e grupos
acetil foram expressos em porcentagem (grama de componente por 100

gramas de subproduto, dados em base seca).

C(%) = (Mf x f)*100)/(M;)  (8)

Onde:

C = teor de celulose, xilana ou grupo acetil (%).

M = massa de glicose, xilose, arabinose ou acido acético (Q).

f = fator de hidrélise para celulose, xilana e grupo acetil (Tabela 3).

M; = massa inicial seca do subproduto do processo de hidrélise acida (g).

Tabela 3 - MonGmeros precursores da celulose, xilana e grupo acetil e seus
respetivos fatores de hidrolise.

Mondmero Fator de Hidrolise Molécula
Glicose 0,90 Celulose
Xilose 0,88 Xilana

Acido Acético 0,72 Grupo acetil
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4.5. Caracterizacdo quimica dos hidrolisados hemiceluldsicos (filtrados)
obtidos poOs-tratamentos hidrotérmicos

Os hidrolisados hemiceluldsicos obtidos (filtrados) poés-tratamento
hidrotérmico foram caracterizados pela presenca de carboidratos (oligdbmeros
e mondmeros), acido acético e derivados da oxidacdo de carboidratos

(furfural, &cido férmico e acido levulinico).

4.5.1. Determinacao de XOS e xilose

Os teores de XOS e xilose nos hidrolisados (filtrados) obtidos pés-
tratamento hidrotérmicos foram determinadas por cromatografia em fase
liguida de alta eficiéncia (CLAE, SHIMADZU modelo NEXERA XR) (106-109),
com modificagdes. A coluna utilizada foi uma BIO-RAD Aminex HPX-87C (300
X 7,8 mm): temperatura de forno de 80 °C: eluente composto de &gua ultrapura
com fluxo 0,6 mL.min%: volume de amostra de 20 pL: detector de indice de
refracéo (Shimadzu, modelo RID- 20A) a 60 °C e tempo de analise de 19 min.
Os pHs das amostras foram ajustados para 6,5 com NaOH 1M e filtradas em
filtro tipo SEP-PACK Cis, previamente a serem analisadas. A cromatografia
para determinagcao dos XOS foi realizada com os seguintes padrdes, de grau
analitico, secos sob pentéxido de fosforo e vacuo: xilose (X1), xilobiose (X2),
xilotriose (Xs), xilotetraose (X4), xilopentaose (Xs) e xilohexaose (Xs). Sendo
X1 da SIGMA e X2-Xs da Megazyme-Irlanda. Para a separacéo e elaboragéo
da curva analitica dos XOS, foram pesados aproximadamente 1 mg dos
padrées auténticos: xilose (Xi1-Sigma), xilobiose (X2) xilotriose (Xa),

xilotetraose (Xa), xilopentaose (Xs), xilohexaose (Xs) (Megazyme-Irlanda),
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sendo que nao tinha padrédo para >Xs. ApOs pesados, cada padrao foi
colocado em um baldo volumétrico de 5 mL separadamente, resultando em
uma solucéo pura de aproximadamente 0,2 g.L! de cada padrdo em estudo.
Cada solucdo resultante foi analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE-SHIMADZU, modelo NEXERA XR), nas condi¢des descritas
anteriormente. A curva analitica dos XOS foi determinada através do
preparado de solu¢cdes com os padrfes de grau analitico citados acima, secos
sob pentoxido de fésforo e vacuo. A curva analitica dos XOS (Apéndice Il) foi
determinada com uma solucdo mista dos padrdes citados acima. 4 mg de
cada padrdo foi pesado e transferido para um baldo volumétrico de 5 mL,
resultando na solucdo mae mista de 0,8 g.L. Diluicdes sucessivas foram
realizadas com essa solucdo gerando as seguintes concentracdes para cada
padrdo em estudo: 0,6; 0,4; 0,2; 0,1 e 0,05 g.L*. As diferentes concentragées
das solugcbes mistas foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) como descrito anteriormente. Os experimentos foram
realizados em triplicata. Os dados foram expressos em mg.g* (miligrama de
XOS ou xilose por grama de subproduto pré-tratado hidrotermicamente, dados
em base seca). Além disso, também foi calculada a conversao de xilana em

XOS e xilose (Equacéo 9).

¢ (%) = (X0S ou xilose) = f) = (100)/(m)  (9)

Onde:

¢ = Conversdo de xilana em XOS (xilobiose+xilotriose+xilotetraose+xilopentaose+
xilohexaose+oligossacarideos com mais de 6 unidades de xilose) ou xilose (%).

XOS ou xilose = massa de XOS (xilobiose+xilotriose+xilotetraose+xilopentaose+xilohexaose
+oligossacarideos com mais de 6 unidades de xilose) ou xilose (g), respectivamente.

f = fatores de hidrélise de xilana em XOS (xilobiose, xilotriose, xilotetraose, xilopentaose+
xilohexaose e oligossacarideos com mais de 6 unidades de xilose (>Xe) € xilose (Tabela 4).
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m = massa inicial seca de xilana (g).

Tabela 4 - Fatores de hidrélise de xilana em XOS.

XOS Fator de Hidrdlise
Xilose 0,88
Xilobiose 0,936
Xilotriose 0,956
Xilotetraose 0,967
Xilopentaose/Xilohexaose 0,9755
(>Xe) 1

4.5.2. Determinacéao de furfural

As determinacfes foram conduzidas em um cromatografo em fase
liguida de alta eficiéncia (CLAE, Perkin-Elmer, modelo Flexar) segundo
Brienzo et al. (106), com modificagdes. A analise foi realizada com um fluxo
de 0,8 ml.min't a temperatura de 25 °C com deteccdo em 276 nm. A coluna
utilizada foi a ODS Hypersil com 250 mm de comprimento, 4,0 mm de
didmetro, preenchida com octadecil - Cis como fase estacionaria (5 um de
didmetro da particula e 120 A° de didmetro do poro, Marca Thermo). A fase
moével foi composta de acetonitrila:agua (1:8) com &cido acético 1%
(massa/volume) e tempo de andlise de 12 min. Para os calculos foi elaborada
uma curva analitica com padrao de furfural (Apéndice IllI). Os experimentos
foram realizados em triplicata. Os dados foram expressos em mg.g*
(miligrama de furfural por grama de subproduto pré-tratado
hidrotermicamente, dados em base seca). Além disso, também foi calculada

a converséo de xilana em furfural (Equacgéo 10).

¢ (%) = (FF 1,56) = 0,88)  (100)/(m)  (10)
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Onde:

¢ = conversao de xilana em furfural ou &cido férmico (%).

FF = massa de furfural ou acido férmico, respectivamente (g).
1,56 = fator de oxidacdo de xilose em furfural.

0,88 = fator de hidrélise de xilana em xilose.

m = massa inicial seca de xilana (g).

4.5.3. Determinacdo de aromaticos sollveis

Os arométicos solaveis foram quantificados através da leitura de
absorbancia em um espectrofotébmetro UV-visivel a 280 nm com coeficiente
de extingdo de 20 L.gt.cm, (Marca Thermo Scientfic, modelo Genesys 10S
UV-Vis). Os resultados foram multiplicados pela diluicdo, quando necessario,
e expressos em mg.g? (miligramas de aromaticos sollveis por grama de

subproduto pré-tratado hidrotermicamente, dados em base seca) (105,110).

4.5.4. Determinacdo de agucares e acidos organicos

Os teores de glicose, arabinose, 4cido acético e acido formico foram
determinados por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
apresentado no item 4.4.3. Os resultados foram expressos em mg.g?
(miligramas de acucar ou &cido por grama de subproduto, dados em base

seca).

4.6. Andlise estatistica

As andlises estatisticas dos dados obtidos através do planejamento
experimental foram realizadas utilizando-se o software Statistica (Verséo 10),
tendo como variaveis resposta as conversbes de xilana em produtos

desejados (XOS) em funcédo das variaveis independentes (temperatura,
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tempo e consisténcia). Foi realizado o teste de Tukey utilizando o software
GraphPad InStat (Versao 8), para verificar se ocorreu diferenca significativa
na composicdo quimica entre as condi¢cdes testadas do planejamento

experimental.

4.7. Determinacao do fator de severidade (P-Fator)

O fator de severidade (P-Fator) em pré-hidrolise, puramente empirico,
foi determinado a fim de combinar o efeito tempo de reacao e temperatura no
PTH do subproduto em estudo. O fator resultante foi definido como fator de

severidade (P-Fator) como descrito na equacado 11 (111).

P-Fator = t * e=B/T)  (11)

Onde:

P-Fator = fator de severidade (h).

t =tempo (h).

T = temperatura (Kelvin).

A’ = 40,48, constante arbitraria da equagéo (admensional).
B’ =15106, constante arbitraria da equacéo (admensional).

4.8. Massa de produtos recuperados — Balan¢o de massa

O balanco de massa foi realizado a fim de verificar se os produtos
formados e quantificados na fracéo liquida constituem toda biomassa que foi
previamente removida nos pré-tratamentos hidrotérmicos. Para isso, foi
considerada a massa da fracao de xilana que permaneceu na fragéo insoluvel
em relagdo aos produtos formados que foram dissolvidos para a fracéo liquida
(solavel). A massa de produtos recuperados foi calculada através da equacao

12.
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100
_ (mexce) M (s* 747

T 100 100

MP(g) (12)

Onde:
MP = massa de produtos recuperados (Q).

XCP = xilana convertida em XOS + xilose + furfural + acido férmico (%).

m = massa seca de xilana presente no subproduto (g).

s = teor de xilana ap6s balanco de massa na amostra pré-tratada hidrotermicamente (%).

14,1 = teor de xilana da amostra ndo tratada hidrotermicamente (%).

4.9. Ensaios experimentais para validacdo dos modelos matematicos
Foram utilizados para os experimentos 50 g de massa do SO e do STE.

As fracBes insollveis e solaveis (hidrolisados hemicelulésicos) para o modelo

ajustado foram caracterizados pelos métodos descritos anteriormente (itens

4.3,4.4,45,4.7 e 4.8).

4.9.1. Hidrdlise acida do hidrolisado hemicelulésico pés-tratamento
hidrotérmico

O hidrolisado hemicelulésico oriundo do SO e do STE pds-tratamento
hidrotérmico na condicdo otimizada (SO-TO e STE-TO) foram submetidos a
hidroélise &cida com H2SOa. Para isso foi adicionando 1,4 mL de H2SO4 72%
(massa/massa) em 23,6 mL de hidrolisado hemicelulésico (correspondendo a
um volume final de 25 mL com uma concentracdo de H2SOs4 de 4%
(volume/volume). Entéo, o hidrolisado foi autoclavado a 121 °C por 1 h (112).
O hidrolisado sem tratamento e pds-hidrélise acida foram analisados quanto
aos teores de xilose utilizando cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (item 4.4.3). A porcentagem de XOS foi determinada pela diferenca
da concentragdo de xilose presente no hidrolisado poés-hidrolise &cida pela

xilose presente no hidrolisado sem tratamento (Equacao 13).
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X0S (%) =((A—H)*095%100)/7,05 (13)
Onde:
XOS = xilo-oligossacarideos (%).
A = massa de xilose no hidrolisado pds-hidrélise acida (g).
H = massa de xilose no hidrolisado sem tratamento (g).
0,88 = fator de hidrélise de xilana em xilose.
7,05 = massa inicial em base seca de xilana no subproduto ndo tratado hidrotermicamente

(9).
4.10. Extragao alcalina da fracéo insolavel pdés-tratamento hidrotérmico
otimizado

O SO-TO e o0 STE-TO foram submetidas a extracdo alcalina com NaOH
0,5% (massal/volume). A presente extracao foi realizada no mesmo reator
utilizado no PTH (item 4.3). Foram pesados aproximadamente 10 g (dados
em base seca) do SO-TO e do STE-TO em um béquer e transferidos para os
reatores de aco inoxidavel. Apds a transferéncia dos materiais foram
adicionados 100 mL de NaOH 0,5% (massa/volume) o que culminou em uma
consisténcia final no meio reacional de 10% (massa/volume). Os reatores
foram fechados, ligados e apos atingir a temperatura de 70 °C 0s mesmos
permaneceram por 1 h. Ap6s esse tempo foram desligados e resfriados
naturalmente. Apos o resfriamento as amostras foram retiradas do reator e
lavadas com agua destilada em caixa de lavagem (Regmed) com tela de
retencdo de #100/pol, até a agua de lavagem atingir pH neutro. O material
obtido foi seco em estufa com circulacéo de ar a 60 °C por 72 h. O material
seco foi pesado e determinado a sua umidade. O rendimento do processo de
extragdo alcalina foi calculado de acordo com a Equacdo 1 (item 4.3). O
material insollavel foi caracterizado quimicamente como descrito no item 4.4 e

4.5.
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4.11. Cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (CLAE-MS)

Os hidrolisados hemicelulésicos pos-tratamento hidrotérmico do SO-
TO e do STE-TO foram liofilizados previamente a analise em CLAE-MS. Desta
forma, volumes de 112 mL e 88 mL dos hidrolisados hemicelulésicos do SO-
TO e do STE-TO, respectivamente, foram colocados em um frasco proprio do
liofilizador (Marca Thermo- Electron Corporation, Modulyod — Freeze Dryer),
e submetidos a um banho com agitacdo para o congelamento das amostras
(Figura 16). Apos serem congelados no banho, os hidrolisados foram

adicionados no liofilizador a temperatura de -53 °C por 24 h (Figura 17).

Figura 16 - Banho utilizado para congelar as amostras antes de submeter ao
liofilizador. FONTE: Autor, (2019).



74

Figura 17 - Liofilizador (Marca THERMO — Electron Corporation). FONTE:
Autor, (2019).

Os hidrolisados do SO-TO e do STE-TO previamente liofilizados foram
solubilizados e analisados em cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (CLAE-MS) para confirmar a presenca
dos XOS identificados por cromatografia liqguida de alta eficiéncia acoplada a
um detector de indice de refracdo (RID). As condicBes das analises foram:
Condicdes cromatogréficas; equipamento marca Agilent 1200 Series
(Autosampler 1200 Séries, detector DAD 1260, bomba quaternaria 1200 e
forno para coluna 1200 Séries). A coluna utilizada foi a BIO-RAD Aminex HPX-
87C (300 x 7,8 mm): temperatura de forno de 80 °C: fase mével agua ultrapura
com fluxo de 0,6 mL.min! e volume de inje¢do de 20 pL. Condicdes do
espectrometro de massas; 3200 QTRAP (Quadrupolo — ion trap linear), AB
SCiex lonizagdo por electrospray (Turbo lon Spray) no modo positivo.
Parametros da fonte de ionizacdo no modo positivo: ion Spray: 5500 V, curtain
gas: 20 psi, temperatura: 700 °C, gas 1: 50 psi, gas 2: 50 psi, interface heater:

ON. Foram realizadas no modo SEM (“Selected reaction monitoring”), onde
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transicdes de cada XOS foram monitoradas e otimizadas individualmente para

cada composto.

4.12. Caracterizagfes estrutural das fragdes insoluveis do SO e STE
otimizados pds-tratamento hidrotérmico (SO-TO e STE-TO)

As diferentes fracbes do subproduto em estudo, como Se segue:
subproduto original (SO), subproduto triturado-extraido (STE), subproduto
original pré-tratado hidrotermicamentre na condi¢do otimizada (SO-TO),
subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamentre na condicao
otimizada (STE-TO), subproduto original pré-tratado hidrotermicamentre na
condicdo otimizada seguido de extragao alcalina (SO-TO-E) e subproduto
triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamentre na condigdo otimizada
seguido de extracao alcalina (STE-TO-E) foram avaliadas estruturalmente

pelas seguintes técnicas:

4.12.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Foi utilizado um microscépio modelo JEOL JSM -7500F, pertencente ao
Departamento de Fisico-Quimica do Instituto de Quimica - 1Q - Araraquara-
UNESP. As amostras foram secas em estufa a 60 °C por 48 h e trituradas com
auxilio de um pistilo. Uma aliquota de cada amostra foi fixada sobre suportes
de aluminio recobertas por fita de carbono de 1-10 mm por 60 s (2Kb e 9,5 A)
sob uma voltagem de aceleragéo de 2-10 kV. As microscopias foram obtidas
em diferentes ampliacdes (40, 100, 500, 1000 e 5000 vezes) utilizando um
microscoépio eletrénico de varredura (JEOL JSM-7500 F). A figura 18

apresenta a fotografia do equipamento.
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Figura 18 - (a) Equipamento de fixacdo de carbono modelo SCD 050. (b)
Microscopio modelo JEOL JSM -7500F. FONTE: Autor, (2019).

4.12.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
em modo de Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)
Os espectros foram registrados na regido compreendida entre 4000 e
400 cm, com 4 cm* de resolucédo, 64 varreduras por ensaio, em modo ATR
(Refletancia Total Atenuada) em um Espectrofotdmetro FTIR - Platinum/
BRUKER; equipado com um cristal ATR em ZnSe de alta capacidade para
analise de sdlidos, pastas e liquidos, localizado no laboratério do
Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéutica - FCF - UNESP - Araraquara.
As amostras foram secas em estufa a 60 °C por 48 h e trituradas com
auxilio de um pistilo. Foi utilizada uma aliqguota de cada amostra para a
realizacdo dos experimentos. Os graficos foram construidos e normalizados

no programa OriginPro 8.
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4.12.3. Difracédo de Raios-X (DRX)

O equipamento utilizado foi um difratdbmetro Siemens Kristalloflex
diffractometer, localizado no Departamento de Fisico-Quimica do Instituto de
Quimica — 1Q — UNESP - Araraquara, operando a uma poténcia de 40 kV com
uma corrente de 30 mA sendo a radiacdo Ka do Cu (A=1,5406 A). Prévio a
realizacdo das analises de DRX, todas as amostras (item 4.12) foram secas a
50 °C durante 12 h em uma estufa de circulacédo de ar e triturada com auxilio
de um pistilo. Os difratogramas foram obtidos a temperatura de 25 °C dentro
de uma variagao de 20 entre 5° a 40° e uma velocidade de varredura de 2°
min-. O indice de cristalinidade (ICr) das amostras foi calculado pelo método
de deconvolucao (ajuste de curvas) a partir dos difratogramas de raios-X. Um

programa de ajuste de curvas foi utilizado (PeakFit; www.systat.com),

assumindo os picos como fun¢gdes gaussianas (113). Em seguida, o ICr foi

calculado através da Equacgédo 14 (114):

ICr (%) = (Ac/Ac + Aa) 100  (14)

Onde:

ICr = indice de cristalinidade (%);
Ac = Areas dos picos cristalinos;
Aa = Areas dos picos halo amorfo.

O calculo do indice de amorficidade foi realizado através da Equacéo

15 (115).

IAm(%) = 100 — ICr(%)  (15)

Onde:
IAm = indice de amorficidade (%);
ICr = indice de cristalinidade (%)


http://www.systat.com/
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4.12.4. Espectroscopia Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Espectros de alta resolugcdo CP/MAS RMN 13C, em estado sélido, foram
conduzidos a temperatura de 25 °C em um espectrémetro BRUKER ASCEND
400WD operando a 400 MHz em um campo magnético estatico de 9,04 T. As
amostras (item 4.12) secas em estufa a 60 °C por 48 h, triturada com auxilio
de um pistilo, compactadas em um rotor de zirconia de 4 mm de diametro. O
tempo de contato usado para todas as amostras foi de 5,0 ms. A varredura foi

de 0-200 ppm com velocidade de rotacédo de 10 KHZ.

4.13. Determinacao das atividades enziméaticas do extrato comercial
A determinacédo das atividades enzimaticas foi realizada para o extrato
comercial contendo atividades de celulases, como se segue: Celluclast

(Novozymes). As seguintes determinacfes foram realizadas:

4.13.1. Endoglucanase

A atividade de endo-1,4-B-glucanase foi determinada segundo Tanaka
et al. (116). O método consiste na hidrélise de carboximetilcelulose (Sigma,
C4146-100G), resultando na formacdo de extremidades redutoras,
detectadas pela reacdo com acido dinitrossalicilico - DNS (117). Uma aliquota
de 0,9 mL de solucdo composta por carboximetilcelulose 0,44%
(massa/volume), dissolvida em tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,5 foi
adicionada a 0,1 mL do extrato enziméatico devidamente diluido e a mistura foi
incubada a 50 °C por 60 min. A reacéo foi interrompida pela adicéo de 1,5 mL

de DNS. Os tubos foram tratados termicamente a 100 °C por 5 min e a leitura
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foi realizada em espectrofotbmetro (Ultraspec 3100 Pro, Amersham
Biosciences) a 540 nm. Um controle foi feito adicionando DNS antes do extrato
enzimatico. O branco foi realizado adicionando agua destilada no lugar do
extrato enzimatico. Os valores de absorbancia foram convertidos em
concentracdo de glicose utilizando uma curva analitica com padrao auténtico
de glicose (Synth, G1008.01.AG, Lot# 86333) (Apéndice V). Uma unidade de
atividade foi definida como a quantidade de enzima necesséaria para liberar

um umol de agucares redutores por minuto, a 50 °C.

4.13.2. Exoglucanase

A atividade de exo-1,4-B-glucanase foi determinada segundo Tanaka et
al. (116). O método consiste na hidrélise de avicel (Sigma, 11365-1KG),
resultando na formacao de extremidades redutoras, detectadas pela reacéo
com DNS (117). Uma aliquota de 0,9 mL de suspensdo composta por avicel
0,5% (massa/volume) em tampdo acetato de sodio 50 mM pH 5,0, foi
adicionada a 0,1 mL do extrato enzimético devidamente diluido e a mistura foi
incubada a 50 °C por 120 min. A reagao foi interrompida pela adi¢éo de 1,5
mL de DNS. Os tubos foram tratados termicamente a 100 °C por 5 min,
seguido de centrifugacéo (Excelsa baby I, FANEM) da suspenséao obtida. O
sobrenadante foi recuperado e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro
(Ultraspec 3100 Pro, Amersham Biosciences) a 540 nm. Um controle foi feito
adicionando DNS antes do extrato enzimatico. O branco foi feito adicionando
agua destilada no lugar do extrato enzimatico. Os valores de absorbancia

foram convertidos em concentracdo de glicose utilizando uma curva analitica
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com padrdo auténtico de glicose (Synth, G1008.01.AG, Lot#) (Apéndice V).
Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para liberar um uymol de agucares redutores por minuto, a 50 °C.

4.13.3. B-glicosidase

A atividade de B-glicosidase foi determinada segundo Yu et al. (118),
atraveés da liberacao de p-nitrofenol durante a hidrélise do reagente comercial
p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo  (pNPG)  (Sigma, N700G-1G, Lot#
BCBK3820V). Assim foi preparada uma solucdo de pNPG 0,1%
(massa/volume) em tampéao acetato de sodio 50 mM pH 5,0 e uma aliquota
de 0,8 mL da solucdo foi adicionada a 0,2 mL do extrato enzimatico
devidamente diluido e a mistura foi incubada a 50 °C por 30 min. Apds esse
tempo, a reacéo foi interrompida pela adicdo de 2 mL de bicarbonato de sédio
10% (massa/volume) e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Ultraspec
3100 Pro, Amersham Biosciences) a 410 nm. O branco foi preparado da
mesma forma, adicionando-se, no entanto, o bicarbonato de sodio antes do
extrato enzimético. Os valores de absorbancia foram convertidos em
concentragdo de p-nitrofenol utilizando uma curva de analitica com padréo
auténtico do mesmo (Apéndice V). Uma unidade de B-glicosidase foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar um pmol de p-nitrofenol

por minuto, a 50 °C.



81

4.14. Hidrélise enzimatica das fragcBes insollveis dos subprodutos
otimizados pos-tratamento hidrotérmico seguido de extracdo alcalina
(SO-TO-E e STE-TO-E)

As amostras foram hidrolisadas individualmente com o extrato comercial
contendo atividade de celulases (Celluclast — Novozymes). Primeiramente
foram testadas cargas enzimaticas de 107,7, 195,5 e 385,1 Ul/g. Com base
nos testes realizados, foi selecionado a carga enzimatica de 195,5 Ul de
endoglucanases por grama de substrato (dados em base seca), devido a
melhor atividade obtida. Todas as reacfes foram realizadas a 2% de
consisténcia contendo 1 g de material pré-tratado (dados em base seca) em
50 mL de volume final (solucdo tampéo de sédio 50 mM pH 4,8 + extrato
enzimatico) (massa/volume) sob agitacdo de 170 rpm a 45 °C por 72 h em
shaker (Gyromax 737R, Amerex Instruments). Durante o processo de
sacarificacdo enzimatica as reac¢des foram monitoradas em intervalos de 3, 6,
12, 24,48 e 72 h. A cada intervalo de tempo foram reiradas aliquotas de 3 mL
qgue foram tratadas termicamente a 100 °C por 10 min para a inativacdo das
enzimas, centrifugadas, retirado o sobrenadante e posteriormente congelado
em freezer (-10 °C). Para a determinacdo e quantificacdo dos celu-
oligossacarideos (COS) e glicose resultantes da hidrélise enzimatica, as
aliquotas foram descongeladas, centrifugadas, filtradas e previamente
diluidas, quando necessario, e analisadas por um sistema de cromatografia
em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) (item 4.5.1), porém com diferentes
padrbes analiticos, como se segue: glicose (CiSigma), celobiose (C2),

celotriose (Cs), celotetrose (Ca4), celopentose (Cs), celohexose (Cs)
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(Megazyme). Para os célculos foi elaborada uma curva analitica com padrdes
auténticos (Apéndice VI). Os extratos enzimaticos (na mesma diluicdo das
hidrolises enzimaticas dos substratos) também foram analisados a fim de
detectar a presenca de acucares livres. Foram calculadas as concentracoes
de glicose, celobiose, celotriose e oligossacarideos com mais de 4 unidades
de glicose (celotetrose+celopentose+celohexose) no hidrolisado enzimatico e
nos extratos enzimaticos. A partir dos dados de composicao quimica e dos
fatores de hidrélise enzimatica foram calculadas as porcentagens de

conversao de celulose em COS e glicose (Equacao 16).

s (%) = ((COS ou glicose) = f) * (100)/(m)  (16)

Onde:

¢ = Converséo de celulose em COS (celobiose+celotriose+oligossacarideos com mais de 4
unidades de glicose) ou glicose (%).

COS ou glicose = massa de COS (celobiose+celotriose+oligossacarideos com mais de 4
unidades de glicose) ou glicose) (g).

f = fatores de hidrélise de celulose em COS e glicose (celotetrose+celopentose+celohexose,
celotriose, celobiose e glicose (Tabela 5).

m = massa inicial seca de celulose (g).

Tabela 5 - Fatores de hidrolise de glucana em glicose e COS.

COS Fator de Hidrélise
Glicose 0,90
Celobiose 0,95
Celotriose 0,96

Celotetrose+celopentose+celohexose 0,98
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Composicdo quimica e pré-tratamento hidrotérmico (PTH) do
subproduto de Eucalyptus

Inicialmente o subproduto de Eucalyptus foi caracterizado quimicamente
para fins de comparacdo com a madeira de Eucalyptus. Os teores de celulose,
xilana, grupos acetil, lignina, extrativos e cinzas do subproduto em estudo
apresentaram teores de 43,9%, 14,1%, 3,3%, 28,5%, 3,4% e 0,7%
(Y%omassa/massa), respectivamente. A soma de todos os componentes foi de
93,9% (%massa/massa). A composicdo quimica do subproduto em estudo
mostrou valores similares aos reportados na literatura para madeira de
Eucalyptus (119-121). Todavia, o método utilizado para a quantificacdo da
arabinose néo foi sensivel o suficiente para sua deteccdo. Desta esta forma,
a presenca de grupos arabinosil no subproduto em estudo (que sdo comuns
em madeira de Eucalyptus) ndo foi detectavel no subproduto em estudo. Os
componentes ndo determinados podem ser atribuidos a presenca de acido
metil-glucurénico que € frequentemente encontrado nas cadeias de
hemicelulose de madeiras de folhosas, que ndo foram quantificados nas
amostras em estudo (122). Além disso, a formacéo de produtos de oxidacao
de acucares (como HMF, furfural, &cido férmico e &cido levulinico) formados
durante a etapa de hidrélise acida também fazem parte do conteudo dos
componentes ndo determinados (123).

O pré-tratamento foi realizado com o objetivo de hidrolisar a fracdo de

xilana do subproduto de Eucalyptus visando produzir XOS na hidrolisado
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hemiceluldsico (fracédo liquida). Desta forma, foi proposta a metodologia de
planejamento fatorial (2%) onde foi variada a temperatura, a consisténcia e o
tempo a fim de otimizar a producdo de XOS (Tabela 1). Duas formas do
subproduto  foram preparadas previamente aos pré-tratados
hidrotermicamente, como se segue: 0 subproduto original (SO) e o subproduto
previamente triturado-extraido (STE) (Tabela 1). Apés a realizacdo dos PTH
com as biomassas foi averiguada alteracdo no aspecto visual das fracdes
insolUveis recuperadas (escurecimento do material pés-tratamento) quando
comparado ao material ndo tratado (Figuras 19 e 20). O escurecimento foi
mais acentuado nas condi¢cdes operacionais mais severas (principalmente
temperaturas de 180 °C, conforme apresentado na Tabela 1). Esse
escurecimento também foi reportado na literatura para PTH e &cidos sobre
outros subprodutos agroindustriais (124,72). Esse efeito pode ser atribuido a
formacéao de produtos derivados da lignina que sao formados na superficie da

celulose, denominado de pseudo-lignina (33,36,72,125).
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Figura 19 - FracGes solidas do subproduto original (SO). (a) subproduto ndo
tratado. (b) subproduto pés-tratamento hidrotérmico na condicdo 1. (c)
subproduto pés-tratamento hidrotérmico na condicdo do ponto central do
planejamento experimental. (d) subproduto pds-tratamento na condi¢éo 8 do
planejamento experimental. Planejamento experimental disponivel na Tabela
1 da sec¢éo de material e métodos. FONTE: Autor, (2019).

a

Figura 20 - FragOes solidas do subproduto triturado-extraido (STE). (a)
subproduto néo tratado. (b) subproduto pds-tratamento hidrotérmico na
condicdo 1. (c) subproduto poés-tratamento hidrotérmico na condigcdo na
condicéo do ponto central do planejamento experimental. (d) subproduto na
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condicdo 8 do planejamento experimental. Planejamento experimental
disponivel na Tabela 1 da se¢do de material e métodos. FONTE: Autor,
(2019).

Também foi evidente o escurecimento do hidrolisado hemicelulésico

(fracédo liquida) em funcdo das diferentes condicbées dos PTH para o SO

(Figura 21).
a b C
‘. -
- - Ll
Figura 21 - Hidrolisado hemicelulésico (fracdo liquida) oriundo pés-

tratamento hidrotérmico do subproduto original (SO). (a) Hidrolisado p6s-
tratamento hidrotérmico na condicdo mais amena (ensaio 1 do planejamento
experimental, tabela 1). (b) Hidrolisado pos-tratamento hidrotérmico na
condicdo do ponto central do planejamento experimental. (c) Hidrolisado na
condicdo mais severa (ensaio 8 do planejamento experimental). Planejamento
experimental disponivel na Tabela 1 da secdo de material e métodos. FONTE:
Autor, (2019).

O comportamento frente ao aspecto visual dos hidrolisados
hemicelul6sicos (fracdes liquidas) poOs-tratamentos hidrotérmicos do SO
foram semelhantes para os PTH do STE. Esse escurecimento foi mais
evidente nos PTH mais severos (condicdes com 180 °C de temperatura)

quando comparado aos PTH mais amenos (condicdes com 140 °C de

temperatura). Esse comportamento também foi reportado na literatura em
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PTH em cavacos de Eucalyptus urograndis (124). Esse efeito na alteracdo
visual dos diferentes ensaios do hidrolisado hemicelulésico do subproduto
pode ser atribuido a formacéo de compostos fendlicos e aromaticos derivados
da lignina durante o PTH do ML (33,72,110). Além disso, outra possibilidade
pode ser atribuida a formacdo de produtos derivados da degradacédo de

polissacarideos (36).

5.2. Determinacdo dos produtos formados no hidrolisado pos-
tratamento hidrotérmico do subproduto de Eucalyptus

O objetivo do pré-tratamento foi hidrolisar hidrotermicamente a xilana do
subproduto em estudo visando a producdo de XOS. Entretanto, para
quantificacdo dos XOS foi necessario a avalicdo de um método
cromatografico adequado. Desta forma, foi utilizado o método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), descrito no item 4.5.1. O
cromatograma tipico obtido para a eluicdo dos seguintes padrées analiticos
de XOS com o0s seus respectivos tempos de retencdo foram:
xilopentaose/xilohexaose (7,2 min), xilotetraose (7,5 min), xilotriose (8,2 min),
xilobiose (9,2 min) e xilose (11,4 min). Os padrfes analiticos xilopentaose e
xilohexaose néo foram separados, coeluindo no tempo de retencéo de 7,2 min
(Figura 22a). As curvas de analiticas de cada padréo foram utilizadas para
quantificacdo dos XOS obtidos através dos PTH. A curva analitica para os
oligdmeros xilopentaose+xilohexaose, xilotetraose, xilotriose, xilobiose e

xilose apresentaram linearidade na faixa de 0,1-1,6; 0,01-0,6; 0,02-0,6; 0,05-
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0,72 e 0,05-0,62 g.L?, respectivamente. O coeficiente de correlacdo médio
das respectivas curvas foi 0,998 (Apéndice II).

A figura 22b apresenta o cromatograma de eluicdo dos XOS do ensaio
do PTH do STE na condicdo do ponto central do planejamento experimental
(Tabela 1). O cromatograma confirmou a presenca de Xxilotetraose (Xa),
xilotriose, (X3), xilobiose (X2) e xilose (X1). Além disso, um pico extra no tempo
de retencéo de 6,2 min também foi eluido. O presente pico foi considerado

com um XOS com mais de 6 unidades de xilose (>Xs).
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Figura 22 - Cromatogramas tipicos de XOS. (a) Padrdes analiticos de XOS.
(b) Hidrolisado hemiceluldésico do subproduto original (SO) po6s-tratamento
hidrotérmico no ponto central do planejamento experimental (Tabela 1).
Ambos separados na coluna BIO-RAD Aminex HPX-87C. (>Xs) XOS com
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mais de 6 unidades de xilose, (Xs/Xe) xilopentaose+xilohexaose, (Xa)
xilotetraose, (X3) xilotriose, (X2) xilobiose e (X1) xilose. FONTE: Autor, (2019).

As Tabelas 6 e 7 apresentam os principais produtos formados na fracao
liquida poés-tratamento hidrotérmico do SO e STE de todas as condigdes
experimentais propostas no planejamento experimental (Tabela 1). Os
produtos analisados foram os XOS (xilotriose+xilotetraose+xilopentaose+
xilohexaose+xilobiose+oligossacarideos com mais de 6 unidades de xilose
(X>6), xilose e furfural. Os dados foram reportados no formato de converséo
(100 gramas de xilana oriundo do subproduto por grama de produtos
formados). As conversdes de XOS, xilose e furfural pdés-tratamentos
hidrotérmicos do SO variam de 5,53-47,74%, 0,27-24,33% e 0,01-13,83%
respectivamente. As conversdes de XOS, xilose e furfural pés-tratamentos
hidrotérmicos do STE variam de 7,54-49,42%, 0,72-21,35% e 0,13-26,98%

respectivamente (Tabelas 6 e 7).
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Tabela 6 - Conversdo de xilana em >Xs, Xe+Xs, X4, X3, X2, XOS, xilose e furfural pos-tratamentos hidrotérmicos em diferentes condi¢des.
Dados apresentados em porcentagem (grama de produtos por 100 gramas de xilana oriundo do subproduto, dados em base seca).

Variaveis do pré-tratamento hidrotérmico Conversdao de xilana em produtos (%)
Subproduto  Temperatura Tempo Consisténcia >Xs Xe+Xs X4 X3 X2 XOS Xilose Furfural

SO ) (min) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 140 30 5 13,66 1,93 * 3,18 * 18,77 0,57 0,01
2 140 30 15 7,59 1,89 * 2,88 * 12,35 0,27 0,16
3 180 30 5 3,21 * 6,76 * * 9,97 24,29 12,17
4 180 30 15 5,53 * * * * 5,53 24,33 12,12
5 140 90 5 10,78 2,52 * * * 13,31 3,18 0,26
6 140 90 15 10,65 3,35 * * * 14,01 1,46 0,22
7 180 90 5 0,94 2,79 2,19 * 2,23 8,14 0,45 23,81
8 180 90 15 3,31 4,12 2,21 1,94 0,82 12,41 3,25 13,07
a 160 60 10 22,73 * 6,2 3,83 15,76 48,54 12,47 0,65
b 160 60 10 26,26 * 5,68 5,43 6,47 43,84 9,17 0,17
c 160 60 10 25,92 * 5,29 3,59 1,48 36,27 6,69 0,62

Xz)=Xilobiose, (Xs)=Xilotriose, (X4)=Xilotetraose, (Xs+Xs)= Xilopentaose+Xilohexaose e (>Xe)= oligossacarideos com mais de seis unidades repetitivas. XOS =
(>Xe)+(Xe+Xs)+(Xa)+(X3)+(X2). * = ndo detectavel.



91

Tabela 7 - Converséo de xilana em >Xs, X6+Xs, X4, X3, X2, XOS, xilose e furfural pos-tratamentos hidrotérmicos em diferentes condigdes.
Dados apresentados em porcentagem (grama de produtos por 100 gramas de xilana oriundo do subproduto, dados em base seca).

Variaveis do pré-tratamento Conversdao de xilana em produtos (%)
hidrotérmico
Subproduto Temperatura Tempo Consisténcia >Xe Xe+Xs X4 X3 X2 X0S Xilose  Furfural
STE (6®) (min) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

1 140 30 5 6,72 * * 3,11 * 9,83 0,8 0,20
2 140 30 15 6,85 * * 3,38 * 10,23 0,53 0,06
3 180 30 5 4,39 * 5,89 * * 10,27 16,27 12,36
4 180 30 15 4,48 * 6,72 * * 11,20 21,35 12,64
5 140 90 5 6,21 * * 2,93 * 9,14 0,72 0,14
6 140 90 15 4,16 5,67 3,02 3,18 2,58 18,62 1,9 0,14
7 180 90 5 4,99 * 6,18 * * 11,17 7,3 23,74
8 180 90 15 3,46 * 4,08 * * 7,54 5,14 17,54
a 160 60 10 20,46 * 6,27 3,7 15,59 46,02 12,14 1,90
b 160 60 10 20,06 * 6,23 6,78 16,35 49,41 13,43 1,07
c 160 60 10 19,02 * 5,91 5,99 10,63 41,55 11,51 1,45

(X2)=Xilobiose, (Xs)=Xilotriose, (Xs)=Xilotetraose, (Xs+Xs)= Xilopentaose+Xilohexaose e (>Xe)= oligossacarideos com mais de seis unidades repetitivas. XOS =
(>Xe)+(Xe+Xs)+(Xa)+(X3)+(X2). * = ndo detectavel.
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Os PTH do SO nas condi¢cbes mais severas (3, 4, 7 e 8, Tabela 6)
mostraram uma conversao média de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem
de 9%, 13,1% e 15,3% (Yomassa/massa, base seca), respectivamente. Ja o
STE nas condi¢cdes mais severas (3, 4, 7 e 8, Tabela 7) apresentaram uma
conversdo media de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem 10%, 12,5% e
16,6% (%omassa/massa, base seca), respectivamente. Entretanto, os PTH do
SO nas condicbes mais brandas (1, 2, 5 e 6, Tabela 6) mostraram uma
conversdo média de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem de 14,6%, 1,4%
e 0,2% (%massa/massa, base seca), respectivamente. JA& o STE nas
condicbes mais brandas (1, 2, 5 e 6, Tabela 7) mostraram uma conversao
média de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem de 12%, 1,0% e 0,1%
(Yomassa/massa, base seca), respectivamente. As condicfes intermediarias
dos PTH do SO (condicdes a, b e ¢, ponto central do planejamento fatorial,
Tabela 6) mostraram uma conversdao meédia da fracdo de xilana em XOS,
xilose e furfural da ordem de 43%, 9% e 0,5% (%massa/massa, base seca),
respectivamente. Ja o STE condi¢cdes intermediarias apresentaram uma
conversdo média da fracdo de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem de
46%, 12% e 1,5% (Yomassa/massa, base seca), respectivamente (Tabela 7).

Os resultados apresentados neste trabalho corroboram com os
reportados por Yu et al. (126) e Balat (80), que estudaram a influéncia do
tempo e da temperatura no PTH de madeira Eucalyptus grandis. Nesse
estudo os autores concluiram que os PTH em temperaturas mais severas
(180-200°C), com tempos variando de 10-500 min promoveram conversoes

limitadas de xilana em XOS, porém altas conversdes de xilana em furfural.
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De uma maneira geral os PTH nas condicbes mais severas culminaram
em altas conversdes de xilana em furfural e xilose, enquanto os PTH nas
condicbes mais brandas culminaram em conversdes limitadas de xilana em
furfural e xilose (Tabelas 6 e 7). Entretanto, ambas as condicdes (brandas e
severas) mostraram conversdes razoaveis da fracdo de xilana em XOS
(Tabelas 6 e 7). Todavia, os PTH nas condi¢des intermediarias culminaram
em altas conversdes de xilana em XOS e conversfes limitadas em xilose e
furfural (Tabelas 6 e 7). Ressalta-se, o objetivo do PTH foi hidrolisar a xilana
do subproduto em estudo a fim de produzir XOS. Desta forma, pode-se afirmar
de forma preliminar que os PTH nas condicdes intermediarias apresentaram

maior seletividade para a producao de XOS.

5.3. Analise estatistica dos produtos formados no hidrolisado pos-
tratamento hidrotérmico

Nesta secdo é reportada a analise estatistica dos dados de conversao
de xilana em produtos apresentados nas Tabelas 6 e 7, os quais foram obtidos
em condicoes de temperatura, tempo e consisténcia previamente
estabelecidas por um planejamento de experimentos (23) (Tabela 1)
envolvendo esses fatores (variaveis independentes), além da realizacdo de
réplicas no ponto central, com o objetivo de estimar os erros experimentais
associados as medidas das variaveis dependentes (respostas) do sistema
bem como checar a existéncia ou ndo de curvatura nas superficies de
resposta das variaveis, determinando, respectivamente, a necessidade ou

ndo de modelos matematicos de mais alta ordem que o de primeira para
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representa-las. As variaveis resposta analisadas em funcdo dos fatores
independentes (temperatura, tempo e consisténcia) foram as conversdes de
xilana em produtos desejados (XOS) e em produtos indesejados (xilose e
furfural (XFF). A andlise foi realizada para cada grupo de dados (XOS e XFF)
separadamente e para cada tipo de amostra (SO e STE).

A principal informacéo obtida dos resultados desse planejamento inicial
de experimentos visando a sequéncia do estudo foi quanto a significancia
estatistica da curvatura da superficie de resposta das variaveis dependentes,
indicando que modelos de primeira ordem (lineares) sao inadequados para a
modelagem e a otimizacdo destas varidveis na regido experimental
investigada, fato que tornou necessario o uso de modelos matematicos de
segunda ordem (quadraticos) para tais finalidades. A checagem de curvatura
foi realizada mediante o teste do valor p segundo o qual uma determinada
hipotese é rejeitada se esse valor € menor que o valor do nivel de significancia
(a) adotado para o teste, usualmente 0,05, o que representa um grau de
confianca de 95% no teste. Na Tabela 8 sdo apresentados os valores p para

o teste de significancia estatistica da curvatura das superficies de resposta.

Tabela 8 - Teste p para efeito de curvatura no planejamento experimental

(2°).
Amostras Produtos desejados (XOS) Produtos indesejados (XFF)
P P
SO 0,0015617 0,535266
STE 0,004761 0,111322

Conforme apresentado na Tabela 8, o efeito de curvatura foi

significativo para a formacgéo de produtos desejados, ndo sendo significativo
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para a formacéo de produtos indesejados. Considerando que o objetivo € a
maximizacdo de produtos desejados, um modelo matematico quadratico

torna-se necessario para este fim.

5.4. Pré-tratamento hidrotérmico (PTH) e composicdo quimica do
subproduto de Eucalyptus do planejamento composto central (23)

O SO e STE foram PTH de acordo com as novas condi¢cdes
experimentais propostas na Tabela 2. Inicialmente foi avaliado o aspecto
visual das fracbes obtidas poés-tratamento hidrtérmico. A fracao insolavel
obtida ap6s o PTH do SO e do STE, apresentou um escurecimento no ensaio
com a condi¢cao mais severa (temperatura de 193,6 °C, ensaio 10, Tabela 2)
quando comparado a condicdo de PTH mais amena (temperatura de 126,4
°C, ensaio 9, Tabela 2) (Figuras 23 e 24). Esse escurecimento também foi
reportado na literatura em PTH em cavacos de madeira de Eucalyptus

urograndis na condig&o de 190 °C por 20 minutos (124).

Figura 23 - Fragdes solidas do subproduto original (SO). (a) subproduto pos-
tratamento hidrotérmico na condicdo mais amena (ensaio 9, Tabela 2). (b)
subproduto pos-tratamento na condicdo mais severa (ensaio 10, Tabela 2).
FONTE: Autor, (2019).
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Figura 24 - Fracbes soélidas do subproduto triturado-extraido (STE). (a)
subproduto pos-tratamento na condicdo mais amena (ensaio 9, conforme
Tabela 2). (b) subproduto pos-tratamento hidrotérmico na condicdo mais
drastica (ensaio 10, conforme Tabela 2). FONTE: Autor, (2019).

Além disso, o hidrolisado hemicelulésico (fracdo solavel) também
apresentou uma coloracdo mais escura apds o PTH, principalmente na
condicdo mais severa (temperatura de 193,6 °C, ensaio 10, Tabela 2) do SO
e do STE, quando comparado ao PTH na condicdo mais amena (temperatura
de 126,4 °C, ensaio 9, Tabela 2) (Figuras 25 e 26). Esse escurecimento
também foi reportado na literatura em PTH em cavacos de Eucalyptus
urograndis na condicdo de 190 °C por 20 minutos (124), e também em PTH
em palha de cana-de-acucar nas condicdes de 170 °C por 15 min, 195 °C por
10 min, 220 °C por 5 min e 220 °C por 15 min (72). Esse escurecimento pode
ser atribuido a formacdo de produtos derivados da degradacdo de
carboidratos ou a caramelizacdo dos polissacarideos (36). Outra possivel

explicacdo para o escurecimento é a recondensacao de produtos escuros na

superficie da celulose denominado pseudo-lignina (125).
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Figura 25 - Hidrolisado hemiceluldsico (fracéo liquida) oriundo pos-tratamento
hidrotérmico do subproduto original (SO). (a) Hidrolisado hemicelulésico pos-
tratamento hidrotérmico na condicdo mais amena (ensaio 9, Tabela 2). (b)
Hidrolisado hemicelulésico poés-tratamento hidrotérmico na condicdo mais
severa (ensaio 10, Tabela 2). FONTE: Autor, (2019).
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Figura 26 - Hidrolisado hemicelulosico (fracéo liquida) oriundo pds-tratamento
hidrotérmico do subproduto triturado-extraido (STE). (a) Hidrolisado
hemiceluldsico pos-tratamento hidrotérmico na condigdo mais amena (ensaio
9, conforme Tabela 2). (b) Hidrolisado hemicelulésico pés-tratamento
hidrotérmico na condicdo mais severa (ensaio 10, conforme Tabela 2).
FONTE: Autor, (2019).

As Tabelas 9 e 10 apresentam os resultados dos rendimentos e
composicdo quimica dos componentes macromoleculares (celulose,

hemicelulose e lignina) obtidos poés-tratamentos hidrotérmicos do SO e do
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STE. Além disso, as Tabelas 9 e 10 apresentam o fator de severidade (P-

Fator) nas condi¢des operacionais dos PTH do SO e do STE.
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Tabela 9 — Rendimento, composicédo quimica e fator de severidade (P-Fator) do subproduto original (SO) pos-tratamentos hidrotérmicos.
Dados apresentados em porcentagem (grama de componente por 100 gramas de material original, base seca).

Variaveis do pré-tratamento Componentes do material Fator de
Hidrotérmico severidade
Rendimento Grupo
Subproduto Temperatura  Tempo Consisténcia pre- Celulose Xilana aceE[)iI Lignina P-Fator
Original (SO) (°C) (min) (%) tratamento (%) (%) (%) (%) (horas)
(%)
N&o tratado - - - - 439+05 141+03 3,2+00 285%0,6 -

1 140 30 5 91,0 448+0,7 8,1+04 1,4+0,1 26,2+0,9 24,8
2 140 30 15 90,7 43,1+03 144+0,7 2408 265%13 24,8
3 180 30 5 68,2 439+02 0,500 02+00 193x17 626,3
4 180 30 15 71,3 426+06 0,400 02+00 252+11 626,3
5 140 90 5 88,4 415+11 11,2+04 22+03 24614 74,4
6 140 90 15 89,4 409+12 121+03 2000 235zx11 74,4
7 180 90 5 68,8 425+12 0,2+0,0 02+00 221+11 1878,9
8 180 90 15 69,8 366+08 04£0,3 02+00 246+04 1878,9
9 126,4 60 10 95,1 435+09 114+04 05+x01 283%0,2 14,3
10 193,6 60 10 64,6 405+09 0,2+0,0 * 213+x11 3310,9
11 160 9,6 10 88,0 455+12 89%0,1 03+0,0 299+0,9 26,6
12 160 1104 10 70,1 329+24 16+£0,1 * 251+21 494,1
13 160 60 1,6 67,1 351+10 3,2+0,5 03+00 268+15 268,5
14 160 60 18,4 75,2 36,613 4604 0,7+0,1 28,7+0,9 268,5
a 160 60 10 73,3 382+03 55+0,2 0,7+£0,0 24,2+0,9 268,5
b 160 60 10 69,4 36,603 69+14 1,001 22,7+04 268,5
c 160 60 10 73,3 348+10 52+0,8 08+01 228+0,2 268,5
d 160 60 10 72,8 346+11 41+06 04+00 24610 268,5

*Extrativos na amostra ndo tratada = 3,4% (%massa/massa, base seca). As amostras tratadas ndo apresentaram teores significativos de extrativos. * = ndo detectavel.
Foram realizados os testes de Tukey (95% de confianca) para determinar se houve reducéo significativa dos componentes.



100

Tabela 10 — Rendimento, composi¢cao quimica e fator de severidade (P-Fator) do subproduto de Eucalyptus moido-extraido (STE) pos-
tratamentos hidrotérmicos. Dados apresentados em porcentagem (grama de componente por 100 gramas do material original, base seca).

Variaveis do pré-tratamento Componentes do material Fator de
hidrotérmico severidade
Subproduto C A Rendimento : Grupo -
triturado- Templeratura Tempo Consn;tenma pré-tratamento  Celulose XlL?na acetil ng(;ma P-Fator
extraido (STE) (°C) (min) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (horas)
Nao tratado - - - - 439+05 141+03 32+00 285+0,6 -
1 140 30 5 94,9 450+09 130+x0,2 23+01 236+11 24,8
2 140 30 15 91,4 40,1+10 140+02 24+01 21,8+0,8 24,8
3 180 30 5 69,8 425+0,5 0,1+0,0 03+0,0 21,9%0,7 626,3
4 180 30 15 69,5 419+1,0 0,3+0,0 02+00 224+0,7 626,3
5 140 90 5 91,1 422+13 125+02 24+03 235+23 74,4
6 140 90 15 89,3 41,8+09 12,0+0,3 1,9+02 255+2,0 74,4
7 180 90 5 65,5 40,4+ 0,6 0,1+0,0 * 23,1+£0,7 1878,9
8 180 90 15 62,2 29,7+0,8 0,1+0,0 * 23,4+£0,7 1878,9
9 126,4 60 10 96,1 43,9+0,3 120+0,3 05+0,0 246+0,7 14,3
10 193,6 60 10 62,5 30,8+1,1 * * 245+0,3 3310,9
11 160 9,6 10 90,7 435+1,.1 9,4+0,2 06+01 230x0,6 26,6
12 160 110,4 10 73,5 37,3+0,7 25+0,5 03+0,0 232+0,1 494,1
13 160 60 1,6 69,9 41,8+0,4 21+0,1 02+00 222+0,7 268,5
14 160 60 18,4 73,0 38,0+ 0,6 4,0+0,3 * 20,6 £ 0,3 268,5
a 160 60 10 74,9 39,6 +0,6 54+0,2 06+£00 229+15 268,5
b 160 60 10 77,8 39,7+1,0 52+0,2 08+0,3 231+1,1 268,5
c 160 60 10 78,7 422+13 6,8+0,1 1,0£0,1 232+0,3 268,5
d 160 60 10 76,5 423+0,1 2,3+0,0 05+0,1 205+0,3 268,5

*Extrativos na amostra ndo tratada = 3,4% (%massa/massa, base seca). As amostras tratadas ndo apresentaram teores significativos de extrativos. * = ndo detectavel.
Foram realizados os testes de Tukey (95% de confianca) para determinar se houve reducao significativa dos componentes.



101

Os rendimentos das fragc6es insoluveis, dos respectivos PTH, com o0 SO
e 0 STE variaram de 64,6-95,1% e 62,2-96,1% (%massa/massa, base seca),
respectivamente. De forma geral, os rendimentos foram maiores para os pré-
tratamentos realizados sob condi¢cbes mais brandas, enquanto condicfes
mais severas foram menores (Tabelas 9 e 10).

Os teores brutos de celulose, xilana, grupos acetil e lignina do SO
variaram de 45-64%, 0,3-16%, 0-2,6% e 26-39% (%massa/massa, teores
brutos em base seca), respectivamente (dados nao apresentados). O balanco
de massa dos componentes do subproduto em estudo foi necessario para ser
possivel a comparacao das fracbes PTH, diretamente, com o subproduto nédo
tratado (Tabela 9). Os PTH no SO nas condi¢cdes mais severas (condicdes 3,
4,7, 8 e 10, Tabela 9) mostraram uma remocdo meédia de xilana, grupos acetil
e lignina da ordem de 98%, 90% e 20% (%omassa/massa), respetivamente
(Tabela 9). Entretanto, os pré-tratamentos nas condicbes mais brandas
(condicbes 1, 2, 5, 6, 9 e 11) mostraram uma remocéao média de xilana, grupos
acetii e lignina da ordem de 22%, 54% e 8% (%massa/massa),
respectivamente (Tabela 9). As condi¢cdes do PTH intermediario (condicdes a,
b, ¢ e d, ponto central do planejamento fatorial) mostraram uma remocao
média de xilana, grupos acetil, lignina da ordem de 62%, 77%, 17%
(Y%omassa/massa), respectivamente. Todavia, a fragcéo de celulose n&o revelou
indicativos de que foi degradada frente aos PTH, com excec¢éo da condicéo 8,
12, 13, 14 e do ponto central do planejamento experimental que mostraram
uma remoc¢ado media da ordem de 19% (%massa/massa) (Teste de Tukey)

(Tabela 9). Esse fato pode ser justificado devido as caracteristicas da celulose
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(como por exemplo ligacdes de hidrogénio intramoleculares) que conferem
rigidez (cristalinidade) a molécula (33,67,124,128,129).

Os teores brutos de celulose, xilana, grupos acetil e lignina do STE
variaram de 29,7-45%, 0,1-14%, 0-2,4% e 21,8-25,5% (% massa/massa
teores brutos em base seca), respectivamente (dados nédo apresentados). Os
PTH nas condi¢bes operacionais mais severas (condi¢ces 3, 4, 7, 8 e 10,
Tabela 10) mostraram uma remocdo média de xilana, grupos acetil e lignina
da ordem de 99%, 97% e 19% (%massa/massa), respectivamente.
Entretanto, os PTH nas condi¢Bes operacionais mais brandas (condicdes 1,
2,5, 6,9 e 11) mostraram uma remocdo meédia de xilana, grupos acetil e
lignina da ordem de 14%, 47% e 17% (%massa/massa), respectivamente
(Tabela 10). As condi¢Bes operacionais do PTH intermediario (condicdes a, b,
c e d, ponto central do planejamento fatorial) mostraram uma remoc¢édo média
de xilana, grupos acetil e lignina da ordem de 65%, 77%, 21%
(Yomassa/massa), respectivamente. Todavia, a fragdo de celulose, né&o
revelou indicativos de que foi degradada frente aos PTH, com excec¢ao das
condigbes 8, 10, 12, 14, a, b do ponto central do planejamento experimental
que mostraram uma remoc¢do média da ordem de 18% (%massa/massa)
(Teste de Tukey) (Tabela 10).

O efeito da temperatura e do tempo no PTH de ML pode ser reportado
de forma numérica através do célculo do fator de severidade (P-Fator), que
pode ser considerado como um parametro de avalicdo para verificar a
severidade do processo e consequentemente o potencial de remocdo da

fracdo hemicelulosica, além da formacdo de produtos derivados da



103

hemicelulose (77). Nas condicbes do planejamento proposto no presente
trabalho o P-Fator foi aplicado como uma ferramenta numérica para identificar
as condicdes favoraveis de conversdo de xilana em produtos desejados
(XOS) e indesejados (furfural e xilose). As Figuras 27 e 28 apresentam 0s
teores dos componentes (celulose, lignina e hemicelulose) em funcdo do P-

Fator.
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Figura 27 - Componentes do subproduto original (SO) pos-tratamento
hidrotérmico em funcdo do fator de severidade (P-Fator). Componentes
apresentados em porcentagem (grama de componente por 100 gramas do
material original, dados em base seca). FONTE: Autor, (2019).
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¢ Celulose = Hemicelulose a Lignina
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Figura 28 - Componentes do subproduto triturado-extraido (STE) pOs-
tratamento hidrotérmico em funcdo do fator de severidade (P-Fator).

Componentes apresentados em porcentagem (grama de componente por 100
gramas do material original, dados em base seca). FONTE: Autor, (2019).

Os valores do P-Fator no presente estudo, para ambos SO e STE,
variaram de 14,3 a 3310,9 h, sendo numericamente maiores nos PTH mais
severos (626,3, 1878,9, 3310,9 e 494,1 h) (condicdes 3, 4, 7, 8, 10 e 12),
respectivamente, o que culminou em uma remocao média de 95%
(Yomassa/massa) da fracdo de xilana (Tabelas 9 e 10 e Figuras 27 e 28).
Todavia, os PTH nas condi¢cdes mais amenas (condi¢des 1, 2, 5, 6, 9 e 11,
Tabelas 9 e 10) apresentaram valores menores para o P-Fator (24,8, 74,4,
143 e 26,6 h) ndo removendo ou removendo menos de 30%
(%massa/massa) da fracdo de xilana (Tabelas 9 e 10 e Figuras 27 e 28). Além
disso, o PTH na condicdo intermediaria (ponto central do planejamento

experimental) apresentou um valor intermediario para o P-Fator (268,5h,



105

Tabelas 9 e 10) o que culminou em uma remocdo meédia de 63%
(Yomassa/massa) da fracéo de xilana (Tabelas 9 e 10 e Figuras 27 e 28).

De forma geral os PTH do SO e do STE apresentaram potencial de
dissolucéo seletiva da fracdo de xilana, com excecdo das condi¢cdes mais
brandas, 1, 2, 5, 6, 9 e 11, (Tabelas 9 e 10 e Figuras 27 e 28). Nessas
condi¢cBes ndo houve dissolucéo apreciavel da fracédo de xilana, bem como da
celulose e lignina.

Os resultados apresentados corroboram com os reportados por Janior e
Colodette (130), os quais estudaram a remocédo de hemiceluloses em cavacos
de uma mistura de madeiras de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla por
PTH e demostraram que o aumento do tempo e da temperatura acarretaram
maior remocao da fracdo hemicelulosica.

Os resultados dos rendimentos e composi¢cao quimica pos-tratamentos
hidrotérmicos do SO e do STE também corroboram com o0s reportados
recentemente por Cruz Filho (124), que estudaram a influéncia do tempo e da
temperatura no PTH de madeira Eucalyptus grandis. Nesse estudo os autores
mostraram que o PTH em madeira de Eucalyptus grandis na temperatura de
190 °C por 20 min culminou em uma remocéao de hemicelulose da ordem de
93% (Yomassa/massa).

Outros estudos realizados por Yu et al. (126) e Xiao et al. (131),
mostraram o efeito do PTH em madeira de Eucalyptus grandis. O PTH em
madeira de Eucalyptus grandis nas condi¢des operacionais de 180 °C, 20 min
e 5% de consisténcia culminou em uma reducao de 86,4% (Yomassa/massa)

da fragdo hemiceluldsica (126). Entretanto, o PTH em madeira de Eucalyptus
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grandis nas condi¢des operacionais de 160 °C, 15 min e 10% de consisténcia
culminou em uma reducdo de 96,6% (%massa/massa) da fracéo
hemiceluldsica (131). Esses estudos também corroboram com os resultados
obtidos com o subproduto de Eucalyptus em estudo. Entretanto, o objetivo dos
PTH foi hidrolisar a xilana do subproduto em estudo a fim de produzir XOS.
Os PTH mostraram a dissolucéo seletiva da fracdo de xilana, ou seja, foram
capazes de promover a remocao da xilana do subproduto em estudo (Tabelas
9 e 10 e Figuras 27 e 28). Em relacdo a lignina e a celulose, esses
componentes permaneceram praticamente intactos pds-tratamento
hidrotérmico (com excecdo das condicdes mais drasticas). O mesmo
comportamento foi observado por Tun e Van Heiningen (77) em madeira de
folhosas e Liu et al. (78), com madeira de Eucalyptus urophylla e Eucalyptus

grandis.

5.5. Avaliacdo da formacao de produtos derivados de hemicelulose e
lignina do hidrolisado pés-tratamento hidrotérmico do planejamento
composto central (23)

O hidrolisado hemicelulésico (fracdo liquida) oriundo do PTH foi
analisado quanto aos compostos desejados (XOS) e compostos néo
desejados, como se segue: derivados da hemicelulose (xilose, arabinose e
acido acético), derivados da celulose (glicose), derivados da lignina
(aromaticos soluveis), além de derivados da oxidac&o de acucares (furfural e

acido férmico).
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5.5.1. Formacdo dos compostos nédo desejados derivados de
hemicelulose e lignina do hidrolisado pos-tratamento hidrotérmico

Os compostos ndo desejados foram formados em maiores quantidades
nas condi¢cdes mais severas dos PTH (ambos SO e STE) e apresentados na
forma de miligramas de produtos formados por grama de subproduto PTH
(dados em base seca) (Tabelas 11 e 12).

O PTH realizado em altas temperaturas tem potencial suficiente para
romper as ligacfes do tipo éster (entre o acido acético e a xilose) presentes
na molécula de xilana. O &cido acético liberado, reduz o pH do meio (em torno
de 3-4), potencializando a remocao da fracdo hemicelulésica do material
através da hidrolise acida. Dependendo da intensidade da hidrélise, podem
ocorrer reacdes de degradacédo dos acucares, formando furfural (derivado da
oxidacdo de pentoses), HMF (derivado da oxidacdo de hexoses), além da
formacdo de compostos aromaticos, os quais sdo derivados da lignina. O
furfural e o HMF submetidos a altas temperaturas, em meio acido, também
podem ser convertidos em acido férmico, acido levulinico e outros produtos

de decomposicao (77).
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Tabela 11 - Caracterizacdo quimica dos hidrolisados hemicelulosicos (fraces liquidas) oriundo dos pré-tratamentos hidrotérmicos
(PTH) do subproduto original de Eucalyptus (SO). Dados apresentados em miligramas de produtos por grama de material de partida
(dados em base seca).

Variaveis do pré-tratamento hidrotérmico Componentes do hidrolisado hemiceluldsico
Subproduto  Temperatura Tempo  Consisténcia Glicose Arabinose Acido acético ®F6rmico  *Aromaticos Furfural  Xilose
Original (%) (min) (%) (mg.g!) (mg.g?) (mg.g%) (mg.g%) (mg.g")  (mg.g") (mg.g?)
1 140 30 5 0,61 1,32 3,42 1,06 5,35 0,01 0,91
2 140 30 15 0,45 1,21 4,58 0,92 4,56 0,16 0,43
3 180 30 5 3,86 * 42,49 8,08 53,50 12,49 38,93
4 180 30 15 3,84 * 40,19 7,82 45,58 12,44 38,99
5 140 90 5 0,58 1,73 4,89 1,18 26,75 0,27 5,09
6 140 90 15 0,58 2,32 5,88 0,94 22,79 0,22 2,34
7 180 90 5 4,88 * 43,02 10,54 26,75 24,44 0,71
8 180 90 15 11,14 * 66,92 10,52 22,79 13,41 5,20
9 126,4 60 10 0,55 0,39 4,08 * 26,75 * *
10 193,6 60 10 3,63 1,52 37,78 8,55 22,79 12,03 *
11 160 9,6 10 0,56 1,15 2,62 1,06 26,75 0,10 *
12 160 110,4 10 2,80 * 29,85 4,11 22,79 3,70 35,68
13 160 60 1,6 2,09 1,50 4,90 * 10,70 0,67 8,29
14 160 60 18,4 0,40 1,54 4,47 1,57 22,79 0,69 10,71
a 160 60 10 1,19 0,86 11,74 2,14 45,58 0,65 19,98
b 160 60 10 0,92 0,31 10,98 1,83 53,50 0,17 14,70
c 160 60 10 1,03 0,35 11,41 1,64 53,50 0,62 10,71
d 160 60 10 0,82 0,53 8,84 1,96 26,75 0,77 11,39

* = ndo detectavel. # = Aromaticos sollveis. & = Acido formico.
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Tabela 12 - Caracterizacdo quimica do hidrolisado hemiceluldsico (fracfes liquidas) oriundo dos pré-tratamentos hidrotérmicos (PTH) do
subproduto moido-extraido de Eucalyptus (STE). Dados apresentados em miligramas de produtos por grama de material de partida (dados
em base seca).

Variaveis do pré-tratamento hidrotérmico Componentes hidrolisado hemicelulésico

Subproduto Temperatura Tempo  Consisténcia Glicose Arabinose Acido acético “Formico *Aromaticos Furfural Xilose
Triturado-Extraido (°C) (min) (%) (mg.g?) (mg.g?) (mg.g?) (mg.g?) (mg.g?)  (mg.g?l) (mg.g

1

)
1 140 30 5 0,26 0,76 2,17 * 5,35 0,20 1,28
2 140 30 15 0,50 1,69 2,39 * 5,35 0,06 0,84
3 180 30 5 2,21 * 18,15 2,57 45,68 12,68 26,07
4 180 30 15 2,89 * 23,91 2,92 53,50 12,98 34,21
5 140 90 5 0,32 1,18 3,59 * 4,56 0,15 1,16
6 140 90 15 0,49 0,66 3,19 1,12 5,35 0,14 3,04
7 180 90 5 5,80 0,35 26,79 3,65 45,58 24,37 11,70
8 180 90 15 3,71 1,84 20,06 2,98 45,58 18,01 8,24

9 126,4 60 10 0,11 0,14 0,63 0,52 5,35 * *

10 193,6 60 10 1,38 * 17,47 2,60 45,58 5,26 *

11 160 9,6 10 0,68 1,33 2,35 1,00 5,35 0,10 *
12 160 110,4 10 2,99 * 31,56 6,71 53,50 3,88 37,33
13 160 60 1,6 2,41 3,83 29,58 7,99 9,12 2,16 8,90
14 160 60 18,4 2,68 3,09 29,36 5,93 26,75 2,39 20,49
a 160 60 10 0,88 0,37 11,94 1,99 45,58 1,95 19,45
b 160 60 10 1,55 0,35 9,59 2,12 53,50 1,09 21,52
c 160 60 10 0,44 0,45 10,69 191 45,58 1,49 18,45
d 160 60 10 0,94 0,41 8,53 1,75 53,50 1,55 24,54

* = ndo detectavel. # = Aromaticos sollveis. & = Acido formico.
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Os principais componentes detectados nos hidrolisados pés-tratamento
hidrotérmico em todas as condi¢cdes experimentais foram os aromaticos
soluveis e a xilose (Tabelas 11 e 12). Os hidrolisados oriundos do SO e STE
mostraram teores de aromaticos sollveis da ordem de 4,6 mg.g* a 53,5 mg.g-
! (dados em base seca), respectivamente. Os maiores teores de aromaticos
soluveis, nos hidrolisados hemicelulésicos pos-tratamento hidrotérmico, foram
encontrados nas condi¢cdes experimentais mais drasticas (ensaios 3, 4, 7, 8,
10 e 12, Tabelas 11 e 12) e no ponto central do planejamento experimental,
onde os teores variaram de 26,7-53,5 mg.g* (dados em base seca) (Tabelas
11 e 12). Todavia, esses teores representam em meédia apenas 2,7-5,3%
(Yomassa/massa) em relacdo a massa de material pré-tratada
hidrotermicamente (massa do material de partida em base seca) e 9,4-18,6%
(Yomassa/massa) em relacdo a massa de lignina pré-tratada
hidrotermicamente (massa de lignina do material de partida em base seca).
Os teores de arométicos solUveis sdo compativeis com o maior potencial de
dissolucéo/degradacao parcial da lignina, corroborando com os resultados de
composicdo quimica (Tabelas 9 e 10).

Os hidrolisados hemiceluldsicos oriundos do SO e STE mostraram
teores de xilose da ordem de 0,4 mg.g* a 38,9 mg.g* (dados em base seca),
respectivamente. Os maiores teores de xilose, nos hidrolisados
hemicelulésicos pods-tratamento hidrotérmico, foram encontrados nas
condi¢cOes experimentais 3, 4 e 12 culminando em um valor médio de 35,2
mg.g* (Tabelas 11 e 12) (dados em base seca). Além disso, o ponto central

do planejamento experimental, onde os teores médios de xilose para o SO e
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o STE foram de 14,2 mg.g! e 21,0 mg.g! (dados em base seca),
respectivamente (Tabelas 11 e 12). Assim, a formacdo de xilose foi
ligeiramente maior no ponto central no STE quando comparado ao SO
(Tabelas 11 e 12).

Os teores de xilose nos hidrolisados do SO e do STE estdo de acordo
com o trabalho de Testova et al. (132), onde os autores realizaram PTH em
madeira de bétula com duas diferentes condicbes operacionais de
temperatura e tempo. Os autores reportaram maiores teores de xilose no
hidrolisado hemicelulésicos pds-tratamento hidrotérmico, condi¢do de 170 °C
e 84 min, culminando em 51 mg.g* de xilose. Entretanto, na condi¢do de PTH
de 150 °C e 126 min os hidrolisados hemicelulésicos mostraram teores de
xilose de apenas 2 mg.g* (condicdo mais branda).

Os teores de xilose nos hidrolisados hemicelulosicos do SO e do STE
também estdo de acordo com o trabalho de Liu et al. (78), onde os autores
reportaram que o PTH de Eucalyptus urophylla e Eucalyptus grandis,
condigdo de 180 °C e 110 min, foram gerados 46 mg.g! de xilose no
hidrolisado hemicelulésico (condicdo mais severa), enquanto que na condi¢ao
mais branda do PTH, 150 °C e 90 min, resultou em teores de xilose de 3 mg.g’
1.

O SO nas condicbes de PTH mais drasticas (3, 4, 7, 8, 10 e 12)
promoveu maior formacédo de acido acético (29,8-66,9 mg.g?) e furfural (3,7-
24,4 mg.g?) (dados em base seca) (Tabela 11). Os maiores teores de acido
acetico e furfural indicam que houve clivagem da ligacdo éster (entre a xilana

e acido acetico), além da oxidacdo de xilose em furfural. Entretanto, nas
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condicdes mais brandas a formacéo de acido acético (2,6-5,8 mg.gt) e furfural
(0,01-0,3 mg.gt) (dados em base seca) foram menores quando comparadas
as condicdes experimentais mais drasticas, pois nestas condicbes as
temperaturas e tempos foram mais moderados (Tabela 11). O ponto central
do planejamento experimental apresentou um comportamento intermediario,
onde os teores médios de acido acético e furfural foram de 10,7 mg.g* e 0,6
mg.g* (dados em base seca), respectivamente (Tabela 11).

O STE também apresentou um comportamento similar ao SO, havendo
maior formacao de acido acético e furfural nas condicfes mais drasticas (3, 4,
7, 8,10 e 12, Tabela 12) e menores teores nas condicfes mais brandas (1, 2,
5 6, 9 e 11, Tabela 12). Além disso, o ponto central do planejamento
experimental apresentou um comportamento intermediario, onde os teores
médios de acido acético e furfural foram de 10,2 mg.g? e 1,5 mg.g* (dados
em base seca), respectivamente, sendo o teor médio de furfural maior quando
comparado ao SO (0,6 mg.g?) (Tabelas 11 e 12). A literatura reporta
comportamento similar em estudos de PTH em uma mistura de madeira de
folhosas onde os autores reportaram que o PTH na condicdo experimental de
170 °C e 100 min houve formacéo significativa de furfural (1,1 mg.g*) (dados
em base seca) nos hidrolisados hemicelulésicos (77). Liu et al. (78),
reportaram o efeito do PTH em um hibido de Eucalyptus urophylla e
Eucalyptus grandis, na condicdo operacional de 160 °C e 80 min e constatou
a formacdo de 2 mg.g?' (dados em base seca) de furfural no hidrolisado

hemiceluldsico, corroborando com os resultados obtidos neste trabalho.
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Os teores de glicose nos hidrolisados hemicelulésicos pés-tratamento
hidrotérmico em todas as condicfes experimentais (ambos SO e STE)
variaram de 0,1-11,1 mg.g* (dados em base seca), 0 que representa em
meédia apenas 0,01-1,1% (Yomassa/massa) em relacdo a massa de material
pré-tratada hidrotermicamente (massa do material de partida em base seca)
e 0,02-2,5% (%omassa/massa) em relacdo a massa de celulose pré-tratada
hidrotermicamente (massa de celulose do material de partida em base seca).
Desta forma, a formacéo de glicose foi praticamente desprezivel em todas
condicBes experimentais. Esse comportamento concerne com os dados de
composicao quimica (Tabelas 9 e 10 e Figuras 27 e 28) o qual confirmam que
a celulose foi degradada apenas nas condic6es mais drasticas do PTH, para
ambos SO e STE (Teste de Tukey). Além disso, houve formacao limitada de
arabinose nos hidrolisados poés-tratamento hidrotérmico em todas as
condi¢cdes experimentais, o qual ja era esperado devido ao baixo teor de
grupos arabinosil na fracdo hemicelulésica do subproduto em estudo
(inclusive ndo detectavel na composicéo quimica). Os baixos teores de glicose
e arabinose nos hidrolisados pés-tratamento hidrotérmico corroboram com 0s
resultados obtidos por Testova et al. (132), o qual verificou que em madeira
de folhosas mesmo em condicbes severas de PTH os teores glicose e
arabinose do hidrolisado foram relativamente baixos, da ordem 6,1 mg.g* e
1,4 mg.g! (dados em base seca) respectivamente, na condicdo operacional
de 170 °C por 84 min. Xiao et al. (131), avaliaram o PTH em madeira de

hibrido de duas espécies Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla, condi¢do
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operacional de 170 °C por 30 min, o que culminou em um teor de arabinose
de 0,7 mg.g* (dados em base seca), corroborando com os resultados obtidos.

As Tabelas 11 e 12 também apresentam os teores de acido formico nos
hidrolisados hemicelulésicos pds-tratamento hidrotérmico em todas as
condi¢cBes experimentais. Os hidrolisados hemicelulésicos mostraram teores
de acido férmico da ordem de 9,1 mg.g* e 4,2 mg.g* (dados em base seca)
nas condi¢cdes mais drasticas, em relacdo as demais condicbes do PTH do
SO e STE, respectivamente (Tabelas 9 e 10). Esses teores representam em
média apenas 0,91% e 0,42% (%massa/massa) em relacdo a massa de
material pré-tratada hidrotermicamente (massa de material de partida em
base seca). Esses resultados sdo similares aos obtidos por Yan e Liu (133),
onde foi reportado o PTH com cavacos de Aspen, condi¢cdo operacional de
160 °C por 120 min, culminado em uma conversao maxima em acido formico

de 0,48% (Yomassa/massa).

5.5.2. Formacdo dos compostos desejados derivados de
hemicelulose do hidrolisado p6s-tratamento hidrotérmico

As Tabelas 13 e 14 apresentam os produtos desejados formados no
hidrolisado hemicelulésico pds-tratamentos hidrotérmicos. Os seguintes
produtos desejados foram analisados: xilobiose, xilotriose, xilotetraose,
xilopentaose, xilohexaose e >Xe, além da soma total
(xilotriose+xilotetraose+xilopentaose+xilohexaose+>Xs) representada por
“XOS”. Os dados também foram apresentados na forma de miligramas de

produtos formados por grama de subproduto PTH (dados em base seca).
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Tabela 13 - Teores de xilo-oligossacarideos (XOS) dos hidrolisados hemiceluldsicos pos-tratamentos hidrotérmicos do subproduto original
(SO). Dados apresentados em miligramas de produtos por grama de material de partida (dados em base seca).

Variaveis do pré-tratamento hidrotérmico Componentes do hidrolisado hemicelulésico
Subproduto Temperatura Tempo Consisténcia >Xs Xe+Xs X4 X3 X2 XOS
Original (SO) ) (min) (%) (mg.g") (mgg") (mgg?)  (mgg?) (mg.g? (mg.g™)

1 140 30 5 19,26 2,79 * 4,69 * 26,74
2 140 30 15 10,70 2,73 * 4,25 * 17,67
3 180 30 5 4,53 * 9,86 * * 14,39
4 180 30 15 7,80 * * * * 7,80
5 140 90 5 15,20 3,65 * * * 18,85
6 140 90 15 15,01 4,85 * * * 19,87
7 180 90 5 1,32 4,03 3,19 * 3,36 11,90
8 180 90 15 4,66 5,95 3,23 2,86 1,24 17,95
9 126,4 60 10 3,17 1,43 * * * 4,60
10 193,6 60 10 3,30 16,32 * * 60,11 79,73
11 160 9,6 10 11,74 * 3,89 * * 15,63
12 160 110,4 10 14,97 17,76 * * 18,08 50,81
13 160 60 1,6 22,57 * * * * 22,57
14 160 60 18,4 38,16 12,51 * * 5,86 56,53
a 160 60 10 32,06 * 9,05 5,66 23,75 70,50
b 160 60 10 37,02 * 8,28 8,01 9,75 63,06
c 160 60 10 36,54 * 7,71 5,29 2,23 51,77
d 160 60 10 37,13 * 8,24 6,92 4,64 56,93

(X2)=Xilobiose, (Xs)=Xilotriose, (Xs)=Xilotetraose, (Xs/Xs)= Xilopentaose+Xilohexose e (>Xe)= oligossacarideos com mais de seis unidades repetitivas. XOS =
(>Xe)+(Xe+Xs)+(Xa)+(X3)+(X2). * = ndo detectavel.
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Tabela 14 - Teores de xilo-oligossacarideos (XOS) dos hidrolisados hemicelulésicos pos-tratamentos hidrotérmicos do subproduto triturado-
extraido (STE). Dados apresentados em miligramas de produtos por grama de material de partida (dados em base seca).

Variaveis do pré-tratamento hidrotérmico Componentes do hidrolisado hemiceluldsico
Subproduto Triturado- Temperatura Tempo Consisténcia >Xe Xe+Xs X4 X3 X2 XOS
Extraido (STE) ) (min) (%) (mg.gY) (mgg’) (mgg') (mgg?) (mg.g?) (mg.g?)
1 140 30 5 9,48 * 4,58 * 14,05
2 140 30 15 9,66 * 4,99 * 14,65
3 180 30 5 6,18 * 8,59 * * 14,77
4 180 30 15 6,32 * 9,80 * 16,12
5 140 90 5 8,76 * 4,33 * 13,08
6 140 90 15 5,87 8,20 4,40 4,69 3,89 27,05
7 180 90 5 7,04 * 9,01 * * 16,05
8 180 90 15 4,88 * 5,95 * * 10,82
9 126,4 60 10 2,28 1,24 * * 3,51
10 193,6 60 10 5,08 * 13,19 * * 18,28
11 160 9,6 10 18,86 * 3,75 * * 22,61
12 160 1104 10 14,22 16,25 * * 17,33 47,79
13 160 60 1,6 21,56 * * 9,40 * 40,37
14 160 60 18,4 23,28 16,04 * 17,23 8,62 65,17
a 160 60 10 28,85 * 9,15 5,45 23,49 66,94
b 160 60 10 28,28 * 9,08 9,99 24,63 71,98
c 160 60 10 26,82 * 8,61 8,83 16,01 60,28
d 160 60 10 25,23 * 9,06 13,78 10,04 58,12

(X2)=Xilobiose, (Xs)=Xilotriose, (Xs)=Xilotetraose, (Xs/Xs)= Xilopentaose+Xilohexose e (>Xs)= oligossacarideos com mais de seis unidades repetitivas. XOS =
(>Xe)+(Xe+Xs)+(Xa)+(X3)+(X2). * = ndo detectavel.
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Os teores totais de XOS do SO, pés-tratamento hidrotérmico, variaram
de 4,60-79,73 mg.g* (dados em base seca) (Tabela 13). Em todas condicdes
experimentais houve a formacao de >Xs (XOS com mais de 6 unidades de
xilose), sendo que os teores mais elevados desse componente foram
detectados no ponto central do planejamento experimental (média de 36 mg.g-
1) (Tabela 13). A maior formacdo de XOS no ponto central do planejamento
experimental corrobora com o trabalho de Tun e Van Heiningen (134) os quais
verificaram que a maior formacédo de XOS ocorreu a temperaturas superiores
a 150 °C e inferiores a 170 °C, ou seja, em torno de 160 °C.

O ponto central também apresentou um teor médio de xilobiose (X2),
xilotriose (X3) e xilotetraose (X3) de 10,1, 7,9 e 6,5 mg.g* (dados em base
seca), respectivamente. Todavia, nao foi detectada a formacdo de
xilopentaose+xilohexaose (Xs+Xs) no ponto central do planejamento (Tabela
13). Testova et al. (132) reportaram teores de xilobiose, xilotriose e
xilotetraose em hidrolisado hemicelulésico de lascas de madeira (Betula
pendula) da ordem de 12,2, 7,6 e 5,3 mg.g' (dados em base seca),
respectivamente, pds-tratamento hidrotérmico na condicdo operacional de
170°C e 84 min, corroborando com os dados do subproduto em estudo.

Os teores totais de XOS, p@s-tratamento hidrotérmico, do STE variaram
de 3,51-71,98 mg.g* (dados em base seca) (Tabela 14). Neste caso também
houve a formacédo de >Xs (XOS com mais de 6 unidades de xilose), em todas
condicdes experimentais, sendo que 0s teores mais elevados desse
componente também foram detectados no ponto central do planejamento

experimental (média de 27 mg.g?) (Tabela 14). O ponto central também
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apresentou um teor médio de xilobiose (X2), xilotriose (X3) e xilotetraose (X3)
de 18,5, 9,5 e 9,0 mg.g* (dados em base seca), respectivamente. Todavia,
nao foi detectada a formacéo de xilopentaose+xilohexaose (Xs+Xs) ho ponto
central do planejamento (Tabela 14).

O STE mostrou um teor mais elevado de xilobiose (18,5 mg.g?) quando
comparado ao SO (10,1 mg.g™), porém, os teores de xilotriose e xilotetraose
foram similares para ambos substratos (ambos no ponto central do
planejamento experimental). Além disso, o teor total de XOS foram similares
para o SO e o STE no ponto central do planejamento experimental (Tabelas
13 e 14), corroborando com o trabalho de Testova et al. (132).

As Tabelas 15 e 16 apresentam as conversdes de xilana em produtos
desejados (XOS) e os principais produtos ndo desejados (xilose, furfural e
acido formico). Além disso, as Figuras 29 e 30 apresentam as conversdes de
xilana em produtos em funcdo do P-Fator. Os teores de aroméaticos sollveis
que representaram uma porcentagem importante nos hidrolisados
hemicelul6sicos sao oriundos da fracao de lignina. Desta forma, os aromaticos
sollveis ndo puderam ser tratados em termos de conversdo de xilana em
produtos, todavia, salienta-se que esse composto é um importante

contaminante nos hidrolisados hemicelulésicos oriundos do PTH.
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Tabela 15 - Converséo de xilana do subproduto original (SO) em >Xs, Xe+Xs, X4, X3, X2, XOS, xilose, furfural e acido férmico pos-
tratamentos hidrotérmicos em diferentes condi¢ces. Dados apresentados em porcentagem (grama de produtos por 100 gramas de xilana
oriundo do subproduto, dados em base seca).

Variaveis do pré-tratamento Converséo de xilana em produtos (%)
hidrotérmico
Subproduto Temperatura Tempo Consisténcia >Xs Xe+Xs X4 X3 X2 XOS Xilose  Furfural  *Férmico
Original

G (min) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 140 30 5 13,66 1,93 * 3,18 * 18,77 0,57 0,01 0,03
2 140 30 15 7,59 1,89 * 2,88 * 12,36 0,27 0,16 0,02
3 180 30 5 3,21 * 6,76 * * 9,97 24,29 12,17 0,22
4 180 30 15 5,53 * * * * 5,53 24,33 12,12 0,21
5 140 90 5 10,78 2,52 * * * 13,31 3,18 0,26 0,03
6 140 90 15 10,65 3,35 * * * 14,01 1,46 0,22 0,03
7 180 90 5 0,94 2,79 2,19 * 2,23 8,14 0,45 1,31 0,29
8 180 90 15 3,31 4,12 2,21 1,94 0,82 12,41 3,25 2,38 0,29
9 126,4 60 10 2,25 0,99 * * * 3,24 * * *
10 193,6 60 10 2,34 * 11,29 * * 13,63 * 11,72 0,23
11 160 9,6 10 8,32 * 2,67 * * 10,99 * 0,09 0,03
12 160 110,4 10 10,62 12,29 * * 12 34,91 22,27 3,60 0,11
13 160 60 1,6 16,01 * * * * 21,18 2,59 0,66 *
14 160 60 18,4 27,06 8,66 * * 2,04 39,61 6,68 0,68 0,04
a 160 60 10 22,73 * 6,20 3,83 15,76 48,54 12,47 0,63 0,06
b 160 60 10 26,26 * 5,68 5,43 6,47 43,84 9,17 0,17 0,05
c 160 60 10 25,92 * 5,29 3,59 1,48 36,27 6,69 0,61 0,04
d 160 60 10 26,33 * 5,65 4,69 3,08 39,75 7,11 0,75 0,05

(X2)=Xilobiose, (Xs)=Xilotriose, (Xs)=Xilotetraose, (Xs/Xs)= Xilopentaose+Xilohexose e (>Xs)= oligossacarideos com mais de seis unidades repetitivas. XOS =
(>Xe)+(Xe+Xs5)+(Xa)+(X3)+(X2). * = ndo detectavel. “Férmico = acido férmico.
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Tabela 16 - Conversao de xilana do subproduto triturado-extraido (STE) em >Xe, Xe+Xs, X4, X3, X2, XOS, xilose, furfural e acido formico pos-
tratamentos hidrotérmicos em diferentes condi¢fes. Dados apresentados em porcentagem (grama de produtos por 100 gramas de xilana
oriundo do subproduto, dados em base seca).

Variaveis do pré-tratamento Converséao de xilana em produtos (%)
hidrotérmico
Subproduto Temperatura  Tempo Consisténcia >Xs Xe+Xs X4 X3 X2 XOS Xilose  Furfural *Férmico
Triturado-Extraido

Q) (min) (%) (%) (%) (%) (%) ) (%) (%) (%) (%)
1 140 30 5 6,72 * * 3,11 * 9,82 0,80 0,20 *
2 140 30 15 6,85 * * 3,38 * 10,23 0,53 0,06 *
3 180 30 5 4,39 * 5,89 * * 10,27 16,27 12,36 0,07
4 180 30 15 4,48 * 6,72 * * 11,20 21,35 12,64 0,08
5 140 90 5 6,21 * * 2,93 * 9,14 0,72 0,14 *
6 140 90 15 4,16 5,67 3,02 3,18 2,58 18,62 1,90 0,14 0,03
7 180 90 5 4,99 * 6,18 * * 11,17 7,30 23,74 0,10
8 180 90 15 3,46 * 4,08 * * 754 514 17,54 0,08
9 126,4 60 10 1,61 0,86 * * * 2,46 * * 0,01
10 193,6 60 10 3,61 * 9,05 * * 12,65 * 5,12 0,07
11 160 9,6 10 13,38 * 2,57 * * 15,97 * 0,10 0,03
12 160 110,4 10 10,08 11,24 * * 11,51 32,83 23,30 3,78 0,18
13 160 60 1,6 15,29 * * 12,75 * 28,01 5,55 2,11 0,22
14 160 60 18,4 16,51 11,10 * 11,68 572 45,02 12,79 2,33 0,16
a 160 60 10 20,46 * 6,27 3,70 15,59 46,02 12,14 1,90 0,05
b 160 60 10 20,06 * 6,23 6,78 16,35 49,41 13,43 1,07 0,06
c 160 60 10 19,02 * 5,91 5,99 10,63 41,55 11,51 1,45 0,05
d 160 60 10 17,90 * 6,22 9,34 6,67 40,12 15,32 1,51 0,05

(X2)=Xilobiose, (Xs)=Xilotriose, (Xs)=Xilotetraose, (Xs/Xs)= Xilopentaose+Xilohexose e (>Xs)= oligossacarideos com mais de seis unidades repetitivas. XOS =
(>Xe)+(Xe+Xs)+(Xa)+(X3)+(X2). * = ndo detectavel. #Férmico = &cido férmico.
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Figura 29 - Conversao de xilana do subproduto original (SO) em XOS, xilose,
furfural e acido férmico pds-tratamentos hidrotérmicos em funcéo do fator de
severidade (P-Fator). Dados apresentados em porcentagem (grama de
produtos por 100 gramas de xilana oriundo do subproduto, dados base seca).
FONTE: Autor, (2019).
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Figura 30 - Converséao de xilana do subproduto triturado-extraido (STE) em
XOS, xilose, furfural e acido formico pos-tratamentos hidrotérmicos em funcéo
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do fator de severidade (P-Fator). Dados apresentados em porcentagem
(grama de produtos por 100 gramas de xilana oriundo do subproduto, dados
em base seca). FONTE: Autor, (2019).

Os PTH do SO nas condi¢des operacionais mais severas (condicoes 3,
4,7,8,10e 12, Tabela 15 e Figura 29) mostraram uma conversdao média da
fracdo de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem de 14%, 12% e 7% (dados
em base seca), respectivamente. Nestas condi¢des o P-Fator variou de 494,1-
3310,9 h, sendo o valor médio de 1469,2 h (Tabela 15 e Figura 29). Entretanto,
0os PTH nas condi¢gbes operacionais mais brandas (condi¢gbes 1, 2, 5, 6 e 9,
Tabela 15 e Figura 29) mostraram uma conversdo média da fracdo de xilana
em XOS, xilose e furfural da ordem de 12%, 1,3% e 0,2% (dados em base
seca), respectivamente. Nestas condicbes o P-Fator variou de 14,3-74,4 h,
sendo o valor médio de 39,9 h (Tabela 15 e Figura 29). A condi¢do do PTH
intermediario (ponto central do planejamento experimental) mostraram uma
conversdo média da fracdo de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem de
42%, 9% e 0,5% (dados em base seca), respectivamente, onde o P-fator foi
de 268,5 h (Tabela 15 e Figura 29).

Os bioprodutos mais abundantes gerados no PTH foram os XOS, que
atingiram um maximo na condi¢cao operacional intermediaria do PTH, sendo
gue nessa condicdo ocorreu maior formacao de XOS com mais de 6 unidades
de xilose (>Xs, 25,3%), seguido de xilobiose (X2, 5,7%), xilotriose (X3, 4,4%) e
xilotetraose (X4, 6,7%). Entretanto, n&o ocorreu a formagéo de xilopentaose e
xilohexaose nesta condicdo (Tabela 15). Nas condi¢bes operacionais mais
amenas do PTH ndo ocorreu a formacao de xilobiose (X2) e xilotetraose (Xa),

formando apenas XOS com mais de 6 unidades de xilose (>Xs, 9%),
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xilopentaose+xilohexaose (Xs+Xs, 2,1%) e xilotriose (X3, 3%) (Tabela 15). As
condi¢cBes operacionais mais severas do PTH resultaram em maior formacgéao
de xilose e consequentemente menor formacédo de XOS. Nestas condicdes
os componentes derivados da hemicelulose resultaram em XOS com mais de
6 unidades de xilose (>Xs, 3,1%), xilohexaose+xilopentaose (Xs+Xs, 3,4%)
xilotetraose (Xa, 5,6%), xilotriose (X3, 1,9%), xilobiose (X2, 1,5%) (Tabela 15).
Os resultados apresentados foram similares aos obtidos por Testova et al.
(132), onde os autores pré-trataram hidrotermicamente lascas de madeira do
tipo folhosas na condicdo operacional de 180 °C por 84 min, obtendo-se a
formacdo de xilotetraose (Xs, 1,3%), xilotriose (X3, 1,7%) e xilobiose (X2,
2,5%). Também nessa condicdo resultou na formacdo de 50% de xilose,
sendo considerada uma condicdo severa.

Os PTH do STE nas condi¢des operacionais mais severas (condi¢cdes 3,
4,7,8,10 e 12, Tabela 16 e Figura 30) mostraram uma conversao média da
fracdo de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem de 14%, 15%, 13% (dados
em base seca), respectivamente (Tabela 16). Nestas condicdes o P-Fator
variou de 494,1-3310,9 h, sendo o valor médio de 1469,2 h (Tabela 15 e
Figura 30). Entretanto, os PTH nas condi¢cdes operacionais mais brandas
(condicdes 1, 2,5, 6,9 e 11, Tabela 16 e Figura 30) mostraram uma conversao
média da fracdo de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem de 11%, 1% e
0,1% (dados em base seca), respectivamente. Nestas condicdes o P-Fator
variou de 14,3-74,4 h, sendo o valor médio de 39,9 h (Tabela 15 e Figura 30).
A condicao operacional do PTH intermediario (ponto central do planejamento)

mostraram uma conversao média da fracao de xilana em XOS, xilose e furfural
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da ordem de 44%, 13% e 1,5% (dados em base seca), respectivamente, onde
o P-Fator foi de 268,5 h (Tabela 16 e Figura 30).

A formacéo de XOS no PTH atingiu seu maximo na condi¢cdo operacional
intermediéaria, sendo que nessas condi¢cdes ocorreu maior formacao de XOS
com mais de 6 unidades de xilose (>Xs, 19,4%), seguido de xilobiose (Xz,
12,3%), xilotriose (X3, 6,5%) e xilotetraose (X4, 6,2%). Entretanto, ndo ocorreu
a formacéo de xilopentaose e xilohexaose nesta condicdo (Tabela 16). Nas
condicBes operacionais mais amenas do PTH ocorreu a formacdo de XOS
com mais de 6 unidades de xilose (>Xs, 5,1%), xilohexaose+xilopentaose
(Xet+Xs, 0,86%) xilotetraose (Xa, 3%), xilotriose (X3, 3,2%), xilobiose (X2, 2,6%)
(Tabela 16). As condicBes operacionais mais severas do PTH mostraram
maior formacéo de xilose e menor formacao em XOS. Nessas condi¢cées ndo
ocorreram formacao de xilopentaose+xilohexaose (Xe+Xs), xilotriose (X3) e
xilobiose (X2), resultando apenas na formacdo de XOS com mais de 6
unidades de xilose (>Xs, 4,3%) e xilotetraose (Xs, 6,4%) (Tabela 16). Esses
resultados corroboram com os reportados por Yu et al. (126), que estudaram
a influéncia do tempo e da temperatura no PTH de madeira Eucalyptus
grandis. Nesse estudo os autores concluiram que os PTH em temperaturas
mais severas (180-200 °C), com tempos variando de 10-60 min promoveram
conversoes limitadas de xilana em XOS, porém altas conversdes de xilana em
furfural. Os resultados obtidos também estdo de acordo com Testova et al.
(132), onde os autores pré-trataram hidrotermicamente lascas de madeira do
tipo folhosas, condigéo experimental de 170 °C e 84 min, o que culminou nas

seguintes conversodes de xilana em xilose e XOS: 50% em xilose, 2,5% em
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xilobiose (X2), 1,5% em xilotriose (X3), 1,2% em xilotetraose (X4) e 0,6% em
>X4 (xilo-oligossacarideos com mais 4 unidades de xilose) (Y%omassa/massa).

De uma maneira geral os PTH nas condi¢cdes mais severas culminaram
em altas conversdes da fracao de xilana em furfural e xilose, enquanto os PTH
nas condicfes mais brandas culminaram em conversodes limitadas da fracao
de xilana em furfural e xilose. Entretanto, ambas as condi¢cdes operacionais
(brandas e severas) mostraram conversdes razoaveis da fracédo de xilana em
XOS. Todavia, os PTH na condicdo intermediaria culminaram em altas
conversdes da fracdo de xilana em XOS, porém conversées menores em
xilose e furfural (Tabelas 15 e 16 e Figuras 29 e 30).

A Tabela 17 apresenta os teores de xilose, furfural e XOS dos
hidrolisados dos PTH oriundos do presente estudo comparado com
hidrolisados hemicelulésicos oriundos de PTH com madeiras de folhosas de
outros trabalhos reportados na literatura. Os resultados obtidos no presente
estudo corroboram com o trabalho de Liu et al. (78). Os autores estudaram o
efeito da severidade do PTH em uma mistura de polpa de Eucalyptus
urophylla e Eucalyptus grandis. Os autores reportaram que o efeito do P-Fator
(738 h) nas condi¢bes operacionais do PTH (170 °C e 60 min). Nestas
condi¢cdes houve maior formacéo de XOS (50%) e menor formacéo de furfural
(3,7%). Todavia, em uma condicdo operacional mais drastica (180 °C e 110
min) o P-Fator foi mais intenso (2654,9 h). Nesta condicdo houve menor
formacao de XOS (11,25%) e maior formacao de furfural (22,5%) em relacao

a massa inicial de material de partida (Tabela 17).
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Tabela 17 - Teores de xilose, furfural e xilo-oligossacarideos (XOS) dos hidrolisados hemicelulosicos pos-tratamentos hidrotérmicos do
subproduto original (SO) e subproduto triturado-extraido (STE), ambos do presente estudo, além de resultados reportados na literatura.
Dados apresentados em miligramas de produtos por grama de material de partida (dados em base seca).

SO SO SO STE STE STE

Temperatura Tempo P-Fator Xilose Furfural X0Ss Xilose Furfural XOS Referéncia
(6®) (min) (h) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
140 30 24,8 0,67 0,1 22,21 1,06 0,13 14,35 Este estudo
140 90 74,4 3,72 0,25 19,36 2,1 0,14 20,07 Este estudo
160 9,6 26,6 * 0,1 15,63 0,1 * 22,61 Este estudo
160 110,4 494,1 35,68 3,7 50,81 37,33 3,88 47,79 Este estudo
160 60 268,5 14,2 0,55 60,57 20,99 1,52 64,33 Este estudo
180 30 626,3 38,96 12,45 11,1 30,14 12,83 15,45 Este estudo
180 90 1878,9 2,96 18,93 14,93 9,97 21,19 13,44 Este estudo
150 90 198,2 3,1 2,4 42,9 3,1 2,4 429 Liu et al. (2015)
160 80 416,3 13,0 6,0 52,5 13,0 6,0 52,5 Liu et al. (2015)
180 40 1188,7 25,0 15,0 77,0 25,0 15,0 77,0 Liu et al. (2015)
180 60 1607,6 44,0 17,0 45,0 440 17,0 45,0 Liu et al. (2015)
170 60 737,5 15,0 7,5 90,0 15,0 7,5 90,0 Liu et al. (2015)
180 110 2654,9 51,0 43,0 22,0 51,0 43,0 22,0 Liu et al. (2015)
170 84 1000 50,0 8,0 58,0 50,0 8,0 58,0 Testovaetal (2011)

170 60 590 34,2 6,3 69,3 38,0 4,6 77,0 Gutsch et al. (2012)




127

Desta forma, pode-se afirmar preliminarmente que o PTH na condicéo
intermediaria apresentou maior seletividade para a producdo de XOS
(Tabelas 15 e 16 e Figuras 29 e 30).

As Tabelas 9, 10, 15 e 16 apresentam duas informacdes relevantes em
relacdo a fracdo de xilana dos subprodutos em estudo (SO e STE): o teor de
xilana obtido na fracdo solida (Tabelas 9 e 10) e o teor de xilana convertida
em produtos no hidrolisado hemicelulésico (ambos pds-tratamento
hidrotérmico) (Tabelas 15 e 16). No entanto, a fim de verificar se os produtos
formados e quantificados no hidrolisado hemicelulésico constituem toda
biomassa que foi previamente removida nos PTH foi realizado um balanco de
massa.

As Tabelas 18 e 19 apresentam a massa de produtos recuperados da
fracdo de xilana pos-tratamento hidrotérmico do SO e do STE. Para isso, foi
considerada a massa de xilana que permaneceu na fracdo soélida (Tabelas 9
e 10) em relagdo aos produtos formados no hidrolisado hemicelulésico pos-
tratamento hidrotérmico (Tabelas 15 e 16). Desta forma, se a soma da massa
de xilana residual e a massa dos produtos recuperados poés-tratamento
hidrotérmico apresentarem um valor proximo a 1,41 g (qQue € a massa inicial
de xilana antes do PTH) ou um valor préximo a 100%, pode-se considerar que
toda a massa de xilana previamente removida nos PTH constituem os

produtos formados (quantificados anteriormente, Tabelas 15 e 16).
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Tabela 18 — Massa de produtos recuperados da fracdo de xilana do subproduto original de Eucalyptus (SO) pos-preé-
tratamentos hidrotérmicos.

Variaveis do tratamento hidrotérmico Massa de produtos recuperados
Subproduto Temperatura Tempo Consisténcia Massa inicial Xilana convertida  Xilana ndo convertida Produtos Produtos
Original (°C) (min) (%) de xilana em produtos em produtos recuperados  recuperados
)] (%) (%) )] (%)

1 140 30 5 1,41 19,34 54,61 1,04 73,76
2 140 30 15 1,41 12,78 102,13 1,62 114,89
3 180 30 5 1,41 46,44 3,55 0,70 49,65
4 180 30 15 1,41 41,99 2,84 0,63 44,68
5 140 90 5 1,41 16,74 79,43 1,36 96,45
6 140 90 15 1,41 15,68 86,52 1,44 102,13
7 180 90 5 1,41 32,40 1,42 0,48 34,04
8 180 90 15 1,41 28,72 3,55 0,45 31,91
9 126,4 60 10 1,41 3,24 80,85 1,19 84,40
10 193,6 60 10 1,41 65,25 1,42 0,94 66,67
11 160 9,6 10 1,41 11,09 63,12 1,05 74,47
12 160 110,4 10 1,41 60,77 11,35 1,02 72,34
13 160 60 1,6 1,41 21,84 22,70 0,63 44,68
14 160 60 18,4 1,41 46,97 32,62 1,12 79,43

160 60 10 1,41 61,64 39,72 1,43 101,42

160 60 10 1,41 43,56 36,88 1,13 80,14

a
b 160 60 10 1,41 53,18 48,94 1,44 102,13
C
d 160 60 10 1,41 47,61 29,08 1,08 76,60
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Tabela 19 — Massa de produtos recuperados da fracdo de xilana do subproduto triturado-extraido (STE) de Eucalyptus pés-pré-
tratamentos hidrotérmicos.

Variaveis do tratamento hidrotérmico Massa de produtos recuperados
Subproduto Temperatura Tempo Consisténcia Massa inicial Xilana convertida Xilana n&o convertida Produtos Produtos
Triturado- (°C) (min) (%) de xilana em produtos em produtos recuperados recuperados
Extraido (9) (%) (%) (9) (%)
1 140 30 5 1,41 10,82 91,20 1,45 102,28
2 140 30 15 1,41 10,81 99,29 1,55 109,93
3 180 30 5 1,41 38,90 0,71 0,56 39,72
4 180 30 15 1,41 45,19 2,13 0,67 47,52
5 140 90 5 1,41 10,01 88,65 1,39 98,58
6 140 90 15 1,41 20,66 85,11 1,49 105,67
7 180 90 5 1,41 42,21 0,71 0,61 43,26
8 180 90 15 1,41 30,22 0,71 0,44 31,21
9 126,4 60 10 1,41 2,47 71,63 1,04 73,76
10 193,6 60 10 1,41 17,78 * 0,25 17,73
11 160 9,6 10 1,41 16,05 66,67 1,17 82,98
12 160 110,4 10 1,41 59,91 17,73 1,09 77,30
13 160 60 1,6 1,41 35,70 14,89 0,71 50,35
14 160 60 18,4 1,41 60,14 28,37 1,25 88,65
a 160 60 10 1,41 60,06 38,30 1,39 98,58
b 160 60 10 1,41 63,91 36,88 1,42 100,71
c 160 60 10 1,41 54,51 48,23 1,45 102,84
d 160 60 10 1,41 56,95 16,31 1,03 73,05
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As Tabelas 18 e 19 mostram que nas condi¢cdes operacionais mais
severas do PTH do SO e do STE (condi¢des 3, 4, 7, 8 e 10) o balanco de
massa dos produtos recuperados nao fechou, ou seja, parte da massa da
fracdo de xilana removida para o hidrolisado hemicelulésico pos-tratamento
hidrotérmico néo foi quantificada. Desta forma, a indicativo de que ocorreu um
intenso processo de oxidacdo da xilana nas condicfes operacionais mais
drasticas do PTH. Essa oxidacdo pode ter provocado a formacdo de
compostos derivados de furfural e acido formico, além da formacé&o de diéxido
de carbono (32,71). Todavia, os PTH nas condicbes operacionais mais
amenas (condicbes 1, 2, 5, 6, 9 e 11) e intermediaria (ponto central do
planejamento experimental) o balanco massa dos produtos recuperados foi
fechado (considerando uma variacdo de 15% nos valores calculado no PC,
devido aos erros experimentais), indicando que todos os produtos formados

no hidrolisado hemicelulésico foram quantificados com sucesso.

5.6. Andlise estatistica do planejamento composto central (23) dos

compostos desejados (XOS)

5.6.1 Subproduto original (SO)

De acordo com Calado e Montgomery (127), quatro diferentes
modelos podem ser testados no planejamento composto central: (i) modelo
contendo somente termos lineares dos efeitos principais; (i) modelo contendo
termos lineares e quadraticos dos efeitos principais; (iii) modelo contendo

termos lineares dos efeitos principais e interagdes de segunda ordem e (iv)
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modelo contendo termos lineares e quadraticos dos efeitos principais e
interacOes de segunda ordem. A Tabela 20 apresenta os valores dos efeitos
e dos coeficientes do modelo calculados tendo como variavel resposta a
converséo de xilana em XOS. A analise estatistica dos resultados obtidos no
planejamento experimental mostrou que os efeitos de interacdo de 22 ordem
nao foram significativos a um nivel de confianca de 95% (a=5%). Os efeitos
lineares também n&o foram significativos para todos os fatores investigados.
Entretanto, os efeitos quadraticos mostraram ser significativos para as 3
variaveis independentes investigadas (Tabela 20). Desta forma, considerando
os resultados obtidos, o modelo a ser estabelecido deve conter termos

lineares e quadréticos dos efeitos principais que se mostraram significativos.

Tabela 20 - Efeitos e coeficientes do modelo calculados para o planejamento composto
central completo tendo como variavel resposta a conversao de xilana em XOS.
Efeitos estimados: Subproduto Original (SO) - XOS (%): R>= 0,804

Fator Efeito DP t(3) P -95% +95% Coef. DP Coef.
Média 42,3920 2,482788 17,0744 0,00044 34,4907 50,2934 42,392  2,482788
(1)Xa(L) 0,2830 2,691303 0,10515 0,92289 -8,2819  8,8479 0,1415  1,345652
X1 (Q) -27,9572 2,796450  -9,99739 0,002130 -36,8568 -19,0577 -13,9786 1,398225
(2)X2(L) 5,8620 2,691303 2,17814 0,117554 -2,7029 14,4270 2,9310 1,345652
X2 (Q) -17,8032  2,796450  -6,36634 0,007844 -26,7027 -8,9036 -8,9016  1,398225
(3)Xs (L) 0,0050 2,691303 0,00185 0,998642 -8,5600  8,5699 0,0025  1,345652
X3 (Q) -9,1376 2,796450  -3,26756 0,046863 18,0371 -0,2380 -4,5688  1,398225

Variaveis codificadas (Xi=temperatura, X2=tempo, Xs=consisténcia); DP=desvio padrado do erro puro; t(3)=estatistica t de
Student; P=valor-p de probabilidade de significancia; 95%=limite de confianca, Coef.= coeficiente; DP Coef.=desvio
padréo do coeficiente. L=Linear; Q=quadratico.

De acordo com a Tabela 20, a Equacéo do modelo ajustado é dada por:

XOS = bo + b1X1 + b2X12 + baX2 + baX2? + bsX3 + beX3?  (17)

Onde:
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bo=42,3920; b1=0,1415; b2=-13,9786; b3=2,9310; b4=-8,9016; b5=0,0025; be=-
4,5688

A Tabela 21 apresenta a ANOVA (Analise de Variancia), na qual é
realizada a andlise da validade estatistica do ajuste do modelo por meio do
teste p. O teste p para falta de ajuste do modelo foi negativo, isto €, ndo
significativo, indicando que o modelo ajustado é estatisticamente adequado
para descrever os dados experimentais a um nivel de confianca de 95%,
apresentando um coeficiente de determinacéo/explicacéo (R?) de 0,80.

Tabela 21 - Analise de variancia (ANOVA) para o ajuste do modelo tendo como
variavel resposta a conversdo de xilana em XOS.

ANOVA - Subproduto Original (SO) - XOS (%): R?= 0,80

Fator SQ GL MQ F p
(D)X (L) 0,273 1 0,273 0,01106 0,922889
X1(Q) 2471,664 1 2471,664 99,94785 0,002130
(2)X2(L) 117,324 1 117,324 4,7443 0,117554
X2(Q) 1002,295 1 1002,295 40,53029 0,007844
(3)Xs(L) 0,000 1 0,000 0,00000 0,998642
X3(Q) 264,035 1 264,035 10,67693 0,046863
Falta de ajuste 672,202 8 84,025 3,39777 0,171400
Puro erro 74,189 3 24,730
Total SQ 3812,826 17

Variaveis codificadas (Xi=temperatura, Xz:=tempo, Xs=consisténcia); SQ=soma quadratica;
GL=graus de liberdade; MQ=média quadratica; F=estatistica de Fisher; p=valor-p de
probabilidade de significancia.

A qualidade do ajuste também pode ser avaliada por meio do gréafico de

distribuicdo dos valores da converséao de xilana em XOS preditos pelo modelo

matematico e aqueles obtidos experimentalmente. Desta forma, quanto maior

a proximidade dos pontos em relagdo a reta identidade (y=x), melhor € a

gualidade do ajuste (Figura 31).
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Figura 31 - Correlacdo entre as conversées de XOS do subproduto original
(SO) preditas pelo modelo matematico e aquelas obtidas experimentalmente.
FONTE: Autor, (2019).

A Figura 32 apresenta a distribuicdo dos residuos (valores de converséo
experimentais - valores de conversao calculados pelo modelo matemético) em
funcdo dos valores experimentais (observados) da conversédo da xilana em
XOS. Observa-se uma distribuicdo simétrica e aleatéria dos residuos em torno
do valor zero, o que qualifica o ajuste do modelo matematico. Além disso, nao
h&a padrdes (tendéncias de comportamento) aparentemente detectaveis,

validando, dessa forma, a suposicdo de variancia constante

(homocedasticidade) dos residuos.
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Figura 32 - Distribuicdo dos residuos (diferenca entre os valores de conversao
de xilana em XOS observados e aqueles calculados pelo modelo matemético)
em funcado dos valores observados para o subproduto original (SO). FONTE:
Autor, (2019).

A Figura 33 apresenta a superficie de resposta gerada com o modelo
matematico representado pela Equacdo 14. A superficie de resposta mostra
uma concavidade voltada para baixo, sendo que a maxima producéo de XOS
ocorre em condicdes experimentais em torno do ponto central do
planejamento experimental. Para geracdo da superficie é necessario fixar
uma das trés variaveis independentes uma vez que a superficie €&
tridimensional e permite apenas a representacdo espacial de trés variaveis: a
resposta e duas variaveis independentes. No caso, a superficie foi gerada
fixando-se a consisténcia em seu valor central (x3=0), pois o0 termo quadrético
referente a esta variAvel mostrou-se marginalmente significante,
apresentando um valor de p igual a 0,046863, bem proximo daquele adotado

para o teste de significancia (a=0,05). Ademais, as superficies geradas

fixando-se o tempo ou a temperatura reacional sdo bem similares aquela
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mostrada na Figura 33, retratando de forma equivalente o comportamento do

sistema.

°jo SOR

Figura 33 - Superficie de resposta para o planejamento composto central
tendo como variavel resposta a conversao de xilana em XOS observada no
pré-tratamento do subproduto original (SO). Variaveis (T (°C) = temperatura e
t (min) = tempo). FONTE: Autor, (2019).

A determinacéo do ponto 6timo para maximizacao da producédo de XOS
foi realizada no préprio software Statistica segundo um procedimento que
consiste em derivar parcialmente a Equacédo 14 com relacdo as variaveis Xa,
X2 e X3, gerando trés equagdes algébricas que séo resolvidas em Xi, X2 e X3
para fornecer as coordenadas do ponto 6timo, as quais, no caso, estao

apresentadas na Tabela 22 e confirmam que tal ponto esta realmente

localizado préximo ao ponto central.
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Tabela 22 - Valores das coordenadas do ponto 6timo.

Valores Preditos da soluc¢éo - Subproduto Original SO: 42,634%

Fator Minimo observado Valor critico Méaximo observado
T(°C) -1,68179 0,005061 (161,01°C) 1,681793
t (min) -1,68179 0,164635 (65 min) 1,681793

C (%) -1,68179 0,000272 (10%) 1,681793

Decodificando-se as coordenadas do ponto 6timo obtém-se as seguintes

condicdes Otimas para a temperatura, tempo e consisténcia do processo.

x1=(T-160)/20=T=0,005061*20+160=T=161,01°C
X2=(t-60)/30= t=0,164635*30+60=> t=65 min
x3=(C-10)/5= C=0,000272*5+10= C=10%

5.6.2 Subproduto triturado-extraido (STE)

A analise estatistica dos resultados obtidos no planejamento
experimental do STE foi similar a do SO, desta forma, o modelo a ser
estabelecido deve conter termos lineares e quadraticos dos efeitos principais
gue se mostraram significativos. A Tabela 23 apresenta os valores dos efeitos
e dos coeficientes do modelo calculados tendo como variavel resposta a
converséao de xilana em XOS. Assim os efeitos e os coeficientes quadraticos
foram estatisticamente significativos para duas variaveis independentes
(tempo e temperatura) investigadas, ndo sendo significativo para a variavel
consisténcia como j& indicava o resultado obtido para esta variavel com os

dados relativos ao subproduto original (SO).
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Tabela 23 - Efeitos e coeficientes do modelo calculados para o planejamento composto

central tendo como variavel resposta a conversao de xilana em XOS.
Efeitos estimados: Subproduto Triturado-Extraido (STE) - XOS (%): R?= 0,81

Fator Efeito DP erro puro t(3) P -95% +95% Coef. DP Coef.

Média 45,0279  2,120179 21,2378 0,000228 38,2806 51,7753 45,0279  2,120179

(1)Xy(L)  1,3922 2,298240 0,6057 0,587439 -59219 8,7062  0,6961  1,149120

X1(Q)  -32,6961  2,388030 -13,6917 0,000843 -40,2959 -25,0964 -16,3481  1,194015

(2)X2(L)  4,8767 2,298240 2,1219 0,123958 -2,4374 12,1907 2,4383  1,149120

X2(Q) -20,7871 2,388030 -8,7047 0,003191 -28,3869 -13,1873 -10,3935 1,194015
(3)Xa(L)  -1,7591 2,298240 -0,7654 0,499728 -9,0731  5,5549 -0,8796  1,149120
X3(Q) -2,1736 2,388030 -0,9102 0,429820 -9,7734  5,4262 -1,0868  1,194015

Variaveis codificadas (X1= Temperatura, X2= tempo, Xs= consisténcia); DP = desvio padrao do erro puro; t(3)=estatistica
t de Student; P=valor-p de probabilidade de significancia; 95%= limite de confianca, Coef.=coeficiente, DP Coef. = desvio
padréo do coeficiente. L=Linear; Q=quadratico.

De acordo com a Tabela 23, a Equacao do modelo ajustado é dada por:

XOS=bo + b1X1+ b2X1? + baXa + baX2?2  (18)
Onde:

b0=45,0279; b1=0,6961; b2=-16,9541; b3=2,4383; b4=-10,3935

A Tabela 24 apresenta a ANOVA (andlise de variancia), para a avaliacao
da validade estatistica do ajuste do modelo proposto segundo o teste p.
Observa-se que o teste p para falta de ajuste do modelo foi negativo, isto €,
ndo significativo, indicando que o modelo ajustado é estatisticamente
adequado para descrever os dados experimentais a um nivel de confianca de

95%, apresentando um coeficiente de determinacéo/explicacéo (R?) de 0,80.
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Tabela 24 - Analise de variancia (ANOVA) para o ajuste do modelo tento como
variavel de resposta conversdo de xilana em XOS.

ANOVA - Subproduto Triturado-Extraido (STE) - XOS (%): R?=0,81

Fator SQ GL MQ F P
(1)X1(L) 6,617 1 6,617 0,3669 0,587439
X1(Q) 3380,607 1 3380,607 187,4620 0,000843
(2)X2(L) 81,196 1 81,196 4,5025 0,123958
X2(Q) 1366,435 1 1366,435 75,7718 0,003191
(3)Xs(L) 10,565 1 10,565 0,5859 0,499728
X3(Q) 14,940 1 14,940 0,8285 0,429820
Falta de ajuste 1008,203 8 126,025 6,9884 0,068757
Puro erro 54,101 3 18,034
Total SQ 5355,232 17

*Variaveis codificadas (Xi=Temperatura, X2=tempo, Xs=Consisténcia), SQ=soma quadratica, GL=graus
de liberdade, MQ=média quadratica, F=estatistica de Fisher, p=valor-p de probabilidade de significancia.

A Figura 34, na qual esta apresentada a distribuicdo das conversfes de

xilana em XOS preditas pelo modelo matematico e aquelas observadas

experimentalmente, também fornece uma ideia da qualidade do ajuste,

enfatizando que, quanto mais proxima for a distribuicdo dos pontos em torno

da reta identidade, melhor é a qualidade do ajuste do modelo.

Valores Preditos
N
o

experimentalmente. FONTE: Autor, (2019).
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Figura 34 - Correlacao entre as conversdes de XOS do subproduto triturado-
extraido (STE) preditas pelo modelo matematico e aquelas obtidas
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A Figura 35 apresenta a distribuicdo dos residuos em funcdo das
conversdes de xilana em XOS observadas experimentalmente. Observa-se
nessa figura uma distribuicdo simétrica e aleatéria dos residuos em torno do
ponto zero, ndo sendo verificado nenhum padrédo de comportamento definido,
0 que valida a hipotese de variancia constante (homocedasticidade) dos

residuos e qualifica o ajuste do modelo matematico.
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Figura 35 - Distribuicdo dos residuos (diferenca entre os valores de conversao
de xilana em XOS observados e aqueles calculados pelo modelo mateméatico)
em funcdo dos valores observados para o subproduto triturado-extraido
(STE). FONTE: Autor, (2019).

A Figura 36 apresenta a superficie de resposta gerada com o modelo
matematico representado pela Equacédo 15. Observa-se que a concavidade

da superficie esta voltada para baixo e que a maxima producao de XOS ocorre

em condi¢cOes experimentais em torno do ponto central.
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Figura 36 - Superficie de resposta para o planejamento composto central
tendo como variavel resposta a conversao de xilana em XOS observada no
pré-tratamento hidrotérmico do subproduto triturado-extraido (STE). Variaveis
(T (°C) = temperatura e t (min) = tempo). FONTE: Autor, (2019).

Para a maximizacao da producéo de XOS, determinou-se o ponto 6timo
do mesmo modo como feito anteriormente, obtendo-se as coordenadas
apresentadas a seguir, as quais mostram que tal ponto esta localizado em

torno do ponto central.

0(X0s)/oX1 = b1 + 2b2X1=0= Xi=- b1/(2b2)=0,0213
0(XOs)/0X2 = b3 + 2b4X2=0= X2=- bs/(2b4)=0,1173

Decodificando as coordenadas do ponto 6timo, obtém-se 0s seguintes

valores 6timos de temperatura, tempo e consisténcia reacional:
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x1=(T-160)/20=T=0,0205*20+160=160,42°C
x2=(t-60)/30= t=0,1108*30+60=t=63,52 min
X3=0= C=10%

5.7. Ensaios experimentais adicionais para validacdo dos modelos
matematicos

A partir dos modelos matematicos elaborados, foi possivel determinar as
condi¢cBes experimentais que maximizam a formacao de produtos desejados.
Os valores determinados pelo modelo matematico indicaram condicdes
experimentais proximas do ponto central do planejamento proposto, o que ja
era esperado visto que nesta condicdo operacional ocorreu a maior conversao
de xilana em XOS (Tabelas 15 e 16).

As condi¢cdes experimentais oOtimas previstas pelo modelo foram
implementadas e testadas experimentalmente no PTH do subproduto original
(SO) e triturado-extraido (STE). As fracbes insollveis pés-tratamentos
hidrotérmicos do subproduto original na condi¢cdo otimizada (SO-TO) e do
subproduto triturado-extraido na condicao otimizada (STE-TO) apresentaram
um aspecto visual com um leve escurecimento (Figura 37) quando comparado
aos subprodutos nao tratados (Ambos, SO e STE) (Figuras 19 e 20). Além
disso, o0s aspectos visuais das fracBes insollveis pos-tratamentos
hidrotérmicos do SO-TO e do STE-TO foram similares ao ensaio na condicéo
operacional do ponto central do planejamento experimental (Figuras 19 e 20).
Todavia, 0 aspecto dos materiais pos-tratamentos hidrotérmicos do SO-TO e

do STE-TO resultaram em um visual mais claro quando comparado as
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condicbes operacionais mais drasticas do planejamento experimental

(Figuras 19, 20, 23 e 24).

Figura 37 - Fracfes insollveis pos-tratamentos hidrotérmicos nas condicfes
operacionais otimizadas. (a) subproduto original (SO-TO). (b) subproduto
triturado-extraido (STE-TO). FONTE: Autor, (2019).

Os hidrolisados hemiceluldsicos pés-tratamentos hidrotérmicos do SO-
TO e do STE-TO (fracdo liquida) também apresentaram um aspecto visual
com um leve escurecimento quando comparado aos subprodutos PTH na
condicdo operacional mais amena do planejamento experimental. Além disso,
o aspecto visual dos hidrolisados hemicelulésicos pos-tratamentos
hidrotérmicos do SO-TO e do STE-TO foram similares ao ensaio na condicéo
operacional do ponto central do planejamento experimental (Figuras 21 e 38).
Todavia, o aspecto visual dos hidrolisados hemicelulésicos pés-tratamentos
hidrotérmicos do SO-TO e do STE-TO resultaram em um visual mais claro
qgquando comparado as condicdes mais drasticas (temperatura e tempo

elevados) do planejamento experimental (Figuras 21, 25, 26 e 38).
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Figura 38 — Hidrolisados hemiceluldsicos (fracfes liquidas) pos-tratamentos
hidrotérmicos nas condicGes operacionais otimizadas. (a) subproduto original
(SO-TO). (b) subproduto triturado-extraido (STE-TO). FONTE: Autor, (2019).

As fragdes insoluveis (solidos recuperados) do SO-TO e do STE-TO pos-
tratamentos hidrotérmicos foram caracterizados quimicamente (Tabela 25). O
SO-TO e o STE-TO apresentaram rendimentos de 76,5% e 81,0% (%
massa/massa, base seca), respectivamente, corroborando com o0s
rendimentos médios obtidos nas condi¢cdes do ponto central do planejamento
experimental do SO e do STE pés-tratamento hidrotérmico (72,2% e 77,0%,
Tabelas 9 e 10, respectivamente). O SO-TO e o STE-TO mostraram teores
brutos de celulose (49,7% e 47,6%), xilana (7,5% e 8,0%), grupos acetil (1,0%
e 1,3%) e lignina (32,4% e 27,8%) (% massa/massa, base seca),
respectivamente (Tabela 25). Os teores desses componentes foram similares
aos ensaios na condicdo operacional do ponto central do planejamento

experimental do SO e STE, respectivamente.
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O balanco de massa dos componentes foi necessario para comparar as
fracOes pré-tratadas hidrotermicamente, diretamente, com o subproduto ndo
tratado (Tabela 25). Desta forma, o SO-TO e o STE-TO apresentaram
reducdes significativas nos teores de celulose (13,2% e 12,3%), xilana (59,6%
e 53,9%), grupos acetil (76,9% e 68,9%) e lignina (13,0% e 21,0%) (%
massa/massa, base seca), respectivamente (Teste de Tukey) (Tabela 25). As
reducdes das fracbes de celulose, xilana, grupos acetil e lignina foram
similares aos valores reportados anteriormente na condi¢cdo operacional do
ponto central do planejamento experimental (Tabelas 9 e 10). O SO-TO e o
STE-TO apresentaram valores de P-Fator de 2688 e 264,1 h,
respectivamente (Tabela 25). Esses valores também foram similares aos
reportados anteriormente na condicdo operacional do ponto central do
planejamento experimental (Tabelas 9 e 10).

Os resultados nas condi¢des otimizadas integrado a andlise estatistica
comprovam que o modelo matematico foi capaz de estabelecer condigbes
experimentais para uma remogao seletiva da fragdo de xilana, mantendo
praticamente intacta as fracdes de celulose e lignina, corroborando com os
resultados reportados anteriormente para a condigcdo operacional do ponto

central do planejamento experimental (Tabelas 9, 10 e 25).
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Tabela 25 — Rendimento, composicdo quimica e fator de severidade (P-Fator) das fracGes insollveis do subproduto original pos-
tratamento hidrotérmico na condigdo otimizada (SO-TO) e do subproduto triturado-extraido pés-tratamento hidrotérmico na condigédo
otimizada (STE-TO). Dados apresentados em porcentagem (grama por 100 gramas de polpa basica e original, dados em base seca).

Componentes do material (Grama por 100 Fator de
Variaveis do pré-tratamento hidrotérmico gramas de material em polpa basica) severidade
Rendimento
A pre- . Grupo o
Amostras Temperatura Tempo Consisténcia tratamento  Celulose Xilana . Lignina P-Fator
acetil
(g/100g de
material)
(°C) (min) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (horas)
N&o tratado - - - - 439+05 141+0,3 32+00 285%+0,6
SO-TO 161 65 10 76,5 49,7+08 75+0,1 10x00 324%0,2 268,8
STE-TO 160,4 63 10 81,0 476+15 80+03 13+0,1 278+0,8 264,1
Variaveis do pré-tratamento Componentes do _mate_rla}l (Grama por 100 Fator de
. - gramas de material original - balanco de .
hidrotérmico severidade
massa)
Rendimento Grupo
Amostras Temperatura Tempo Consisténcia  pré-tratamento  Celulose Xilana acetil Lignina P-Fator
(g/100g de
material)
(°C) (min) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (horas)
N&o tratado - - - - 439+05 141+0,3 32+x00 285%+0,6
SO-TO 161 65 10 76,5 38,1+06 57+01 0,7+00 248+0,2 268,8
STE-TO 160,4 63 10 81,0 385+12 65+02 10+0,1 225+0,7 264,1

*As amostras pré-tratadas hidrotermicamente néo apresentaram teores significativos de extrativos.

SO-TO = subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condi¢ao otimizada.

STE-TO = subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condigdo otimizada.

Foram realizados os testes de Tukey (95% de confianga) para determinar se houve reducao significativa dos componentes.
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Os hidrolisados hemicelulésicos (fracfes liquidas) do SO-TO e do STE-
TO pos-tratamentos hidrotérmicos foram caraterizados quimicamente (Tabela
26). Os hidrolisados do SO-TO e do STE-TO apresentaram teores de furfural
(1,47 e 1,51 mg.g), acido férmico (1,75 e 1,81 mg.g?), cido acético (7,95 e
8,72 mg.g1), aromaticos sollveis (28,54 e 26,33 mg.g™), glicose (0,97 e 0,94
mg.g?), arabinose (0,45 e 0,25 mg.g?) e xilose (18,82 e 19,62 mg.gl),
respectivamente (dados em base seca) (Tabela 26). Os resultados obtidos
foram similares aos valores meédios reportados no ponto central do
planejamento experimental (Tabelas 11 e 12), a excecao foram os teores de
aromaticos sollveis, os quais apresentaram valores ligeiramente menores nas

condicBes operacionais do SO-TO e STE-TO (Tabelas 11, 12 e 26).
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Tabela 26 - Caracterizacao quimica dos hidrolisados hemiceluldsicos (fragcfes liquidas) pos-tratamentos hidrotérmicos do subproduto original
na condic¢ao otimizada (SO-TO) e do subproduto triturado-extraido na condi¢ao otimizada (STE-TO). Dados apresentados em miligramas de
produtos por grama de material de partida (dados em base seca).

Variaveis do pré-tratamento hidrotérmico Componentes do hidrolisado hemicelul6sico (miligramas/grama de material de
partida)
Subprodutos Temperatura Tempo Consisténcia Glicose Arabinose Acido acético *Formico *Aromaticos Furfural Xilose
(°C) (min) (%) (mg.gh)  (mg.g?) (mg.g?) (mgg?)  (mgg")  (mg.g?) (mg.g?)
SO-TO 161 65 10 097+00 045+00 795+0,1 1,75+0,0 2854+0,1 1,47+0,0 18,82+0,0
STE-TO 160,4 63 10 094+00 0,25+00 8,72+00 181+00 26,33+0,2 151+0,2 19,62+0,1

# = Aromaticos solveis. & = Acido formico.
SO-TO = subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condi¢&@o otimizada.
STE-TO = subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condi¢éo otimizada.
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Na Tabela 27 estdo apresentados os valores da formacéo de XOS pos-
tratamento hidrotérmico do SO-TO e do STE-TO. Os teores totais de XOS do
SO-TO e do STE-TO, pés-tratamento hidrotérmico, foram de 61,33 mg.g* e
62,91 mg.gt, respectivamente (dados em base seca). Na condicéo otimizada
experimental para ambos subprodutos, houve a formacao de >Xs (XOS com
mais de 6 unidades de xilose) da ordem de 28,10 e 32,59 mg.g, xilobiose
(X2) 16,47 e 15,98 mg.g*, xilotriose (X3) 9,42 e 7,05 mg.g™* e xilotretaose (Xa)
7,37 e 7,29 mg.g* (dados em base seca), respectivamente. Todavia, ndo foi
detectada a formacdo de xilopentaose+xilohexaose (Xs+Xs), 0 que ja era
esperado pois a condicdo otimizada ficou proxima ao ponto central do
planejamento experimental composto central.

A analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-MS), também foi realizada a fim de confirmar a presenca dos
XOS nos hidrolisados do SO-TO e do STE-TO. Desta forma, foi confirmada a
presenca de xilose (X1), xilobiose (X2), xilotriose (X3) e xilotetraose (X4) nos
hidrolisados do SO-TO e STE-TO. Os cromatogramas de ions totais e ions
extraidos expresso em tempo de retencdo (min) versus intensidade (cps)
estdo apresentados nos apéndices VII e VIII. Esses resultados confirmam a
presenca dos XOS determinada anteriormente por cromatografia liquida

acoplada a indice de refracdo (CLAE-RID).
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Tabela 27 — Teores de XOS dos hidrolisados hemicelulésicos (fracdes liquidas) pos-tratamentos hidrotérmicos do subproduto
original na condic¢ao otimizada (SO-TO) e do subproduto triturado-extraido na condi¢ao otimizada (STE-TO). Dados apresentados
em miligramas de produto por grama de material de partida (dados em base seca).

Variaveis do pré-tratamento hidrotérmico Componentes do hidrolisado hemicelulésico (miligramas/grama de
material de partida)
Subprodutos Temperatura Tempo Consisténcia >Xs Xe+Xs X4 X3 X2 XOS
(°C) (min) (%) (mgg?) (mgg?)  (mgg")  (mg.g?) (mg.g™) (mg.g™)
SO-TO 161 65 10 28,10+ 0,0 * 737+0,1 942+00 16,47+0,1 61,33+£0,0
STE-TO 160,4 63 10 32,59+0,0 * 729+01 7,05+00 1598+0,1 6291+0,1

(X2)=Xilobiose, (X3)=Xilotriose, (Xs)=Xilotetraose, (Xs+Xs)= Xilopentaose+Xilohexaose e (>Xs)= oligossacarideos com mais de seis
unidades repetitivas. XOS = (>Xg)+(Xe+Xs5)+(Xa)+(X3)+(X2). * = ndo detectavel.

SO-TO = subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condi¢&@o otimizada.

STE-TO = subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condicdo otimizada.
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A Tabela 28 apresenta as conversdes de xilana em produtos desejados
e nao desejados poés-tratamentos hidrotérmicos do SO-TO e do STE-TO. O
SO-TO e o STE-TO apresentaram conversdes de XOS (42,29% e 43,50%),
xilose (11,75% e 12,24%), furfural (1,47% e 1,43%) e acido férmico (0,24% e
0,25%) (% massa/massa, dados em base seca), respectivamente. De forma
geral, as conversdes dos produtos desejados e ndo desejados foram similares
as reportados na condicdo operacional do ponto central do planejamento
experimental (Tabelas 28, 15 e 16, respectivamente).

A Tabela 29 apresenta 0 balan¢co de massa pos-tratamento hidrotérmico
do SO-TO e STE-TO. Para isso, foi considerada a massa da fracdo de xilana
que permaneceu nha fracdo solida em relacdo aos produtos formados que
foram dissolvidos para o hidrolisado hemicelulésico (fracdo liquida). Desta
forma, quando o balanco de massa indicar um valor proximo a 7,05¢g (que € a
massa inicial da fracdo de xilana da condicao operacional otimizada do PTH)
podemos considerar que toda massa inicial de xilana que foi previamente
removida no PTH constituem os produtos formados. Os resultados mostram
gue toda a xilana constitui os produtos desejados e néo desejados analisados
anteriormente (Tabelas 26 e 27), indicando que os XOS provenientes do SO-
TO e do STE-TO podem ser obtidos sem degradacéo apreciavel das fracées
de celulose e lignina. Além disso, os valores do P-Fator comprovam que a
condicao ajustada pelo modelo é favoravel para a remocéao da xilana na forma

de XOS.
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Tabela 28 - Conversao de xilana em >Xs, X6+Xs, X4, X3, X2, XOS, xilose e furfural pés-tratamentos hidrotérmicos otimizados do subproduto
original (SO-TO) e do subproduto triturado-extraido (STE-TO). Dados apresentados em porcentagem (grama de produtos por 100 gramas de
xilana oriundo do subproduto, dados em base seca).

Variaveis do pré- Conversdo de xilana em produtos (%)
tratamento hidrotérmico
Subprodutos Temp. Tempo Consist. >Xs Xe+X Xa X3 X2 XOS X0Ss” Xilose Furfural Férmico
5
(°C)  (min) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
SO-TO 161 65 10 19,91 +£0,2 * b506+0,3 639+0,4 10,93+0,8 4229+0,3 40,09+0,1 11,75+05 1,47+0,2 0,24+0,0
STE-TO 160,4 63 10 23,12+0,3 * 500+11 478+0,1 10,61+0,3 4350+0,3 39,32+0,2 1224+02 143+00 0,25+0,0

(X2)=Xilobiose, (Xs)=Xilotriose, (Xs)=Xilotetraose, (Xs+Xs)= Xilopentaose+Xilohexaose e (>Xg)= oligossacarideos com mais de seis unidades repetitivas. XOS =
(>Xe)+(Xe+Xs5)+(Xa)+(X3)+(X2). * = ndo detectavel, XOS* = método de hidrolise acida. Consist.=Consisténcia. Temp.=Temperatura. Férmico = Acido Formico.

SO-TO = subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condi¢&@o otimizada.

STE-TO = subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condi¢éo otimizada.

Tabela 29 - Balan¢co de massa de xilana do subproduto original (SO-TO) e do subproduto triturado-extraido (STE-TO) p0s-
tratamento hidrotérmico otimizados.

Variaveis do pré-tratamento Balan¢o de massa
hidrotérmico
Subprodutos Temp. Tempo Consisténcia Massa inicial de Xilana convertida em  Xilana n&o convertida Balanco de
(°C) (min) (%) xilana produtos em produtos massa
(9) (%) (%) (9)
SO-TO 161 65 10 7,05 56,17 40,43 6,81
STE-TO 160,4 63,3 10 7,05 57,21 46,10 7,28

SO-TO = subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condi¢é@o otimizada.
STE-TO = subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condi¢éo otimizada.
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Para verificar se os valores preditos pelos modelos matematicos
otimizados e validados do SO-TO e do STE-TO sdo concordantes com 0s
experimentais, foram substituidos os valores das coordenadas obtidas nos
pontos 6timos dos modelos propostos, obtendo dessa forma o valor da
conversdo de xilana em XOS na condicdo operacional otimizada, os quais
resultaram em 42,63% e 45,10% (% massa/massa, dados em base seca),
respectivamente (Tabela 30). Desta forma, os valores preditos pelos modelos
matematicos de conversédo de xilana em XOS do SO-TO e do STE-TO séo
concordantes com aqueles medidos experimentalmente (42,28% e 43,50%),
respectivamente, o que valida os modelos matematicos formulados (Tabela

30).

Tabela 30 - Valores preditos e experimentais de conversdo de xilana em XOS dos
modelos matematicos propostos. Dados apresentados em porcentagem (grama de
produtos por 100 gramas de xilana oriundo do subproduto, dados em base seca).

Variaveis do pré- Converséao de xilana em XOS Erro

tratamento hidrotérmico experimental

Subprodutos Temp. Tempo Consist. Valores Valores Valores Erro  Erro
°C)  (min.) (%) preditos de  experimentais experimentais XOS *XOS

X0S de XOS de "XOS (%) (%)

(%) (%) (%)

SO-TO 161 65 10 42,63 42,28 42,53 0,83 0,23
STE-TO 160,4 63,3 10 45,10 43,50 41,62 3,68 7,72

XOS* = método de hidrélise &cida. Temp.=Temperatura. Consist.=Consisténcia.
SO-TO = subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condi¢éo otimizada.
STE-TO = subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condigdo otimizada.

5.8. Extracao alcalina do material pré-tratado hidrotermicamente (PTH)
na condicado otimizada

O PTH na condicao otimizada atingiu uma solubilizacdo da fragcao de
lignina de aproximadamente 17% (%massa/massa, base seca) (Tabela 25).

Devido a esse fato, foi necessaria uma etapa de extragdo alcalina com NaOH,
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em temperaturas amenas (70 °C), a qual tem a finalidade de proporcionar o
inchamento da fibra de celulose, aumentar a area superficial interna da
celulose e dissolver parte da lignina (19,80).

A Figura 39 apresenta o aspecto visual do subproduto original na
condicao otimizada seguido de extracao alcalina (SO-TO-E) e do subproduto
triturado-extraido na condi¢do otimizada seguido de extracédo alcalina (STE-
TO-E). Nao houve uma mudanca drastica no aspecto visual do SO-TO-E e do

STE-TO-E.

extracdo alcalina (SO-TO-E). (b) subproduto triturado-extraido na condicéo
otimizada seguido de extracédo alcalina (STE-TO-E). FONTE: Autor, (2019).

As fracdes insolaveis (solidos recuperados) do SO-TO-E e do STE-TO-
E foram caracterizados quimicamente (Tabela 25). O SO-TO-E e o STE-TO-
E apresentaram rendimentos de 84,5% e 84,1% (% massa/massa, base
seca), respectivamente, sendo considerado um processo de alto rendimento.
O SO-TO-E e o STE-TO-E mostraram teores brutos de celulose (59,0% e
54,4%), xilana (5,9% e 8,8%) e lignina (30,2% e 26,2%) (% massa/massa,
base seca), respectivamente (Tabela 31). Desta forma, foi averiguado um

enriqguecimento da fracdo de celulose do SO-TO-E e do STE-TO-E quando



154

comparado ao SO-TO e o STE-TO (49,7% e 47,6%), respectivamente
(Tabelas 25 e 31).

O balanco de massa dos componentes foi necessario para compararmos
as fracbes PTH seguida de extracdo alcalina (SO-TO-E e STE-TO-E),
diretamente, com o SO-TO e o STE-TO (Tabela 31). Desta forma, o
SO-TO-E e 0 STE-TO-E, néo apresentaram reducdes significativas nos teores
de celulose (Teste de Tukey). Entretanto, o SO-TO-E e o STE-TO-E
apresentaram reducdes significativas das fracdes de xilana (33,3% e 7,5%) e
lignina (21,0% e 16,7%), respectivamente (Tabela 31). Todavia, 0s grupos
acetil foram completamente removidos de ambos SO-TO-E e STE-TO-E.
Desta forma, foi constatado que a extracdo alcalina foi seletiva na remocéao
das fracGes de xilana e lignina, ndo removendo a fracdo de celulose, assim,
atingindo o objeto proposto.

Sun et al. (82) realizaram PTH seguido de extracao alcalina em fibras
de Eucalyptus urophylla, nas seguintes condicées: NaOH 2% (m-v1), 90 °C
por 2,5 h, obtendo rendimento de 76% e uma reducdo nos teores de
hemicelulose e lignina de 86% e 46%, respectivamente, enquanto que a
celulose ndo apresentou reducéo significativa. Lima et al. (135), utilizando
madeiras de Eucalyptus grandis pré-tratadas hidrotermicamente nas
seguintes condi¢des: 80 °C por 60 min, seguidas de extracdo alcalina com
NaOH 4% (m-v-1), relacdo sélido:liquido 1:10 (m-v-1), temperatura de 120 °C
por 1 h, obteve 23% de reducdo no teor de lignina e 40% no teor de
hemicelulose. Esses resultados demonstram que a combinacdo do PTH

seguido de extracao alcalina nos subprodutos de Eucalyptus, remove mais
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hemicelulose e lignina do que o PTH como Unica etapa, resultando em fracdes

com alto teor de celulose, o que favorece a hidrélise enzimatica (82).
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Tabela 31 — Rendimento e composi¢cao quimica das fracdes insollveis pos-tratamento hidrotérmico seguido de extracéo alcalina
do subproduto original (SO-TO-E) e do subproduto triturado-extraido (STE-TO-E). Dados apresentados em porcentagem de
material (grama por 100 gramas de material em polpa béasica ou original, dados em base seca).

Variaveis do pré-tratamento Componentes do material (Grama por 100 gramas de
hidrotérmico material em polpa basica)
Rendimento pré-
Amostras  Temperatura Tempo Consisténcia tratamento (g/100g de Celulose Xilana Grupo acetil Lignina
material)

(°C) (min) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
SO-TO - - - - 49,7+0,8 75+0,1 1,0+£0,0 32,4+0,2
STE-TO - - - - 476+15 8,0+0,3 1,3+£0,1 27,8+0,8
SO-TO-E 70 60 10 84,5 59,0+ 2,1 59+0,2 * 30,2+0,3
STE-TO-E 70 60 10 84,1 54,4+0,1 8,8+0,6 * 26,8 £ 0,6
Variaveis do pré-tratamento Componentes do material (Grama por 100 gramas de

hidrotérmico material original - balanco de massa)
Temperatura  Tempo Consisténcia Rendimento pré- _ _ .
Amostras tratamento (g/100g de  Celulose Xilana Grupo acetil Lignina
material)

(°C) (min) (%) (%) (%) (%) (%)
SO-TO - - - - 49,7+0,8 75+0,1 1,0+£0,0 32,4+0,2
STE-TO - - - - 476+15 8,0+0,3 1,3+0,1 27,8+0,8
SO-TO-E 70 60 10 84,5 49,8+2,1 50+0,1 * 25,6 £ 0,3
STE-TO-E 70 60 10 84,1 46,2+ 0,1 7,4+05 * 22,6 £ 0,5

SO-TO = Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condi¢&o otimizada.

STE-TO = subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condi¢éo otimizada.

SO-TO-E = Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condi¢ao otimizada seguido de extracao alcalina.
STE-TO-E = Subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condicao otimizada seguido de extracdo alcalina.
*= ndo detectado.

Foram realizados os testes de Tukey (95% de confianca) para determinar se houve reducao significativa dos componentes.
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5.9. Caracterizacao estrutural das fracdes do subproduto de Eucalyptus

As fragcOes obtidas a partir do subproduto de Eucalyptus (SO, SO-TO,
SO-TO-E, STE, STE-TO e STE-TO-E) foram caracterizadas estruturalmente
pelas técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Difracdo de
Raios-X (DRX), Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier em modo de
Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR) a fim de avaliar possiveis
modificacdes nos materiais que corroborem com os resultados de composicao

guimica realizados anteriormente.

5.9.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foi realizada para verificar
as alteracdes estruturais que eventualmente podem ter ocorrido nas fracdes
obtidas anteriormente: SO, SO-TO, SO-TO-E, STE, STE-TO e STE-TO-E. As
Figuras 40 e 41 apresentam as imagens obtidas a partir da técnica de MEV
das fracOes descritas anteriormente, com aumentos de 40x, 100x, 500x,
1000x e 5000x. O aspecto visual do SO e STE revelam uma estrutura bem
organizada, com fibras lisas, compactas e sem rupturas (Figuras 40A e 41A,
respectivamente). Isso ocorre devido a organizagdo supramolecular da fibra e
seu encapsulamento pela fracado de lignina (136). Nao houveram diferencas
significativas levando-se em conta o aspecto visual do SO e STE. Todavia, 0
aspecto visual do SO-TO e STE-TO (principalmente nos aumentos de 500x e
5000x), apresentou pequenas alteracdes na estrutura do material, como por

exemplo a ruptura parcial das fibras e formacéo de aglomerados. Além disso,



158

foi evidente o aumento de ranhuras e regides rugosas, indicando que houve
desestruturacdo da compacta estrutura da fibra de celulose. Nao houveram
diferencas siginificativas do SO-TO e STE-TO levando-se em conta o aspecto
visual (Figuras 40B e 41B).

O aspecto visual do SO-TO-E e STE-TO-E indicaram aberturas de
fendas ou canais e a formacdo de uma parede celular estratificada (Figuras
40C e 41C). Segundo Rezende et al. (137), essas camadas formadas indicam
que as fibras de celulose aumentaram sua area superficial e porosidade, além
de diminuir o indice de cristalinidade. O PTH seguido de extracdo alcalina
(SO-TO-E e STE-TO-E) provocou a clivagem do complexo lignina-carboidrato
representada pela desorganizacdo da parede celular da fibra de celulose.
Alvira et al. (59) afirmam que essa desestruturacdo ocorre devido a
solubilizacéo da lignina, resultando no aumento da porosidade do material,
tornando-o mais exposto a hidrélise enzimética, culminado no aumento da

digestibilidade da molécula de celulose.
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Figura 40 - Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das diferentes fracdes
do subproduto de Eucalyptus. (A) Subproduto original (SO). (B) Subproduto
original pré-tratado hidrotermicamente na condi¢do otimizada (SO-TO). (C)
Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condicdo otimizada
seguido de extracdo alcalina (SO-TO-E). Amplificacbes: 40x,100x, 500x,
1000x e 5000x, respectivamente. FONTE: Autor, (2019).
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5000x

Figura 41 - Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das diferentes fracdes
do subproduto de Eucalyptus. (A) Subproduto triturado-extraido (STE). (B)
Subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condicao
otimizada (STE-TO). (C) Subproduto triturado-extraido pré-tratado
hidrotermicamente na condi¢céo otimizada seguido de extracao alcalina (STE-
TO-E). AmplificagBes: 40x,100x, 500x, 1000x e 5000x, respectivamente.
FONTE: Autor, (2019).
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5.9.2. Difracdo de Raios-X (DRX)

A analise por Difracdo de Raios-X (DRX) das fracbes do subproduto
obtidas anteriormente permitiram determinar alteracbes na estrutura
supramolecular das amostras em estudo. Os perfis de DRX estdo

apresentados na Figura 42.
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Figura 42. Difratogramas de raios-x (DRX) das diferentes fracdes do
subproduto de Eucalyptus. Subproduto triturado-extraido (STE). Subproduto
triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condigéo otimizada (STE-
TO). Subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na
condicdo otimizada seguido de extracdo alcalina (STE-TO-E). Subproduto
original (SO). Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condicao
otimizada (SO-TO). Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na
condigcdo otimizada seguido de extracao alcalina (SO-TO-E). FONTE: Autor,
(2019).
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O DRX foi importante para descrever o indice de cristalinidade dos
materiais, a fim de avaliar se o0 PTH e/ou extracdo alcalina tem efeito nos
subprodutos em estudo. A cristalinidade do ML é considerada um fator
importante que influéncia a eficiéncia da hidrélise enzimatica, pois a
cristalinidade da celulose pode impedir significativamente a hidrdlise
enzimatica (138,139). Dessa forma € de grande importancia determinar o
indice de cristalinidade, a fim de avaliar as quantidades de reagentes
necessarios no meio reacional.

Os difratogramas deconvoluidos dos subprodutos SO e STE
apresentaram maior alargamento de bandas quando comparado aos
submetidos ao PTH otimizado (SO-TO e STE-TO) e ao PTH otimizado
seguido de extracao alcalina (SO-TO-E e STE-TO-E). Essa diferenca ocorreu
devido a alteracdo na associac¢do da celulose com outras macromoléculas,
como a hemicelulose e lignina. As alteragbes no comportamento dos
difratogramas do SO e STE ao longo do pré-tratamento e extracdo alcalina,
podem estar relacionadas com a solubilizacdo das estruturas amorfas da
celulose, solubilizacdo de hemicelulose e ligina, além da transformacéo da
estrutura da celulose em outras formas (33, 139). Os valores absolutos dos
ICrs podem ser diferentes dependendo do método utilizado para sua
deteminacédo, sendo que neste caso foi utilizado o método de deconvulagéo
(113,114).

A Tabela 32 apresenta as intensidades nas regibes amorfas e
cristalinas e os indices de cristalinidade (ICr) e amorficidade (IAm) para as

diferentes fracdes do subproduto de Eucalyptus em estudo.
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Tabela 32. indice de cristalinidade (ICr) e amorficidade (IAm) das diferentes
fracbes do subproduto de Eucalyptus. O ICr e o IAm foram obtidos através do
meétodo de deconvulacdo (PeakFit; www.systat.com).

AMOSTRAS Area das bandas ICr IAm
Cristalino Amorfo (%) (%)

*SO 225,7 204,3 52,5 47,5
*STE 180,8 217,6 45,4 54,6
¢S0O-TO 265,2 152,6 63,5 36,5
&STE-TO 256,3 187,6 57,7 42,3
#SO-TO-E 233,3 363,7 39,1 60,9
#STE-TO-E 153,2 329,1 31,8 68,2

*SO = subproduto de Eucalyptus original.

*STE = subproduto de Eucalyptus triturado-extraido.

4S0O-TO = subproduto de Eucalyptus original pré-tratado hidrotermicamente na condigdo otimizada.
&STE-TO = subproduto Eucalyptus triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condicdo
otimizada.

#SO-TO-E = subproduto de Eucalyptus original pré-tratado hidrotermicamente na condicédo otimizada
seguido de extracdo alcalina.

#*STE-TO-E = subproduto de Eucalyptus triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condigdo
otimizada seguido de extracdo alcalina.

ICr = indice de cristalinidade.

IAm = indice de amorficidade.

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 32, os ICrs da celulose
do SO, SO-TO e SO-TO-E foram de 52,5%, 63,5% e 39,1%, respectivamente.
Todavia os ICrs da celulose do STE, STE-TO e STE-TO-E foram de 45,4%,
57,7% e 31,8%, respectivamente (Tabela 32). Os valores dos ICrs da celulose
do SO e STE foram semelhantes, sendo que esses resultados estdo de
acordo com Rambo e Sun (53, 82) os quais obtiveram um ICr de 46% em
serragem de Eucalyptus “in natura” e 57% em madeira de Eucalyptus
urophylla, respectivamente. Todavia, os ICrs do SO-TO e STE-TO foram
aumentados quando comparado ao SO e STE (21% e 27%, respectivamente).
O aumento do ICr pés-tratamento hidrotérmico do subproduto em estudo pode
ser explicado devido a degradacédo da fracdo amorfa de celulose, degradacéo
da fracdo de xilana, além da condensacadO e reprecipitacdo da lignina na

superficie da parede celular (82) (Tabelas 25 e 32).


http://www.systat.com/
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Entretanto, houve uma diminui¢cdo nos ICrs do SO-TO-E e STE-TO-E
quando comparado ao SO-TO e STE-TO (38% e 30%, respectivamente). A
diminuicdo dos ICrs poés-extracdo alcalina do SO-TO e STE-TO pode ser
atribuido ao inchamento da fibra de celulose e sua desestruturacao, pois o
acesso a fracdo de celulose pelo alcali foi aumentando poés-tratamento
hidrotérmico dos materiais (remocdo de xilana e lignina, Tabela 25). Outra
hipétese para a diminuicdo do ICr seria através da reacdo de mercerizacao
parcial de celulose | a celulose Il do SO-TO e STE-TO (processo que ocorre
em meio alcalino). Desta forma, a reacdo de mercerizacdo proporciona uma
alteracdo na estrutura da celulose I, que € composta de cadeias paralelas,
para a celulose Il, que € composta de cadeias antiparalelas. A reacédo de
mercerizacao € irreversivel e normalmente é acompanhada de diminui¢cao do

ICr (Tabelas 32) (33,139,140).

5.9.3. Espectroscopia Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) em estado
sélido das fracbes do subproduto obtidas anteriormente estdo apresentados
na Figura 43. Para a interpretacao qualitativa foram utilizados como base os
deslocamentos quimicos (reportados em ppm) e atribuidas numeracées as

bandas, conforme apresentado na Tabela 33.
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Figura 43 - Espectro de RMN CP/MAS **C de estado sdlido das diferentes
frac6es do subproduto de Eucalyptus. Subproduto triturado-extraido (STE).
Subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condicdo
otimizada (STE-TO). Subproduto triturado-extraido pré-tratado
hidrotermicamente na condi¢céo otimizada seguido de extracao alcalina (STE-
TO-E). Subproduto original (SO). Subproduto original pré-tratado
hidrotermicamente na condicdo otimizada (SO-TO). Subproduto original pré-
tratado hidrotermicamente na condi¢cdo otimizada seguido de extracao
alcalina (SO-TO-E). FONTE: Autor, (2019).
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Tabela 33 - Atribuicbes de bandas de 1 ao 15 do RMN em estado sélido,
indicado nos espectros da Figura 44.

NUmero Grupo quimico Desvio quimico *C
de linha (ppm)

1 CH3 em grupos acetil de Hemiceluloses 23,0

2 Grupos aril metoxil carbonos de Lignina 58,2

3 C-6-amorfo de Celulose, C-6 de Hemiceluloses, 64,8
OCyH: de Lignina

4 C-6-cristalino de Celulose 67,1

5 C-2,C-3,C-5 de Celulose 74,5

6 C-2,C-3,C-5 de Celulose e Hemiceluloses 77,1

7 C-4-amorfo de Celulose e Hemiceluloses 86,3

8 C-4-cristalino de Celulose 90,9

9 C-1 de Celulose 107,4

10 C-2 aromaticos de guaiacil de lignina 130,3

11 C-1,C-4 aromaticos de siringil (eterificados) 136

12 C-1, C-4 aromaticos de siringil (ndo eterificados) 138,4

13 C-3, C-5 aromaticos de siringil (ndo eterificados) e 147,2 - 150,2
C-1,C4 aromaticos de guaiacil de lignina

14 C-3,C-5 aromaticos de siringil (esterificados) em 155,61
lignina

15 Grupos carboxilicos de lignina 174,82

Fonte: (137,141,142).

As bandas em 23 e 58,2 ppm (numeros 1 e 2, respectivamente, Figura
43 e Tabela 33) apresentaram sinais poucos intensos que foram atribuidos a
grupos acetil de hemicelulose e grupos aril-metoxil de carbonos de lignina,
respectivamente. Esses resultados estdo de acordo com Lima et al. (135) que
estudaram cascas de madeiras de Eucalyptus grandis e Eucalyptus grandis x
urophylla pré-tratadas hidrotermicamente a 80 °C por 60 min, seguidas de
extracdo alcalina com NaOH 4% (m-v!) e nas condicdes: relacdo
sélido:liquido 1:10 (m-v1), temperatura de 120 °C por 1 h. As bandas entre
64,8-107,4 ppm (numeros de 2-9, Figura 43 e Tabela 33) apresentaram sinais
mais intensos, que foram atribuidos principalmente a varios carbonos
presentes na molécula de celulose (amorfa e cristalina), além de carbonos da
hemicelulose (havendo inclusive sobreposicdes de banda de celulose e

hemicelulose em 64,8, 77,1 e 86,3 ppm), estando de acordo com Lima et al.
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(135). Todavia, as bandas em 107,4, 90,9 e 67,1 ppm corresponderam aos
carbonos de celulose Ci, C4 e Cs ordenados, respectivamente, enquanto as
bandas em 86,3 e 64,8 ppm corresponderam aos carbonos de celulose
desordenados Ca4 e Cs, respectivamente, aléem de carbonos da hemicelulose.
A banda em 74,5 ppm foi atribuido a celulose C2, C3 e Cs. As bandas entre
130,3-155,6 (numeros de 10-14, Figura 43 e Tabela 33) apresentaram sinais
menos intensos e foram atribuidos principalmente a carbonos presentes na
molécula de lignina (Figura 43 e Tabela 31), corroborando com os resultados
de Lima et al. (135).

A Figura 43 mostra que a banda em 23 ppm (namero 1, Tabela 33) foi
menos intensa no subproduto pés-tratamento hidrotérmico (SO-TO e STE-
TO), e praticamente desapareceu no subproduto pés-tratamento hidrotérmico
seguido de extracdo alcalina (SO-TO-E e STE-TO-E), indicando que houve
remogéao de grupos acetil da fragdo de hemicelulose, corroborando com os
dados de composicdo quimica (Tabelas 25 e 31).

A Figura 43 também mostra a banda em 58 ppm (ndimero 2, Tabela 33)
onde nao foi possivel evidenciar uma alteracdo clara entre as fracbes em
estudo, corroborando com os dados de composicdo quimica, onde foi
constatado remocao parcial de lignina pés-tratamento hidrotérmico (SO-TO e
STE-TO) da ordem de 13% e 21%, respectivamente. Além disso, o
subproduto pos-tratamento hidrotérmico seguido de extracdo alcalina também
nao apresentou alteracdes significativas na banda de 58 ppm, o que corrobora
com os dados de composicdo quimica onde foi constatado uma remocéao

parcial de lignina pos-tratamento hidrotérmico seguido de extracao alcalina
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(SO-TO-E e STE-TO-E) da ordem de 21,0% e 16,7%, respectivamente
(Tabela 31).

A Figura 43 também mostra bandas entre 4-9, que correspondem aos
deslocamentos de 67,1-107,4 ppm, respectivamente. Em geral, as bandas de
celulose aparecem entre os deslocamentos de 50 e 100 ppm (139,142). As
intensidades das bandas em 4-9 (67,1-107,4 ppm) que sao atribuidos aos
carbonos da celulose cristalina e amorfa apresentaram pequenas alteracdes
nos subprodutos pos-tratamento hidrotérmico (SO-TO e STE-TO) e nos
subprodutos poés-tratamento hidrotérmico seguido de extracédo alcalina (SO-
TO-E e STE-TO-E). Estes resultados corroboram com os estudos de difracdo
de Raio-X (DRX) (Figura 42 e Tabela 32) onde foi apresentado um aumento
no indice de cristalinidade (ICr) da celulose dos subprodutos pds-tratamento
hidrotérmico (SO-TO e STE-TO) e diminui¢do do ICr nos subprodutos pos-
tratamento hidrotérmico seguido de extragdo alcalina (SO-TO-E e STE-TO-

E).

5.9.4. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier em
modo de Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

A andlise espectroscépica de infravermelho médio por transformada
de Fourier em modo de Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR) € uma técnica
rapida e ndo destrutiva, além de que requerer pouca quantidade de amostra.
A técnica fornece informagdes sobre grupos funcionais da biomassa
lignocelulGsica da planta através de bandas de absorbancia (143) e utilizada

para caracterizar estruturas quimicas de diferentes polissacarideos e lignina
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(144), obtendo assim informacdes diretas sobre mudancas quimicas que
ocorrem durante os diversos tipos de pré-tratamentos (145).

Os comprimentos de onda na regido do infravermelho médio ocorrem
entre 4000-200 cm?, apresentando vibragées moleculares das frequéncias de
grupos, possibilitando a identificacdo de pequenas diferencas na estrutura das
moléculas. Esta regido esta dividida em duas regides: a primeira é a regiao
da frequéncia de grupo, que corresponde a parte de espectro entre 4000-1200
cm?; e a segunda é a regido denominada de impressdo digital, que
corresponde a parte do espectro entre 1200-600 cm™, que fornece
informacdes caracteristicas do composto analisado, sendo que as alteracdes
nas bandas observadas representam pequenas modificacdes na estrutura da
molécula (146). Poletto et al. (145) divide as bandas oriundas de espectros de
FTIR-ATR de celulose em duas regides principais, denominadas: vibracdes
de estiramento dos grupos OH e CH entre 4000-2700 cm™, e a regido de
impresséo digital que é atribuida a diferentes vibragfes de estiramento de
diferentes grupos entre 1800-800 cm-2.

As andlises de FTIR-ATR das diferentes fragcbes do subproduto foram
realizadas na regido entre 4000-400 cm. A estrutura quimica foi interpretada
em funcdo dos grupos funcionais presentes nas amostras. A Figura 44
apresenta os espectros das diferentes fracées do subproduto em estudo. Para
a interpretagéo qualitativa foram utilizados como base as bandas (reportadas
em cm?) e atribuidas numeragdes as bandas, conforme apresentado na

Tabela 34.



170

Transmitancia (U.A.)

SO-TO _ gTE-TO-E
——STE  _ SO-TO-E
80 —STET

! | ! 1 ! | ! | ! | ! 1 ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de Onda (cm™)

Figura 44. Espectros normalizados (Origin) de FTIR-ATR das diferentes
fracbes do subproduto de Eucalyptus. Subproduto triturado-extraido (STE).
Subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condicéo
otimizada (STE-TO). Subproduto triturado-extraido pré-tratado
hidrotermicamente na condicdo otimizada seguido de extracéo alcalina (STE-
TO-E). Subproduto original (SO). Subproduto original pré-tratado
hidrotermicamente na condi¢do otimizada (SO-TO). Subproduto original pré-
tratado hidrotermicamente na condicdo otimizada seguido de extracéo
alcalina (SO-TO-E). FONTE: Autor, (2019).
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Tabela 34 - Atribuicdes das bandas de absorcdo na regidao do infravermelho
médio (FTIR-ATR) para biomassas lignocelulésicas.

Namero de Identificagdo das bandas de absorgéo Letras que identificam
onda (cm?) & ¢ as bandas na Figura 24

3330 Estiramento O-H a

2896 Estiramento simétrico e assimétrico C- b
H(CH- e CHs) da celulose

Estiramento C=0 Aldeido/Cetona da

1728 hemicelulose ¢
1592 Vibracdo do anel aromatico + Estiramento d
C=0 da lignina
1504 Vibracdo do anel aromético da lignina e
Esqueleto aromatico combinado com C-H
1424 < f
no plano de deformacéo e alongamento.
1367 Deformac&o angular simétrica no plano C- g
H da celulose
1158 Estiramento assimétrico da ponte de h
oxigénio C-O-C em celulose
1022 Deformacéo no plano C-H da celulose [
894 Estiramento do anel de glicose, j

deformacédo Ci-H glicosidica da celulose
*Adaptado de (143,145,147-150)

A Figura 44 mostra que a banda em 1728 cm (letra ¢, Tabela 34),
relacionada ao estiramento de grupos carbonilas, foi menos intensa no
subproduto pos-tratamento hidrotérmico (SO-TO e STE-TO) e praticamente
desapareceu no subproduto pds-tratamento hidrotérmico seguido de extracéo
alcalina (SO-TO-E e STE-TO-E), indicando que houve remocéo da fracao de
hemicelulose, corroborando com os dados de composicdo quimica e RMN
(Tabela 25 e 31 e Figura 43). Esses resultados estdo de acordo com Cruz
Filho (124), que reportaram pré-tratado hidrotermicamente (190 °C por 20 min)
e pré-tratado hidrotermicamente seguido de extracdo alcalina (NaOH 1%,

m-v1) em cavacos de Eucalyptus urograndis “in natura”, com as seguintes
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condicdes experimentais: relacéo sélido:liquido 1:10 (m-vt) e 100 °C por 1 h.
Os autores verificaram o mesmo comportamento do presente trabalho na
banda em 1751 cm™. Lima et al. (135), utilizando madeiras de Eucalyptus
grandis e Eucalyptus grandis x urophylla pré-tratadas hidrotermicamente a 80
°C por 60 min, seguidas de extracédo alcalina com NaOH 4% (m-vl) e nas
seguintes condigées experimentias: relacdo solido:liquido 1:10 (m-v?),
temperatura de 120 °C por 1 h. Os autores verificaram 0 mesmo
comportamento do presente trabalho na banda em 1751 cm™.

Segundo Xu et al. (143), Chen et al. (151), Lionetto et al. (152), a
estrutura da lignina é identificada no espectro de FTIR-ATR nas bandas de
absorcdo em torno de 1600, 1595, 1520, 1509, 1464, 1422 cm™. Pequenas
diferencas nas intensidades dos picos que compreendem a vibragédo do anel
aromatico+estiramento C=0 da lignina em torno de 1592 cm, bem como a
vibragdo do anel aromatico da lignina em 1504 cm - também foram evidentes
para todas as fragdes do subproduto em estudo. A presenca de tais bandas
em todas as amostras evidencia a presenca de lignina. Todavia, nao foi
possivel evidenciar uma alteracdo clara entre as fracbes em estudo nas
bandas de 1592 e 1504 cm 1, corroborando com os dados de composicdo
quimica, onde foi constatado remocao parcial de lignina pds-tratamento
hidrotérmico (SO-TO e STE-TO) da ordem de 13% e 21%, respectivamente.
Além disso, o subproduto pos-tratamento hidrotérmico seguido de extracdo
alcalina também n&o apresentou alteracdes significativas nas bandas de 1592
e 1504 cm 1, o que corrobora com os dados de composicdo quimica onde foi

constatado uma remocédo parcial de lignina poés-tratamento hidrotérmico
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seguido de extracao alcalina (SO-TO-E e STE-TO-E) da ordem de 21,0% e
16,7%, respectivamente (Tabela 31). Os dados de FTIR-ATR também sé&o
corroborados com os dados de RMN, onde também n&o foi constatada
alteracdes na banda de 58 ppm (numero 2, Tabela 33), que representa grupos
aril-metoxil de carbonos de lignina (Figura 43).

A regido denominada de impresséo digital que corresponde a regido do
espectro entre 1200-600 cm?, confirma a presenca de celulose em todas as
fracbes do subproduto em estudo (Tabela 34 e Figura 44). A banda de
absorcdo de 1022 cm™, que é caracteristica da deformacgé&o no plano C-H da
celulose (150,151), ocorreu com uma alta intensidade em todas as fracdes do
subproduto em estudo, ndo havendo uma diferenca significativa entre as
amostras (Tabela 34 e Figura 44). Desta forma, ndo foi possivel constatar
alteracdes significativas nos subprodutos pos-tratamento hidrotérmico (SO-
TO e STE-TO) e nos subprodutos pos-tratamento hidrotérmico seguido de
extracdo alcalina (SO-TO-E e STE-TO-E) o que corrobora com os dados de

composicdo quimica e RMN (Tabelas 25 e 31; Figura 43).

5.10. Hidrolise enzimatica das fracdes do subproduto de Eucalyptus pré-
tratado hidrotermicamente seguido de extracao alcalina (SO-TO-E e STE-

TO-E)

5.10.1. Avaliagéo de atividade enzimética de extrato comercial
A Tabela 35 apresenta o teor de proteina e atividade especifica de
endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases do preparado enzimatico

Celluclast (Novozymes). O preparado enzimatico apresentou atividades de
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endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases de 296,2, 22,8 e 69,3
UlL.mL?, respectivamente. A literatura reporta atividades de endoglucanases
e B-glicosidases de 29,5 Ul.mg?! e 0,27 Ul.mg* para o mesmo preparado
enzimatico (153). Desta forma, o preparado enzimatico tem potencial para a
hidrolise enzimética de celulose visando a producéo de GOS, pois apresenta

atividades de exoglucanases e B-glicosidases relativamente baixas.

Tabela 35 - Atividade especifica e teor de proteinas em preparado enzimatico
comercial Celluclast (Novozymes).

Preparado Prote|_nas Endoglucanases Exoglucanases B-glicosidases

enzimatico totais (UL.mg™) (UL.mg™) (UL.mg?)
(mg.ml?) ' ' :

Celluclast 25,4 11,7 0,9 2,7

5.10.2. Determinacdo dos produtos formados no hidrolisado pos-
tratamento hidrotérmico seguido de extracdo alcalina do subproduto de
Eucalyptus

As condicdes do PTH otimizadas seguido de extracéo alcalina tornaram
a celulose contida no subproduto mais susceptivel a acdo de celulases,
podendo influenciar diretamente na conversao de celulose em COS e glicose
(82).

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia do pré-tratamento seguido de
extracdo alcalina frente a conversédo de celulose em COS e glicose, foram
realizados ensaios de hidrélise enzimatica com os subprodutos pré-tratados
hidrotermicamente seguido de extragao alcalina (SO-TO-E e STE-TO-E), por

até 72 h em intervalos de 3, 6, 12, 24, 48 e 72 h, utilizando uma carga
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enzimatica de 195,5 Ul.g?. Entretanto, para quantificacdo dos COS foi
necessario a avalicdo de um método cromatografico adequado. Desta forma,
foi utilizado o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
utilizando-se a coluna BIO-RAD Aminex HPX-87C para avaliar a separacéo
de padrbes analiticos de COS. O cromatograma tipico obtido para a eluicédo
dos seguintes padrdes analiticos de COS com 0s seus respectivos tempos de
retencdo foram: celotetrose+celopentose+celohexose (7,0 min), celotriose
(7,5 min), celobiose (8,4 min) e glicose (10,3 min). Os padrdes analiticos
celotetrose, celopentose e celohexose ndo foram separados, coeluindo no
tempo de retencdo de 7,0 min (Figura 45a). As curvas de analiticas de cada
padrdo foram utilizadas para quantificacdo dos COS oriundos da hidrolise
enzimatica. A curva analitica para 0Ss oligbmeros
celotetrose/celopentose/celohexose, celotriose, celobiose e glicose
apresentaram linearidade na faixa de 0,09-1,9; 0,06-1,1; 0,06-1,1 e 0,06-1,2
g.L! respectivamente. O coeficiente de correlagdo médio das respectivas
curvas foi 0,9987 (Apéndice VI).

A Figura 45b apresenta o cromatograma de eluicdo dos COS do ensaio
da hidrélise enzimatica do SO-TO-E na condicdo de 24 h (Tabela 36). O
cromatograma confirmou a presenca de celotetrose/celopentose/celohexose

(C4+Cs+Ce), celotriose, (C3) e glicose (Ca).
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Figura 45 - Cromatogramas tipicos de COS. (a) Padrdes analiticos de COS.
(b) Fracéo liquida pos-hidrélise enzimatica do subproduto original pré-tratado
hidrotermicamente na condicao otimizada seguido de extracao alcalina (SO-
TO-EH) por 24 h. Ambos separados na coluna BIO-RAD Aminex HPX-87C.
(C4/Cs/Cs) celotetrose+celopentose+celohexose, (C3) celotriose, (C2)
celobiose, (C1) glicose. FONTE: Autor, (2019).

A Tabela 36 e as Figuras 46 e 47 apresentam o perfil da hidrolise
enzimatica das celuloses (SO-TO-EH e STE-TO-EH) em fung&o do tempo.
Desta forma, as celuloses do SO-TO-EH e do STE-TO-EH foram rapidamente
convertidas em COS, atingindo um maximo em 24 h, culminando em

conversbes de celulose em COS de 53,6% e 61,4%, respectivamente.

Todavia, as celuloses do SO-TO-E e do STE-TO-E também foram
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parcialmente convertidas em glicose apos 24 h de hidrélise enzimatica,
culminando em conversfes de celulose em glicose de 14,8% e 21,8%,
respectivamente.

Apos 24 h de hidrélise enzimatica as celuloses do SO-TO-EH e do
STE-TO-EH foi notavel a reducao dos teores de COS e consequente aumento
de glicose, pois as exoglucanases e B-glicosidases podem clivar com maior
facilidade seus substratos, ou seja, os COS podem ser convertidos em glicose
através da clivagem pelas exoglucanases e B-glicosidases presentes no
extrato comercial utilizado no presente estudo (90,91). Todavia, apds 72 h de
hidrolise enzimética as celuloses do SO-TO-EH e do STE-TO-EH atingiram
conversdes maximas em glicose de 34,4% e 34,9%, respectivamente, o que
culminou na diminuicdo da converséo das celuloses do SO-TO-EH e do STE-
TO-EH em COS (28,6% e 33,4%, respectivamente) em relacdo ao tempo de
24h (Tabela 36 e as Figuras 46 e 47).

Sun et al. (82), reportaram recentemente um pré-tratamento
hidrotérmico em Eucalyptus urophilla (160 °C por 60 min), seguido de
deslignificacdo alcalina com NaOH 2% (m-v!) a 90 °C por 2,5 h e relacéo
sélido:liquido de 3,3% (m-v!). Os autores obtiveram conversdo maxima de
celulose em glicose de aproximadamente 55% em 72 h de reacdo nas
seguintes condicdes experimentais: temperatura 45 °C; pH 4,8; agitacdo de
150 rpm; relacéo sélido:liquido 2% (m-v1); por 72 h com carga enzimatica de
17 FPU-g' e 34 IU-g* de celulases totais e B-glicosidase por grama de
substrato, respectivamente. A conversao de celulose em glicose do SO-TO-

EH e do STE-TO-EH ap06s 72 h de hidrdlise foram inferiores (34,4% e 34,9%,
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respectivamente) quando comparado ao estudo reportado na literatura. A
maior conversao de celulose em glicose reportado pelos autores pode ser
atribuido aos maiores niveis de atividades de B-glicosidase e exoglucanases
do preparado enzimatico. Desta forma, o preparado enzimatico Celluclast
(utilizado no presente estudo) apresentou maior potencial para producdo de
COS em relacéo a glicose, confirmando a boa escolha do mesmo.

A concentracdo maxima de glicose ao final da hidrdlise enzimatica (72
h) do SO-TO-EH e do STE-TO-EH, foram de 5,2 e 4,8 g.L! respectivamente.
Entretanto, a concentracdo maxima de COS foi de 7,8 e 7,9 g.L'%, ap6s 24 h
de hidrdlise enzimatica (Tabela 36). Considrando 24 h de hidrélise enziméatica
foi possivel produzir aproximadamente 0,4 g de COS por cada grama de
material de partida (SO-TO-E e STE-TO-E).

O SO-TO-EH e o STE-TO-EH mostraram aumento na conversédo de
celulose em glicose e diminuigéo na conversao de celulose de COS ao longo
do tempo de hidrélise enzimatica (Figuras 46 e 47). Esse comportamento
pode ser explicado pela clivagem dos COS por B-glicosidases, as quais clivam
as ligaces glicosidicas dos COS convertendo-os em glicose (70,154).

Chu et al. (155) estudando a producéao de celu-oligossacarideos a partir
dos residuos de sabugo de milho, por hidrélise enzimatica utilizando
preparado enzimatico Cellulase (C2730 — Sigma), a 50 °C, 150 rpm por 24 h,
consisténcia de 5%, tampé&o citrato 50 mM, pH 4,8. Verificaram maiores
conversdes de COS em 24h de 51,78%, corroborando com os resultados
obtidos no presente trabalho que em 24 h resultaram em conversoées de 53,6%

e 61,4% para SO-TO-EH e STE-TO-EH, respectivamente (Tabela 36).
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Tabela 36 - Conversao de celulose em celu-oligossacarideos (COS) e glicose e concentracdo de celu-oligossacarideos (COS) e
glicose, ambos ao longo da hidrélise enzimética com extrato enzimético comercial rico em atividade de endoglucanases (Celluclast-
Novozymes). Dados de conversdo apresentados em porcentagem (9/100g de material, base seca) e concentragdo em g.L .

Tempo

Converséo de celulose produtos (%)

Concentracdo de glicose e COS (g.L™)

Amostra (h) C4+Cs+Cos Celotriose Glicose *COS Glicose *COS
3 6,8+0,3 34,9+ 0,6 10,7 £0,2 41,8 +0,2 1,6+0,1 58+0,0
6 10,9+0,6 345+1,2 129+0,1 455+ 1,6 1,9+0,0 6,5+0,2
SO-TO-EH 12 13,5+ 0,3 39,2+1,6 140+1,4 52,6 £ 1,6 2,4+0,2 7,4+0,3
24 199+1,1 353+1,7 14,8+ 0,8 53,6 £ 0,2 3,5+0,3 7,8+0,5
48 10,7+ 0,3 269+1,2 245+0,7 37,5+0,9 3,7+0,1 53+0,1
72 28,6 £ 1,6 nd 344+1,7 28,6 £ 1,6 52+0,2 4,0+0,2

Amostra (h) C4+Cs5+Cs Celotriose Glicose *COS Glicose *COS
3 8,2+0,3 37,1+£0,6 11,7+0,3 45,5+ 0,7 1,6+0,1 59+0,0
6 9,7+04 36,6 +1,1 13,5+1,0 46,4 +1,2 1,8+0,1 6,0 £0,2
STE-TO-EH 12 11,1+0,7 35,6 +0,8 16,7+ 0,5 47,0+0,3 2,3+0,0 6,0+0,1
24 15,6 +1,0 45,8+0,8 21,8+0,6 61,4+0,9 3,0+0,1 79+0,1
48 10,9+ 0,7 38,6 £ 0,9 22,1+0,7 495+15 3,0+0,1 6,4+0,1
72 334+1.2 nd 34,9+0,6 3341172 48+0,1 4,2+0,2

*COS = Celu-oligossacarideos maiores que duas unidades de glicose = (C4+Cs+Cg)+Celotriose+Celobiose.

SO-TO-EH = Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente em condigdo otimizada seguido de extragdo alcalina e hidrélise enzimatica.
STE-TO-EH = Subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente em condigao otimizada seguido de extragdo alcalina e hidrélise enzimatica.
nd = ndo detectavel.
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Figura 46 - Conversdo de celulose do subproduto original pré-tratado
hidrotermicamente na condi¢cao otimizada seguido de extrag&o alcalina (SO-TO-
E) em celu-oligossacaridesos (COS) e glicose oriundos da hidrélise enzimatica
utilizando extrato enziméatico rico em atividades de endoglucanases (Celluclast-
Novozymes). FONTE: Autor, (2019).
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Figura 47 - Conversédo de celulose do subproduto triturado-extraido pré-tratado
hidrotermicamente na condi¢ao otimizada seguido de extragéo alcalina (STE-TO-
E) em celu-oligossacarideos (COS) e glicose oriundos da hidrolise enzimatica
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utilizando extrato enzimatico rico em atividades de endoglucanases (Celluclast-
Novozymes). FONTE: Autor, (2019).

O SO-TO-EH e o0 STE-TO-EH ao final do processo de hidrdlise enzimatica
(72 h) apresentaram rendimentos de 66,9 e 69,6% (Y%massa/massa, base seca),
respectivamente (Tabela 37). Zhu e Pan (27), reportaram a recuperacdo maxima
de monossacarideos em residuos de Eucalyptus e obtiveram um rendimento de
57,3% em 48 h de hidrdlise enzimatica nas seuintes condi¢cdes experimentais:
temperatura 50 °C; pH 5,5; relacéo sélido:liquido 5% (m-v1); incubados com uma
formulacéo de duas enzimas comerciais, Celluclast 1,5 L (0,225 g.g* de substrato)
suplementada com Novozyme 188 (0,025 g.g* de substrato), correspondente a
aproximadamente 8 FPU e 24 Ul B-glicosidade por grama de substrato.

A Figura 48 apresenta as fracdes insoluveis do SO-TO-EH e do STE-TO-

EH apos 72 h de hidrdlise enzimética.

>

Figura 48 - Fracdo insoluvel dos subprodutos original e triturado-extraido na
condicao otimizada pos-tratamento hidrotérmico seguido de extracdo alcalina e
hidrélise enzimatica por endoglucanases (SO-TO-EH e STE-TO-EH). FONTE:
Autor, (2019).

O SO-TO-EH e o0 STE-TO-EH mostraram teores brutos de celulose (53,6%

e 49,4%), xilana (0,4% e 0,9%) e lignina (35,4% e 36,2%) (% massa/massa, base
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seca), respectivamente (Tabela 37). Desta forma, foi averiguado um
enriguecimento da fracdo de lignina do SO-TO-EH e do STE-TO-EH quando
comparado ao SO-TO-E e o STE-TO-E (30,2% e 26,8%), respectivamente
(Tabela 37).

O balanco de massa dos componentes foi hecessario para comparar as
fracbes PTH seguida de extracdo alcalina e hidrélise enzimatica (SO-TO-EH e
STE-TO-EH), diretamente, com o SO-TO-E e STE-TO-E (Tabela 38). Desta
forma, o SO-TO-EH e o STE-TO-EH, apresentaram reducdes significativas nos
teores de celulose (51,3% e 55,1%). Além disso, o SO-TO-E e o STE-TO-E
apresentaram reducdes significativas das fracdes de xilana (96,6% e 94,3%) e
lignina (37,0% e 33,2%), respectivamente (Tabela 37). Desta forma, foi constatado
gue a hidrolise enzimatica foi seletiva na remocéao das frac6es de celulose e xilana,
removendo parcialmente a fracdo de lignina.

A hidrélise enziméatica mostrou que a celulose foi hidrolisada para o
SO-TO-EH e para o STE-TO-EH na ordem de 51,3% e 55,1% (Tabela 37).
Entretanto, a fracdo de xilana foi praticamente totalmente removida frente a
hidrélise enziméatica. Isso ja era esperado visto que grande parte da xilana ja tinha
sido solubilizada no PTH (Tabela 25). Ao final, o “resiudo” final apds a hidrolise
enzimatica tornou-se mais rico em lignina, sendo uma alternativa para cogeracao

de energia e/ou producao de lignina.



Tabela 37 - Rendimento e composicdo quimica das fracbes insoluveis do subproduto original pré-tratado
hidrotermicamente na condi¢ao otimizada seguido de extragéo alcalina e hidrélise enzimatica (SO-TO-EH) e subproduto
triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condi¢cédo otimizada seguido de extracao alcalina e hidrélise enzimatica
(STE-TO-EH). Dados apresentados em porcentagem de material (grama por 100 gramas de material em polpa bésica ou
original, dados em base seca).

Variaveis do pré-tratamento Componentes do material (Grama por 100 gramas
hidrotérmico de material em polpa basica
Rendimento pré- Grupo
Amostras  Temperatura Tempo Consisténcia tratamento (g/100g Celulose Xilana acetil Lignina
de material)
(°C) (min) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
SO-TO-E - - - - 59,0+ 2,1 59+0,2 * 30,2+0,3
STE-TO-E - - - - 54,4 +0,1 8,8+0,6 * 26,8+ 0,6
SO-TO-EH 45 72 2 66,9 53,6 £ 2,3 0,4+0,0 * 354+04
STE-TO-EH 45 72 2 69,6 49,4+23 0,9+0,3 * 36,2+1,6
Variaveis do pré-tratamento Componentes do material (Grama por 100 gramas
hidrotérmico de material original - balanco de massa)
Temperatura  Tempo Consisténcia  Rendimento pré- _ Grupo o
Amostras tratamento (g/100g Celulose Xilana acetil Lignina
de material)
(°C) (min) (%) (%) o) o) o)
SO-TO-E - - - - 59,0+ 2,1 59+0,2 * 30,2+0,3
STE-TO-E - - - - 54,4+0,1 8,8+ 0,6 * 26,8+ 0,6
SO-TO-EH 45 72 2 66,9 28,7+1,3 0,2+0,0 * 19,0+ 0,2
STE-TO-EH 45 72 2 69,6 24,4+ 1,6 0,5+0,2 * 179+11

SO-TO-E= Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condigdo otimizada seguido de extragdo alcalina.

STE-TO-E = Subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condi¢cdo otimizada seguido de extracdo alcalina.

SO-TO-EH = Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condic¢éo otimizada seguido de extracdo alcalina e hidrélise enzimatica.
STE-TO-EH = Subproduto triturado-extraido pré-tratado hidrotermicamente na condi¢éo otimizada seguido de extracao alcalina e hidrélise enzimatica.
*=n&o detectado
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6. CONCLUSAO
v' O pré-tratamento hidrotérmico foi seletivo na remocdo da fracdo de
hemicelulose, em ambos subprodutos avaliados (SO e STE). As condi¢cGes
otimizadas do PTH visando a producédo de XOS para o SO e STE foram
as seguintes: 161,0 °C por 65 min e 160,4 °C por 63 min, respectivamente
(consiténcia de 10% (m-vt), para ambos SO e STE). Nestas condi¢cées o
SO e o STE culminaram em uma reducéo da fracdo de hemicelulose e
celulose de aproximadamente 65% e 12%, respectivamente;
v Os hidrolisados hemicelulésicos oriundos dos PTH otimizados do SO e
do STE apresentaram potencial para a producdo de XOS (em média 62
mg de XOS para cada grama de subproduto de Eucalyptus). Todavia, 0s
hidrolisados também apresentaram niveis apreciaveis de contaminantes,
como por exemplo: aromaticos soluveis, xilose e &cido acético. Desta
forma, etapas de purificacdo do hidrolisado hemicelulésico serdo
necessarias para a posterior formulacao do bioproduto (XOS);
v' O processo de PTH seguido de extracdo alcalina foi seletivo para
remocgéo de lignina e hemicelulose culminando em uma celulose com
maior pureza;
v' A caracterizacao estrutural dos subprodutos de Eucalyptus PTH na
condicdo otimizada (SO-TO e STE-TO) confirmaram a seletividade na
remocdo de hemicelulose, além do aumento do ICr. Além disso, 0s
subprodutos de Eucalyptus PTH seguido de extracdo alcalina na condi¢&o
otimizada (SO-TO-E e STE-TO-E) confirmaram a seletividade da remocéao

de lignina e hemicelulose, além da diminuigéo do ICr;
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v" A hidrélise enzimatica do SO-TO-E e do STE-TO-E com preparado
enzimético (Celluclast-Novozyme) apresentaram potencial para a
producdo de COS (em média 0,4 g de COS para cada grama de
subproduto PTH), confirmando que a extracdo alcalina no SO-TO e no
STE-TO foram eficientes, permitindo maior acesso das endoglucanases a
molécula de celulose;

O processo de producéo de oligossacarideos (XOS e COS) a partir de um
subproduto de Eucalyptus pode ser uma alternativa promissora no setor
celulésico, pois os oligossacarideos sdo bioprodutos com alto valor
agregrado e tem potencial de comercializacdo em nivel mundial. Sendo
que para cada 200 toneladas de subproduto produz em média 12,4
toneladas de XOS e 61,2 toneladas de COS;

O “residuo final” do processo (SO-TO-EH ou STE-TO-EH, enriquecidos em
lignina) poderao ser uma alternativa para cogeracao de energia (pois este
“residuo final” contém maior eficiéncia energética quando comparado ao
material “in natura”). Outra alterantiva seria a producéo de lignina, visando
a aplicacao no setor quimico e de construcéo civil. Algumas aplicacées da
lignina podem ser destacadas, como se segue: producdo de aglutinantes
naturais, adesivos, compdésitos, fibra de carbono, dentre outros produtos;

O bioprocesso avaliado concerne com o conceito atual de biorrefinarias,
ou seja, processamento sustentavel de biomassa lignocelulésica com
possibilidade de producdo de um espectro de bioprodutos de alto valor

agregado potencialmente comercializaveis;
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LISTA DE APENDICES

APENDICE I: Curvas Analiticas para determinacéo de celulose e
hemicelulose.

Figura I.1: Curva analitica para determinacgéo de glicose.
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Figura |.2: Curva analitica para determinacéo de arabinose.
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Figura I.3: Curva analitica para determinagéo de acido acético.
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Figura I.4: Curva analitica para determinacéo de xilose.
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Figura I.5: Curva analitica para determinacgéo de acido férmico.
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APENDICE II: Curvas analiticas para determinacdo de xilo-oligossacarideos
(XOS) e xilose.
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Xilotetraose
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APENDICE Ill: Curva analitica para determinac&o de furfural.

Furfural
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APENDICE IV: Curva analitca de glicose com DNS, utilizada para
determinacao de atividades de endoglucanases e exoglucanases.
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APENDICE V: Curva analitica do padréo p-Nitrofenol para determinac&o de
atividade de 3-glicosidadeses.
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APENDICE VI: Curvas Analiticas para determinacdo de gluco-
oligossacarideos (COS) e glicose.
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Celotriose
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Glicose
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APENDICE VII: Cromatogramas de ions totais das amostras SO (Figura VI1.1)
e STE (Figura VI1.2).
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Figura VII.1: TIC (Cromatograma de ions totais) da amostra SO.

7433 12.42 43 01

5000

1762
21.38 2233

Intensity, cps

5 10 15 20
Time, min
Figura VII.2: TIC (Cromatograma de ions totais) da amostra STE.
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APENDICE VIII: Cromatogramas de ions extraidos dos subprodutos SO
(Figuras VIII.1, V1.2, VIII.3, VIII.4 e VIII.5) e do STE (Figuras VIII.6, VIII.7,

VIII1.8, VIII.9 e VIII.10).
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Figura VIII.1: XIC (Cromatograma de ions extraido) Xilose SO.
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Figura VIII.2: XIC (Cromatograma de ions extraido) Xilobiose SO.
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Figura VII1.3: XIC (Cromatograma de ions extraido) Xilotriose SO.
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Figura VIIl.4: XIC (Cromatograma de ions extratido) Xilotetraose SO.
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Figura VIII.5: XIC (Cromatograma de ions extraido) Xilopentaose SO.
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Figura VIII.6: XIC (Cromatograma de ions extraido) Xilose STE.
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Figura VIIL.7: XIC (Cromatograma de ions extraido) Xilobiose STE.
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Figura VII1.8: XIC (Cromatograma de ions extraido) Xilotriose STE.
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Figura VII1.9: XIC (Cromatograma de ions extraido) Xilotetraose STE.

651
10.0

1))

53 it _7.49

=

o 5.0 3.49 1439..1529

&

: IR

l 0.0 . . . :
5 10 15 20

Time. min

Figura VII1.10: XIC (Cromatograma de ions extraido) Xilopentaose STE



