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RESUMO 
 

Introdução: O subproduto de Eucalyptus gerado pela indústria 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 concepção de biorrefinarias. Objetivo: Otimizar a produção de 
xilo-oligossacarídeos (XOS) por pré-tratamento hidrotérmico e avaliar o potencial de 
produção de celu-oligossacarídeos (COS) por hidrólise enzimática em material 
previamente pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada seguido de 
extração alcalina por celulases comerciais. Material e Métodos: O subproduto foi 
obtido a partir de cavacos de Eucalyptus na indústria de celulose. O subproduto foi 
pré-tratado hidrotermicamente em diferentes condições operacionais (temperatura, 
tempo e consistência) utilizando-se a técnica de planejamento fatorial. As frações 
insolúveis pós-tratamento hidrotérmico foram caracterizadas quimicamente em 
relação aos teores de celulose, hemicelulose e lignina. As frações solúveis 
(hidrolisado hemicelulósico) foram caracterizadas quimicamente em relação aos 
teores de XOS e produtos indesejáveis. Foi utilizada a ferramenta estatística e 
modelagem matemática para a determinação da melhor condição operacional do pré-
tratamento hidrotérmico para produção de XOS. A fração insolúvel do subproduto 
pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada foi submetida a extração 
alcalina. As diferentes frações do subproduto de Eucalyptus foram caracterizadas 
estruturalmente por microscopia eletrônica de varredura (MEV), espectroscopia de 
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR), difração de raios-X (DRX) e 
espectroscopia de RMN. A fração insolúvel oriunda pós-tratamento hidrotérmico 
seguido de extração alcalina foram hidrolisadas enzimaticamente com preparado 
enzimático comercial (Celluclast-Novozymes). O hidrolisado enzimático foi avaliado 
quanto à produção de COS. Resultados e discussão: O subproduto não tratado 
apresentou teores de celulose, lignina e hemicelulose de 43,9%, 28,5%, 17,3%, 
respetivamente. Os pré-tratamentos hidrotérmicos foram seletivos para a remoção 
da fração de hemicelulose. A melhor condição experimental do pré-tratamento 
hidrotérmico (condição otimizada) foi: 161 °C, 65 min e 10% de consistência. Na 
condição otimizada o hidrolisado hemicelulósico apresentou conversões de xilana 
em XOS, xilose e furfural de aproximadamente 42%, 12%, e 1,5%, respectivamente. 
A produção de XOS na condição otimizada foi de aproximadamente 60 mg para cada 
grama de material de partida. Todavia, o hidrolisado hemicelulósico também 
apresentou níveis apreciáveis de contaminantes, como xilose (19 mg), aromáticos 
solúveis (27 mg), furfural (1,5 mg) e ácido acético (8 mg), para cada grama de 
material de partida. A extração alcalina no subproduto pós-tratamento hidrotérmico 
otimizado foi eficiente, sendo seletivo para a remoção de lignina e hemicelulose, além 
de culminar em um menor índice de cristalinidade. A hidrólise enzimática do 
subproduto pós-tratamento hidrotérmico na condição otimizada seguido de extração 
alcalina apresentou potencial para produção de COS, atingindo uma conversão 
máxima de aproximadamente 55%, após 24 h. Nesta condição o hidrolisado 
enzimático gerou aproximadamente 0,4 g de COS para cada grama de material de 
partida. Conclusão: O pré-tratamento hidrotérmico do subproduto de Eucalyptus 
revelou potencial para a produção de XOS e COS, sendo uma alternativa para a 
indústria de celulose, pois esses bioprodutos tem alto valor agregado com potencial 
de comercialização. Além disso, o “resíduo” final do bioprocesso poderá ser 
aproveitado para cogeração de energia e/ou produção de lignina. 
 
Palavras-chaves: Subproduto de Eucalyptus, Pré-tratamento hidrotérmico, Xilo-
oligossacarídeos (XOS), Hidrólise enzimática, Celu-oligossacarídeos (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. INTRODUÇÃO 

A madeira proveniente de Eucalyptus representa a principal fonte de fibras 

nos países da América do Sul para a produção de celulose e papel. O Brasil 

ocupa lugar de destaque na fabricação mundial de celulose de fibra curta de 

Eucalyptus (1). No ano de 2018 a produção brasileira de celulose foi de 10,4 

milhões de toneladas (2).  A indústria de celulose gera aproximadamente 0,27 

toneladas de resíduos sólidos para cada tonelada de celulose produzida, 

conforme dados reportados recentemente (3). 

Os materiais lignocelulósicos (ML) representam uma fonte de matéria 

prima pouca explorada e aproveitada. Seu uso está baseado principalmente 

na cogeração de energia através de sua oxidação (processo de oxidação). 

Considerando o grande volume de resíduos madeireiros, há recentemente um 

forte interesse das indútrias de celulose de proporcionar um melhor 

aproveitamento desses materiais para a produção de produtos de interesse 

comercial (4). 

O processamento de toras de Eucalyptus em empresas de produção de 

celulose gera grandes quantidades de subprodutos (um exemplo é a 

serragem) que são oxidados para cogeração de energia. Os subprodutos de 

Eucalyptus contêm mais de 60% de celulose e hemicelulose e essas frações 

contém baixa eficiência energética sendo uma alternativa o uso delas para 

produção de bioprodutos de maior valor agregado. Dentre muitas aplicações 

biotecnológicas, a hemicelulose e a celulose podem ser convertidas em 

bioprodutos à base de xilo-oligossacarídeos (XOS) e celu-oligossacarídeos 

(COS) para fins terapêuticos, nutricionais e analíticos. A busca por um estilo 
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de vida saudável através de cuidados com a alimentação tem impulsionado o 

interesse por ingredientes de alimentos nutracêuticos, ou seja, aqueles que 

auxiliam o bom funcionamento do organismo. Entre esses componentes 

destacam-se os XOS e os COS, os quais são constituídos principalmente por 

unidades de xilose e glicose, respctivamente, sendo responsáveis por 

diversos efeitos benéficos relacionados à saúde, tais como a prevenção de 

cáries, a diminuição de níveis séricos de colesterol e o estímulo do 

crescimento de bifidobactérias no trato gastrointestinal (5-12). Os efeitos 

benéficos dos XOS à saúde estão relacionados às propriedades físico-

químicas, por serem moderadamente doces, estáveis em uma ampla faixa de 

pH e temperatura e conferirem características organolépticas aos alimentos, 

enquanto os COS são importantes para o crescimento de bactérias 

endógenas tais como Lactobacillus e Bifidobacterium, melhorando a 

microflora intestinal (5,13). Além do efeito prebiótico, os XOS têm apresentado 

uma variedade de aplicações, tais como, antioxidantes, antialérgicos e na 

prevenção de anemia e arteriosclerose (5,6,12). 

Considerando que as operações de fracionamento dos ML contribuem 

para o alto custo do processo, a auto-hidrólise ou pré-tratamento hidrotérmico 

(PTH) de Eucalyptus (especificamente o subproduto gerado na etapa de 

obtenção de toras de Eucalyptus) seria uma alternativa para a produção de 

XOS. Considerando que após o PTH a fração insolúvel será rica em celulose 

e lignina, uma alternativa para o aproveitamento desta fração seria a hidrólise 

enzimática com celulases comerciais visando à produção de COS. 
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 Os XOS e COS contêm um alto valor agregado (em média U$$ 22-50 

dólares por quilo de produto, variando em função da sua pureza) quando 

comparado a biocombustíveis, celulose e energia elétrica, sendo uma 

alternativa a ser pesquisada nos setores de celulose e açúcar-álcool (14).  

Com o desenvolvimento de uma metodologia eficiente para a produção de 

XOS a partir de ML, como o Eucalyptus e bagaço de cana-de-açúcar espera-

se impulsionar ainda mais o desenvolvimento de muitos estudos relacionados 

às suas aplicações.  

A proposta de produzir XOS e COS dentro de uma empresa de celulose 

baseia-se no fato de que esses produtos são potencialmente de maior valor 

agregado quando comparado à polpa de celulose e energia elétrica. A Fibria, 

localizada em Jacareí – SP, processa em torno de 2000 toneladas.dia-1 de 

cavacos de Eucalyptus, sendo que em torno de 200 toneladas.dia-1 da 

biomassa não é utilizada para produção de celulose (gerando o subproduto) 

sendo conduzidas a etapas de oxidação para cogeração de energia elétrica. 

O subproduto do processamento de cavacos de Eucalyptus seria uma 

boa alternativa para à produção de XOS e COS, assim, aproveitando melhor 

essa biomassa, pois a hemicelulose e celulose tem baixo aproveitamento de 

energia em sua oxidação. Desta forma, a proposta seria produzir XOS com a 

fração hemicelulósica gerando uma fração rica em lignina e celulose que seria 

posteriormente aproveitada para produção de COS. Por fim, o “resíudo final” 

enriquecido em lignina poderia ser aplicado para cogeração de energia 

elétrica, pois a lignina tem um alto aproveitamento na geração de energia em 

sua queima.  



28 
 

Dentro do âmbito do conceito apresentado o objeto do trabalho foi avaliar 

a produção de XOS e COS a partir de um subproduto de Eucalyptus oriundo 

do processamento de Eucalyptus da indústria de celulose.  

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 A Indústria de Celulose: uma Biorrefinaria 

A indústria de processamento de celulose e seus derivados representam 

uma importante base para a economia mundial. Atualmente, o Brasil é um dos 

maiores produtores mundiais de celulose proveniente de biomassa de 

Eucalyptus (celulose de fibra curta) (15). A produção de celulose no Brasil 

cresceu 7,8% nos primeiros seis meses de 2018 em relação ao ano de 2017, 

o que culminou em 10,4 milhões de toneladas, de acordo com dados 

divulgados pela Indústria Brasileira de Árvores (Ibá) (16).  

Nos últimos anos, a preocupação com o esgotamento dos combustíveis 

fósseis, com o aquecimento global e com o aumento da demanda de energia 

e materiais, fez surgir alternativas em substituição a esses combustíveis, 

culminando na substituição de fontes de energia não renováveis 

(principalmente petróleo e gás natural) por matérias primas renováveis (por 

exemplo: o uso de biomassa lignocelulósica). Desta forma, a biomassa 

florestal e agrícola tem sido considerada como uma alternativa promissora 

para a substituição de matérias primas não renováveis. Por esses motivos, 

nas últimas décadas, a indústria 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 posição privilegiada em relação ao 

aproveitamento da biomassa, pois apresenta uma extensa área florestal, 

grande diversidade de espécies nativas, água em abundância e diversidade 

climática, e com isso tem se destacado no cenário mundial na utilização de 

biomassa lignocelulósica, além de ser um dos maiores produtores de celulose 

proveniente de Eucalyptus (15,20). A espécie mais cultivada no Brasil é o 

Eucalyptus urograndis, um híbrido desenvolvido através do cruzamento de E. 

grandis x E. urophylla, uma das principais fontes de matéria prima para 

produção de celulose de fibra curta, e que apresenta como características 

maior crescimento e rendimento volumétrico (21,22). 

O fracionamento da biomassa lignocelulósica é uma técnica inovadora, 

moderna e promissora da atualidade. Desta forma, pré-tratamentos sob 

diferentes condições operacionais (por exemplo: pH, temperatura e tempo) 

são capazes de fracionar a biomassa lignocelulósica gerando frações solúveis 

e insolúveis que podem conter carboidratos poliméricos, oligossacarídeos e 

monômeros de açúcares e lignina, que podem ser convertidos em bioprodutos 

de interesse comercial, como por exemplo: biomateriais, biocombustíveis, 

prebióticos, fármacos, dentre outros. Desta forma, o intuito da técnica de 

fracionamento é maximizar o valor da biomassa lignocelulósica e minimizar a 

produção de subprodutos (19,23-28). 

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

celulose, seus derivados e aplicações, bem como, os subprodutos gerados. 
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Figura 1 - Cadeia de produtos florestais. (1) Resíduo industrial (casca, 
serragem, outros). (2) Resíduo florestal (ponteiras, galhos, casca, ramos, 
outros). (3) Biocombustíveis florestais (carvão, pellet, etanol celulósico, licor 
negro, outros) (29). 
 
 
2.2. Materiais Lignocelulósicos (ML): Composição Química e 

Ultraestrutura  

Os ML são denomidados de biomassas vegetais por serem uma matéria 

orgânica oriunda de espécies vegetais, bem como por seus subprodutos 

obtidos nos setores agroindustriais que processam essa matéria prima. 

Dentre os subprodutos lignocelulósicos destacam-se a palha e o bagaço de 

cana-de-açúcar (setor de açúcar-etanol); serragem e cavacos de madeira não 

selecionados no processo (setor celulósico) (30). Os ML são constituídos 

basicamente por celulose, hemicelulose e lignina. A composição química da 
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biomassa lignocelulósica varia em função da variedade, condições de 

crescimento, idade de colheita e parte da planta, e em geral é constituída 

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. 

 

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

Devido as características químicas e morfológicas os ML são 

considerados recalcitrantes frente a reações químicas e enzimáticas, ou seja, 

os ML são difíceis de serem convertidos em produtos de interesse. Os 

principais fatores que tornam os ML recalcitrantes são o grau de 

polimerização, a área superficial, a porosidade, o teor de lignina e a 

cristalinidade da celulose (31,33,36,37). 

A composição química dos ML pode ser dividida em frações de baixa e 

elevada massa molar (31,33,36). A fração de baixa massa molar é composta 
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por substâncias orgânicas, geralmente denominadas de extrativos, e 

substâncias inorgânicas, que são sais de íons metálicos (31,33,36,38). Os 

extrativos compreendem vários compostos químicos, que podem ser 

extraídos com solventes orgânicos, embora alguns deles também sejam 

solúveis em água (31,33,36). Estes compostos são responsáveis por 

características como odor, cor e sabor e estão presentes em pequenas 

quantidades nos ML (de 2 a 8%) (38). Como exemplos de extrativos, pode-se 

citar: ceras, flavanóides, terpenos, lignanas e ácidos graxos, que são 

encontrados livres ou esterificados. Os compostos inorgânicos estão 

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 três 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 polissacarídeo linear de elevada massa 

molecular, contendo regiões amorfas e cristalinas, formado exclusivamente 

por unidades repetidas de celobiose, molécula que é formada por duas 

unidades de D-glicopiranose conectadas através da ligação covalente do tipo 

β-D-glicopiranose (C6H10O5)n, através da eliminação de uma molécula de 

água (Figura 3) (31,33,36,40). 

 



33 
 

 
Figura 3 - Representação da estrutura de um fragmento de celulose 

mostrando a ligação do tipo β-1,4 entre unidades de D-glicopiranose, as quais 

formam cadeias lineares (40). 

 

A massa molar da celulose varia consideravelmente (50.000-2,5 milhões 

g.mol-1), dependendo da origem da amostra. Por tratar-se de um polímero 

autêntico, o tamanho das cadeias é usualmente especificado como grau de 

polimerização, que é a razão entre a massa molar média da celulose e a 

massa molar de uma unidade de anidroglicose. Quanto maior o grau de 

polimerização da molécula de celulose menor é a sua solubilidade (31,33,41). 

Outra característica da celulose é a formação de ligações do tipo hidrogênio 

intramoleculares e intermoleculares, o que dá origem às microfibrilas. As 

microfibrilas, as quais contém cerca de 36 cadeias de celulose, se agregam 

formando as fibras celulósicas (42) (Figura 4). Essa estrutura fibrosa que 

confere alta resistência à degradação e a insolubilidade da celulose na maioria 

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

 

 

As fibras de celulose são formadas a partir de um aglomerado de 

microfibrilas, as quais possuem regiões cristalinas que são fortemente 

organizadas conferindo grande resistência, e regiões amorfas que possuem 

menor orientação e maior flexibilidade (31,33,36,38). 

Na parede celular dos ML, as microfibrilas de celulose estão 

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) são 

polissacarídeos complexos constituintes da parede celular das plantas, as 

quais ocupam lugar de segundo polímero renovável mais abundante nos ML, 

sendo que após à celulose em geral 20-35% do complexo lignocelulósico é 
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composto por este polissacarídeo, variando de acordo com o estágio de 

desenvolvimento, espécie e tipo de cultivo do vegetal. As hemiceluloses 

representam um tipo de polissacarídeo de menor grau de polimerização (100-

200 unidades) composto de algumas ramificações e grupos laterais. Sua 

estrutura é constituída principalmente por polímeros formados por hexoses 

(glicose, manose, ramnose e galactose) e pentoses (xilose e arabinose), 

podendo ainda apresentar quantidades variáveis de ácidos urônicos 

(galacturônico, glucurônico e metil-glucurônico) (31,33,44). Estes açúcares 

apresentam-se na forma de polímeros, de menor massa molar que a celulose 

e podem ser homopolímeros (por exemplo: xilana, formado por anidroxilose 

na cadeia principal) ou heteropolímeros (por exemplo: glucomanana, formado 

por anidroglicose e anidromanose na cadeia principal). O teor de 

hemiceluloses em diferentes tipos de madeira é bastante variável, 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 estágio de 

desenvolvimento (45). 

As xilanas são as hemiceluloses mais comuns de madeira de folhosas e 

gramíneas e são constituídas de uma cadeia principal composta de unidades 

de β-xilopiranose unidas por ligação do tipo β-1,4 com a presença de grupos 

laterais, como o ácido 4-O-metilglucurônico, acetato e α-L-arabinofuranose 

(Figura 5) (33,44,46).  
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As xilanas destacam-se como uma excelente matéria prima para 

formação de produtos de alto valor agregado, como xilitol e xilo-

oligossacarídeos (XOS) (47). 

 

 
Figura 5 - Estrutura típica de xilana encontrada principalmente em madeiras 

de folhosas e gramíneas (Adaptado de (46)). 

 

 

2.2.3. Lignina 

A lignina é uma macromolécula formada pela polimerização 

desidrogenativa de álcoois hidroxicinamílicos (p-cumarílico, coniferílico e 

sinapílico). A macromolécula de lignina possui estrutura bastante complexa 

devido ao processo de polimerização ser aleatório, 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 está ligada quimicamente com as 

hemiceluloses, ou seja, existe um complexo lignina-carboidrato na estrutura 

química da parede celular do vegetal. Algumas ligações já descritas para as 

conecções entre lignina e carboidratos em madeiras são mostradas na figura 

7 (49). 
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Figura 7 - Principais tipos de ligações entre carboidratos e lignina em 

complexos lignina-carboidrato: (A) fenol glicosídeo, (B) éster e (C) éter 

benzílico. (49). carb = carboidrato. 

 

A ocorrência dessas ligações foi confirmada em complexos lignina-

carboidrato isolados de pinho moído, a partir da caracterização por 

ressonância magnética nuclear em duas dimensões. A Figura 7A apresenta 

uma ligação do tipo fenol glicosídeo; em 7B uma ligação do tipo éster e; em 

7C uma ligação do tipo éter benzílico. No caso da ligação fenol glicosídica, a 

área correspondente no espectro foi integrada indicando que essa ligação 

está presente em aproximadamente 8 unidades para cada 100 unidades C9 

da lignina. 

A grande complexidade estrutural da lignina faz dela uma das 

macromoléculas naturais mais difíceis de caracterizar quimicamente. A maior 

parte da lignina não pode ser removida da matriz lignocelulósica sem que haja 
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alterações estruturais durante a etapa de extração. Além disso, nenhum 

método de caracterização “in situ” é informativo o suficiente para ser 

empregado de forma conclusiva sem o auxílio de outras metodologias. 

Portanto, a melhor maneira de estudar a estrutura dessa macromolécula 

parece ser através do emprego de vários métodos complementares, que 

forneçam resultados corroborativos. 

A Figura 8 apresenta a organização de uma fibra vegetal. A fibra 

lignocelulósica tem uma estrutura de camadas complexas, constituída pela 

lamela média (Interface entre as células de fibras, rica em lignina), parede 

primária fina (formada durante o crescimento das células) e a parede 

secundária. A parede secundária é constituída por três camadas (S1, S2 e S3), 

onde a camada intermediária (S2, mais espessa) determina as propriedades 

mecânicas 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 

eletrônica de varredura (MEV) se refere à fibra de madeira de Eucalyptus (50). 

 

 

É importante ressaltar que os componentes da madeira se encontram 

intimamente associados, formando longas cadeias de celulose interligadas 

por ligações de hidrogênio com moléculas de hemicelulose entrelaçadas, 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 eletrônica e um modelo de como as microfibrilas de celulose 

estão 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 eletrônica de lignocelulósico. (B) Modelo que 

explica como as microfibrilas de celulose estão organizadas e encaixadas em 

uma matriz de hemicelulose e lignina presente em um material lignocelulósico 

(ML) (36), modificado por NETO, 2019. 

 

 

2.3. Produção de Xilo-oligossacarídeos (XOS) 

Os XOS são obtidos industrialmente a partir da biomassa lignocelulósica 

através da hidrólise ácida e/ou enzimática (9,52). A fração hemicelulósica 

extraída 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, ácido acético, furfural (utilizado como intermediário químico 

para outros bioprodutos) dentre outras moléculas (53-55). 

Os XOS são oligômeros constituídos de unidades de xilose ligados 

através de ligações do tipo β-(1-4) xilosídicas e apresentam variedades na 

proporção e tipo de grupos laterais como acetil, ácidos urônicos e fenólicos. A 
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composição depende da origem do material e do processo de extração (57). 

Os XOS podem ser obtidos basicamente por diferentes processos hidrolíticos 

sobre os ML: básico, ácido ou enzimático. Além disso, os XOS podem ser 

produzidos a partir da molécula de xilana previamente extraída dos ML, ou 

sem sua prévia extração (58).  

  
2.3.1. Pré-tratamento Hidrotérmico (PTH) em Materiais Lignocelulósicos 

(ML) 

O pré-tratamento é uma das etapas operacionais mais importantes, em 

termos de custos diretos, envolvidas na produção de XOS a partir da 

biomassa lignocelulósica, e o principal objetivo é promover uma alteração 

físico-química na matriz dos ML, reduzindo a cristalinidade da celulose, 

solubilizando as hemiceluloses e separando-as da matriz de 

lignina/carboidratos, facilitando assim a produção de XOS e as etapas 

subsequentes do processo, pois desta forma há maior acessibilidade e 

susceptibilidade à ação das enzimas na etapa de hidrólise enzimática  (59,60). 

A alteração nas características estruturais da matriz lignocelulósica 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 estão, os biológicos (emprego de fungos ou bactérias), físicos (trituração, 

microondas e extrusão), químicos (alcalino, ácido, oxidativo, organosolve e 

líquido iônico), físico-químico (explosão à vapor e hidrotérmico) ou ainda uma 

combinação entre eles (61-63). Os pré-tratamentos mais utilizados para XOS 

são os químicos e físico-químicos pois promovem um aumento na área 

superficial da biomassa devido a redução do tamanho da partícula e do grau 
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de cristalinidade da celulose, ou seja, promovem modificações químicas 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 variáveis operacionais e efeitos, tais como: a natureza da 

biomassa, produtos desejados e aplicação dos mesmos, custos, impacto 

ambiental, minimizar a degradação de açúcares em compostos tóxicos, 

aumentar a área superficial, diminuir a cristanilidade e despolimerizar 

parcialmente a celulose, solubilizar as hemiceluloses ou lignina, modificar a 

estrutura da lignina, não produzir resíduos sólidos, reduzir custos operacionais 

e de capital (59,66,67).  

O PTH (também conhecido como auto-hidrólise) requer apenas adição 

de água. Desta forma, o PTH é considerado uma tecnologia limpa que utiliza 

apenas água durante o processo, o que diminui a corrosão de equipamentos 

e a geração de resíduos (44).  

O PTH é realizado nos ML em temperaturas entre 140 e 240 °C, em 

reatores contínuos ou em batelada preenchido com material no estado sólido 

adicionado de água (permitindo o controle da consistência do meio reacional) 

com controle de temperatura e pressão (68). A pressão é aplicada para manter 

a água no estado líquido a temperaturas elevadas, o que provoca alteração 

na estrutura dos ML (Figura 10). Nas situações de elevadas pressões e 

temperaturas no meio reacional com água, há geração de maior quantidade 

de íons hidrogênio, o que acidifica o meio. Esses íons atuam como 

catalizadores na hidrólise da hemicelulose liberando moléculas de ácido 
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acético e outros ácidos orgânicos. Desta forma, sob condições operacionais 

mais severas, reações de condensação entre furfural, lignina e/ou reações de 

oxidação de açúcares podem ocorrer, enquanto que em condições 

operacionais mais brandas os produtos de decomposição de açúcar são 

produzidos em menores quantidades (33,69).  

 
Figura 10 - Efeito do pré-tratamento hidrotérmico (PTH) em materiais 

lignocelulósicos (ML) (70). 

 

A temperatura, o tempo e a relação sólido/líquido (consistência) são as 

principais variáveis do PTH. Através da relação entre essas variáveis se 

determina o fator de severidade (P-Fator) do processo, o qual apresenta efeito 

direto sobre a acidificação do meio pela clivagem dos grupos acetil, geração 

dos produtos de degradação de açúcares e grau de polimerização dos XOS 

(71,72). 

Os hidrolisados típicos do PTH contêm uma mistura de oligômeros de 

açúcares (principalmente XOS, no caso de materiais que são compostos de 

xilanas), monossacarídeos (principalmente xilose, no caso de materiais que 

são compostos de xilanas), ácido acético, além dos produtos de 
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decomposição de açúcares (furfural, hidroximetilfurfural (HMF), ácidos 

levulínico e fórmico) (73,74). 

Os produtos de degradação formados apresentam efeitos negativos nas 

etapas subsequentes de hidrólise. Esses inibidores são classificados com 

base na sua origem em: ácidos fracos (ácido acético e ácido fórmico), furanos 

(furfural e HMF) e compostos fenólicos, e suas concentrações e composição 

variam de acordo com o tipo de pré-tratamento e das condições operacionais. 

A primícia desse método consiste em minimizar a quantidade de compostos 

tóxicos com menor consumo de energia (30,75,76). 

A Figura 11 apresenta as principais vias de degradação das frações 

polissacarídicas que podem ocorrer nos ML na etapa de PTH, além da origem 

dos compostos indesejáveis resultantes do processo (75). 

 
 

Figura 11 - Vias de degradação das frações polissacarídicas dos materiais 

lignocelulósicos (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 oligossacarídeos de alta 

massa molecular, que por sua vez são clivados em XOS de menor massa 

molecular, até a formação de xilose monomérica. Além disso, o PTH provoca 

a clivagem das ligações entre os grupos acetil (éster), arabinosil (éter) e 

ácidos urônicos (éster) e xilana, liberando no meio reacional os grupos laterais 

da molécula de xilana (arabinose, ácido 4-O-metil-glicurônico e ácido acético). 

A xilana e os oligômeros de alta massa molecular são pouco solúveis em 

água. À medida que os oligômeros são hidrolisados a XOS, sua solubilidade 

aumenta e eles passam para a fase aquosa. 

Uma avaliação do PTH em uma mistura de madeira de folhosas foi 

reportada na literatura (77). A temperatura e o tempo foram as duas variáveis 

aplicadas ao PTH. A temperatura foi variada de 130-170 °C, enquanto o tempo 

de 15-500 min. Essas condições proporcionaram conversões de xilana em 

XOS da ordem de 13-53% (%massa/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 condições a conversão média de xilana em XOS foi 

de aproximadamente 45% (%massa/massa). Entretanto, as conversões de 

xilana em xilose e furfural foram de aproximadamente 7,5% e 3,6%, 

respectivamente (%massa/massa) (78).  

 

2.4. Extração alcalina de Materiais Lignocelulósicos (ML) 

A hidrólise enzimática de celulose à glicose em ML pré-tratados 

hidrotermicamente apresenta baixos rendimentos de conversão (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 

à celulase adsorver à lignina (adsorção improdutiva). Devido a esse fato torna-

se necessário 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 à ação das enzimas, 

aumentando dessa forma o rendimento de conversão de celulose em glicose 

(podendo atingir 90%). Desta forma, o PTH seguido de extração alcalina com 

NaOH seria uma alternativa para melhorar o rendimento da hidrólise 

enzimática 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 açúcares (tanto hexoses quanto pentoses) na 

hidrólise enzimática dos ML, pois a hemicelulose e a lignina formam uma 

barreira física, protegendo a celulose do ataque enzimático, a qual não é 

removida na etapa do PTH (79). Além disso, a extração alcalina com NaOH 

nos ML provoca aumento da área superficial interna, diminuição da 

cristalinidade da celulose e a clivagem das ligações do complexo lignina-

carboidrato, promovendo a solubilização da lignina (80,81).  

 Sun et al. (82) reportaram um PTH em madeira de Eucalyptus urophilla 

(180 °C por 30 min), seguido de extração alcalina com NaOH 2% (m.v-1) a 90 

°C por 2,5 h, seguido de hidrólise enzimática, obtiveram conversão de 

celulose em glicose de aproximadamente 66,3%. 
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2.5. Hidrólise enzimática dos Materiais Lignocelulósicos (ML) 

A hidrólise enzimática consiste em hidrolisar a fração polissacarídica 

(cadeias de hemicelulose e celulose) dos ML à oligômeros e monômeros 

através do processo catalisado por enzimas denominadas de hemicellulases 

e celulases. As características do complexo enzimático e do substrato 

escolhido determinam as condições de temperatura, pH, tempo de 

sacarificação, atividade enzimática e a consitência (relação sólido/líquido) em 

que o processo deve ser realizado. Devido à especificidade das enzimas, não 

ocorre a formação de subprodutos, porém para que haja um alto rendimento, 

é necessário um nível de atividade enzimática adequada para obter uma alta 

conversão de celulose em produtos, o que eleva o custo de produção (83-85). 

A porosidade, a cristalinidade e o grau de polimerização da celulose e o 

teor de lignina e hemicelulose na biomassa, são fatores que afetam a hidrólise 

enzimática da celulose. Desta forma, se o substrato contém uma alta 

cristalinidade, baixa porosidade e um alto teor de lignina, a catálise enzimática 

da celulose não será eficiente, do contrário a eficiência será alta e 

consequentemente o tempo necessário para a hidrólise enzimática será 

menor (86). A catálise enzimática da celulose é realizada sob condições mais 

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

 

2.5.1. Hidrólise Enzimática de Celulose  
 

A celulose é um polímero linear com ligações glicosídicas do tipo β-1,4 

entre unidades de D-glicopiranose que necessita de um complexo enzimático, 

denominado celulases, para catalisar diferentes regiões da fibra de celulose. 
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Esse complexo se caracteriza por ser altamente específico e por atuar de 

forma sinérgica (34,88,89). Para uma hidrólise enzimática eficiente da 

celulose é necessário a ação sinérgica de enzimas, as quais são divididas em 

três grupos principais: endoglucanases, exoglucanases (celobiohidrolase I e 

II) e β-glucosidases. Esses três grupos catalisam a hidrólise das ligações do 

tipo β-1,4 glicosídicas, e atuam sinergicamente, criando novos sítios para 

hidrólise, além de reduzir a inibição pelo produto (90,91) (Figura 12). 

 As endoglucanases catalisam de forma aleatória as cadeias de 

celulose, gerando oligossacarídeos parcialmente solúveis de diferentes graus 

de polimerização contendo extremidades redutoras e não redutoras (92). As 

exoglucanases são divididas em duas categorias, como se segue: 

celobiohidrolases I que catalisam as extremidades redutores e 

celobiohidrolases II que catalisam as extremidades não redutores dos 

oligossacarídeos oriundos da hidrólise enzimática da celulose pelas 

endoglucanases (92,93). As  β-glucosidases catalisam a celobiose e celu-

oligossacarídeos (COS) de cadeia curta em glicose (94). 
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Figura 12 - Ilustração do modo de ação do complexo enzimático na molécula 

de celulose (95). 

 

2.5.2. Produção de celu-oligossacarídeos (COS) 

Os COS são oligômeros constituídos de monômeros de glicose ligados 

através de ligações do tipo β-(1-4) glicosídicas. Os COS são obtidos 

principalmente via hidrólise enzimática de matérias primas ricas em celulose. 

As celulases são as enzimas que catalisam a hidrólise das ligações 

glicosídicas do tipo β-1,4 presentes na molécula de celulose (96,97). A 

hidrólise enzimática da celulose direcionada para a produção de COS deve 

ser realizada com extratos comercias que contenham baixa atividade de exo-

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

produção de COS. 

 

2.6. Oligossacarídeos como Ingredientes Funcionais  

Os oligossacarídeos são cadeias constituídas de açúcares monoméricos 

que contém um grau de polimerização relativamente baixo (2-20 unidades de 

açúcares monoméricos) encontrados naturalmente (alimentos como frutas, 

leite, mel e vegetais) ou produzidos a partir de polissacarídeos de ML. Muitos 

destes compostos possuem atividades funcionais que são favoráveis à saúde 

dos consumidores, pois não são cariogênicos, possuem baixo valor calórico e 

estimulam o crescimento de bactérias benéficas no cólon. Além disso, os 

oligossacarídeos melhoram a qualidade dos alimentos, promovendo 

modificações no sabor e nas propriedades físico-químicas (9,98).  

 

2.6.1. Propriedades e Aplicações dos Xilo-oligossacarídeos (XOS) e celu-

oligossacarídeos (COS) 

 Os XOS e os COS apresentam notável potencial para a utilização em 

muitos campos, incluindo o setor alimentício (alimentos funcionais, 

prebióticos, aditivos em ração de animais domésticos e peixes); no setor 

farmacêutico (controle da obesidade, tratamento de infecções 

gastrointestinais, agente ativo contra osteoporose, otite e disfunções na pele 

e cabelo) e na agricultura (estimulante e acelerador do crescimento) (7-12).  

Diversas pesquisas estão sendo realizadas para evidenciar as 

propriedades físico-químicas e biológicas dos XOS e COS. Há estudos 

relacionados à doçura, amargor, higroscopicidade, atividade de água, 
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ativação e estabilização de proteína, sabor e cor, destacando-se sua 

aplicação como agente de reforço organoléptico em bebidas. Entre as 

propriedades biológicas investiga-se a digestibilidade e não-digestibilidade, 

propriedades anti-cariogênicas e não-cariogênicas, ação bacteriostática, 

seletividade a proliferação de bifidobactéria (7-12). Além dessas vantagens, 

essas substâncias não apresentam toxicidade ou exibem efeitos negativos em 

humanos.  

 As aplicações mais importantes dos XOS, em termos de mercado, 

correspondem a ingredientes para alimentos funcionais (por exemplo, em 

combinação com extrato solúvel de soja, refrigerantes, chá, produtos 

derivados de leite), iogurtes, doces, bolos, biscoitos, massas, além de 

alimentos especiais para idosos e crianças ou como componentes ativos de 

preparações simbióticas (99,100). Os XOS que possuem de 2 a 4 unidades 

de xilose são considerados importantes insumos para a indústria de alimentos 

e fármacos. No processamento de alimentos os XOS apresentam maiores 

vantagens em relação à inulina, em termos de resistência térmica e a ácidos, 

permitindo sua utilização em sucos com baixo pH e bebidas carbonatadas (6). 

Os COS possuem propriedades benéficas à saúde, podendo ser 

aplicado em indústrias de alimenros funcionais e farmacêuticos (101). 

Segundo Hasan et al. (12), os COS podem ser usados como prebióticos na 

dieta suplementar em peixes a fim de controlar o crescimento de bactérias 

patogênicas tais como Streptococcus.  

Os COS são ingredientes alimentares não digeríveis devido às suas 

ligações β-1,4. Esses ologossacarídeos não são hidrolisados pelas enzimas 
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digestivas, e, portanto alcançam as partes distais do intestino onde são 

assimilados com as bactérias probióticas, servindo como substrato seletivo o 

qual estimula o crescimento de bactérias endógenas, tais como Lactobacillus 

e Bifidobacterium (13). Portanto, os COS podem ser considerados como um 

aditivo alimentar promissor para promover o crescimento de bactérias 

probióticas benéficas (96). Segundo Cho et al. (96), a maioria dos estudos 

anteriores foram direcionados apenas em relação à caracterização e eficácia 

de β-COS, havendo falta de pesquisas em relação a sua produção.  

Os subprodutos agroindustriais estão entre as maiores fontes de 

biomassa no mundo, representando 40 milhões de toneladas de subprodutos 

lignocelulósicos por ano, gerando considerável prejuízo às atividades 

econômicas do setor agroindustrial e ao meio ambiente. Os XOS e COS 

possuem a vantagem de serem obtidos através de fontes altamente 

disponíveis e de baixo custo, como os subprodutos florestais e agroindustriais, 

sendo uma alternativa econômica favorável, pois contribui significativamente 

para a diminuição de biomassa residual no meio ambiente (6,58).  

Com o desenvolvimento de uma metodologia eficiente para a produção 

de XOS e COS a partir de ML, como o Eucalyptus e bagaço de cana de açúcar 

espera-se impulsionar ainda mais o desenvolvimento de muitos estudos 

relacionados às suas aplicações. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Geral 

Avaliar a produção de xilo-oligossacarídeos (XOS) e celu-

oligossacarídeos (COS) a partir de um subproduto de Eucalyptus oriundo do 

processamento de Eucalyptus de uma empresa de celulose.  

 

3.2. Específicos 

 Caracterizar quimicamente o subproduto de Eucalyptus triturado-extraído 

(livre de extrativos - STE); 

 Avaliar o efeito do PTH sobre o subproduto de Eucalyptus original (SO) e 

triturado-extraído (STE); 

 Caracterizar quimicamente a fração solúvel e insolúvel pós-tratamentos 

hidrotérmicos do subproduto em estudo (SO e STE);  

 Otimizar o PTH sobre o subproduto em estudo visando à produção de XOS 

(SO e STE); 

 Realizar extração alcalina do “resíduo insolúvel” (rico em celulose e lignina) 

oriundo da produção de XOS (PTH otimizado do SO e STE); 

 Caracterizar estruturalmente as diferentes frações do subproduto em estudo 

obtidas anteriormente; 

 Avaliar o efeito da hidrólise enzimática da fração celulósica do “resíduo 

insolúvel” (rico em celulose e lignina) oriundo de produção de XOS (PTH 

otimizado seguido de extração alcalina do SO e STE) com celuloses 

comerciais visando à produção de COS; 
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 Analisar o potencial de produção de XOS e COS a partir do subproduto de 

Eucalyptus em escala de laboratório; 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Obtenção 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 Jacareí-SP. Durante a etapa de 

corte das toras de madeira (produção 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 

produção de cavacos de madeira. O subproduto foi seco a temperatura de 25 

°C. Uma fração do lote do subproduto obtido foi triturado em um moinho de 

facas (Marca Solab, tela de retenção 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 indústria de celulose. FONTE: Autor, (2019). 
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As etapas desenvolvidas no projeto estão apresentadas sumariamente 

na forma de fluxograma (Figura 14). Os detalhes de cada etapa serão 

apresentados a seguir. 

 

  
 

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

O PTH foi realizado em duas frações do subproduto em estudo: 

subproduto original (SO) e o subproduto previamente triturado-extraído (STE) 

(item 4.4.1). Para a realização do PTH foi utilizada a técnica de planejamento 

fatorial 23 (Tabela 1). As variáveis estudadas (tempo, temperatura e 

consistência – relação massa/volume) e seus respectivos níveis, foram 

baseados em trabalhos de PTH para produção de XOS de diferentes resíduos 

agroindustriais (102,103). O planejamento fatorial proposto foi realizado a fim 

de se determinar condições ideais para o PTH visando a produção de XOS 

(Tabela 1). O tratamento estatístico do planejamento fatorial proposto foi 

realizado no software Statistica (versão 10) utilizando como fator resposta as 

conversões da fração de xilana em XOS (xilobiose + xilotriose + xilotetraose 

+ xilopentaose + xilohexaose + oligossacarídeos com mais de 6 unidades de 

xilose).  

 

Tabela 1 - Planejamento fatorial (23) para a avaliação do pré-tratamento 

hidrotérmico (PTH) do subproduto de Eucalyptus sob diferentes condições 

operacionais. 

  Níveis codificados das variáveis Níveis reais das variáveis 

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 90 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 parâmetros dos modelos de 

segunda ordem, o planejamento inicial foi ampliado pela previsão de novos 

ensaios a fim de constituir um planejamento composto central consistindo do 

bloco de experimentos referentes ao planejamento original 2k, do bloco de 2k 

experimentos referentes aos pontos axiais ou estrela oriundos da expansão e 

do bloco de nC experimentos no ponto central. Para três fatores x1, x2 e x3 

(k=3), como é o caso, as coordenadas dos seis pontos axiais ou estrela P(x1, 

x2, x3) são dadas por (, 0, 0), (0, , 0) e (, 0, 0), onde  é um parâmetro 

denominado de rotabilidade, o qual  depende do número de experimentos do 

bloco fatorial do planejamento inicial conforme a Equação 1 (127). Para o caso 

de três fatores (k=3), a =1,68.  

 

 = √𝟐𝒌𝟒       (1) 

 

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

 

Com relação ao número de experimentos no ponto central (nC) (127), 

geralmente é recomendado realizar de 3 a 5 repetições. Desta forma, para a 

continuidade do estudo, propôs-se ampliar o planejamento original de 

experimentos pela realização de novos ensaios nos pontos axiais 

anteriormente definidos visando possibilitar o ajuste de modelos quadráticos 

permitindo uma melhor descrição do comportamento das variáveis resposta 

do sistema bem como a otimização do processo. Além dos experimentos nos 

pontos axiais, mais experimentos no ponto central foram realizados com o 

objetivo de estimar com maior precisão os erros experimentais associados às 
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medidas das variáveis resposta, diminuindo-se assim o grau de incerteza na 

avaliação da significância estatística dos efeitos estimados. A Tabela 2 

apresenta o bloco dos experimentos adicionais que foram realizados visando 

à continuidade do estudo. 

 

Tabela 2 - Bloco de experimentos adicionais realizados visando à continuidade 
da avaliação do pré-tratamento hidrotérmico (PTH) do subproduto de 
Eucalyptus em novas condições operacionais.  

 Níveis codificados das variáveis* Níveis reais das variáveis 

Exp. x1 x2 x3 T (oC) 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 (níveis) das variáveis codificadas (𝒙𝒊) foram calculados em função dos valores das 
variáveis reais (𝒁𝒊) usando-se a seguinte Equação:  

 
 

 

𝒙𝒊 =
𝒁𝒊−𝒁𝒎é𝒅,𝒊

(
𝒁𝒎á𝒙,𝒊−𝒁𝒎í𝒏,𝒊

𝟐
)

 , i=1,2,3       (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 agitação mecânica, temperatura e pressão) de 1,5 L de 

capacidade, contendo cada um uma válvula individual, porém todos 

conectados à um único 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 aço 
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inoxidável.  Após a transferência do material foram adicionados volumes de 

água destilada pré-definidos (200, 100 e 75 mL) variando desta forma a 

consistência do material no meio reacional (5, 10 e 15%), respectivamente. 

Os reatores foram fechados. Para a impregnação do material, o equipamento 

foi ligado e ao atingir a temperatura de 100 ºC, foi desligado, aberto as válvulas 

dos reatores para a retirada de excesso de ar e em seguida ligado novamente 

e ajustado a diferentes temperaturas (140, 160 e 180 ºC). Após atingir a 

temperatura desejada os reatores permaneceram por diferentes tempos (30, 

60 e 90 min). Ao final das reações os reatores foram desconectados e 

resfriados naturalmente por 24 h. Os hidrolisados obtidos pós-tratamentos 

hidrotérmcios foram filtrados através de filtros de vidro sinterizados de 

porosidade número 3 de 50 mL. O filtrado foi recolhido, medido o pH, 

borbulhado com nitrogênio até a retirada do excesso de oxigênio presente e 

estocado em freezer a -20 ºC até o momento do uso. O material retido nos 

filtros foi lavado com solução de água destilada até atingir pH neutro, retirado 

do filtro e seco em estufa com circulação de ar a temperatura de 60 ºC 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 Equação 3. Os 

materiais retidos (insolúveis) e os hidrolisados (filtrados) obtidos foram 

caracterizados quimicamente (itens 4.4 e 4.5). 

 

    𝑅(%) = 100 −
(𝑀𝑖−𝑀𝑓)

(𝑀𝑖)
∗ (100)      (3)                 

 

Onde:  
R = rendimento mássico do pré-tratamento hidrotérmico (%). 
Mi = massa inicial em base seca do subproduto (g). 
Mf = massa final em base seca do subproduto pós-tratamento hidrotérmico (g).
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Figura 15 - Reator munido de controle de temperatura, pressão e agitação 
mecânica (Marca Regmed). FONTE: Autor, (2019). 

 

4.4. Caracterização química do subproduto de Eucalyptus 

O SO e o STE (não tratados e previamente pré-tratados 

hidrotermicamente, item 4.3), foram caracterizadas quimicamente para 

determinação dos teores de extrativos, lignina total, celulose e hemicelulose. 

Os ensaios de caracterização química foram realizados em triplicata e os 

dados expressados em porcentagem mássica (grama de componente por 100 

gramas do material original, dados em base seca). 

 

4.4.1. Determinação 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 extraídos com etanol 95% (volume/volume) por 

cerca de 6 h (cerca de 10 ciclos de extração). Os cartuchos contendo o 

material extraído foram secos à temperatura de 25 ºC para evaporação do 

solvente até à massa constante, em seguida o material foi pesado em balança 
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analítica (104,105). O material obtido foi denominado de triturado-extraído 

(STE) e foi armazenado em sacos plásticos fechados até o momento do uso 

(Item 4.3, 4.4 e 4.5). O percentual de extrativos foi determinado segundo a 

Equação 4. 

 

𝐸(%) =
𝑚𝑖−𝑚𝑓 

𝑚𝑖
∗ (100)      (4) 

 

Onde: 
E = porcentagem mássica de extrativos do material não tratado (%). 

mi = massa seca inicial do material não tratado (g) 

mf = massa seca final do material pós-extração com etanol 95% (g). 

 

4.4.2. Determinação de lignina insolúvel (Klason) e solúvel 

O material não tratado e pré-tratados hidrotermicamente foram 

analisados quanto ao teor de lignina Klason (insolúvel). Para isso, cerca de 

300 mg (dados em base seca) de cada amostra foram tratadas com 3 mL de 

ácido sulfúrico 72% (massa/massa) em banho-maria por 1 h a 30 ºC, sendo a 

mistura agitada em intervalos de 10 min com auxílio de um bastão de vidro. 

Após 1 h os conteúdos dos tubos de ensaio foram transferidos 

quantitativamente para Elernmeyers de 250 mL com auxílio de 79 mL de água 

destilada. Para a hidrólise completa dos oligômeros restantes, os Elernmeyers 

foram fechados com papel alumínio e autoclavados a 121 ºC por 1 h. Após a 

descompressão da autoclave, os frascos foram resfriados à temperatura de 

25 ºC e em seguida foram filtrados em filtros de vidro sinterizados de 

porosidade número 3 de 30 mL (Schott, Alemanha) (previamente secos em 

estufa a 105 ºC por 1,5 h e pesados). O material retido foi lavado, com 2 

porções de 5 mL de água destilada e seco em estufa até massa constante. 

Esse resíduo correspondeu à lignina insolúvel em ácido (lignina Klason). A 
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determinação da lignina Klason foi calculada segundo a Equação 5. O cálculo 

foi realizado através da massa dos filtros de vidro sinterizados vazios e a 

massa dos filtros sinterizados contendo o material retido após a filtração 

(104,105). 

 

filtresfiltI mmL 
       (5) 

 

Onde: 
LI = lignina Klason da amostra (g). 

m filt+res = massa do filtro sinterizado seco contendo a lignina Klason (g). 

m filt= massa do filtro sinterizado seco vazio (g). 

 

 

Os filtrados foram avolumados a 100 mL em balão volumétrico e o teor 

de lignina solúvel em ácido foi determinado através da leitura de absorbância 

do filtrado obtido em um espectrofotômetro UV-visível a 205 nm (Marca 

Thermo Scientfic, modelo Genesys 10S UV-Vis) (104,105). Para a 

determinação das concentrações de lignina solúvel, foi utilizado o coeficiente 

de extinção de 105 L.g-1.cm-1 (104,105). O cálculo da concentração da lignina 

solúvel foi realizado conforme a Equação 6. Após o cálculo da concentração 

de lignina solúvel em g.L-1 o valor foi multiplicado pelo fator de diluição para a 

determinação real da lignina solúvel. Então, a concentração de lignina solúvel 

real foi multiplicada por 0,1. 

 

𝐶𝑙𝑖𝑔 = (𝐴ℎ𝑖𝑑/𝐶𝑒) ∗ 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 ∗ 0,1)        (6) 

 

Onde:  

Clig = Massa de lignina solúvel (g).   

Ahid = Absorbância do hidrolisado em 205 nm. 

Ce = 105 (coeficiente de extinção). 
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O teor de lignina total (Lt) foi calculado segundo a Equação 7. As massas 

de lignina solúvel e insolúvel foram somadas e multiplicadas por 100, o 

resultado foi dividido pela massa inicial do subproduto (dados em base seca) 

do processo de hidrólise ácida. 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). 

 

𝐿𝑡(%) = ((𝐿𝑠𝑜𝑙 + 𝐿𝑖𝑛𝑠𝑜𝑙) ∗ 100)/(𝑀𝑖)      (7)                 

 

Onde:  

Lt = Lignina total (%). 

Lsol = teor de lignina solúvel em meio ácido (g). 

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

Mi = massa inicial seca do subproduto do processo de hidrólise ácida (g).
   

 

4.4.3. Determinação dos teores de carboidratos e ácidos orgânicos 

O filtrado produzido pelo método de lignina Klason foi utilizado para a 

determinação dos teores de açúcares monoméricos e ácidos orgânicos 

(glicose, xilose, arabinose e ácido acético), através da técnica de 

cromatografia em fase líquida de alta eficiência (CLAE). Para isso, uma 

pequena alíquota do filtrado foi passada através de cartuchos do tipo SEP-

PACK C18 para a retenção de compostos fenólicos (104,105). A análise 

cromatográfica foi realizada em cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE, 

SHIMADZU modelo NEXERA XR) nas seguintes condições: coluna BIO-RAD 

Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm); temperatura do forno: 60 ºC; eluente: H2SO4 

5 mM com fluxo 0,6 mL.min-1; volume de amostra: 20 µL; detector: índice de 

refração a 60 ºC (SHIMADZU, modelo RID- 20A) com um tempo de análise 
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de 17 min. As concentrações dos açúcares, arabinose e ácido acético foram 

determinadas através de curvas analíticas preparadas com padrões, de grau 

analítico, secos sob pentóxido de fósforo e vácuo (Apêndice I) (104,105).  

Os teores de celulose, xilana, grupos arabinosil e grupos acetil foram 

calculados segundo a Equação 8. As massas de glicose, xilose, arabinose e 

ácido acético foram determinadas através de suas concentrações (em um 

volume final de 100 mL, item 4.4.3).  As massas de glicose, xilose, arabinose 

e ácido acético foram multiplicadas pelos seus respectivos fatores de hidrólise 

(Tabela 3). O resultado foi multiplicado por 100 e dividido pela massa inicial 

do subproduto do processo de hidrólise ácida (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 × 𝑓) ∗ 100)/(𝑀𝑖)       (8)                 

 

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

Mf = massa de glicose, xilose, arabinose ou ácido acético (g). 

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

Mi = massa inicial seca do subproduto do processo de hidrólise ácida (g).
  

 
 
Tabela 3 - Monômeros precursores da celulose, xilana e grupo acetil e seus 

respetivos fatores de hidrólise.  

Monômero Fator de Hidrólise Molécula 

Glicose 0,90 Celulose 
Xilose 0,88 Xilana 

Ácido Acético                0,72 Grupo acetil 
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4.5. Caracterização química dos hidrolisados hemicelulósicos (filtrados) 

obtidos pós-tratamentos hidrotérmicos  

Os hidrolisados hemicelulósicos obtidos (filtrados) pós-tratamento 

hidrotérmico foram caracterizados pela presença de carboidratos (oligômeros 

e monômeros), ácido acético e derivados da oxidação de carboidratos 

(furfural, ácido fórmico e ácido levulínico). 

 

4.5.1. Determinação de XOS e xilose 

Os teores de XOS e xilose nos hidrolisados (filtrados) obtidos pós-

tratamento hidrotérmicos foram determinadas por cromatografia em fase 

líquida de alta eficiência (CLAE, SHIMADZU modelo NEXERA XR) (106-109), 

com modificações. A coluna utilizada foi uma BIO-RAD Aminex HPX-87C (300 

x 7,8 mm): temperatura de forno de 80 C: eluente composto de água ultrapura 

com fluxo 0,6 mL.min-1: volume de amostra de 20 µL: detector de índice de 

refração (Shimadzu, modelo RID- 20A) a 60 C e tempo de análise de 19 min. 

Os pHs das amostras foram ajustados para 6,5 com NaOH 1M e filtradas em 

filtro tipo SEP-PACK C18, previamente a serem analisadas. A cromatografia 

para determinação dos XOS foi realizada com os seguintes padrões, de grau 

analítico, secos sob pentóxido de fósforo e vácuo: xilose (X1), xilobiose (X2), 

xilotriose (X3), xilotetraose (X4), xilopentaose (X5) e xilohexaose (X6). Sendo 

X1 da SIGMA e X2-X6 da Megazyme-Irlanda. Para a separação e elaboração 

da curva analítica dos XOS, foram pesados aproximadamente 1 mg dos 

padrões autênticos: xilose (X1-Sigma), xilobiose (X2) xilotriose (X3), 

xilotetraose (X4), xilopentaose (X5), xilohexaose (X6) (Megazyme-Irlanda), 
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sendo que não tinha padrão para >X6. Após pesados, cada padrão foi 

colocado em um balão volumétrico de 5 mL separadamente, resultando em 

uma solução pura de aproximadamente 0,2 g.L-1 de cada padrão em estudo. 

Cada solução resultante foi analisada por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE-SHIMADZU, modelo NEXERA XR), nas condições descritas 

anteriormente. A curva analítica dos XOS foi determinada através do 

preparado de soluções com os padrões de grau analítico citados acima, secos 

sob pentóxido de fósforo e vácuo. A curva analítica dos XOS (Apêndice II) foi 

determinada com uma solução mista dos padrões citados acima. 4 mg de 

cada padrão foi pesado e transferido para um balão volumétrico de 5 mL, 

resultando na solução mãe mista de 0,8 g.L-1. Diluições sucessivas foram 

realizadas com essa solução gerando as seguintes concentrações para cada 

padrão em estudo: 0,6; 0,4; 0,2; 0,1 e 0,05 g.L-1. As diferentes concentrações 

das soluções mistas foram analisadas por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) como descrito anteriormente. Os experimentos foram 

realizados em triplicata. Os dados foram expressos em mg.g-1 (miligrama de 

XOS ou xilose por grama de subproduto pré-tratado hidrotermicamente, dados 

em base seca). Além disso, também foi calculada a conversão de xilana em 

XOS e xilose (Equação 9). 

 

 (%) =  (𝑋𝑂𝑆 𝑜𝑢 𝑥𝑖𝑙𝑜𝑠𝑒) ∗ 𝑓) ∗ (100)/(𝑚)      (9) 

 

Onde: 

 = Conversão de xilana em XOS (xilobiose+xilotriose+xilotetraose+xilopentaose+ 

xilohexaose+oligossacarídeos com mais de 6 unidades de xilose) ou xilose (%).  
XOS ou xilose = massa de XOS (xilobiose+xilotriose+xilotetraose+xilopentaose+xilohexaose  
+oligossacarídeos com mais de 6 unidades de xilose) ou xilose (g), respectivamente. 
f = fatores de hidrólise de xilana em XOS (xilobiose, xilotriose, xilotetraose, xilopentaose+ 
xilohexaose e oligossacarídeos com mais de 6 unidades de xilose (>X6) e xilose (Tabela 4). 
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m = massa inicial seca de xilana (g). 
 
 

                  Tabela 4 - Fatores de hidrólise de xilana em XOS. 

XOS Fator de Hidrólise 

Xilose 0,88 
Xilobiose 0,936 
Xilotriose 0,956 

Xilotetraose 0,967 
Xilopentaose/Xilohexaose 0,9755 

(>X6) 1 

 

4.5.2. Determinação de furfural  

As determinações foram conduzidas em um cromatógrafo em fase 

líquida de alta eficiência (CLAE, Perkin-Elmer, modelo Flexar) segundo 

Brienzo et al. (106), com modificações. A análise foi realizada com um fluxo 

de 0,8 ml.min-1 a temperatura de 25 ºC com detecção em 276 nm. A coluna 

utilizada foi a ODS Hypersil com 250 mm de comprimento, 4,0 mm de 

diâmetro, preenchida com octadecil - C18 como fase estacionária (5 um de 

diâmetro da partícula e 120 A° de diâmetro do poro, Marca Thermo). A fase 

móvel foi composta de acetonitrila:água (1:8) com ácido acético 1% 

(massa/volume) e tempo de análise de 12 min. Para os cálculos foi elaborada 

uma curva analítica com padrão de furfural (Apêndice III). Os experimentos 

foram realizados em triplicata. Os dados foram expressos em mg.g-1 

(miligrama de furfural por grama de subproduto pré-tratado 

hidrotermicamente, dados em base seca). Além disso, também foi calculada 

a conversão de xilana em furfural (Equação 10). 

 

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

 = conversão de xilana em furfural ou ácido fórmico (%). 

FF = massa de furfural ou ácido fórmico, respectivamente (g). 
1,56 = fator de oxidação de xilose em furfural. 
0,88 = fator de hidrólise de xilana em xilose. 
m = massa inicial seca de xilana (g). 

 

4.5.3. Determinação de aromáticos solúveis 

Os aromáticos solúveis foram quantificados através da leitura de 

absorbância em um espectrofotômetro UV-visível a 280 nm com coeficiente 

de extinção de 20 L.g-1.cm-1, (Marca Thermo Scientfic, modelo Genesys 10S 

UV-Vis). Os resultados foram multiplicados pela diluição, quando necessário, 

e expressos em mg.g-1 (miligramas de aromáticos solúveis por grama de 

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

 

4.5.4. Determinação de açúcares e ácidos orgânicos 

Os teores de glicose, arabinose, ácido acético e ácido fórmico foram 

determinados por cromatografia em fase líquida de alta eficiência (CLAE) com 

apresentado no item 4.4.3. Os resultados foram expressos em mg.g-1 

(miligramas de açúcar ou ácido por grama de subproduto, dados em base 

seca). 

 

4.6. Análise estatística 

As análises estatísticas dos dados obtidos através do planejamento 

experimental foram realizadas utilizando-se o software Statistica (Versão 10), 

tendo como variáveis resposta as conversões de xilana em produtos 

desejados (XOS) em função das variáveis independentes (temperatura, 
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tempo e consistência). Foi realizado o teste de Tukey utilizando o software 

GraphPad InStat (Versão 8), para verificar se ocorreu diferença significativa 

na composição química entre as condições testadas do planejamento 

experimental. 

 

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

O fator de severidade (P-Fator) em pré-hidrólise, puramente empírico, 

foi determinado a fim de combinar o efeito tempo de reação e temperatura no 

PTH do subproduto em estudo. O fator resultante foi definido como fator de 

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

 

P-Fator = 𝑡 ∗ 𝑒(𝐴′−𝐵′/𝑇)      (11) 

 

Onde: 
P-Fator = fator de severidade (h). 

t = tempo (h). 

T = temperatura (Kelvin). 

A’ = 40,48, constante arbitrária da equação (admensional).  

B’ = 15106, constante arbitrária da equação (admensional).   

 

 

4.8. Massa de produtos recuperados – Balanço de massa 

O balanço de massa foi realizado a fim de verificar se os produtos 

formados e quantificados na fração líquida constituem toda biomassa que foi 

previamente removida nos pré-tratamentos hidrotérmicos. Para isso, foi 

considerada a massa da fração de xilana que permaneceu na fração insolúvel 

em relação aos produtos formados que foram dissolvidos para a fração líquida 

(solúvel). A massa de produtos recuperados foi calculada através da equação 

12. 
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 𝑀𝑃(𝑔) =
(𝑚 ∗ 𝑋𝐶𝑃)

100
+

𝑚∗ (𝑠∗ 
100

14,1
)

100
       (12) 

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

XCP = xilana convertida em XOS + xilose + furfural + ácido fórmico (%). 

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

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

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

 

 

4.9. Ensaios experimentais para validação dos modelos matemáticos 

Foram utilizados para os experimentos 50 g de massa do SO e do STE. 

As frações insolúveis e solúveis (hidrolisados hemicelulósicos) para o modelo 

ajustado foram caracterizados pelos métodos descritos anteriormente (itens 

4.3, 4.4, 4.5, 4.7 e 4.8).  

 

4.9.1. Hidrólise ácida do hidrolisado hemicelulósico pós-tratamento 

hidrotérmico  

       O hidrolisado hemicelulósico oriundo do SO e do STE pós-tratamento 

hidrotérmico na condição otimizada (SO-TO e STE-TO) foram submetidos a 

hidrólise ácida com H2SO4. Para isso foi adicionando 1,4 mL de H2SO4 72% 

(massa/massa) em 23,6 mL de hidrolisado hemicelulósico (correspondendo a 

um volume final de 25 mL com uma concentração de H2SO4 de 4% 

(volume/volume). Então, o hidrolisado foi autoclavado a 121 °C por 1 h (112). 

O hidrolisado sem tratamento e pós-hidrólise ácida foram analisados quanto 

aos teores de xilose utilizando cromatografia em fase líquida de alta eficiência 

(CLAE) (item 4.4.3). A porcentagem de XOS foi determinada pela diferença 

da concentração de xilose presente no hidrolisado pós-hidrólise ácida pela 

xilose presente no hidrolisado sem tratamento (Equação 13). 
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 𝑋𝑂𝑆 (%)  = ((𝐴 − 𝐻) ∗ 0,95 ∗ 100)/7,05      (13) 

Onde: 
XOS = xilo-oligossacarídeos (%). 

A = massa de xilose no hidrolisado pós-hidrólise ácida (g). 

H = massa de xilose no hidrolisado sem tratamento (g). 

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

7,05 = massa inicial em base seca de xilana no subproduto não tratado hidrotermicamente 

(g). 

 

 

4.10. Extração alcalina da fração insolúvel pós-tratamento hidrotérmico 

otimizado  

       O SO-TO e o STE-TO foram submetidas à extração alcalina com NaOH 

0,5% (massa/volume). A presente extração 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 aço inoxidável.  Após a transferência dos materiais foram 

adicionados 100 mL de NaOH  0,5% (massa/volume) o que culminou em uma 

consistência final no meio reacional de 10% (massa/volume). Os reatores 

foram fechados, ligados e após atingir a temperatura de 70 °C os mesmos 

permaneceram por 1 h. Após esse tempo foram desligados e resfriados 

naturalmente. Após o resfriamento as amostras foram retiradas do reator e 

lavadas com água destilada em caixa de lavagem (Regmed) com tela de 

retenção de #100/pol, até a água de lavagem atingir pH neutro. O material 

obtido foi seco em estufa com circulação de ar à 60 °C por 72 h. O material 

seco foi pesado e determinado a sua umidade. O rendimento do processo de 

extração alcalina foi calculado de acordo com a Equação 1 (item 4.3). O 

material insolúvel foi caracterizado quimicamente como descrito no item 4.4 e 

4.5.   
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4.11. Cromatografia em fase líquida de alta eficiência acoplada a 

espectrometria de massas (CLAE-MS) 

 Os hidrolisados hemicelulósicos pós-tratamento hidrotérmico do SO-

TO e do STE-TO foram liofilizados previamente a análise em CLAE-MS. Desta 

forma, volumes de 112 mL e 88 mL dos hidrolisados hemicelulósicos do SO-

TO e do STE-TO, respectivamente, foram colocados em um frasco próprio do 

liofilizador (Marca Thermo- Electron Corporation, Modulyod – Freeze Dryer), 

e submetidos à um banho com agitação para o congelamento das amostras 

(Figura 16). Após serem congelados no banho, os hidrolisados foram 

adicionados no liofilizador à 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). 
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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 líquida de alta eficiência 

acoplada a espectrometria de massas (CLAE-MS) para confirmar a presença 

dos XOS identificados por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a 

um detector de índice de refração (RID). As condições das análises foram: 

Condições cromatográficas; equipamento marca Agilent 1200 Series 

(Autosampler 1200 Séries, detector DAD 1260, bomba quaternária 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 móvel água ultrapura 

com fluxo de 0,6 mL.min-1 e volume de injeção de 20 µL. Condições do 

espectrômetro de massas; 3200 QTRAP (Quadrúpolo – íon trap linear), AB 

SCiex Ionização por electrospray (Turbo Ion Spray) no modo positivo. 

Parâmetros da fonte de ionização no modo positivo: íon Spray: 5500 V, curtain 

gás: 20 psi, temperatura: 700 °C, gás 1: 50 psi, gás 2: 50 psi, interface heater: 

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

cada composto. 

 
4.12. Caracterizações estrutural das frações insolúveis do SO e STE 

otimizados pós-tratamento hidrotérmico (SO-TO e STE-TO)   

As diferentes frações do subproduto em estudo, como se segue: 

subproduto original (SO), subproduto triturado-extraído (STE), subproduto 

original pré-tratado hidrotermicamentre na condição otimizada (SO-TO), 

subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamentre na condição 

otimizada (STE-TO), subproduto original pré-tratado hidrotermicamentre na 

condição otimizada seguido de extração alcalina (SO-TO-E) e subproduto 

triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamentre na condição otimizada 

seguido de extração alcalina (STE-TO-E) foram avaliadas estruturalmente 

pelas seguintes técnicas: 

 

4.12.1. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 Foi utilizado um microscópio modelo JEOL JSM -7500F, pertencente ao 

Departamento de Físico-Química do Instituto de Química - IQ - Araraquara-

UNESP. As amostras foram secas em estufa a 60 °C por 48 h e trituradas com 

auxílio de um pistilo. Uma alíquota de cada amostra foi fixada sobre suportes 

de alumínio recobertas por fita de carbono de 1-10 mm por 60 s (2Kb e 9,5 A) 

sob uma voltagem de aceleração de 2-10 kV. As microscopias foram obtidas 

em diferentes ampliações (40, 100, 500, 1000 e 5000 vezes) utilizando um 

microscópio eletrônico de varredura (JEOL JSM-7500 F). A figura 18 

apresenta a fotografia do equipamento. 
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Figura 18 - (a) Equipamento de fixação de carbono modelo SCD 050. (b) 

Microscópio modelo JEOL JSM -7500F. FONTE: Autor, (2019). 

 

 

4.12.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 

em modo de Refletância Total Atenuada (FTIR-ATR) 

Os espectros foram registrados na região compreendida entre 4000 e 

400 cm-1, com 4 cm-1 de resolução, 64 varreduras por ensaio, em modo ATR 

(Refletância Total Atenuada) em um Espectrofotômetro FTIR - Platinum/ 

BRUKER; equipado com um cristal ATR em ZnSe de alta capacidade para 

análise de sólidos, pastas e líquidos, localizado no laboratório do 

Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia da Faculdade de Ciências 

Farmácêutica - FCF - UNESP - Araraquara. 

  As amostras foram secas em estufa a 60 °C por 48 h e trituradas com 

auxílio de um pistilo. Foi utilizada uma alíquota de cada amostra para a 

realização dos experimentos. Os gráficos foram construídos e normalizados 

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

O equipamento utilizado foi um difratômetro Siemens Kristalloflex 

diffractometer, localizado no Departamento de Físico-Química do Instituto de 

Química – IQ – UNESP - Araraquara, operando a uma potência de 40 kV com 

uma corrente de 30 mA sendo a radiação Kα do Cu (λ=1,5406 Å). Prévio a 

realização das análises de DRX, todas as amostras (item 4.12) foram secas a 

50 °C durante 12 h em uma estufa de circulação de ar e triturada com auxílio 

de um pistilo. Os difratogramas foram obtidos à temperatura de 25 °C dentro 

de uma variação de 2θ entre 5° a 40° e uma velocidade de varredura de 2° 

min-1. O índice de cristalinidade (ICr) das amostras foi calculado pelo método 

de deconvolução (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 funções gaussianas (113). Em seguida, o ICr foi 

calculado através da Equação 14 (114): 

 

 𝐼𝐶𝑟 (%) = (𝐴𝑐 𝐴𝑐⁄ + 𝐴𝑎) ∗ 100      (14)  

 

Onde: 
ICr = Índice de cristalinidade (%);  

Ac = Áreas dos picos cristalinos; 

Aa = Áreas dos picos halo amorfo. 

 

O cálculo do índice de amorficidade foi realizado através da Equação 

15 (115). 

 
 𝐼𝐴𝑚(%) = 100 − 𝐼𝐶𝑟(%)      (15) 

 

Onde: 
IAm = Índice de amorficidade (%); 

ICr = Índice de cristalinidade (%)  

http://www.systat.com/
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4.12.4. Espectroscopia Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

Espectros de alta resolução CP/MAS RMN 13C, em estado sólido, foram 

conduzidos a temperatura de 25 °C em um espectrômetro BRUKER ASCEND 

400WD operando a 400 MHz em um campo magnético estático de 9,04 T. As 

amostras (item 4.12) secas em estufa a 60 °C por 48 h, triturada com auxílio 

de um pistilo, compactadas em um rotor de zircônia de 4 mm de diâmetro. O 

tempo de contato usado para todas as amostras foi de 5,0 ms. A varredura foi 

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

 

4.13. Determinação das atividades enzimáticas do extrato comercial 

A determinação das atividades enzimáticas foi realizada para o extrato 

comercial contendo atividades de celulases, como se segue: Celluclast 

(Novozymes). As seguintes determinações foram realizadas: 

 

4.13.1. Endoglucanase  
 

A atividade de endo-1,4-β-glucanase foi determinada segundo Tanaka 

et al. (116). O método consiste na hidrólise de carboximetilcelulose (Sigma, 

C4146-100G), resultando na formação de extremidades redutoras, 

detectadas pela reação com ácido dinitrossalicílico - DNS (117). Uma alíquota 

de 0,9 mL de solução composta por carboximetilcelulose 0,44% 

(massa/volume), dissolvida em tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,5 foi 

adicionada à 0,1 mL do extrato enzimático devidamente diluído e a mistura foi 

incubada a 50 °C por 60 min. A reação foi interrompida pela adição 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 espectrofotômetro (Ultraspec 3100 Pro, Amersham 

Biosciences) a 540 nm. Um controle foi feito adicionando DNS antes do extrato 

enzimático. O branco foi realizado adicionando água destilada no lugar do 

extrato enzimático. Os valores de absorbância foram convertidos em 

concentração de glicose utilizando uma curva analítica com padrão autêntico 

de glicose (Synth, G1008.01.AG, Lot# 86333) (Apêndice IV). Uma unidade de 

atividade foi definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 

um μmol de açúcares redutores por minuto, a 50 °C.  

 

4.13.2. Exoglucanase  

A atividade de exo-1,4-β-glucanase foi determinada segundo Tanaka et 

al. (116). O método consiste na hidrólise de avicel (Sigma, 11365-1KG), 

resultando na formação de extremidades redutoras, detectadas pela reação 

com DNS (117). Uma alíquota de 0,9 mL de suspensão composta por avicel 

0,5% (massa/volume) em tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,0, foi 

adicionada à 0,1 mL do extrato enzimático devidamente diluído e a mistura foi 

incubada a 50 °C por 120 min. A reação foi interrompida pela adição de 1,5 

mL de DNS. Os tubos foram tratados termicamente a 100 °C por 5 min, 

seguido de centrifugação (Excelsa baby I, FANEM) da suspensão obtida. O 

sobrenadante foi recuperado e a leitura foi realizada em espectrofotômetro 

(Ultraspec 3100 Pro, Amersham Biosciences) a 540 nm. Um controle foi feito 

adicionando DNS antes do extrato enzimático. O branco foi feito adicionando 

água destilada no lugar do extrato enzimático. Os valores de absorbância 

foram convertidos em concentração de glicose utilizando uma curva analítica 
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com padrão autêntico de glicose (Synth, G1008.01.AG, Lot#) (Apêndice IV). 

Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima 

necessária para liberar um μmol de açúcares redutores por minuto, a 50 °C. 

 

4.13.3. β-glicosidase  

A atividade de β-glicosidase foi determinada segundo Yu et al. (118), 

através da liberação de p-nitrofenol durante a hidrólise do reagente comercial 

p-nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo (pNPG) (Sigma, N700G-1G, Lot# 

BCBK3820V). Assim foi preparada uma solução de pNPG 0,1% 

(massa/volume) em tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,0 e uma alíquota 

de 0,8 mL da solução foi adicionada à 0,2 mL do extrato enzimático 

devidamente diluído e a mistura foi incubada a 50 °C por 30 min. Após esse 

tempo, a reação foi interrompida pela adição de 2 mL de bicarbonato de sódio 

10% (massa/volume) e a leitura foi realizada em espectrofotômetro (Ultraspec 

3100 Pro, Amersham Biosciences) a 410 nm. O branco foi preparado da 

mesma forma, adicionando-se, no entanto, o bicarbonato de sódio antes do 

extrato enzimático. Os valores de absorbância foram convertidos em 

concentração de p-nitrofenol utilizando uma curva de analítica com padrão 

autêntico do mesmo (Apêndice V). Uma unidade de β-glicosidase foi definida 

como a quantidade de enzima necessária para liberar um μmol de p-nitrofenol 

por minuto, a 50 °C. 
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4.14. Hidrólise enzimática das frações insolúveis dos subprodutos 

otimizados pós-tratamento hidrotérmico seguido de extração 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 enzimáticas de 107,7, 195,5 e 385,1 UI/g. Com base 

nos testes realizados, foi selecionado a carga enzimática de 195,5 UI de 

endoglucanases por grama de substrato (dados em base seca), devido à 

melhor atividade obtida. Todas as reações foram realizadas a 2% de 

consistência contendo 1 g de material pré-tratado (dados em base seca) em 

50 mL de volume final (solução tampão de sódio 50 mM pH 4,8 + extrato 

enzimático) (massa/volume) sob agitação de 170 rpm a 45 °C por 72 h em 

shaker (Gyromax 737R, Amerex Instruments). Durante o processo de 

sacarificação enzimática as reações foram monitoradas em intervalos de 3, 6, 

12, 24, 48 e 72 h. A cada intervalo de tempo foram reiradas alíquotas de 3 mL 

que foram tratadas termicamente a 100 °C por 10 min para a inativação das 

enzimas, centrifugadas, retirado o sobrenadante e posteriormente congelado 

em freezer (-10 °C). Para a determinação e quantificação dos celu-

oligossacarídeos (COS) e glicose resultantes da hidrólise enzimática, as 

alíquotas foram descongeladas, centrifugadas, filtradas e previamente 

diluídas, quando necessário, e analisadas por um sistema de cromatografia 

em fase líquida de alta eficiência (CLAE) (item 4.5.1), porém com diferentes 

padrões analíticos, como se segue: glicose (C1Sigma), celobiose (C2), 

celotriose (C3), celotetrose (C4), celopentose (C5), celohexose (C6) 
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(Megazyme). Para os cálculos foi elaborada uma curva analítica com padrões 

autênticos (Apêndice VI). Os extratos enzimáticos (na mesma diluição das 

hidrólises enzimáticas dos substratos) também foram analisados a fim de 

detectar a presença de açúcares livres. Foram calculadas as concentrações 

de glicose, celobiose, celotriose e oligossacarídeos com mais de 4 unidades 

de glicose (celotetrose+celopentose+celohexose) no hidrolisado enzimático e 

nos extratos enzimáticos. A partir dos dados de composição química e dos 

fatores de hidrólise enzimática foram calculadas as porcentagens de 

conversão de celulose em COS e glicose (Equação 16).  

 

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

 

 

Onde: 

 = Conversão de celulose em COS (celobiose+celotriose+oligossacarídeos com mais de 4 

unidades de glicose) ou glicose (%).  

COS ou glicose = massa de COS (celobiose+celotriose+oligossacarídeos com mais de 4 

unidades de glicose) ou glicose) (g). 

f = fatores de hidrólise 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 hidrólise de glucana em glicose e COS. 

COS Fator de Hidrólise 

Glicose 0,90 

Celobiose 0,95 

Celotriose 0,96 

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

 

5.1. Composição química e pré-tratamento hidrotérmico (PTH) do 

subproduto de Eucalyptus 

Inicialmente o subproduto de Eucalyptus foi caracterizado quimicamente 

para fins de comparação 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% 

(%massa/massa), respectivamente. A soma de todos os componentes foi de 

93,9% (%massa/massa). A composição química do subproduto em estudo 

mostrou valores similares aos reportados na literatura para madeira de 

Eucalyptus (119-121). Todavia, o método utilizado para a quantificação da 

arabinose não foi sensível o suficiente para sua detecção. Desta esta forma, 

a presença de grupos arabinosil no subproduto em estudo (que são comuns 

em madeira de Eucalyptus) não foi detectável no subproduto em estudo. Os 

componentes não determinados podem ser atribuídos a presença de ácido 

metil-glucurônico que é frequentemente encontrado nas cadeias de 

hemicelulose de madeiras de folhosas, que não foram quantificados nas 

amostras em estudo (122). Além disso, a formação de produtos de oxidação 

de açúcares (como HMF, furfural, ácido fórmico e ácido levulínico) formados 

durante a etapa de hidrólise ácida também fazem parte do conteúdo dos 

componentes não determinados (123). 

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

xilana do subproduto de Eucalyptus visando produzir XOS na hidrolisado 
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hemicelulósico (fração líquida). Desta forma, foi proposta a metodologia de 

planejamento fatorial (23) onde foi variada a temperatura, a consistência e o 

tempo a fim de otimizar a produção de XOS (Tabela 1). Duas formas do 

subproduto foram preparadas previamente aos pré-tratados 

hidrotermicamente, como se segue: o subproduto original (SO) e o subproduto 

previamente triturado-extraído (STE) (Tabela 1). Após a realização dos PTH 

com as biomassas foi averiguada alteração no aspecto visual das frações 

insolúveis recuperadas (escurecimento do material pós-tratamento) quando 

comparado ao material não tratado (Figuras 19 e 20). O escurecimento foi 

mais acentuado nas condições operacionais mais severas (principalmente 

temperaturas de 180 °C, conforme apresentado na Tabela 1). Esse 

escurecimento também foi reportado na literatura para PTH e ácidos sobre 

outros subprodutos agroindustriais (124,72). Esse efeito pode ser atribuído a 

formação de produtos derivados da lignina que são formados na superfície da 

celulose, denominado de pseudo-lignina (33,36,72,125). 
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Figura 19 - Frações sólidas do subproduto original (SO). (a) subproduto não 
tratado. (b) subproduto pós-tratamento hidrotérmico na condição 1. (c) 
subproduto pós-tratamento hidrotérmico na condição do ponto central do 
planejamento experimental. (d) subproduto pós-tratamento na condição 8 do 
planejamento experimental. Planejamento experimental disponível na Tabela 
1 da seção de material e métodos. FONTE: Autor, (2019). 
 

 
Figura 20 - Frações sólidas do subproduto triturado-extraído (STE). (a) 
subproduto não tratado. (b) subproduto pós-tratamento hidrotérmico na 
condição 1. (c) subproduto pós-tratamento hidrotérmico na condição na 
condição do ponto central do planejamento experimental. (d) subproduto na 
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condição 8 do planejamento experimental. Planejamento experimental 
disponível na Tabela 1 da seção de material e métodos. FONTE: Autor, 
(2019). 

 

Também foi evidente o escurecimento do hidrolisado hemicelulósico 

(fração líquida) em função das diferentes condições dos PTH para o SO 

(Figura 21).  

 

 
Figura 21 – Hidrolisado hemicelulósico (fração líquida) oriundo pós-
tratamento hidrotérmico do subproduto original (SO). (a) Hidrolisado pós-
tratamento hidrotérmico na condição mais amena (ensaio 1 do planejamento 
experimental, tabela 1). (b) Hidrolisado pós-tratamento hidrotérmico na 
condição do ponto central do planejamento experimental. (c) Hidrolisado na 
condição mais severa (ensaio 8 do planejamento experimental). Planejamento 
experimental disponível na Tabela 1 da seção de material e métodos. FONTE: 
Autor, (2019). 
 
 

O comportamento frente ao aspecto visual dos hidrolisados 

hemicelulósicos (frações líquidas) pós-tratamentos hidrotérmicos do SO 

foram semelhantes para os PTH do STE. Esse escurecimento foi mais 

evidente nos PTH mais severos (condições com 180 °C de temperatura) 

quando comparado aos PTH mais amenos (condições 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 alteração 

visual dos diferentes ensaios do hidrolisado hemicelulósico do subproduto 

pode ser atribuído a formação de compostos fenólicos e aromáticos derivados 

da lignina durante o PTH do ML (33,72,110). Além disso, outra possibilidade 

pode ser atribuída a formação de produtos derivados da degradação de 

polissacarídeos (36). 

 

5.2. Determinação dos produtos formados no hidrolisado pós-

tratamento hidrotérmico do subproduto de Eucalyptus  

O objetivo do pré-tratamento foi hidrolisar hidrotermicamente a xilana do 

subproduto em estudo visando à produção de XOS. Entretanto, para 

quantificação dos XOS foi necessário a avalição de um método 

cromatográfico adequado. Desta forma, foi utilizado o método de 

cromatografia liquida de alta eficiência (CLAE), descrito no item 4.5.1. O 

cromatograma típico obtido para a eluição dos seguintes padrões analíticos 

de XOS com os seus respectivos tempos de retenção foram: 

xilopentaose/xilohexaose (7,2 min), xilotetraose (7,5 min), xilotriose (8,2 min), 

xilobiose (9,2 min) e xilose (11,4 min). Os padrões analíticos xilopentaose e 

xilohexaose não foram separados, coeluindo no tempo de retenção de 7,2 min 

(Figura 22a). As curvas de analíticas de cada padrão foram utilizadas para 

quantificação dos XOS obtidos através dos PTH. A curva analítica para os 

oligômeros 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-1, respectivamente. O coeficiente de correlação médio 

das respectivas curvas foi 0,998 (Apêndice II). 

A figura 22b apresenta o cromatograma de eluição dos XOS do ensaio 

do PTH do STE na condição do ponto central do planejamento experimental 

(Tabela 1). O cromatograma confirmou a presença de xilotetraose (X4), 

xilotriose, (X3), xilobiose (X2) e xilose (X1). Além disso, um pico extra no tempo 

de retenção de 6,2 min também foi eluído. O presente pico foi considerado 

com um XOS com mais de 6 unidades de xilose (>X6).  

 

Figura 22 - Cromatogramas típicos de XOS. (a) Padrões analíticos de XOS.  

(b) Hidrolisado hemicelulósico do subproduto original (SO) pós-tratamento 

hidrotérmico no ponto central do planejamento experimental (Tabela 1). 

Ambos separados na coluna BIO-RAD Aminex HPX-87C. (>X6) XOS com 
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mais de 6 unidades de xilose, (X5/X6) xilopentaose+xilohexaose, (X4) 

xilotetraose, (X3) xilotriose, (X2) xilobiose e (X1) xilose. FONTE: Autor, (2019). 

 

As Tabelas 6 e 7 apresentam os principais produtos formados na fração 

líquida pós-tratamento hidrotérmico do SO e STE de todas as condições 

experimentais propostas no planejamento experimental (Tabela 1). Os 

produtos analisados foram os XOS (xilotriose+xilotetraose+xilopentaose+ 

xilohexaose+xilobiose+oligossacarídeos com mais de 6 unidades de xilose 

(X>6), xilose e furfural. Os dados foram reportados no formato de conversão 

(100 gramas de xilana oriundo do subproduto por grama de produtos 

formados). As conversões de XOS, xilose e furfural pós-tratamentos 

hidrotérmicos do SO variam de 5,53-47,74%, 0,27-24,33% e 0,01-13,83% 

respectivamente. As conversões de XOS, xilose e furfural pós-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 - Conversão de xilana em >X6, X6+X5, X4, X3, X2, XOS, xilose e furfural pós-tratamentos hidrotérmicos em diferentes condições. 
Dados apresentados em porcentagem (grama de produtos por 100 gramas de xilana oriundo do subproduto, dados em base seca). 

 Variáveis do pré-tratamento hidrotérmico Conversão de xilana em produtos (%) 

   Subproduto  Temperatura Tempo Consistência  >X6 X6+X5 X4  X3 X2 XOS Xilose Furfural 
SO (°C) (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 
a 
b 
c 

180 
160 
160 
160 

90 
60 
60 
60 

15 
10 
10 
10 

 3,31 
22,73 
26,26 
25,92 

4,12 
* 
* 
* 

2,21 
6,2 

5,68 
5,29 

1,94 
3,83 
5,43 
3,59 

0,82 
15,76 
6,47 
1,48 

12,41 
48,54 
43,84 
36,27 

3,25 
12,47 
9,17 
6,69 

13,07 
0,65 
0,17 
0,62 

X2)=Xilobiose, (X3)=Xilotriose, (X4)=Xilotetraose, (X6+X5)= Xilopentaose+Xilohexaose e (>X6)= oligossacarídeos com mais de seis unidades repetitivas. XOS = 
(>X6)+(X6+X5)+(X4)+(X3)+(X2).  * = não detectável.
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Tabela 7 - Conversão de xilana em >X6, X6+X5, X4, X3, X2, XOS, xilose e furfural pós-tratamentos hidrotérmicos em diferentes condições. 
Dados apresentados em porcentagem (grama de produtos por 100 gramas de xilana oriundo do subproduto, dados em base seca).  

 Variáveis do pré-tratamento 
hidrotérmico 

                     Conversão de xilana em produtos (%) 

Subproduto  Temperatura Tempo Consistência  >X6 X6+X5 X4  X3 X2 XOS Xilose  Furfural  
STE (°C) (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 
b 
c 

160 
160 
160 

60 
60 
60 

10 
10 
10 

 20,46 
20,06 
19,02 

* 
* 
* 

6,27 
6,23 
5,91 

3,7 
6,78 
5,99 

15,59 
16,35 
10,63 

46,02 
49,41 
41,55 

12,14 
13,43 
11,51 

1,90 
1,07 
1,45 

(X2)=Xilobiose, (X3)=Xilotriose, (X4)=Xilotetraose, (X6+X5)= Xilopentaose+Xilohexaose e (>X6)= oligossacarídeos com mais de seis unidades repetitivas. XOS = 
(>X6)+(X6+X5)+(X4)+(X3)+(X2).  * = não detectável. 
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Os PTH do SO nas condições mais severas (3, 4, 7 e 8, Tabela 6) 

mostraram uma conversão média de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem 

de 9%, 13,1% e 15,3% (%massa/massa, base seca), respectivamente. Já o 

STE nas condições mais severas (3, 4, 7 e 8, Tabela 7) apresentaram uma 

conversão média de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem 10%, 12,5% e 

16,6% (%massa/massa, base seca), respectivamente. Entretanto, os PTH do 

SO nas condições mais brandas (1, 2, 5 e 6, Tabela 6) mostraram uma 

conversão média de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem de 14,6%, 1,4% 

e 0,2% (%massa/massa, base seca), respectivamente. Já o STE nas 

condições mais brandas (1, 2, 5 e 6, Tabela 7) mostraram uma conversão 

média de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem de 12%, 1,0% e 0,1% 

(%massa/massa, base seca), respectivamente. As condições intermediárias 

dos PTH do SO (condições a, b e c, ponto central do planejamento fatorial, 

Tabela 6) mostraram uma conversão média da fração de xilana em XOS, 

xilose e furfural da ordem de 43%, 9% e 0,5% (%massa/massa, base seca), 

respectivamente. Já o STE condições intermediárias apresentaram uma 

conversão média da fração de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem de 

46%, 12% e 1,5% (%massa/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 influência do 

tempo e da temperatura no PTH de madeira Eucalyptus grandis. Nesse 

estudo os autores concluíram que os PTH em temperaturas mais severas 

(180-200°C), com tempos variando de 10-500 min promoveram conversões 

limitadas de xilana em XOS, porém altas conversões de xilana em furfural.  



93 
 

 De uma maneira geral os PTH nas condições mais severas culminaram 

em altas conversões de xilana em furfural e xilose, enquanto os PTH nas 

condições mais brandas culminaram em conversões limitadas de xilana em 

furfural e xilose (Tabelas 6 e 7). Entretanto, ambas as condições (brandas e 

severas) mostraram conversões razoáveis da fração de xilana em XOS 

(Tabelas 6 e 7). Todavia, os PTH nas condições intermediárias culminaram 

em altas conversões de xilana em XOS e conversões 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 condições intermediárias apresentaram 

maior seletividade para a produção de XOS.  

 

5.3. Análise estatística dos produtos formados no hidrolisado pós-

tratamento hidrotérmico 

Nesta seção é reportada a análise estatística dos dados de conversão 

de xilana em produtos apresentados nas Tabelas 6 e 7, os quais foram obtidos 

em condições de temperatura, tempo e consistência previamente 

estabelecidas por um planejamento de experimentos (23) (Tabela 1) 

envolvendo esses fatores (variáveis independentes), além da realização de 

réplicas no ponto central, com o objetivo de estimar os erros experimentais 

associados às medidas das variáveis dependentes (respostas) do sistema 

bem como checar a existência ou não de curvatura nas superfícies de 

resposta das variáveis, determinando, respectivamente, a necessidade ou 

não de modelos matemáticos de mais alta ordem que o de primeira para 
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representá-las. As variáveis resposta analisadas em função dos fatores 

independentes (temperatura, tempo e consistência) foram as conversões de 

xilana em produtos desejados (XOS) e em produtos indesejados (xilose e 

furfural (XFF). A análise foi realizada para cada grupo de dados (XOS e XFF) 

separadamente e para cada tipo de amostra (SO e STE).  

A principal informação obtida dos resultados desse planejamento inicial 

de experimentos visando à sequência do estudo foi quanto à significância 

estatística da curvatura da superfície de resposta das variáveis dependentes, 

indicando que modelos de primeira ordem (lineares) são inadequados para a 

modelagem e a otimização destas variáveis na região experimental 

investigada, fato que tornou necessário o uso de modelos matemáticos de 

segunda ordem (quadráticos) para tais finalidades. A checagem de curvatura 

foi realizada mediante o teste do valor p segundo o qual uma determinada 

hipótese é rejeitada se esse valor é menor que o valor do nível de significância 

(α) adotado para o teste, usualmente 0,05, o que representa um grau de 

confiança de 95% no teste. Na Tabela 8 são apresentados os valores p para 

o teste de significância estatística da curvatura das superfícies de resposta. 

  

Tabela 8 -  Teste p para efeito de curvatura no planejamento experimental 
(23). 

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 formação de produtos desejados, não sendo significativo 
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para a formação de produtos indesejados. Considerando que o objetivo é a 

maximização de produtos desejados, um modelo matemático quadrático 

torna-se necessário para este fim. 

 
5.4. Pré-tratamento hidrotérmico (PTH) e composição química do 

subproduto de Eucalyptus do planejamento composto central (23) 

O SO e STE foram PTH de acordo com as novas condições 

experimentais propostas na Tabela 2. Inicialmente foi avaliado o aspecto 

visual das frações obtidas pós-tratamento hidrtérmico. A fração insolúvel 

obtida após o PTH do SO e do STE, apresentou um escurecimento no ensaio 

com a condição mais severa (temperatura de 193,6 °C, ensaio 10, Tabela 2) 

quando comparado a condição 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 condição de 190 °C por 20 minutos (124).   

 

 
Figura 23 - Frações sólidas do subproduto original (SO). (a) subproduto pós-
tratamento hidrotérmico na condição mais amena (ensaio 9, Tabela 2). (b) 
subproduto pós-tratamento na condição mais severa (ensaio 10, Tabela 2). 
FONTE: Autor, (2019). 
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Figura 24 - Frações sólidas do subproduto triturado-extraído (STE). (a) 
subproduto pós-tratamento na condição mais amena (ensaio 9, conforme 
Tabela 2). (b) subproduto pós-tratamento hidrotérmico na condição mais 
drástica (ensaio 10, conforme Tabela 2). FONTE: Autor, (2019). 
 
 

Além disso, o hidrolisado hemicelulósico (fração solúvel) também 

apresentou uma coloração mais escura após o PTH, principalmente na 

condição mais severa (temperatura de 193,6 °C, ensaio 10, Tabela 2) do SO 

e do STE, quando comparado ao PTH na condição 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 condição de 190 °C por 20 minutos (124), e também em PTH 

em palha de cana-de-açúcar nas condições 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 atribuído a formação de produtos derivados da degradação de 

carboidratos ou a caramelização dos polissacarídeos (36). Outra possível 

explicação para o escurecimento é a recondensação de produtos escuros na 

superfície da celulose denominado pseudo-lignina (125). 
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Figura 25 - Hidrolisado hemicelulósico (fração líquida) oriundo pós-tratamento 
hidrotérmico do subproduto original (SO). (a) Hidrolisado hemicelulósico pós-
tratamento hidrotérmico na condição mais amena (ensaio 9, Tabela 2). (b) 
Hidrolisado hemicelulósico pós-tratamento hidrotérmico na condição mais 
severa (ensaio 10, Tabela 2). FONTE: Autor, (2019). 

 

 
Figura 26 - Hidrolisado hemicelulósico (fração líquida) oriundo pós-tratamento 
hidrotérmico do subproduto triturado-extraído (STE). (a) Hidrolisado 
hemicelulósico pós-tratamento hidrotérmico na condição mais amena (ensaio 
9, conforme Tabela 2). (b) Hidrolisado hemicelulósico pós-tratamento 
hidrotérmico na condição mais severa (ensaio 10, conforme Tabela 2). 
FONTE: Autor, (2019). 
 

As Tabelas 9 e 10 apresentam os resultados dos rendimentos e  

composição química dos componentes macromoleculares (celulose, 

hemicelulose e lignina) obtidos pós-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 condições operacionais dos PTH do SO e do STE.   
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Tabela 9 – Rendimento, composição química e fator de severidade (P-Fator) do subproduto original (SO) pós-tratamentos hidrotérmicos. 
Dados apresentados em porcentagem (grama de componente por 100 gramas de material original, base seca). 

 
Variáveis do pré-tratamento  

Hidrotérmico 
 

Componentes do material   Fator de 
severidade  

Subproduto  
Original (SO) 

Temperatura 
(°C) 

Tempo 
(min) 

Consistência 
(%) 

Rendimento 
pré-

tratamento 
(%) 

Celulose 
(%) 

Xilana 
(%) 

Grupo 
acetil 
(%) 

Lignina 
(%)  

  
P-Fator  
(horas) 

Não tratado - - - - 43,9 ± 0,5 14,1 ± 0,3 3,2 ± 0,0 28,5 ± 0,6  - 
1 140 30 5 91,0 44,8 ± 0,7 8,1 ± 0,4 1,4 ± 0,1 26,2 ± 0,9  24,8 
2 140 30 15 90,7 43,1 ± 0,3 14,4 ± 0,7 2,4 ± 0,8 26,5 ± 1,3  24,8 
3 180 30 5 68,2 43,9 ± 0,2 0,5 ± 0,0 0,2 ± 0,0 19,3 ± 1,7  626,3 
4 180 30 15 71,3 42,6 ± 0,6 0,4 ± 0,0 0,2 ± 0,0 25,2 ± 1,1  626,3 
5 140 90 5 88,4 41,5 ± 1,1 11,2 ± 0,4 2,2 ± 0,3 24,6 ± 1,4  74,4 
6 140 90 15 89,4 40,9 ± 1,2 12,1 ± 0,3 2,0 ± 0,0 23,5 ± 1,1  74,4 
7 180 90 5 68,8 42,5 ± 1,2 0,2 ± 0,0 0,2 ± 0,0 22,1 ± 1,1  1878,9 
8 180 90 15 69,8 36,6 ± 0,8 0,4 ± 0,3 0,2 ± 0,0 24,6 ± 0,4  1878,9 
9 126,4 60 10 95,1 43,5 ± 0,9 11,4 ± 0,4 0,5 ± 0,1 28,3 ± 0,2  14,3 

10 193,6 60 10 64,6 40,5 ± 0,9 0,2 ± 0,0 * 21,3 ± 1,1  3310,9 
11 160 9,6 10 88,0 45,5 ± 1,2 8,9 ± 0,1 0,3 ± 0,0  29,9 ± 0,9  26,6 
12 160 110,4 10 70,1 32,9 ± 2,4 1,6 ± 0,1 * 25,1 ± 2,1  494,1 
13 160 60 1,6 67,1 35,1 ± 1,0 3,2 ± 0,5 0,3 ± 0,0 26,8 ± 1,5  268,5 
14 160 60 18,4 75,2 36,6 ± 1,3 4,6 ± 0,4 0,7 ± 0,1 28,7 ± 0,9  268,5 
a 160 60 10 73,3 38,2 ± 0,3 5,5 ± 0,2 0,7 ± 0,0 24,2 ± 0,9  268,5 
b 160 60 10 69,4 36,6 ± 0,3 6,9 ± 1,4 1,0 ± 0,1 22,7 ± 0,4  268,5 
c 160 60 10 73,3 34,8 ± 1,0 5,2 ± 0,8 0,8 ± 0,1 22,8 ± 0,2  268,5 
d 160 60 10 72,8 34,6 ± 1,1 4,1 ± 0,6 0,4 ± 0,0 24,6 ± 1,0  268,5 

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

 



100 
 

Tabela 10 – Rendimento, composição química e fator de severidade (P-Fator) do subproduto de Eucalyptus moído-extraído (STE) pós-
tratamentos hidrotérmicos. Dados apresentados em porcentagem (grama de componente por 100 gramas do material original, base seca).  

 
Variáveis do pré-tratamento 

hidrotérmico 
 

Componentes do material   Fator de 
severidade 

Subproduto 
triturado-

extraído (STE) 

Temperatura 
(°C) 

Tempo 
(min) 

Consistência 
(%) 

Rendimento 
pré-tratamento 

(%) 

 
Celulose 

(%) 

Xilana 
(%) 

Grupo 
acetil 
(%) 

Lignina 
(%)  

  
P-Fator  
(horas) 

Não tratado - - - - 43,9 ± 0,5 14,1 ± 0,3 3,2 ± 0,0 28,5 ± 0,6  - 
1 140 30 5 94,9 45,0 ± 0,9 13,0 ± 0,2 2,3 ± 0,1 23,6 ± 1,1  24,8 
2 140 30 15 91,4 40,1 ± 1,0 14,0 ± 0,2 2,4 ± 0,1 21,8 ± 0,8  24,8 
3 180 30 5 69,8 42,5 ± 0,5 0,1 ± 0,0 0,3 ± 0,0 21,9 ± 0,7  626,3 
4 180 30 15 69,5 41,9 ± 1,0 0,3 ± 0,0 0,2 ± 0,0 22,4 ± 0,7  626,3 
5 140 90 5 91,1 42,2 ± 1,3 12,5 ± 0,2 2,4 ± 0,3 23,5 ± 2,3  74,4 
6 140 90 15 89,3 41,8 ± 0,9 12,0 ± 0,3 1,9 ± 0,2 25,5 ± 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    12,0 ± 0,3 0,5 ± 0,0 24,6 ± 0,7  14,3 
10 193,6 60 10 62,5 30,8 ± 1,1 * * 24,5 ± 0,3  3310,9 
11 160 9,6 10 90,7 43,5 ± 1,1  9,4 ± 0,2 0,6 ± 0,1 23,0 ± 0,6  26,6 
12 160 110,4 10 73,5 37,3 ± 0,7    2,5 ± 0,5 0,3 ± 0,0 23,2 ± 0,1  494,1 
13 160 60 1,6 69,9 41,8 ± 0,4    2,1 ± 0,1 0,2 ± 0,0 22,2 ± 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  5,4 ± 0,2 0,6 ± 0,0 22,9 ± 1,5  268,5 
b          160 60 10 77,8   39,7 ± 1,0  5,2 ± 0,2 0,8 ± 0,3 23,1 ± 1,1  268,5 
c          160 60 10 78,7 42,2 ± 1,3  6,8 ± 0,1 1,0 ± 0,1 23,2 ± 0,3  268,5 
d          160 60 10 76,5 42,3 ± 0,1   2,3 ± 0,0 0,5 ± 0,1 20,5 ± 0,3  268,5 

*Extrativos na amostra não tratada = 3,4% (%massa/massa, base seca). As amostras tratadas não apresentaram teores significativos de extrativos. * = não detectável. 
Foram realizados os testes de Tukey (95% de confiança) para determinar se houve redução significativa dos componentes. 
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 Os rendimentos das frações insolúveis, dos respectivos PTH, com o SO 

e o 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 condições mais brandas, enquanto condições 

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 não apresentados). O balanço 

de massa dos componentes do subproduto em estudo foi necessário para ser 

possível a comparação das frações PTH, diretamente, com o subproduto não 

tratado (Tabela 9). Os PTH no SO nas condições mais severas (condições 3, 

4, 7, 8 e 10, Tabela 9) mostraram uma remoção média de xilana, grupos acetil 

e lignina da ordem de 98%, 90% e 20% (%massa/massa), respetivamente 

(Tabela 9). Entretanto, os pré-tratamentos nas condições mais brandas 

(condições 1, 2, 5, 6, 9 e 11) mostraram uma remoção média de xilana, grupos 

acetil e lignina da ordem de 22%, 54% e 8% (%massa/massa), 

respectivamente (Tabela 9). As condições do PTH intermediário (condições a, 

b, c e d, ponto central do planejamento fatorial) mostraram uma remoção 

média de xilana, grupos acetil, lignina da ordem de 62%, 77%, 17% 

(%massa/massa), respectivamente. Todavia, a fração de celulose não revelou 

indicativos de que foi degradada frente aos PTH, com exceção da condição 8, 

12, 13, 14 e do ponto central do planejamento experimental que mostraram 

uma remoção média da ordem de 19% (%massa/massa) (Teste de Tukey) 

(Tabela 9). Esse fato pode ser justificado devido às características da celulose 
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(como por exemplo ligações de hidrogênio intramoleculares) que conferem 

rigidez (cristalinidade) à 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 não apresentados). Os 

PTH nas condições operacionais mais severas (condições 3, 4, 7, 8 e 10, 

Tabela 10) mostraram uma remoção média de xilana, grupos acetil e lignina 

da ordem de 99%, 97% e 19% (%massa/massa), respectivamente. 

Entretanto, os PTH nas condições operacionais mais brandas (condições 1, 

2, 5, 6, 9 e 11) mostraram uma remoção média de xilana, grupos acetil e 

lignina da ordem de 14%, 47% e 17% (%massa/massa), respectivamente 

(Tabela 10). As condições operacionais do PTH intermediário (condições a, b, 

c e d, ponto central do planejamento fatorial) mostraram uma remoção média 

de xilana, grupos acetil e lignina da ordem de 65%, 77%, 21% 

(%massa/massa), respectivamente. Todavia, a fração de celulose, não 

revelou indicativos de que foi degradada frente aos PTH, com exceção das 

condições 8, 10, 12, 14, a, b do ponto central do planejamento experimental 

que mostraram uma remoção 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 cálculo do fator de severidade (P-Fator), que 

pode ser considerado como um parâmetro de avalição para verificar a 

severidade do processo e consequentemente o potencial de remoção da 

fração hemicelulósica, além da formação de produtos derivados da 
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hemicelulose (77). Nas condições do planejamento proposto no presente 

trabalho o P-Fator foi aplicado como uma ferramenta numérica para identificar 

as condições favoráveis de conversão de xilana em produtos desejados 

(XOS) e indesejados (furfural e xilose). As Figuras 27 e 28 apresentam os 

teores dos componentes (celulose, lignina e hemicelulose) em função do P-

Fator. 

 

 
Figura 27 - Componentes do subproduto original (SO) pós-tratamento 
hidrotérmico em função 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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Figura 28 - Componentes do subproduto triturado-extraído (STE) pós-
tratamento hidrotérmico em função 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) (condições 3, 4, 7, 8, 10 e 12), 

respectivamente, o que culminou em uma remoção média de 95% 

(%massa/massa) da fração de xilana (Tabelas 9 e 10 e Figuras 27 e 28). 

Todavia, os PTH nas condições mais amenas (condições 1, 2, 5, 6, 9 e 11, 

Tabelas 9 e 10) apresentaram valores menores para o P-Fator (24,8, 74,4, 

14,3 e 26,6 h) não removendo ou removendo menos de 30% 

(%massa/massa) da fração de xilana (Tabelas 9 e 10 e Figuras 27 e 28). Além 

disso, o PTH  na condição intermediária (ponto central do planejamento 

experimental) apresentou um valor intermediário para o P-Fator (268,5h, 
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Tabelas 9 e 10) o que culminou em uma remoção média de 63% 

(%massa/massa) da fração de xilana (Tabelas 9 e 10 e Figuras 27 e 28). 

De forma geral os PTH do SO e do STE apresentaram potencial de 

dissolução seletiva da fração de xilana, com exceção das condições mais 

brandas, 1, 2, 5, 6, 9 e 11, (Tabelas 9 e 10 e Figuras 27 e 28). Nessas 

condições não houve dissolução apreciável da fração de xilana, bem como da 

celulose e lignina.   

Os resultados apresentados corroboram com os reportados por Júnior e 

Colodette (130), os quais estudaram a remoção 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 remoção da fração hemicelulósica.  

Os resultados dos rendimentos e composição química pós-tratamentos 

hidrotérmicos do SO e do STE também corroboram com os reportados 

recentemente por Cruz Filho (124), que estudaram a influência 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 remoção de hemicelulose da ordem de 

93% (%massa/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 condições operacionais de 180 °C, 20 min 

e 5% de consistência culminou em uma redução de 86,4% (%massa/massa) 

da fração hemicelulósica (126). Entretanto, o PTH em madeira de Eucalyptus 
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grandis nas condições operacionais de 160 °C, 15 min e 10% de consistência 

culminou em uma redução de 96,6% (%massa/massa) da fração 

hemicelulósica (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 dissolução seletiva da fração de xilana, ou seja, foram 

capazes de promover a remoção da xilana do subproduto em estudo (Tabelas 

9 e 10 e Figuras 27 e 28). Em relação a lignina e a celulose, esses 

componentes permaneceram praticamente intactos pós-tratamento 

hidrotérmico (com exceção das condições mais drásticas). 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. Avaliação da formação de produtos derivados de hemicelulose e 

lignina do hidrolisado pós-tratamento hidrotérmico do planejamento 

composto central (23) 

O hidrolisado hemicelulósico (fração líquida) oriundo do PTH foi 

analisado quanto aos compostos desejados (XOS) e compostos não 

desejados, como se segue: derivados da hemicelulose (xilose, arabinose e 

ácido acético), derivados da celulose (glicose), derivados da lignina 

(aromáticos solúveis), além de derivados da oxidação de açúcares (furfural e 

ácido fórmico). 
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5.5.1. Formação dos compostos não desejados derivados de 

hemicelulose e lignina do hidrolisado pós-tratamento hidrotérmico 

Os compostos não desejados foram formados em maiores quantidades 

nas condições 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 ligações do tipo éster (entre o ácido acético e a xilose) presentes 

na molécula de xilana. O ácido acético liberado, reduz o pH do meio (em torno 

de 3-4), potencializando à remoção da fração hemicelulósica do material 

através da hidrólise ácida. Dependendo da intensidade da hidrólise, podem 

ocorrer reações de degradação dos açúcares, formando furfural (derivado da 

oxidação de pentoses), HMF (derivado da oxidação de hexoses), além da 

formação de compostos aromáticos, os quais são derivados da lignina. O 

furfural e o HMF submetidos a altas temperaturas, em meio ácido, também 

podem ser convertidos em ácido fórmico, ácido levulínico e outros produtos 

de decomposição (77). 
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Tabela 11 - Caracterização química dos hidrolisados hemicelulósicos (frações líquidas) 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). 
                   Variáveis do pré-tratamento hidrotérmico        Componentes do hidrolisado hemicelulósico  

Subproduto  Temperatura Tempo Consistência  Glicose Arabinose  Ácido acético &Fórmico #Aromáticos  Furfural Xilose 

Original (°C) (min) (%)  (mg.g-1) (mg.g-1) (mg.g-1) (mg.g-1) (mg.g-1) (mg.g-1) (mg.g-1) 

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 

* = não detectável. # = Aromáticos solúveis. & = Ácido fórmico. 

 

 



109 
 

Tabela 12 - Caracterização química do hidrolisado hemicelulósico (frações líquidas) oriundo dos pré-tratamentos hidrotérmicos (PTH) do 
subproduto moído-extraído de Eucalyptus (STE). Dados apresentados em miligramas de produtos por grama de material de partida (dados 
em base seca).   

 Variáveis do pré-tratamento hidrotérmico     Componentes  hidrolisado hemicelulósico  

Subproduto  Temperatura Tempo Consistência  Glicose Arabinose  Ácido acético &Fórmico #Aromáticos  Furfural Xilose 

Triturado-Extraído (°C) (min) (%)  (mg.g-1) (mg.g-1) (mg.g-1) (mg.g-1) (mg.g-1) (mg.g-1) (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 1,91 45,58 1,49 18,45 

d 160 60 10  0,94 0,41 8,53 1,75 53,50 1,55 24,54 
* = não detectável. # = Aromáticos solúveis. & = Ácido fórmico.
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Os principais componentes detectados nos hidrolisados pós-tratamento 

hidrotérmico em todas as condições experimentais foram os aromáticos 

solúveis e a xilose (Tabelas 11 e 12). Os hidrolisados oriundos do SO e STE 

mostraram teores de aromáticos solúveis da ordem de 4,6 mg.g-1 a 53,5 mg.g-

1 (dados em base seca), respectivamente. Os maiores teores de aromáticos 

solúveis, nos hidrolisados hemicelulósicos pós-tratamento hidrotérmico, foram 

encontrados nas condições experimentais mais drásticas (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-1 (dados em base seca) (Tabelas 

11 e 12). Todavia, esses teores representam em média apenas 2,7-5,3% 

(%massa/massa) em relação a massa de material pré-tratada 

hidrotermicamente (massa do material de partida em base seca) e 9,4-18,6% 

(%massa/massa) em relação a massa de lignina pré-tratada 

hidrotermicamente (massa de lignina do material de partida em base seca). 

Os teores de aromáticos solúveis são compatíveis com o maior potencial de 

dissolução/degradação parcial da lignina, corroborando com os resultados de 

composição química (Tabelas 9 e 10). 

Os hidrolisados hemicelulósicos oriundos do SO e STE mostraram 

teores de xilose da ordem de 0,4 mg.g-1 a 38,9 mg.g-1 (dados em base seca), 

respectivamente. Os maiores teores de xilose, nos hidrolisados 

hemicelulósicos pós-tratamento hidrotérmico, foram encontrados nas 

condições experimentais 3, 4 e 12 culminando em um valor médio de 35,2 

mg.g-1 (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-1 e 21,0 mg.g-1 (dados em base seca), 

respectivamente (Tabelas 11 e 12). Assim, a formação 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 estão de acordo 

com o trabalho de Testova et al. (132), onde os autores realizaram PTH em 

madeira de bétula com duas diferentes condições operacionais de 

temperatura e tempo. Os autores reportaram maiores teores de xilose no 

hidrolisado hemicelulósicos pós-tratamento hidrotérmico, condição de 170 °C 

e 84 min, culminando em 51 mg.g-1 de xilose. Entretanto, na condição de PTH 

de 150 °C e 126 min os hidrolisados hemicelulósicos mostraram teores de 

xilose de apenas 2 mg.g-1 (condição mais branda). 

Os teores de xilose nos hidrolisados hemicelulósicos do SO e do STE 

também estão de acordo com o trabalho de Liu et al. (78), onde os autores 

reportaram que o PTH de Eucalyptus urophylla e Eucalyptus grandis, 

condição de 180 °C e 110 min, foram gerados 46 mg.g-1 de xilose no 

hidrolisado hemicelulósico (condição mais severa), enquanto que na condição 

mais branda do PTH, 150 °C e 90 min, resultou em teores de xilose de 3 mg.g-

1.  

O SO nas condições de PTH mais drásticas (3, 4, 7, 8, 10 e 12) 

promoveu maior formação de ácido acético (29,8-66,9 mg.g-1) e furfural (3,7-

24,4 mg.g-1) (dados em base seca) (Tabela 11). Os maiores teores de ácido 

acético e furfural indicam que houve clivagem da ligação éster (entre a xilana 

e ácido acético), além da oxidação de xilose em furfural. Entretanto, nas 
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condições mais brandas à formação de ácido acético (2,6-5,8 mg.g-1) e furfural 

(0,01-0,3 mg.g-1) (dados em base seca) foram menores quando comparadas 

as condições experimentais mais drásticas, pois nestas condições as 

temperaturas e tempos foram mais moderados (Tabela 11). O ponto central 

do planejamento experimental apresentou um comportamento intermediário, 

onde os teores médios de ácido acético e furfural foram de 10,7 mg.g-1 e 0,6 

mg.g-1 (dados em base seca), respectivamente (Tabela 11).  

O STE também apresentou um comportamento similar ao SO, havendo 

maior formação de ácido acético e furfural nas condições mais drásticas (3, 4, 

7, 8, 10 e 12, Tabela 12) e menores teores nas condições mais brandas (1, 2, 

5, 6, 9 e 11, Tabela 12). Além disso, o ponto central do planejamento 

experimental apresentou um comportamento intermediário, onde os teores 

médios de ácido acético e furfural foram de 10,2 mg.g-1 e 1,5 mg.g-1 (dados 

em base seca), respectivamente, sendo o teor médio de furfural maior quando 

comparado ao SO (0,6 mg.g-1) (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 condição experimental de 

170 °C e 100 min houve formação significativa de furfural (1,1 mg.g-1) (dados 

em base seca)  nos hidrolisados hemicelulósicos (77). Liu et al. (78), 

reportaram o efeito do PTH em um híbido de Eucalyptus urophylla e 

Eucalyptus grandis, na condição operacional de 160 °C e 80 min e constatou 

a formação de 2 mg.g-1 (dados em base seca) de furfural no hidrolisado 

hemicelulósico, corroborando com os resultados obtidos neste trabalho.  
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Os teores de glicose nos hidrolisados hemicelulósicos pós-tratamento 

hidrotérmico em todas as condições experimentais (ambos SO e STE) 

variaram de 0,1-11,1 mg.g-1 (dados em base seca), o que representa em 

média apenas 0,01-1,1% (%massa/massa) em relação a massa de material 

pré-tratada hidrotermicamente (massa do material de partida em base seca) 

e 0,02-2,5% (%massa/massa) em relação a massa de celulose pré-tratada 

hidrotermicamente (massa de celulose do material de partida em base seca). 

Desta forma, a formação de glicose foi praticamente desprezível em todas 

condições experimentais. Esse comportamento concerne com os dados de 

composição química (Tabelas 9 e 10 e Figuras 27 e 28) o qual confirmam que 

a celulose foi degradada apenas nas condições mais drásticas do PTH, para 

ambos SO e STE (Teste de Tukey). Além disso, houve formação limitada de 

arabinose nos hidrolisados pós-tratamento hidrotérmico em todas as 

condições experimentais, o qual já era esperado devido ao baixo teor de 

grupos arabinosil na fração hemicelulósica do subproduto em estudo 

(inclusive não detectável na composição química). Os baixos teores de glicose 

e arabinose nos hidrolisados pós-tratamento hidrotérmico corroboram com os 

resultados obtidos por Testova et al. (132), o qual verificou que em madeira 

de folhosas mesmo em condições severas de PTH os teores glicose e 

arabinose do hidrolisado foram relativamente baixos, da ordem 6,1 mg.g-1 e 

1,4 mg.g-1  (dados em base seca) respectivamente, na condição operacional 

de 170 °C por 84 min. Xiao et al. (131), avaliaram o PTH em madeira de 

híbrido de duas espécies Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla, condição 
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operacional de 170 °C por 30 min, o que culminou em um teor de arabinose 

de 0,7 mg.g-1 (dados em base seca), corroborando com os resultados obtidos. 

As Tabelas 11 e 12 também apresentam os teores de ácido fórmico nos 

hidrolisados hemicelulósicos pós-tratamento hidrotérmico em todas as 

condições experimentais. Os hidrolisados hemicelulósicos mostraram teores 

de ácido fórmico da ordem de 9,1 mg.g-1 e 4,2 mg.g-1 (dados em base seca) 

nas condições mais drásticas, em relação às demais condições 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 relação a massa de 

material pré-tratada hidrotermicamente (massa de material de partida em 

base seca). Esses resultados são similares aos obtidos por Yan e Liu (133), 

onde foi reportado o PTH com cavacos de Aspen, condição operacional de 

160 °C por 120 min, culminado em uma conversão máxima em ácido fórmico 

de 0,48% (%massa/massa). 

 

5.5.2. Formação dos compostos desejados derivados de 

hemicelulose do hidrolisado pós-tratamento hidrotérmico 

As Tabelas 13 e 14 apresentam os produtos desejados formados no 

hidrolisado hemicelulósico pós-tratamentos hidrotérmicos. Os seguintes 

produtos desejados foram analisados: xilobiose, xilotriose, xilotetraose, 

xilopentaose, xilohexaose e >X6, além da soma total 

(xilotriose+xilotetraose+xilopentaose+xilohexaose+>X6) 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-oligossacarídeos (XOS) dos hidrolisados hemicelulósicos pós-tratamentos hidrotérmicos do subproduto original 
(SO). Dados apresentados em miligramas de produtos por grama de material de partida (dados em base seca). 

 Variáveis do pré-tratamento hidrotérmico  Componentes do hidrolisado hemicelulósico  

Subproduto 
Original (SO) 

Temperatura 
(°C) 

Tempo 
(min) 

Consistência 
(%) 

 
>X6 

 (mg.g-1) 
X6+X5 

(mg.g-1) 
X4  

(mg.g-1) 
X3 

(mg.g-1) 
X2 

(mg.g-1)  
XOS 

(mg.g-1) 
 

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, (X3)=Xilotriose, (X4)=Xilotetraose, (X5/X6)= Xilopentaose+Xilohexose e (>X6)= oligossacarídeos com mais de seis unidades repetitivas.  XOS = 
(>X6)+(X6+X5)+(X4)+(X3)+(X2).  * = não detectável. 
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Tabela 14 - Teores de xilo-oligossacarídeos (XOS) dos hidrolisados hemicelulósicos pós-tratamentos hidrotérmicos do subproduto triturado-
extraído (STE). Dados apresentados em miligramas de produtos por grama de material de partida (dados em base seca). 

   Variáveis do pré-tratamento hidrotérmico  Componentes do hidrolisado hemicelulósico 

Subproduto Triturado-
Extraído (STE) 

Temperatura 
(°C) 

Tempo 
(min) 

Consistência 
(%) 

 
>X6 

 (mg.g-1) 
X6+X5 

(mg.g-1) 
X4  

(mg.g-1) 
X3 

(mg.g-1) 
X2 

(mg.g-1)  
XOS 

(mg.g-1) 
 

 - - -         
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  
12 160 110,4 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, (X3)=Xilotriose, (X4)=Xilotetraose, (X5/X6)= Xilopentaose+Xilohexose e (>X6)= oligossacarídeos com mais de seis unidades repetitivas. XOS = 
(>X6)+(X6+X5)+(X4)+(X3)+(X2).  * = não detectável. 
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Os teores totais de XOS do SO, pós-tratamento hidrotérmico, variaram 

de 4,60-79,73 mg.g-1 (dados em base seca) (Tabela 13). Em todas condições 

experimentais houve a formação de >X6 (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 formação de XOS no ponto central do planejamento 

experimental corrobora com o trabalho de Tun e Van Heiningen (134) os quais 

verificaram que a maior formação 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-1 (dados em base 

seca), respectivamente. Todavia, não foi detectada a formação de 

xilopentaose+xilohexaose (X5+X6) no ponto central do planejamento (Tabela 

13). Testova et al. (132) reportaram teores de xilobiose, xilotriose e 

xilotetraose em hidrolisado hemicelulósico de lascas de madeira (Betula 

pendula) da ordem de 12,2, 7,6 e 5,3 mg.g-1 (dados em base seca), 

respectivamente, pós-tratamento hidrotérmico na condição operacional de 

170°C e 84 min, corroborando com os dados do subproduto em estudo.  

Os teores totais de XOS, pós-tratamento hidrotérmico, do STE variaram 

de 3,51-71,98 mg.g-1 (dados em base seca) (Tabela 14). Neste caso também 

houve a formação de >X6 (XOS com mais de 6 unidades de xilose), em todas 

condições experimentais, sendo que os teores mais elevados desse 

componente também foram detectados no ponto central do planejamento 

experimental (média de 27 mg.g-1) (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-1 (dados em base seca), respectivamente. Todavia, 

não foi detectada a formação de xilopentaose+xilohexaose (X5+X6) no ponto 

central do planejamento (Tabela 14).  

O STE mostrou um teor mais elevado de xilobiose (18,5 mg.g-1) quando 

comparado ao SO (10,1 mg.g-1), 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 conversões de xilana em produtos 

desejados (XOS) e os principais produtos não desejados (xilose, furfural e 

ácido fórmico). Além disso, as Figuras 29 e 30 apresentam as conversões de 

xilana em produtos em função do P-Fator. Os teores de aromáticos solúveis 

que representaram uma porcentagem importante nos hidrolisados 

hemicelulósicos são oriundos da fração de lignina. Desta forma, os aromáticos 

solúveis não puderam ser tratados em termos de conversão de xilana em 

produtos, todavia, salienta-se que esse composto é um importante 

contaminante nos hidrolisados hemicelulósicos oriundos do PTH. 
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Tabela 15 - Conversão de xilana do subproduto original (SO) em >X6, X6+X5, X4, X3, X2, XOS, xilose, furfural e ácido fórmico pós-
tratamentos hidrotérmicos em diferentes condições. Dados apresentados em porcentagem (grama de produtos por 100 gramas de xilana 
oriundo do subproduto, dados em base seca). 

 Variáveis do pré-tratamento 
hidrotérmico 

  Conversão de xilana em produtos (%) 

Subproduto 
Original 

Temperatura Tempo Consistência  >X6  X6+X5 X4  X3 X2 XOS Xilose Furfural  
 

#Fórmico 

 (°C) (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, (X3)=Xilotriose, (X4)=Xilotetraose, (X5/X6)= Xilopentaose+Xilohexose e (>X6)= oligossacarídeos com mais de seis unidades repetitivas. XOS = 

(>X6)+(X6+X5)+(X4)+(X3)+(X2).  * = não detectável. #Fórmico = ácido fórmico. 
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Tabela 16 - Conversão de xilana do subproduto triturado-extraído (STE) em >X6, X6+X5, X4, X3, X2, XOS, xilose, furfural e ácido fórmico pós-
tratamentos hidrotérmicos em diferentes condições. Dados apresentados em porcentagem (grama de produtos por 100 gramas de xilana 
oriundo do subproduto, dados em base seca). 

 Variáveis do pré-tratamento 
hidrotérmico 

 Conversão de xilana em produtos (%) 

Subproduto 
Triturado-Extraído 

Temperatura Tempo Consistência >X6 X6+X5 X4  X3 X2 XOS Xilose Furfural  #Fórmico 

 (°C) (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 * * 7,54 5,14 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 5,72 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, (X3)=Xilotriose, (X4)=Xilotetraose, (X5/X6)= Xilopentaose+Xilohexose e (>X6)= oligossacarídeos com mais de seis unidades repetitivas.  XOS = 
(>X6)+(X6+X5)+(X4)+(X3)+(X2).  * = não detectável. #Fórmico = ácido fórmico. 
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Figura 29 - Conversão de xilana do subproduto original (SO) em XOS, xilose, 
furfural e ácido fórmico pós-tratamentos hidrotérmicos em função 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). 
 
 

 
Figura 30 - Conversão de xilana do subproduto triturado-extraído (STE) em 
XOS, xilose, furfural e ácido fórmico pós-tratamentos hidrotérmicos em função 
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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 condições operacionais mais severas (condições 3, 

4, 7, 8, 10 e 12, Tabela 15 e Figura 29) mostraram uma conversão média da 

fração de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem de 14%, 12% e 7% (dados 

em base seca), respectivamente. Nestas condições o P-Fator variou de 494,1-

3310,9 h, sendo o valor médio de 1469,2 h (Tabela 15 e Figura 29). Entretanto, 

os PTH nas condições operacionais mais brandas (condições 1, 2, 5, 6 e 9, 

Tabela 15 e Figura 29) mostraram uma conversão média da fração de xilana 

em XOS, xilose e furfural da ordem de 12%, 1,3% e 0,2% (dados em base 

seca), respectivamente. Nestas condições o P-Fator variou de 14,3-74,4 h, 

sendo o valor médio de 39,9 h (Tabela 15 e Figura 29). A condição do PTH 

intermediário (ponto central do planejamento experimental) mostraram uma 

conversão média da fração 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 máximo na condição operacional intermediária do PTH, sendo 

que nessa condição ocorreu maior formação de XOS com mais de 6 unidades 

de xilose (>X6, 25,3%), seguido de xilobiose (X2, 5,7%), xilotriose (X3, 4,4%) e 

xilotetraose (X4, 6,7%). Entretanto, não ocorreu a formação de xilopentaose e 

xilohexaose nesta condição (Tabela 15). Nas condições operacionais mais 

amenas do PTH não ocorreu a formação de xilobiose (X2) e xilotetraose (X4), 

formando apenas XOS com mais de 6 unidades de xilose (>X6, 9%), 
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xilopentaose+xilohexaose (X6+X5, 2,1%) e xilotriose (X3, 3%) (Tabela 15). As 

condições operacionais mais severas do PTH resultaram em maior formação 

de xilose e consequentemente menor formação de XOS. Nestas condições  

os componentes derivados da hemicelulose resultaram em XOS com mais de 

6 unidades de xilose (>X6, 3,1%), xilohexaose+xilopentaose (X6+X5, 3,4%) 

xilotetraose (X4, 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 condição operacional de 180 °C por 84 min, obtendo-se a 

formação de xilotetraose (X4, 1,3%), xilotriose (X3, 1,7%) e xilobiose (X2, 

2,5%). Também nessa condição resultou na formação de 50% de xilose, 

sendo considerada uma condição severa. 

Os PTH do STE nas condições operacionais mais severas (condições 3, 

4, 7, 8, 10 e 12, Tabela 16 e Figura 30) mostraram uma conversão média da 

fração de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem de 14%, 15%, 13% (dados 

em base seca), respectivamente (Tabela 16). Nestas condições 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 condições operacionais mais brandas 

(condições 1, 2, 5, 6, 9 e 11, Tabela 16 e Figura 30) mostraram uma conversão 

média da fração de xilana em XOS, xilose e furfural da ordem de 11%, 1% e 

0,1% (dados em base seca), respectivamente. Nestas condições o P-Fator 

variou de 14,3-74,4 h, sendo o valor médio de 39,9 h (Tabela 15 e Figura 30). 

A condição operacional do PTH intermediário (ponto central do planejamento) 

mostraram uma conversão média da fração 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 formação de XOS no PTH atingiu seu máximo na condição operacional 

intermediária, sendo que nessas condições ocorreu maior formação de XOS 

com mais de 6 unidades de xilose (>X6, 19,4%), seguido de xilobiose (X2, 

12,3%), xilotriose (X3, 6,5%) e xilotetraose (X4, 6,2%). Entretanto, não ocorreu 

a formação de xilopentaose e xilohexaose nesta condição (Tabela 16). Nas 

condições operacionais mais amenas do PTH ocorreu a formação de XOS 

com mais de 6 unidades de xilose (>X6, 5,1%), xilohexaose+xilopentaose 

(X6+X5, 0,86%) xilotetraose (X4, 3%), xilotriose (X3, 3,2%), xilobiose (X2, 2,6%) 

(Tabela 16). As condições operacionais mais severas do PTH mostraram 

maior formação de xilose e menor formação em XOS. Nessas condições não 

ocorreram formação de xilopentaose+xilohexaose (X6+X5), xilotriose (X3) e 

xilobiose (X2), resultando apenas na formação de XOS com mais de 6 

unidades de xilose (>X6, 4,3%) e xilotetraose (X4, 6,4%) (Tabela 16). Esses 

resultados corroboram com os reportados por Yu et al. (126), que estudaram 

a influência do tempo e da temperatura no PTH de madeira Eucalyptus 

grandis. Nesse estudo os autores concluíram que os PTH em temperaturas 

mais severas (180-200 °C), com tempos variando de 10-60 min promoveram 

conversões limitadas de xilana em XOS, porém altas conversões de xilana em 

furfural. Os resultados obtidos também estão de acordo com Testova et al. 

(132), onde os autores pré-trataram hidrotermicamente lascas de madeira do 

tipo folhosas, condição experimental de 170 °C e 84 min, o que culminou nas 

seguintes conversões 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-oligossacarídeos com mais 4 unidades de xilose) (%massa/massa). 

De uma maneira geral os PTH nas condições mais severas culminaram 

em altas conversões da fração de xilana em furfural e xilose, enquanto os PTH 

nas condições mais brandas culminaram em conversões limitadas da fração 

de xilana em furfural e xilose. Entretanto, ambas as condições operacionais 

(brandas e severas) mostraram conversões razoáveis da fração de xilana em 

XOS. Todavia, os PTH na condição intermediária culminaram em altas 

conversões da fração de xilana em XOS, porém conversões 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 hemicelulósicos 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 condições operacionais do PTH (170 °C e 60 min). Nestas 

condições houve maior formação de XOS (50%) e menor formação de furfural 

(3,7%). Todavia, em uma condição operacional mais drástica (180 °C e 110 

min) o P-Fator foi mais intenso (2654,9 h). Nesta condição houve menor 

formação de XOS (11,25%) e maior formação de furfural (22,5%) em relação 

a massa inicial de material de partida (Tabela 17).  
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Tabela 17 - Teores de xilose, furfural e xilo-oligossacarídeos (XOS) dos hidrolisados hemicelulósicos pós-tratamentos hidrotérmicos do 
subproduto original (SO) e subproduto triturado-extraído (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 

(°C) 
Tempo 
(min) 

P-Fator 
(h) 

Xilose 
(mg/g) 

Furfural 
(mg/g) 

XOS 
(mg/g) 

Xilose 
(mg/g) 

Furfural  
(mg/g) 

XOS 
(mg/g) 

Referência 

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 42,9 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 44,0 17,0 45,0 Liu et al. (2015) 
170 
180 

60 
110 

737,5 
2654,9 

15,0 
51,0 

7,5 
43,0 

90,0 
22,0 

15,0 
51,0 

7,5 
43,0 

90,0 
22,0 

Liu et al. (2015) 
Liu et al. (2015) 

170 84 1000 50,0 8,0 58,0 50,0 8,0 58,0 Testova et al. (2011) 
170 60 590 34,2 6,3 69,3 38,0 4,6 77,0 Gütsch et al. (2012) 
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Desta forma, pode-se afirmar preliminarmente que o PTH na condição 

intermediária apresentou maior seletividade para a produção de XOS 

(Tabelas 15 e 16 e Figuras 29 e 30). 

As Tabelas 9, 10, 15 e 16 apresentam duas informações relevantes em 

relação à fração de xilana dos subprodutos em estudo (SO e STE): o teor de 

xilana obtido na fração sólida (Tabelas 9 e 10) e o teor de xilana convertida 

em produtos no hidrolisado hemicelulósico (ambos pós-tratamento 

hidrotérmico) (Tabelas 15 e 16). No entanto, a fim de verificar se os produtos 

formados e quantificados no hidrolisado hemicelulósico constituem toda 

biomassa que foi previamente removida nos PTH foi realizado um balanço de 

massa.  

 As Tabelas 18 e 19 apresentam a massa de produtos recuperados da 

fração de xilana pós-tratamento hidrotérmico do SO e do STE. Para isso, foi 

considerada a massa de xilana que permaneceu na fração sólida (Tabelas 9 

e 10) em relação aos produtos formados no hidrolisado hemicelulósico pós-

tratamento hidrotérmico (Tabelas 15 e 16). Desta forma, se a soma da massa 

de xilana residual e a massa dos produtos recuperados pós-tratamento 

hidrotérmico apresentarem um valor próximo a 1,41 g (que é a massa inicial 

de xilana antes do PTH) ou um valor próximo 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 fração de xilana do subproduto original de Eucalyptus (SO) pós-pré-
tratamentos hidrotérmicos. 

 

 

 

 

 Variáveis do tratamento hidrotérmico                                               Massa de produtos recuperados  

Subproduto 
Original  

Temperatura 
(°C) 

Tempo 
(min) 

Consistência 
(%) 

 Massa inicial 
de xilana  

Xilana convertida 
em produtos  

Xilana não convertida 
em produtos  

Produtos 
recuperados  

Produtos 
recuperados 

     (g) (%) (%) (g) (%) 

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 
a 160 60 10  1,41 61,64 39,72 1,43 101,42 
b 160 60 10  1,41 53,18 48,94 1,44 102,13 
c 160 60 10  1,41 43,56 36,88 1,13 80,14 
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 fração de xilana do subproduto triturado-extraído (STE) de Eucalyptus pós-pré-
tratamentos hidrotérmicos. 

 Variáveis do tratamento hidrotérmico Massa de produtos recuperados   

Subproduto 
Triturado-
Extraído 

Temperatura 
(°C) 

Tempo 
(min) 

Consistência 
(%) 

 Massa inicial 
de xilana 

(g)  

Xilana convertida 
em produtos 

(%)  

Xilana não convertida 
em produtos  

(%) 

Produtos 
recuperados  

(g) 

Produtos 
recuperados

(%) 

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 condições operacionais mais 

severas do PTH do SO e do STE (condições 3, 4, 7, 8 e 10) o balanço de 

massa dos produtos recuperados não fechou, ou seja, parte da massa da 

fração de xilana removida para o hidrolisado hemicelulósico pós-tratamento 

hidrotérmico não foi quantificada. Desta forma, a indicativo de que ocorreu um 

intenso processo de oxidação da xilana nas condições operacionais mais 

drásticas do PTH. Essa oxidação pode ter provocado a formação de 

compostos derivados de furfural e ácido fórmico, além da formação de dióxido 

de carbono (32,71). Todavia, os PTH nas condições operacionais mais 

amenas (condições 1, 2, 5, 6, 9 e 11) e intermediária (ponto central do 

planejamento experimental) o balanço massa dos produtos recuperados foi 

fechado (considerando uma variação de 15% nos valores calculado no PC, 

devido aos erros experimentais), indicando que todos os produtos formados 

no hidrolisado hemicelulósico foram quantificados com sucesso.  

 

5.6. Análise estatística 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; (ii) modelo contendo 

termos lineares e quadráticos dos efeitos principais; (iii) modelo contendo 

termos lineares dos efeitos principais e interações de segunda ordem e (iv) 
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modelo contendo termos lineares e quadráticos dos efeitos principais e 

interações de segunda ordem. A Tabela 20 apresenta os valores dos efeitos 

e dos coeficientes do modelo calculados tendo como variável resposta a 

conversão de xilana em XOS.  A análise estatística dos resultados obtidos no 

planejamento experimental mostrou que os efeitos de interação de 2a ordem 

não foram significativos a um nível de confiança de 95% (=5%). Os efeitos 

lineares também não foram significativos para todos os fatores investigados. 

Entretanto, os efeitos quadráticos mostraram ser significativos para as 3 

variáveis independentes investigadas (Tabela 20). Desta forma, considerando 

os resultados obtidos, o modelo a ser estabelecido deve conter termos 

lineares e quadráticos dos efeitos principais que se mostraram significativos.  

 

Tabela 20 - Efeitos e coeficientes do modelo calculados para o planejamento composto 
central completo tendo como variável resposta a conversão de xilana em XOS.  

 Efeitos estimados: Subproduto Original (SO) - XOS (%): R2 = 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)X1(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)X3 (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 

Variáveis codificadas (X1=temperatura, X2=tempo, X3=consistência); DP=desvio padrão do erro puro; t(3)=estatística t de 
Student; P=valor-p de probabilidade de significância; 95%=limite de confiança, Coef.= coeficiente; DP Coef.=desvio 
padrão do coeficiente. L=Linear; Q=quadrático. 

 
 
 

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

 

XOS = b0 + b1X1 + b2X1
2 + b3X2 + b4X2

2 + b5X3 + b6X3
2      (17) 

 

Onde:  
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b0=42,3920; b1=0,1415; b2=-13,9786; b3=2,9310; b4=-8,9016; b5=0,0025; b6=-

4,5688 

 

A Tabela 21 apresenta a ANOVA (Análise de Variância), na qual é 

realizada a análise da validade estatística do ajuste do modelo por meio do 

teste p. O teste p para falta de ajuste do modelo foi negativo, isto é, não 

significativo, indicando que o modelo ajustado é estatisticamente adequado 

para descrever os dados experimentais a um nível de confiança de 95%, 

apresentando um coeficiente de determinação/explicação (R2) de 0,80.  

 
Tabela 21 - Análise de variância (ANOVA) para o ajuste do modelo tendo como 
variável resposta a conversão de xilana em XOS.  

        ANOVA – Subproduto Original (SO) - XOS (%): R2 = 0,80 

Fator         SQ              GL        MQ       F       p 

(1)X1(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)X3(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    

Variáveis codificadas (X1=temperatura, X2=tempo, X3=consistência); SQ=soma quadrática; 
GL=graus de liberdade; MQ=média quadrática; F=estatística de Fisher; p=valor-p de 
probabilidade de significância. 

  

 

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

distribuição dos valores da conversão de xilana em XOS preditos pelo modelo 

matemático e aqueles obtidos experimentalmente.  Desta forma, quanto maior 

a proximidade dos pontos em relação à reta identidade (y=x), melhor é a 

qualidade do ajuste (Figura 31). 
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Figura 31 - Correlação entre as conversões de XOS do subproduto original 
(SO) preditas pelo modelo matemático e aquelas obtidas experimentalmente. 
FONTE: Autor, (2019). 
 

A Figura 32 apresenta a distribuição dos resíduos (valores de conversão 

experimentais - valores de conversão calculados pelo modelo matemático) em 

função dos valores experimentais (observados) da conversão da xilana em 

XOS. Observa-se uma distribuição simétrica e aleatória dos resíduos em torno 

do valor zero, o que qualifica o ajuste do modelo matemático. Além disso, não 

há padrões (tendências de comportamento) aparentemente detectáveis, 

validando, dessa forma, a suposição de variância constante 

(homocedasticidade) dos resíduos. 
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Figura 32 - Distribuição dos resíduos (diferença entre os valores de conversão 
de xilana em XOS observados e aqueles calculados pelo modelo matemático) 
em função dos valores observados para o subproduto original (SO). FONTE: 
Autor, (2019). 
 

A Figura 33 apresenta a superfície de resposta gerada com o modelo 

matemático representado pela Equação 14. A superfície de resposta mostra 

uma concavidade voltada para baixo, sendo que a máxima produção de XOS 

ocorre em condições experimentais em torno do ponto central do 

planejamento experimental. Para geração da superfície é necessário fixar 

uma das três variáveis independentes uma vez que a superfície é 

tridimensional e permite apenas a representação espacial de três variáveis: a 

resposta e duas variáveis independentes. No caso, a superfície foi gerada 

fixando-se a consistência em seu valor central (x3=0), pois o termo quadrático 

referente a esta variável mostrou-se marginalmente significante, 

apresentando um valor de p igual a 0,046863, bem próximo daquele adotado 

para o teste de significância (a=0,05). Ademais, as superfícies geradas 

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

sistema. 

 

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

A determinação do ponto ótimo para maximização da produção de XOS 

foi realizada no próprio software Statistica segundo um procedimento que 

consiste em derivar parcialmente a Equação 14 com relação às variáveis X1, 

X2 e X3, gerando três equações algébricas que são resolvidas em X1, X2 e X3 

para fornecer as coordenadas do ponto ótimo, as quais, no caso, estão 

apresentadas na Tabela 22 e confirmam que tal ponto está realmente 

localizado próximo ao ponto central. 
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Tabela 22 - Valores das coordenadas do ponto ótimo. 

   Valores Preditos da solução - Subproduto Original SO: 42,634% 

Fator Mínimo observado Valor crítico Máximo observado 

T (°C) -1,68179  0,005061 (161,01oC) 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 ótimo obtém-se as seguintes 

condições ótimas para a temperatura, tempo e consistência do processo. 

 

x1=(T-160)/20T=0,005061*20+160T=161,01oC 

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-extraído (STE) 

A análise estatística dos resultados obtidos no planejamento 

experimental do STE foi similar à do SO, desta forma, o modelo a ser 

estabelecido deve conter termos lineares e quadráticos dos efeitos principais 

que se mostraram significativos. A Tabela 23 apresenta os valores dos efeitos 

e dos coeficientes do modelo calculados tendo como variável resposta a 

conversão de xilana em XOS. Assim os efeitos e os coeficientes quadráticos 

foram estatisticamente significativos para duas variáveis independentes 

(tempo e temperatura) investigadas, não sendo significativo para a variável 

consistência como já indicava o resultado obtido para esta variável 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 variável resposta a conversão de xilana em XOS.  

 Efeitos estimados: Subproduto Triturado-Extraído (STE) - XOS (%): R2 = 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)X1(L) 1,3922 2,298240 0,6057 0,587439 -5,9219 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) 
(3)X3(L) 
X3(Q) 

-20,7871 
-1,7591 
-2,1736 

2,388030 
2,298240 
2,388030 

-8,7047 
-0,7654 
-0,9102 

0,003191 
0,499728 
0,429820 

-28,3869 
-9,0731 
-9,7734 

-13,1873 
5,5549 
5,4262 

-10,3935 
-0,8796 
-1,0868 

1,194015 
1,149120 
1,194015 

Variáveis codificadas (X1= Temperatura, X2= tempo, X3= consistência); DP = desvio padrão do erro puro; t(3)=estatística 
t de Student; P=valor-p de probabilidade de significância; 95%= limite de confiança, Coef.=coeficiente, DP Coef. = desvio 
padrão do coeficiente. L=Linear; Q=quadrático. 

 

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

 

XOS=b0 + b1X1 + b2X1
2 + b3X2 + b4X2

2       (18)  

Onde:  

 

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

 

A Tabela 24 apresenta a ANOVA (análise de variância), para a avaliação 

da validade estatística do ajuste do modelo proposto segundo o teste p. 

Observa-se que o teste p para falta de ajuste do modelo foi negativo, isto é, 

não significativo, indicando que o modelo ajustado é estatisticamente 

adequado para descrever os dados experimentais a um nível de confiança de 

95%, apresentando um coeficiente de determinação/explicação (R2) de 0,80.  
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Tabela 24 - Análise de variância (ANOVA) para o ajuste do modelo tento como 
variável de resposta conversão de xilana em XOS.  

          ANOVA - Subproduto Triturado-Extraído (STE) - XOS (%): R2=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) 
(3)X3(L) 
X3(Q) 

1366,435 
10,565 
14,940 

1 
1 
1 

1366,435 
10,565            
14,940          

75,7718 
0,5859 
0,8285 

0,003191 
0,499728 
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    

*Variáveis codificadas (X1=Temperatura, X2=tempo, X3=Consistência), SQ=soma quadrática, GL=graus 
de liberdade, MQ=média quadrática, F=estatística de Fisher, p=valor-p de probabilidade de significância. 

 

A Figura 34, na qual está apresentada a distribuição das conversões de 

xilana em XOS preditas pelo modelo matemático e aquelas observadas 

experimentalmente, também fornece uma ideia da qualidade do ajuste, 

enfatizando que, quanto mais próxima for a distribuição dos pontos em torno 

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

 
Figura 34 - Correlação entre as conversões de XOS do subproduto triturado-
extraído (STE) preditas pelo modelo matemático e aquelas obtidas 
experimentalmente. FONTE: Autor, (2019). 
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A Figura 35 apresenta a distribuição dos resíduos em função das 

conversões de xilana em XOS observadas experimentalmente. Observa-se 

nessa figura uma distribuição simétrica e aleatória dos resíduos em torno do 

ponto zero, não sendo verificado nenhum padrão de comportamento definido, 

o que valida a hipótese de variância constante (homocedasticidade) dos 

resíduos e qualifica o ajuste do modelo matemático.  

              

 
Figura 35 - Distribuição dos resíduos (diferença entre os valores de conversão 
de xilana em XOS observados e aqueles calculados pelo modelo matemático) 
em função dos valores observados para o subproduto triturado-extraído 
(STE). FONTE: Autor, (2019). 
 
 

A Figura 36 apresenta a superfície de resposta gerada com o modelo 

matemático representado pela Equação 15. Observa-se que a concavidade 

da superfície está voltada para baixo e que a máxima produção de XOS ocorre 

em condições experimentais em torno do ponto central. 



140 
 

 

 
Figura 36 - Superfície de resposta para o planejamento composto central 

tendo como variável resposta a conversão de xilana em XOS observada no 

pré-tratamento hidrotérmico do subproduto triturado-extraído (STE). Variáveis 

(T (°C) = temperatura e t (min) = tempo). FONTE: Autor, (2019). 

  

        Para a maximização da produção de XOS, determinou-se o ponto ótimo 

do mesmo modo como feito anteriormente, obtendo-se as coordenadas 

apresentadas a seguir, as quais mostram que tal ponto está localizado em 

torno do ponto central. 

  

(XOs)/X1 = b1 + 2b2X1=0 X1=- b1/(2b2)=0,0213 

(XOs)/X2 = b3 + 2b4X2=0 X2=- b3/(2b4)=0,1173 

 

Decodificando as coordenadas do ponto ótimo, obtêm-se os seguintes 

valores ótimos de temperatura, tempo e consistência reacional: 
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x1=(T-160)/20T=0,0205*20+160=160,42oC 

x2=(t-60)/30 t=0,1108*30+60t=63,52 min 

x3=0 C=10% 

 

5.7. Ensaios experimentais adicionais para validação dos modelos 

matemáticos 

A partir dos modelos matemáticos elaborados, foi possível determinar as 

condições experimentais que maximizam a formação de produtos desejados. 

Os valores determinados pelo modelo matemático indicaram condições 

experimentais próximas do ponto central do planejamento proposto, o que já 

era esperado visto que nesta condição operacional ocorreu a maior conversão 

de xilana em XOS (Tabelas 15 e 16). 

As condições experimentais ótimas previstas pelo modelo foram 

implementadas e testadas experimentalmente no PTH do subproduto original 

(SO) e triturado-extraído (STE). As frações insolúveis pós-tratamentos 

hidrotérmicos do subproduto original na condição otimizada (SO-TO) e do 

subproduto triturado-extraído na condição otimizada (STE-TO) apresentaram 

um aspecto visual com um leve escurecimento (Figura 37) quando comparado 

aos subprodutos não tratados (Ambos, SO e STE) (Figuras 19 e 20). Além 

disso, os aspectos visuais das frações insolúveis pós-tratamentos 

hidrotérmicos do SO-TO e do STE-TO foram similares ao ensaio na condição 

operacional do ponto central do planejamento experimental (Figuras 19 e 20). 

Todavia, o aspecto dos materiais pós-tratamentos hidrotérmicos do SO-TO e 

do STE-TO resultaram em um visual mais claro quando comparado às 
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condições operacionais mais drásticas do planejamento experimental 

(Figuras 19, 20, 23 e 24). 

 
Figura 37 - Frações insolúveis pós-tratamentos hidrotérmicos nas condições 
operacionais otimizadas. (a) subproduto original (SO-TO). (b) subproduto 
triturado-extraído (STE-TO). FONTE: Autor, (2019). 
 

Os hidrolisados hemicelulósicos pós-tratamentos hidrotérmicos do SO-

TO e do STE-TO (fração líquida) também apresentaram um aspecto visual 

com um leve escurecimento quando comparado aos subprodutos PTH na 

condição operacional mais amena do planejamento experimental. Além disso, 

o aspecto visual dos hidrolisados hemicelulósicos pós-tratamentos 

hidrotérmicos do SO-TO e do STE-TO foram similares ao ensaio na condição 

operacional do ponto central do planejamento experimental (Figuras 21 e 38). 

Todavia, o aspecto visual dos hidrolisados hemicelulósicos pós-tratamentos 

hidrotérmicos do SO-TO e do STE-TO resultaram em um visual mais claro 

quando comparado às condições mais drásticas (temperatura e tempo 

elevados) do planejamento experimental (Figuras 21, 25, 26 e 38).  
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Figura 38 – Hidrolisados hemicelulósicos (frações líquidas) pós-tratamentos 
hidrotérmicos nas condições operacionais otimizadas. (a) subproduto original 
(SO-TO). (b) subproduto triturado-extraído (STE-TO). FONTE: Autor, (2019). 
 
 

As frações insolúveis (sólidos recuperados) do SO-TO e do STE-TO pós-

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 os 

rendimentos médios obtidos nas condições do ponto central do planejamento 

experimental do SO e do STE pós-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 condição operacional do ponto central do planejamento 

experimental do SO e STE, respectivamente.  
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O balanço de massa dos componentes foi necessário para comparar as 

frações pré-tratadas hidrotermicamente, diretamente, com o subproduto não 

tratado (Tabela 25). Desta forma, o SO-TO e o STE-TO apresentaram 

reduções 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 

reduções das frações de celulose, xilana, grupos acetil e lignina foram 

similares aos valores reportados anteriormente na condição operacional do 

ponto central do planejamento experimental (Tabelas 9 e 10). O SO-TO e o 

STE-TO apresentaram valores de P-Fator de 268,8 e 264,1 h, 

respectivamente (Tabela 25). Esses valores também foram similares aos 

reportados anteriormente na condição operacional do ponto central do 

planejamento experimental (Tabelas 9 e 10). 

Os resultados nas condições otimizadas integrado a análise estatística 

comprovam que o modelo matemático foi capaz de estabelecer condições 

experimentais para uma remoção seletiva da fração de xilana, mantendo 

praticamente intacta às frações de celulose e lignina, corroborando com os 

resultados reportados anteriormente para a condição operacional do ponto 

central do planejamento experimental (Tabelas 9, 10 e 25).  
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Tabela 25 – Rendimento, composição química e fator de severidade (P-Fator) das frações insolúveis do subproduto original pós-
tratamento hidrotérmico na condição otimizada (SO-TO) e do subproduto triturado-extraído pós-tratamento hidrotérmico na condição 
otimizada (STE-TO). Dados apresentados em porcentagem (grama por 100 gramas de polpa básica e original, dados em base seca). 

  
  

  
 Componentes do material (Grama por 100 

gramas de material em polpa básica) 
  

Fator de 
severidade Variáveis do pré-tratamento hidrotérmico 

Amostras  Temperatura Tempo Consistência 

Rendimento 
pré-

tratamento 
(g/100g de 
material) 

Celulose Xilana 
Grupo 
acetil 

Lignina 

 

P-Fator  

  (°C) (min) (%) (%)  (%) (%) (%) (%)   (horas) 

Não tratado - - - - 43,9 ± 0,5 14,1 ± 0,3 3,2 ± 0,0 28,5 ± 0,6   

SO-TO 161 65 10 76,5 49,7 ± 0,8 7,5 ± 0,1 1,0 ± 0,0 32,4 ± 0,2  268,8 

STE-TO 160,4 63 10 81,0 47,6 ± 1,5 8,0 ± 0,3 1,3 ± 0,1 27,8 ± 0,8   264,1 

 
 

Amostras  

Variáveis do pré-tratamento 
hidrotérmico 

 
 
 

 
Rendimento 

pré-tratamento 
(g/100g de 
material) 

Componentes do material (Grama por 100 
gramas de material original - balanço de 

massa) 
 

      Fator de  
    severidade 

  
Temperatura 

 

 
Tempo 
 

 
Consistência 

 

                                           Grupo 
   Celulose        Xilana         acetil           Lignina 
  

P-Fator 

(°C) (min) (%) (%) (%) (%) (%) (%)             (horas) 

  Não tratado - - - - 43,9 ± 0,5 14,1 ± 0,3 3,2 ± 0,0 28,5 ± 0,6  

SO-TO 161 65 10 76,5 38,1 ± 0,6 5,7 ± 0,1 0,7 ± 0,0 24,8 ± 0,2  268,8 

STE-TO 160,4 63 10 81,0 38,5 ± 1,2 6,5 ± 0,2 1,0 ± 0,1 22,5 ± 0,7   264,1 
*As amostras pré-tratadas hidrotermicamente não apresentaram teores significativos de extrativos.  
SO-TO = subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada. 
STE-TO = subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada. 
Foram realizados os testes de Tukey (95% de confiança) para determinar se houve redução significativa dos componentes.
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Os hidrolisados hemicelulósicos (frações líquidas) do SO-TO e do STE-

TO pós-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-1), ácido fórmico (1,75 e 1,81 mg.g-1), ácido acético (7,95 e 

8,72 mg.g-1), aromáticos solúveis (28,54 e 26,33 mg.g-1), glicose (0,97 e 0,94 

mg.g-1), arabinose (0,45 e 0,25 mg.g-1) e xilose (18,82 e 19,62 mg.g-1), 

respectivamente (dados em base seca) (Tabela 26). Os resultados obtidos 

foram similares aos valores médios reportados no ponto central do 

planejamento experimental (Tabelas 11 e 12), a exceção foram os teores de 

aromáticos solúveis, os quais apresentaram valores ligeiramente menores nas 

condições operacionais do SO-TO e STE-TO (Tabelas 11, 12 e 26).   
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Tabela 26 - Caracterização química dos hidrolisados hemicelulósicos (frações líquidas) pós-tratamentos hidrotérmicos do subproduto original 
na condição otimizada (SO-TO) e do subproduto triturado-extraído na condição otimizada (STE-TO). Dados apresentados em miligramas de 
produtos por grama de material de partida (dados em base seca). 
 Variáveis do pré-tratamento hidrotérmico  Componentes do hidrolisado hemicelulósico (miligramas/grama de material de 

partida) 

Subprodutos Temperatura 
(°C) 

Tempo 
(min) 

Consistência 
(%) 

  Glicose 
(mg.g-1) 

Arabinose 
(mg.g-1) 

Ácido acético 
(mg.g-1) 

&Fórmico 
(mg.g-1) 

#Aromáticos 
(mg.g-1)  

Furfural 
(mg.g-1) 

Xilose 
(mg.g-1) 

SO-TO  161 65 10  0,97 ± 0,0  0,45 ± 0,0 7,95 ± 0,1 1,75 ± 0,0  28,54 ± 0,1 1,47 ± 0,0 18,82 ± 0,0 

STE-TO  160,4 63 10  0,94 ± 0,0  0,25 ± 0,0 8,72 ± 0,0 1,81 ± 0,0  26,33 ± 0,2  1,51 ± 0,2 19,62 ± 0,1 
# = Aromáticos solúveis. & = Ácido fórmico. 
SO-TO = subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada. 
STE-TO = subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada.
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Na Tabela 27 estão apresentados os valores da formação de XOS pós-

tratamento hidrotérmico do SO-TO e do STE-TO. Os teores totais de XOS do 

SO-TO e do STE-TO, pós-tratamento hidrotérmico, foram de 61,33 mg.g-1 e 

62,91 mg.g-1, respectivamente (dados em base seca). Na condição otimizada 

experimental para ambos subprodutos, houve a formação de >X6 (XOS com 

mais de 6 unidades de xilose) da ordem de 28,10 e 32,59 mg.g-1, xilobiose 

(X2) 16,47 e 15,98 mg.g-1, xilotriose (X3) 9,42 e 7,05 mg.g-1 e xilotretaose (X4) 

7,37 e 7,29 mg.g-1 (dados em base seca), respectivamente. Todavia, não foi 

detectada a formação de xilopentaose+xilohexaose (X5+X6), o que já era 

esperado pois a condição otimizada ficou próxima ao ponto central do 

planejamento experimental composto central. 

A análise por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de 

massas (CLAE-MS), também foi realizada a fim de confirmar a presença dos 

XOS nos hidrolisados do SO-TO e do STE-TO. Desta forma, foi confirmada à 

presença de xilose (X1), xilobiose (X2), xilotriose (X3) e xilotetraose (X4) nos 

hidrolisados do SO-TO e STE-TO. Os cromatogramas de íons totais e íons 

extraídos expresso em tempo de retenção (min) versus intensidade (cps) 

estão apresentados nos apêndices VII e VIII. Esses resultados confirmam a 

presença dos XOS determinada anteriormente por cromatografia líquida 

acoplada a índice de refração (CLAE-RID). 
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Tabela 27 – Teores de XOS dos hidrolisados hemicelulósicos (frações líquidas) pós-tratamentos hidrotérmicos do subproduto 
original na condição otimizada (SO-TO) e do subproduto triturado-extraído na condição otimizada (STE-TO). Dados apresentados 
em miligramas de produto por grama de material de partida (dados em base seca). 
 Variáveis do pré-tratamento hidrotérmico  Componentes do hidrolisado hemicelulósico (miligramas/grama de 

material de partida) 

Subprodutos Temperatura 
(°C) 

Tempo 
(min) 

Consistência 
(%) 

 >X6 
 (mg.g-1) 

X6+X5 
(mg.g-1) 

X4  
(mg.g-1) 

X3 

(mg.g-1) 
X2 

(mg.g-1)  
XOS 

(mg.g-1) 

SO-TO  161 65 10  28,10 ± 0,0 * 7,37 ± 0,1 9,42 ± 0,0 16,47 ± 0,1 61,33 ± 0,0 

STE-TO  160,4 63 10  32,59 ± 0,0 * 7,29 ± 0,1 7,05 ± 0,0 15,98 ± 0,1 62,91 ± 0,1 

(X2)=Xilobiose, (X3)=Xilotriose, (X4)=Xilotetraose, (X6+X5)= Xilopentaose+Xilohexaose e (>X6)= oligossacarídeos com mais de seis 
unidades repetitivas. XOS = (>X6)+(X6+X5)+(X4)+(X3)+(X2). * = não detectável. 
SO-TO = subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada. 
STE-TO = subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada.



150 
 

A Tabela 28 apresenta as conversões de xilana em produtos desejados 

e não desejados pós-tratamentos hidrotérmicos do SO-TO e do STE-TO.  O 

SO-TO e o STE-TO apresentaram conversões de XOS (42,29% e 43,50%), 

xilose (11,75% e 12,24%), furfural (1,47% e 1,43%) e ácido fórmico (0,24% e 

0,25%) (% massa/massa, dados em base seca), respectivamente. De forma 

geral, as conversões dos produtos desejados e não desejados foram similares 

as reportados na condição operacional do ponto central do planejamento 

experimental (Tabelas 28, 15 e 16, respectivamente). 

A Tabela 29 apresenta o balanço de massa pós-tratamento hidrotérmico 

do SO-TO e STE-TO. Para isso, foi considerada a massa da fração de xilana 

que permaneceu na fração sólida em relação aos produtos formados que 

foram dissolvidos para o hidrolisado hemicelulósico (fração líquida). Desta 

forma, quando o balanço de massa indicar um valor próximo a 7,05g (que é a 

massa inicial da fração de xilana da condição 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 

que toda a xilana constitui os produtos desejados e não desejados analisados 

anteriormente (Tabelas 26 e 27), indicando que os XOS provenientes do SO-

TO e do STE-TO podem ser obtidos sem degradação apreciável das frações 

de celulose e lignina. Além disso, os valores do P-Fator comprovam que a 

condição ajustada pelo modelo é favorável para a remoção da xilana na forma 

de XOS. 
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Tabela 28 - Conversão de xilana em >X6, X6+X5, X4, X3, X2, XOS, xilose e furfural pós-tratamentos hidrotérmicos otimizados do subproduto 
original (SO-TO) e do subproduto triturado-extraído (STE-TO). Dados apresentados em porcentagem (grama de produtos por 100 gramas de 
xilana oriundo do subproduto, dados em base seca). 
 Variáveis do pré-

tratamento hidrotérmico 
Conversão de xilana em produtos (%) 

Subprodutos Temp. Tempo Consist.  >X6 X6+X

5 

X4  X3 X2 XOS XOS* Xilose Furfural Fórmico 

     (°C) (min) (%)   (%) (%) (%) (%) (%)  (%) (%) (%) (%) (%) 

SO-TO 161 65 10  19,91 ± 0,2 * 5,06 ± 0,3 6,39 ± 0,4 10,93 ± 0,8 42,29 ± 0,3  40,09 ± 0,1 11,75 ± 0,5   1,47 ± 0,2 0,24 ± 0,0 

STE-TO 160,4 63 10  23,12 ± 0,3 * 5,00 ± 1,1 4,78 ± 0,1 10,61 ± 0,3 43,50 ± 0,3  39,32 ± 0,2 12,24 ± 0,2   1,43 ± 0,0 0,25 ± 0,0 

(X2)=Xilobiose, (X3)=Xilotriose, (X4)=Xilotetraose, (X6+X5)= Xilopentaose+Xilohexaose e (>X6)= oligossacarídeos com mais de seis unidades repetitivas. XOS = 
(>X6)+(X6+X5)+(X4)+(X3)+(X2).   * = não detectável, XOS* = método de hidrólise ácida. Consist.=Consistência. Temp.=Temperatura. Fórmico = Ácido Fórmico. 
SO-TO = subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada. 
STE-TO = subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada. 

 

Tabela 29 - Balanço de massa de xilana do subproduto original (SO-TO) e do subproduto triturado-extraído (STE-TO) pós-
tratamento hidrotérmico otimizados. 

 Variáveis do pré-tratamento        
hidrotérmico 

 Balanço de massa  

Subprodutos  Temp. 
(°C) 

Tempo 
(min) 

Consistência 
(%) 

 Massa inicial de 
xilana  

Xilana convertida em 
produtos  

Xilana não convertida 
em produtos  

Balanço de  
massa  

     (g) (%) (%) (g) 

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 condição otimizada. 
STE-TO = subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada.
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Para verificar se os valores preditos pelos modelos matemáticos 

otimizados e validados do SO-TO e do STE-TO são concordantes com os 

experimentais, foram substituídos os valores das coordenadas obtidas nos 

pontos ótimos dos modelos propostos, obtendo dessa forma o valor da 

conversão de xilana em XOS na condição 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 

matemáticos de conversão de xilana em XOS do SO-TO e do STE-TO são 

concordantes com aqueles medidos experimentalmente (42,28% e 43,50%), 

respectivamente, o que valida os modelos matemáticos formulados (Tabela 

30).  

 

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

 Variáveis do pré-
tratamento hidrotérmico 

Conversão de xilana em XOS                                         Erro 
experimental 

Subprodutos Temp. 
 (°C) 

Tempo 
(min.) 

Consist. 
(%) 

Valores 
preditos de 

XOS 
 (%) 

Valores 
experimentais 

de XOS 
 (%) 

Valores 
experimentais 

de *XOS 
 (%) 

Erro 
XOS 
(%) 

Erro 
*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 hidrólise ácida. Temp.=Temperatura. Consist.=Consistência. 
SO-TO = subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada. 
STE-TO = subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada. 

 

5.8. Extração alcalina do material pré-tratado hidrotermicamente (PTH) 

na condição otimizada 

O PTH na condição otimizada atingiu uma solubilização da fração de 

lignina de aproximadamente 17% (%massa/massa, base seca) (Tabela 25). 

Devido a esse fato, foi necessária uma etapa de extração alcalina com NaOH, 
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em temperaturas amenas (70 °C), a qual tem à finalidade de proporcionar o 

inchamento da fibra de celulose, aumentar a área superficial interna da 

celulose e dissolver parte da lignina (19,80).  

A Figura 39 apresenta o aspecto visual do subproduto original na 

condição otimizada seguido de extração alcalina (SO-TO-E) e do subproduto 

triturado-extraído na condição otimizada seguido de extração alcalina (STE-

TO-E). Não houve uma mudança drástica no aspecto visual do SO-TO-E e do 

STE-TO-E. 

 
Figura 39 - (a) Subproduto original na condição otimizada seguido de 
extração alcalina (SO-TO-E). (b) subproduto triturado-extraído na condição 
otimizada seguido de extração alcalina (STE-TO-E). FONTE: Autor, (2019). 

 

As frações insolúveis (sólidos 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 

enriquecimento da fração de celulose do SO-TO-E e do STE-TO-E quando 
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comparado ao SO-TO e o STE-TO (49,7% e 47,6%), respectivamente 

(Tabelas 25 e 31). 

O balanço de massa dos componentes foi necessário para compararmos 

as frações PTH seguida de extração 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 o STE-TO-E, não apresentaram reduções significativas nos teores 

de celulose (Teste de Tukey). Entretanto, o SO-TO-E e o STE-TO-E 

apresentaram reduções significativas das frações de xilana (33,3% e 7,5%) e 

lignina (21,0% e 16,7%), respectivamente (Tabela 31). Todavia, os grupos 

acetil foram completamente removidos de ambos SO-TO-E e STE-TO-E. 

Desta forma, foi constatado que a extração alcalina foi seletiva na remoção 

das frações de xilana e lignina, não removendo à fração de celulose, assim, 

atingindo o objeto proposto. 

Sun et al. (82) realizaram PTH seguido de extração alcalina em fibras 

de Eucalyptus urophylla, nas seguintes condições: NaOH 2% (m·v-1), 90 °C 

por 2,5 h, obtendo rendimento de 76% e uma redução nos teores de 

hemicelulose e lignina de 86% e 46%, respectivamente, enquanto que à 

celulose não apresentou redução significativa. Lima et al. (135), utilizando 

madeiras de Eucalyptus grandis pré-tratadas hidrotermicamente nas 

seguintes condições: 80 °C por 60 min, seguidas de extração alcalina com 

NaOH 4% (m·v-1), relação sólido:líquido 1:10 (m·v-1), temperatura de 120 °C 

por 1 h, obteve 23% de redução no teor de lignina e 40% no teor de 

hemicelulose. Esses resultados demonstram que a combinação do PTH 

seguido de extração alcalina nos subprodutos de Eucalyptus, remove mais 
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hemicelulose e lignina do que o PTH como única etapa, resultando em frações 

com alto teor de celulose, o que favorece a hidrólise enzimática (82). 
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Tabela 31 – Rendimento e composição química das frações insolúveis pós-tratamento hidrotérmico seguido de extração alcalina 
do subproduto original (SO-TO-E) e do subproduto triturado-extraído (STE-TO-E). Dados apresentados em porcentagem de 
material (grama por 100 gramas de material em polpa básica ou original, dados em base seca). 

 
Variáveis do pré-tratamento 

hidrotérmico 
 

Componentes do material (Grama por 100 gramas de 
material em polpa básica) 

Amostras Temperatura Tempo Consistência 
Rendimento pré-

tratamento (g/100g de 
material) 

Celulose Xilana Grupo acetil Lignina 

 (°C) (min) (%) (%)  (%) (%) (%) (%) 

SO-TO - - - - 49,7 ± 0,8 7,5 ± 0,1 1,0 ± 0,0 32,4 ± 0,2 

STE-TO - - - - 47,6 ± 1,5 8,0 ± 0,3 1,3 ± 0,1 27,8 ± 0,8 

SO-TO-E 70 60 10 84,5 59,0 ± 2,1 5,9 ± 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 

 
Variáveis do pré-tratamento 

hidrotérmico 
 

Componentes do material (Grama por 100 gramas de 
material original - balanço de massa) 

Amostras 
Temperatura      Tempo    Consistência Rendimento pré-

tratamento (g/100g de 
material)                              

Celulose   Xilana Grupo acetil Lignina 

         (°C)             (min)              (%)  (%) (%)  (%) (%)  

SO-TO - - - - 49,7 ± 0,8 7,5 ± 0,1 1,0 ± 0,0 32,4 ± 0,2 

STE-TO - - -                   - 47,6 ± 1,5 8,0 ± 0,3 1,3 ± 0,1 27,8 ± 0,8 

SO-TO-E 70 60 10 84,5 49,8 ± 2,1 5,0 ± 0,1 * 25,6 ± 0,3 

STE-TO-E 70 60 10 84,1 46,2 ± 0,1 7,4 ± 0,5 * 22,6 ± 0,5 

SO-TO = Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada. 
STE-TO = subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada.  
SO-TO-E = Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração alcalina. 
STE-TO-E = Subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração alcalina.  
*= não detectado. 
Foram realizados os testes de Tukey (95% de confiança) para determinar se houve redução significativa dos componentes. 
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5.9. Caracterização estrutural das frações do subproduto de Eucalyptus 

As frações 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 Eletrônica de Varredura (MEV), Difração de 

Raios-X (DRX), Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) e 

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier em modo de 

Refletância Total Atenuada (FTIR-ATR) a fim de avaliar possíveis 

modificações nos materiais que corroborem com os resultados de composição 

química realizados anteriormente.   

 

5.9.1 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foi realizada para verificar 

as alterações estruturais que eventualmente podem ter ocorrido nas frações 

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 frações 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 organização supramolecular da fibra e 

seu encapsulamento pela fração de lignina (136). Não houveram diferenças 

significativas levando-se em conta o aspecto visual do SO e STE. Todavia, o 

aspecto visual do SO-TO e STE-TO (principalmente nos aumentos de 500x e 

5000x), apresentou pequenas alterações na estrutura do material, como por 

exemplo a ruptura parcial das fibras e formação de aglomerados. Além disso, 
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foi evidente o aumento de ranhuras e regiões rugosas, indicando que houve 

desestruturação da compacta estrutura da fibra de celulose. Não houveram 

diferenças 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 formação 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 área superficial e porosidade, além 

de diminuir o índice de cristalinidade. O PTH seguido de extração alcalina 

(SO-TO-E e STE-TO-E) provocou a clivagem do complexo lignina-carboidrato 

representada pela desorganização da parede celular da fibra de celulose. 

Alvira et al. (59) afirmam que essa desestruturação ocorre devido à 

solubilização da lignina, resultando no aumento da porosidade do material, 

tornando-o mais exposto à hidrólise enzimática, culminado no aumento da 

digestibilidade da molécula de celulose. 
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Figura 40 - Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) das diferentes frações 
do subproduto de Eucalyptus. (A) Subproduto original (SO).  (B) Subproduto 
original pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada (SO-TO). (C) 
Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada 
seguido de extração alcalina (SO-TO-E). Amplificações: 40x,100x, 500x, 
1000x e 5000x, respectivamente. FONTE: Autor, (2019). 
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Figura 41 - Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) das diferentes frações 
do subproduto de Eucalyptus. (A) Subproduto triturado-extraído (STE).  (B) 
Subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição 
otimizada (STE-TO). (C) Subproduto triturado-extraído pré-tratado 
hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração alcalina (STE-
TO-E). Amplificações: 40x,100x, 500x, 1000x e 5000x, respectivamente. 
FONTE: Autor, (2019). 
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5.9.2. Difração de Raios-X (DRX) 

A análise por Difração de Raios-X (DRX) das frações do subproduto 

obtidas anteriormente permitiram determinar alterações na estrutura 

supramolecular das amostras em estudo. Os perfis de DRX estão 

apresentados na Figura 42. 

 
Figura 42. Difratogramas de raios-x (DRX) das diferentes frações do 
subproduto de Eucalyptus. Subproduto triturado-extraído (STE). Subproduto 
triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada (STE-
TO). Subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na 
condição otimizada seguido de extração alcalina (STE-TO-E). Subproduto 
original (SO).  Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condição 
otimizada (SO-TO). Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na 
condição otimizada seguido de extração alcalina (SO-TO-E). FONTE: Autor, 
(2019). 
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O DRX foi importante para descrever o índice de cristalinidade dos 

materiais, a fim de avaliar se o PTH e/ou extração alcalina tem efeito nos 

subprodutos em estudo. A cristalinidade do ML é considerada um fator 

importante que influência a eficiência da hidrólise enzimática, pois a 

cristalinidade da celulose pode impedir significativamente a hidrólise 

enzimática (138,139). Dessa forma é de grande importância determinar o 

índice de cristalinidade, a fim de avaliar as quantidades de reagentes 

necessários no meio reacional. 

Os difratogramas deconvoluídos 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 extração alcalina (SO-TO-E e STE-TO-E). Essa diferença ocorreu 

devido à alteração na associação da celulose com outras macromoléculas, 

como a hemicelulose e lignina. As alterações no comportamento dos 

difratogramas do SO e STE ao longo do pré-tratamento e extração alcalina, 

podem estar relacionadas com a solubilização das estruturas amorfas da 

celulose, solubilização de hemicelulose e ligina, além da transformação da 

estrutura da celulose em outras formas (33, 139). Os valores absolutos dos 

ICrs podem ser diferentes dependendo do método utilizado para sua 

deteminação, sendo que neste caso foi utilizado o método de deconvulação 

(113,114). 

A Tabela 32 apresenta as intensidades nas regiões amorfas e 

cristalinas e os índices de cristalinidade (ICr) e amorficidade (IAm) para as 

diferentes frações do subproduto de Eucalyptus em estudo. 
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Tabela 32. Índice de cristalinidade (ICr) e amorficidade (IAm) das diferentes 
frações do subproduto de Eucalyptus. O ICr e o IAm foram obtidos através do 
método de deconvulação (PeakFit; www.systat.com). 

AMOSTRAS             Área das bandas ICr IAm 

  Cristalino Amorfo (%) (%) 

*SO 225,7 204,3 52,5 47,5 

*STE 180,8 217,6 45,4 54,6 
&SO-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-extraído. 
&SO-TO = subproduto de Eucalyptus original pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada. 
&STE-TO = subproduto Eucalyptus triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição 
otimizada. 
#SO-TO-E = subproduto de Eucalyptus original pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada 
seguido de extração alcalina.  
#STE-TO-E = subproduto de Eucalyptus triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição 
otimizada seguido de extração alcalina. 
ICr = índice de cristalinidade. 
IAm = índice 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 estão 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 pós-tratamento hidrotérmico do subproduto em estudo pode 

ser explicado devido à degradação da fração amorfa de celulose, degradação 

da fração de xilana, além da condensaçã0 e reprecipitação da lignina na 

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

http://www.systat.com/
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Entretanto, houve uma diminuição nos ICrs do SO-TO-E e STE-TO-E 

quando comparado ao SO-TO e STE-TO (38% e 30%, respectivamente). A 

diminuição dos ICrs pós-extração alcalina do SO-TO e STE-TO pode ser 

atribuído ao inchamento da fibra de celulose e sua desestruturação, pois o 

acesso a fração de celulose pelo alcali foi aumentando pós-tratamento 

hidrotérmico dos materiais (remoção de xilana e lignina, Tabela 25). Outra 

hipótese para a diminuição do ICr seria através da reação de mercerização 

parcial de celulose I a celulose II do SO-TO e STE-TO (processo que ocorre 

em meio alcalino). Desta forma, a reação de mercerização proporciona uma 

alteração na estrutura da celulose I, que é composta de cadeias paralelas, 

para à celulose II, que é composta de cadeias antiparalelas. A reação de 

mercerização é irreversível e normalmente é acompanhada de diminuição do 

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

 

5.9.3. Espectroscopia Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) em estado 

sólido das frações do subproduto obtidas anteriormente estão apresentados 

na Figura 43. Para a interpretação qualitativa foram utilizados como base os 

deslocamentos químicos (reportados em ppm) e atribuídas numerações às 

bandas, conforme apresentado na Tabela 33. 
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Figura 43 -  Espectro de RMN CP/MAS 13C de estado sólido das diferentes 
frações do subproduto de Eucalyptus. Subproduto triturado-extraído (STE). 
Subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição 
otimizada (STE-TO). Subproduto triturado-extraído pré-tratado 
hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração alcalina (STE-
TO-E). Subproduto original (SO). Subproduto original pré-tratado 
hidrotermicamente na condição otimizada (SO-TO). Subproduto original pré-
tratado hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração 
alcalina (SO-TO-E). FONTE: Autor, (2019). 
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Tabela 33 -  Atribuições de bandas de 1 ao 15 do RMN em estado sólido, 
indicado nos espectros da Figura 44. 

Número 
de linha 

Grupo químico Desvio químico 13C 
(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, 
OCγH2 de Lignina 

64,8 

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 aromáticos de guaiacil de lignina 130,3 

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

12 C-1, C-4 aromáticos de siringil (não eterificados) 138,4 

13 C-3, C-5 aromáticos de siringil (não eterificados) e 
C-1,C4 aromáticos de guaiacil de lignina 

147,2 - 150,2 

14 C-3,C-5 aromáticos de siringil (esterificados) em 
lignina 

155,61 

15 Grupos carboxílicos de lignina 174,82 

Fonte: (137,141,142). 

As bandas em 23 e 58,2 ppm (números 1 e 2, respectivamente, Figura 

43 e Tabela 33) apresentaram sinais poucos intensos que foram atribuídos a 

grupos acetil de hemicelulose e grupos aril-metoxil de carbonos de lignina, 

respectivamente. Esses resultados estão de acordo com Lima et al. (135) que 

estudaram cascas de madeiras de Eucalyptus grandis e Eucalyptus grandis x 

urophylla pré-tratadas hidrotermicamente à 80 °C por 60 min, seguidas de 

extração alcalina com NaOH 4% (m·v-1) e nas condições: relação 

sólido:líquido 1:10 (m·v-1), temperatura de 120 °C por 1 h. As bandas entre 

64,8-107,4 ppm (números de 2-9, Figura 43 e Tabela 33) apresentaram sinais 

mais intensos, que foram atribuídos principalmente a vários carbonos 

presentes na molécula de celulose (amorfa e cristalina), além de carbonos da 

hemicelulose (havendo inclusive sobreposições 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 C1, C4 e C6 ordenados, respectivamente, enquanto as 

bandas em 86,3 e 64,8 ppm corresponderam aos carbonos de celulose 

desordenados C4 e C6, respectivamente, além de carbonos da hemicelulose. 

A banda em 74,5 ppm foi atribuído à celulose C2, C3 e C5. As bandas entre 

130,3-155,6 (números de 10-14, Figura 43 e Tabela 33) apresentaram sinais 

menos intensos e foram atribuídos 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 (número 1, Tabela 33) foi 

menos intensa no subproduto pós-tratamento hidrotérmico (SO-TO e STE-

TO), e praticamente desapareceu no subproduto pós-tratamento hidrotérmico 

seguido de extração alcalina (SO-TO-E e STE-TO-E), indicando que houve 

remoção de grupos acetil da fração de hemicelulose, corroborando com os 

dados de composição química (Tabelas 25 e 31).  

A Figura 43 também mostra a banda em 58 ppm (número 2, Tabela 33) 

onde não foi possível evidenciar uma alteração clara entre as frações em 

estudo, corroborando com os dados de composição química, onde foi 

constatado remoção parcial de lignina pós-tratamento hidrotérmico (SO-TO e 

STE-TO) da ordem de 13% e 21%, respectivamente. Além disso, o 

subproduto pós-tratamento hidrotérmico seguido de extração alcalina também 

não apresentou alterações significativas na banda de 58 ppm, o que corrobora 

com os dados de composição química onde foi constatado uma remoção 

parcial de lignina pós-tratamento hidrotérmico seguido de extração 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 são atribuídos aos 

carbonos da celulose cristalina e amorfa apresentaram pequenas alterações 

nos subprodutos pós-tratamento hidrotérmico (SO-TO e STE-TO) e nos 

subprodutos pós-tratamento hidrotérmico seguido de extração alcalina (SO-

TO-E e STE-TO-E). Estes resultados corroboram com os estudos de difração 

de Raio-X (DRX) (Figura 42 e Tabela 32) onde foi apresentado um aumento 

no índice de cristalinidade (ICr) da celulose dos subprodutos pós-tratamento 

hidrotérmico (SO-TO e STE-TO) e diminuição do ICr nos subprodutos pós-

tratamento hidrotérmico seguido de extração alcalina (SO-TO-E e STE-TO-

E).   

 

5.9.4. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier em 

modo de Refletância Total Atenuada (FTIR-ATR) 

 A análise espectroscópica de infravermelho médio por transformada 

de Fourier em modo de Refletância Total Atenuada (FTIR-ATR) é uma técnica 

rápida e não destrutiva, além de que requerer pouca quantidade de amostra. 

A técnica fornece informações sobre grupos funcionais da biomassa 

lignocelulósica da planta através de bandas de absorbância (143) e utilizada 

para caracterizar estruturas químicas de diferentes polissacarídeos e lignina 
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(144), obtendo assim informações diretas sobre mudanças químicas que 

ocorrem durante os diversos tipos de pré-tratamentos (145).  

Os comprimentos de onda na região do infravermelho médio ocorrem 

entre 4000-200 cm-1, apresentando vibrações moleculares das frequências de 

grupos, possibilitando a identificação de pequenas diferenças na estrutura das 

moléculas. Esta região está dividida em duas regiões: a primeira é a região 

da frequência de grupo, que corresponde à parte de espectro entre 4000-1200 

cm-1; e a segunda é a região denominada de impressão digital, que 

corresponde à parte do espectro entre 1200-600 cm-1, que fornece 

informações características do composto analisado, sendo que as alterações 

nas bandas observadas representam pequenas modificações na estrutura da 

molécula (146). Poletto et al. (145) divide as bandas oriundas de espectros de 

FTIR-ATR de celulose em duas regiões principais, denominadas: vibrações 

de estiramento dos grupos OH e CH entre 4000-2700 cm-1, e a região de 

impressão digital que é atribuída a diferentes vibrações de estiramento de 

diferentes grupos entre 1800-800 cm-1. 

As análises de FTIR-ATR das diferentes frações do subproduto foram 

realizadas na região entre 4000-400 cm-1. A estrutura química foi interpretada 

em função dos grupos funcionais presentes nas amostras. A Figura 44 

apresenta os espectros das diferentes frações do subproduto em estudo. Para 

a interpretação qualitativa foram utilizados como base as bandas (reportadas 

em cm-1) e atribuídas numerações às bandas, conforme apresentado na 

Tabela 34. 
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Figura 44. Espectros normalizados (Origin) de FTIR-ATR das diferentes 
frações do subproduto de Eucalyptus. Subproduto triturado-extraído (STE). 
Subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição 
otimizada (STE-TO). Subproduto triturado-extraído pré-tratado 
hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração alcalina (STE-
TO-E). Subproduto original (SO). Subproduto original pré-tratado 
hidrotermicamente na condição otimizada (SO-TO). Subproduto original pré-
tratado hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração 
alcalina (SO-TO-E). FONTE: Autor, (2019). 
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Tabela 34 - Atribuições das bandas de absorção na região do infravermelho 
médio (FTIR-ATR) para biomassas lignocelulósicas. 

Número de 
onda (cm-1) 

Identificação das bandas de absorção 
Letras que identificam 
as bandas na Figura 24 

3330 Estiramento O-H  a 

2896 
Estiramento simétrico e assimétrico C-

H(CH2 e CH3) da celulose 
b 

1728 
Estiramento C=O Aldeído/Cetona da 

hemicelulose 
c 

1592 
Vibração do anel aromático + Estiramento 

C=O da lignina 
d 

1504 Vibração do anel aromático da lignina e 

1424 
Esqueleto aromático combinado com C-H 
no plano de deformação e alongamento. 

f 

1367 Deformação angular simétrica no plano C-
H da celulose 

g 

1158 Estiramento assimétrico da ponte de 
oxigênio C-O-C em celulose                                         

h 

1022 Deformação no plano C-H da celulose i 

894 
Estiramento do anel de glicose, 

deformação C1-H glicosídica da celulose 
                     j           

*Adaptado de (143,145,147-150)  

 

A Figura 44 mostra que a banda em 1728 cm-1 (letra c, Tabela 34), 

relacionada ao estiramento de grupos carbonilas, foi menos intensa no 

subproduto pós-tratamento hidrotérmico (SO-TO e STE-TO) e praticamente 

desapareceu no subproduto pós-tratamento hidrotérmico seguido de extração 

alcalina (SO-TO-E e STE-TO-E), indicando que houve remoção da fração de 

hemicelulose, corroborando com os dados de composição química e RMN 

(Tabela 25 e 31 e Figura 43). Esses resultados estão de acordo com Cruz 

Filho (124), que reportaram pré-tratado hidrotermicamente (190 °C por 20 min) 

e pré-tratado hidrotermicamente seguido de extração alcalina (NaOH 1%,         

m·v-1) em cavacos de Eucalyptus urograndis “in natura”, com as seguintes 
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condições experimentais: relação sólido:líquido 1:10 (m·v-1) e 100 °C por 1 h. 

Os autores verificaram o mesmo comportamento do presente trabalho na 

banda em 1751 cm-1. Lima et al. (135), utilizando madeiras de Eucalyptus 

grandis e Eucalyptus grandis x urophylla pré-tratadas hidrotermicamente à 80 

°C por 60 min, seguidas de extração alcalina com NaOH 4% (m·v-1) e nas 

seguintes condições experimentias: relação sólido:líquido 1:10 (m·v-1), 

temperatura de 120 °C por 1 h. Os autores verificaram o mesmo 

comportamento do presente trabalho na banda em 1751 cm-1. 

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 

absorção em torno de 1600, 1595, 1520, 1509, 1464, 1422 cm-1. Pequenas 

diferenças nas intensidades dos picos que compreendem a vibração do anel 

aromático+estiramento C=O da lignina em torno de 1592 cm-1, bem como a 

vibração do anel aromático da lignina em 1504 cm -1 também foram evidentes 

para todas as frações do subproduto em estudo. A presença de tais bandas 

em todas as amostras evidencia a presença de lignina. Todavia, não foi 

possível evidenciar uma alteração clara entre as frações em estudo nas 

bandas de 1592 e 1504 cm -1, corroborando com os dados de composição 

química, onde foi constatado remoção parcial de lignina pós-tratamento 

hidrotérmico (SO-TO e STE-TO) da ordem de 13% e 21%, respectivamente. 

Além disso, o subproduto pós-tratamento hidrotérmico seguido de extração 

alcalina também não apresentou alterações significativas nas bandas de 1592 

e 1504 cm -1, o que corrobora com os dados de composição química onde foi 

constatado uma remoção parcial de lignina pós-tratamento hidrotérmico 
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seguido de extração 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 são 

corroborados com os dados de RMN, onde também não foi constatada 

alterações na banda de 58 ppm (número 2, Tabela 33), que representa grupos 

aril-metoxil de carbonos de lignina (Figura 43).    

A região denominada de impressão digital que corresponde à região do 

espectro entre 1200-600 cm-1, confirma a presença de celulose em todas as 

frações do subproduto em estudo (Tabela 34 e Figura 44). A banda de 

absorção de 1022 cm-1, que é característica da deformação no plano C-H da 

celulose (150,151), ocorreu com uma alta intensidade em todas as frações do 

subproduto em estudo, não havendo uma diferença significativa entre as 

amostras (Tabela 34 e Figura 44). Desta forma, não foi possível constatar 

alterações significativas nos subprodutos pós-tratamento hidrotérmico (SO-

TO e STE-TO) e nos subprodutos pós-tratamento hidrotérmico seguido de 

extração alcalina (SO-TO-E e STE-TO-E) o que corrobora com os dados de 

composição química e RMN (Tabelas 25 e 31; Figura 43). 

 

5.10. Hidrólise enzimática das frações do subproduto de Eucalyptus pré-

tratado hidrotermicamente seguido de extração alcalina (SO-TO-E e STE-

TO-E)  

 

5.10.1. Avaliação de atividade enzimática de extrato comercial 

A Tabela 35 apresenta o teor de proteína e atividade específica de 

endoglucanases, exoglucanases e β-glicosidases do preparado enzimático 

Celluclast (Novozymes). O preparado enzimático apresentou atividades de 
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endoglucanases, exoglucanases e β-glicosidases de 296,2, 22,8 e 69,3 

UI.mL-1, respectivamente. A literatura reporta atividades de endoglucanases 

e β-glicosidases de 29,5 UI.mg-1 e 0,27 UI.mg-1 para o mesmo preparado 

enzimático (153). Desta forma, o preparado enzimático tem potencial para a 

hidrólise enzimática de celulose visando a produção de GOS, pois apresenta 

atividades de exoglucanases e β-glicosidases relativamente baixas.  

 

Tabela 35 -  Atividade específica e teor de proteínas em preparado enzimático 
comercial Celluclast (Novozymes). 

Preparado 
enzimático 

Proteínas 
totais   

(mg.ml-1) 

Endoglucanases 
(UI.mg-1) 

Exoglucanases  
(UI.mg-1) 

 
β-glicosidases 

(UI.mg-1) 

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

 
 

5.10.2. Determinação dos produtos formados no hidrolisado pós-

tratamento hidrotérmico seguido de extração alcalina do subproduto de 

Eucalyptus 

As condições do PTH otimizadas seguido de extração alcalina tornaram 

a celulose contida no subproduto mais susceptível à ação de celulases, 

podendo influenciar diretamente na conversão de celulose em COS e glicose 

(82).  

Com o objetivo de avaliar a eficiência do pré-tratamento seguido de 

extração alcalina frente à conversão de celulose em COS e glicose, foram 

realizados ensaios de hidrólise enzimática com os subprodutos pré-tratados 

hidrotermicamente seguido de extração 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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enzimática de 195,5 UI.g-1. Entretanto, para quantificação dos COS foi 

necessário a avalição de um método cromatográfico adequado. Desta forma, 

foi utilizado o método de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

utilizando-se a coluna BIO-RAD Aminex HPX-87C para avaliar a separação 

de padrões analíticos de COS. O cromatograma típico obtido para a eluição 

dos seguintes padrões analíticos de COS com os seus respectivos tempos de 

retenção foram: celotetrose+celopentose+celohexose (7,0 min), celotriose 

(7,5 min), celobiose (8,4 min) e glicose (10,3 min). Os padrões analíticos 

celotetrose, celopentose e celohexose não foram separados, coeluindo no 

tempo de retenção de 7,0 min (Figura 45a). As curvas de analíticas de cada 

padrão foram utilizadas para quantificação dos COS oriundos da hidrólise 

enzimática. A curva analítica para os oligômeros 

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-1 respectivamente. O coeficiente de correlação médio das respectivas 

curvas foi 0,9987 (Apêndice VI). 

A Figura 45b apresenta o cromatograma de eluição dos COS do ensaio 

da hidrólise enzimática do SO-TO-E na condição de 24 h (Tabela 36). O 

cromatograma confirmou a presença de celotetrose/celopentose/celohexose 

(C4+C5+C6), celotriose, (C3) e glicose (C1).   
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Figura 45 - Cromatogramas típicos de COS. (a) Padrões analíticos de COS.  

(b) Fração líquida pós-hidrólise enzimática do subproduto original pré-tratado 

hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração alcalina (SO-

TO-EH) por 24 h. Ambos separados na coluna BIO-RAD Aminex HPX-87C. 

(C4/C5/C6) 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 hidrólise 

enzimática das celuloses (SO-TO-EH e STE-TO-EH) em função do tempo. 

Desta forma, as celuloses do SO-TO-EH e do STE-TO-EH foram rapidamente 

convertidas em COS, atingindo um máximo em 24 h, culminando em 

conversões 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 após 24 h de hidrólise enzimática, 

culminando em conversões de celulose em glicose de 14,8% e 21,8%, 

respectivamente.  

Após 24 h de hidrólise enzimática as celuloses do SO-TO-EH e do                 

STE-TO-EH foi notável a redução dos teores de COS e consequente aumento 

de glicose, pois as exoglucanases e β-glicosidases podem clivar com maior 

facilidade seus substratos, ou seja, os COS podem ser convertidos em glicose 

através da clivagem pelas exoglucanases e β-glicosidases presentes no 

extrato comercial utilizado no presente estudo (90,91). Todavia, após 72 h de 

hidrólise enzimática as celuloses do SO-TO-EH e do STE-TO-EH atingiram 

conversões máximas em glicose de 34,4% e 34,9%, respectivamente, o que 

culminou na diminuição da conversão das celuloses do SO-TO-EH e do STE-

TO-EH em COS (28,6% e 33,4%, respectivamente) em relação 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 

deslignificação alcalina com NaOH 2% (m·v-1) a 90 °C por 2,5 h e relação 

sólido:líquido de 3,3% (m·v-1). Os autores obtiveram conversão máxima de 

celulose em glicose de aproximadamente 55% em 72 h de reação nas 

seguintes condições experimentais: temperatura 45 °C; pH 4,8; agitação de 

150 rpm; relação sólido:líquido 2% (m·v-1); por 72 h com carga enzimática de 

17 FPU·g-1
 e 34 IU·g-1

 de celulases totais e β-glicosidase por grama de 

substrato, respectivamente. A conversão de celulose em glicose do SO-TO-

EH e do STE-TO-EH após 72 h de hidrólise foram inferiores (34,4% e 34,9%, 
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respectivamente) quando comparado ao estudo reportado na literatura. A 

maior conversão de celulose em glicose reportado pelos autores pode ser 

atribuído aos maiores níveis de atividades de β-glicosidase e exoglucanases 

do preparado enzimático. Desta forma, o preparado enzimático Celluclast 

(utilizado no presente estudo) apresentou maior potencial para produção de 

COS em relação a glicose, confirmando a boa escolha do mesmo.     

A concentração máxima de glicose ao final da hidrólise enzimática (72 

h) do SO-TO-EH e do STE-TO-EH, foram de 5,2 e 4,8 g.L-1 respectivamente. 

Entretanto, a concentração máxima de COS foi de 7,8 e 7,9 g.L-1, após 24 h 

de hidrólise enzimática (Tabela 36). Considrando 24 h de hidrólise enzimática 

foi possível 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 conversão de 

celulose em glicose e diminuição na conversão de celulose de COS ao longo 

do tempo de hidrólise enzimática (Figuras 46 e 47). Esse comportamento 

pode ser explicado pela clivagem dos COS por β-glicosidases, as quais clivam 

as ligações glicosídicas dos COS convertendo-os em glicose (70,154).  

Chu et al. (155) estudando a produção de celu-oligossacarídeos a partir 

dos resíduos de sabugo de milho, por hidrólise enzimática utilizando 

preparado enzimático Cellulase (C2730 – Sigma), à 50 °C, 150 rpm por 24 h, 

consistência de 5%, tampão citrato 50 mM, pH 4,8. Verificaram maiores 

conversões de COS em 24h de 51,78%, corroborando com os resultados 

obtidos no presente trabalho que em 24 h resultaram em conversões de 53,6% 

e 61,4% para SO-TO-EH e STE-TO-EH, respectivamente (Tabela 36). 
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Tabela 36 - Conversão de celulose em celu-oligossacarídeos (COS) e glicose e concentração de celu-oligossacarídeos (COS) e 
glicose, ambos ao longo da hidrólise enzimática com extrato enzimático comercial rico em atividade de endoglucanases (Celluclast-
Novozymes). Dados de conversão apresentados em porcentagem (g/100g de material, base seca) e concentração em g.L-1. 

 Tempo            Conversão de celulose produtos (%)                     Concentração de glicose e COS (g.L-1) 

Amostra  (h) C4+C5+C6  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 5,8 ± 0,0 

 6 10,9 ± 0,6 34,5 ± 1,2 12,9 ± 0,1 45,5 ± 1,6  1,9 ± 0,0 6,5 ± 0,2 

SO-TO-EH 12 13,5 ± 0,3 39,2 ± 1,6 14,0 ± 1,4 52,6 ± 1,6  2,4 ± 0,2 7,4 ± 0,3 

 24 19,9 ± 1,1 35,3 ± 1,7 14,8 ± 0,8 53,6 ± 0,2  3,5 ± 0,3 7,8 ± 0,5 

 48 10,7 ± 0,3 26,9 ± 1,2 24,5 ± 0,7 37,5 ± 0,9  3,7 ± 0,1 5,3 ± 0,1 

 72 28,6 ± 1,6 nd 34,4 ± 1,7 28,6 ± 1,6  5,2 ± 0,2 4,0 ± 0,2 

Amostra  (h) C4+C5+C6  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 5,9 ± 0,0 

 6 9,7 ± 0,4 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 7,9 ± 0,1 

 48 10,9 ± 0,7 38,6 ± 0,9 22,1 ± 0,7 49,5 ± 1,5   3,0 ± 0,1 6,4 ± 0,1 

 72 33,4 ± 1,2 nd 34,9 ± 0,6 33,4 ± 1,2   4,8 ± 0,1 4,2 ± 0,2 

*COS = Celu-oligossacarídeos maiores que duas unidades de glicose = (C4+C5+C6)+Celotriose+Celobiose.  
SO-TO-EH = Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente em condição otimizada seguido de extração alcalina e hidrólise enzimática. 
STE-TO-EH = Subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente em condição otimizada seguido de extração alcalina e hidrólise enzimática. 
nd = não detectável. 
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Figura 46 - Conversão de celulose do subproduto original pré-tratado 
hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração alcalina (SO-TO-
E) em celu-oligossacarídesos (COS) e glicose oriundos da hidrólise enzimática 
utilizando extrato enzimático rico em atividades de endoglucanases (Celluclast-
Novozymes). FONTE: Autor, (2019). 

 

 
Figura 47 - Conversão de celulose do subproduto triturado-extraído pré-tratado 
hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração alcalina (STE-TO-
E) em celu-oligossacarídeos (COS) e glicose oriundos da hidrólise enzimática 
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utilizando extrato enzimático rico em atividades de endoglucanases (Celluclast-
Novozymes). FONTE: Autor, (2019). 
 

O SO-TO-EH e o STE-TO-EH ao final do processo de hidrólise enzimática 

(72 h) apresentaram rendimentos de 66,9 e 69,6% (%massa/massa, base seca), 

respectivamente (Tabela 37). Zhu e Pan (27), reportaram a recuperação máxima 

de monossacarídeos em resíduos de Eucalyptus e obtiveram um rendimento de 

57,3% em 48 h de hidrólise enzimática nas seuintes condições experimentais: 

temperatura 50 ºC; pH 5,5; relação sólido:líquido 5% (m·v-1); incubados com uma 

formulação de duas enzimas comerciais, Celluclast 1,5 L (0,225 g.g-1 de substrato) 

suplementada com Novozyme 188 (0,025 g.g-1  de substrato), correspondente a 

aproximadamente 8 FPU e 24 UI β-glicosidade por grama de substrato. 

A Figura 48 apresenta as frações insolúveis do SO-TO-EH e do STE-TO-

EH após 72 h de hidrólise enzimática. 

 
Figura 48 - Fração insolúvel dos subprodutos original e triturado-extraído na 

condição otimizada pós-tratamento hidrotérmico seguido de extração alcalina e 

hidrólise enzimática por endoglucanases (SO-TO-EH e STE-TO-EH). FONTE: 

Autor, (2019). 

 

O SO-TO-EH e o 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 

enriquecimento da fração 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 balanço de massa dos componentes foi necessário para comparar as 

frações PTH seguida de extração alcalina e hidrólise enzimática (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 reduções significativas nos 

teores de celulose (51,3% e 55,1%). Além disso, o SO-TO-E e o STE-TO-E 

apresentaram reduções significativas das frações de xilana (96,6% e 94,3%) e 

lignina (37,0% e 33,2%), respectivamente (Tabela 37). Desta forma, foi constatado 

que a hidrólise enzimática foi seletiva na remoção das frações de celulose e xilana, 

removendo parcialmente à fração de lignina. 

A hidrólise enzimática 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 fração de xilana foi praticamente totalmente removida frente a 

hidrólise enzimática. Isso já era esperado visto que grande parte da xilana já tinha 

sido solubilizada no PTH (Tabela 25). Ao final, o “resíudo” final após a hidrólise 

enzimática tornou-se mais rico em lignina, sendo uma alternativa para cogeração 

de energia e/ou produção de lignina.  
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Tabela 37 - Rendimento e composição química das frações insolúveis do subproduto original pré-tratado 
hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração alcalina e hidrólise enzimática (SO-TO-EH) e subproduto 
triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração alcalina e hidrólise enzimática 
(STE-TO-EH). Dados apresentados em porcentagem de material (grama por 100 gramas de material em polpa básica ou 
original, dados em base seca). 

 
Variáveis do pré-tratamento 

hidrotérmico 
 

Componentes do material (Grama por 100 gramas 
de material em polpa básica 

Amostras Temperatura Tempo Consistência 
Rendimento pré-

tratamento (g/100g 
de material) 

Celulose Xilana 
Grupo 
acetil 

Lignina 

 (°C) (min) (%) (%)  (%) (%) (%) (%) 

SO-TO-E - - - - 59,0 ± 2,1 5,9 ± 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 * 35,4 ± 0,4 

STE-TO-EH 45 72 2 69,6 49,4 ± 2,3 0,9 ± 0,3 * 36,2 ± 1,6 

 
Variáveis do pré-tratamento 

hidrotérmico 
 

Componentes do material (Grama por 100 gramas 
de material original - balanço de massa) 

Amostras 

Temperatura      Tempo    Consistência Rendimento pré-
tratamento (g/100g 

de material)                             
Celulose   Xilana 

  Grupo 

 acetil 
Lignina 

         (°C)             (min)              (%)  (%)          (%)         (%) (%)   

SO-TO-E - - - - 59,0 ± 2,1 5,9 ± 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 * 17,9 ± 1,1 
SO-TO-E=   Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração alcalina. 
STE-TO-E = Subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração alcalina. 
SO-TO-EH = Subproduto original pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração alcalina e hidrólise enzimática. 
STE-TO-EH = Subproduto triturado-extraído pré-tratado hidrotermicamente na condição otimizada seguido de extração alcalina e hidrólise enzimática. 
*= não detectado
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6. CONCLUSÃO 

 O pré-tratamento hidrotérmico foi seletivo na remoção da fração de 

hemicelulose, em ambos subprodutos avaliados (SO e STE). As condições 

otimizadas do PTH visando a produção de XOS para o SO e STE foram 

as seguintes: 161,0 °C por 65 min e 160,4 °C por 63 min, respectivamente 

(consitência de 10% (m·v-1), para ambos SO e STE). Nestas condições o 

SO e o STE culminaram em uma redução da fração de hemicelulose e 

celulose de aproximadamente 65% e 12%, respectivamente; 

 Os hidrolisados hemicelulósicos oriundos dos PTH otimizados do SO e 

do STE apresentaram potencial para a produção de XOS (em média 62 

mg de XOS para cada grama de subproduto de Eucalyptus). Todavia, os 

hidrolisados também apresentaram níveis apreciáveis de contaminantes, 

como por exemplo: aromáticos solúveis, xilose e ácido acético. Desta 

forma, etapas de purificação do hidrolisado hemicelulósico serão 

necessárias para a posterior formulação do bioproduto (XOS); 

 O processo de PTH seguido de extração alcalina foi seletivo para 

remoção de lignina e hemicelulose culminando em uma celulose com 

maior pureza; 

 A caracterização estrutural dos subprodutos de Eucalyptus PTH na 

condição otimizada (SO-TO e STE-TO) confirmaram a seletividade na 

remoção de hemicelulose, além do aumento do ICr. Além disso, os 

subprodutos de Eucalyptus PTH seguido de extração alcalina na condição 

otimizada (SO-TO-E e STE-TO-E) confirmaram a seletividade da remoção 

de lignina e hemicelulose, além da diminuição do ICr; 
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 A hidrólise enzimática do SO-TO-E e do STE-TO-E com preparado 

enzimático (Celluclast-Novozyme) apresentaram potencial para a 

produção de COS (em média 0,4 g de COS para cada grama de 

subproduto PTH), confirmando que a extração alcalina no SO-TO e no 

STE-TO foram eficientes, permitindo maior acesso das endoglucanases à 

molécula de celulose; 

 O processo de produção de oligossacarídeos (XOS e COS) a partir de um 

subproduto de Eucalyptus pode ser uma alternativa promissora no setor 

celulósico, pois os oligossacarídeos são bioprodutos com alto valor 

agregrado e tem potencial de comercialização em nível mundial. Sendo 

que para cada 200 toneladas de subproduto produz em média 12,4 

toneladas de XOS e 61,2 toneladas de COS; 

 O “resíduo final” do processo (SO-TO-EH ou STE-TO-EH, enriquecidos em 

lignina) poderão ser uma alternativa para cogeração de energia (pois este 

“resíduo final” contém maior eficiência energética quando comparado ao 

material “in natura”). Outra alterantiva seria a produção de lignina, visando 

à aplicação no setor químico e de construção civil. Algumas aplicações da 

lignina podem ser destacadas, como se segue: produção de aglutinantes 

naturais, adesivos, compósitos, fibra de carbono, dentre outros produtos; 

 O bioprocesso avaliado concerne com o conceito atual de biorrefinarias, 

ou seja, processamento sustentável de biomassa lignocelulósica com 

possibilidade de produção de um espectro de bioprodutos de alto valor 

agregado potencialmente comercializáveis; 
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APÊNDICE III: Curva analítica para determinação de furfural. 

 

 

 

APÊNDICE IV: Curva analítica de glicose com DNS, utilizada para 
determinação de atividades de endoglucanases e exoglucanases. 

 

 

 

 



214 
 

APÊNDICE V: Curva analítica do padrão p-Nitrofenol para determinação de 
atividade de β-glicosidadeses. 

 

 

 

 

 APÊNDICE VI: Curvas Analíticas para determinação de gluco-
oligossacarídeos (COS) e glicose. 

 

 



215 
 

 

 

 

 

 



216 
 

 

 

 

APÊNDICE VII: Cromatogramas de íons totais das amostras SO (Figura VII.1) 
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Figura VII.1: TIC (Cromatograma de íons totais) da amostra SO. 

 

 

 

 
Figura VII.2: TIC (Cromatograma de íons totais) da amostra STE. 
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Figura VIII.1: XIC (Cromatograma de íons extraído) Xilose SO. 

 

 

 

 

Figura VIII.2: XIC (Cromatograma de íons extraído) Xilobiose SO. 

 

 

 

 
Figura VIII.3: XIC (Cromatograma de íons extraído) Xilotriose SO. 
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Figura VIII.4: XIC (Cromatograma de íons extratído) Xilotetraose SO. 

 

 

 

 
Figura VIII.5: XIC (Cromatograma de íons extraído) Xilopentaose SO. 

 

 

 

 
Figura VIII.6: XIC (Cromatograma de íons extraído) Xilose STE. 
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Figura VIII.7: XIC (Cromatograma de íons extraído) Xilobiose STE. 

 

 

 
Figura VIII.8: XIC (Cromatograma de íons extraído) Xilotriose STE. 

 

 

 
Figura VIII.9: XIC (Cromatograma de íons extraído) Xilotetraose STE. 

 

 

 
Figura VIII.10: XIC (Cromatograma de íons extraído) Xilopentaose STE 


