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RESUMO

O processamento da industria de celulose de cavacos de madeira Eucalyptus
gera um subproduto (“serragem”). O subproduto de Eucalyptus (SE) representa
fonte de matéria-prima pouco explorada, seu uso resume-se a cogeracao de
energia. O SE contém mais de 60% de celulose e hemicelulose e baixa eficiéncia
energética, sendo uma alternativa para a producao de produtos com alto valor
agregado. Dentre muitas aplicagbes, a hemicelulose pode ser utilizada para
producdo de xilo-oligossacarideos (XOS) para fins terapéuticos e prebioticos. O
pré-tratamento hidrotérmico (PTH) vem sendo aplicado a subprodutos de
Eucalyptus visando a producédo de um hidrolisado hemicelulésico (HH) rico em
XOS. Todavia, 0 HH oriundo de PTH também contém compostos indesejaveis
gue devem ser removidos a fim de se formular um produto contendo mistura de
XOS com potencial para aplicacdo como prebi6tico. Objetivo: Avaliar
metodologias de refino de HH rico em XOS obtido por PTH sobre SE. Métodos:
A parte experimental envolveu a producdo de um HH rico em XOS a partir de
PTH previamente otimizado de SE. O HH rico em XOS foi submetido a processos
de evaporacgao sob vacuo e extracao liquido-liquido (ELL) com acetato de etila.
Resultados: Ambas as técnicas de refino utilizadas apresentaram potencial na
remocao dos componentes nado desejados (principalmente aromaticos, incluindo
hidroximetilfurfural (HMF) e furfural). A evaporacdo sob vacuo resultou em
diminuicdo dos aromaticos (56%), acido acético (66%) e acido férmico (68%) em
resposta a perda de 23,8% de XOS. A ELL com acetato de etila se mostrou eficaz
em todas as condicbes avaliadas resultando em 64-83% de remocao de
aromaticos em resposta a 22-31% de perda de XOS. Por fim, a evaporacao sob
vacuo combinada com ELL potencializou a remo¢&o dos aromaticos (69,6%),
furfural (95,4%), no entanto, potencializou a perda de XOS (37%). Concluséao:
A evaporacdo a vacuo € um processo capaz de remover consideravelmente
compostos aromaticos e acido acético que podem ser considerados inibidores
de crescimento celular de diversos microrganismos. A ELL com acetato de etila
se mostrou bastante eficaz na remoc¢ao de aromaticos, além de quinonas e seus
derivados em resposta a perda inferior de 30% de XOS. Ambas técnicas ELL e
evaporacao sob vacuo, bem como a combinacdo destas, foram eficientes na
purificacdo do HH rico em XOS, apresentando potencial para o aprimoramento
de futuras etapas de um processo industrial.

Palavras-chave: Subproduto de Eucalyptus; Pré-tratamento hidrotérmico;
Hidrolisado hemiceluldsico; Xilo-oligossacarideos; Extracéo e purificacéo.



ABSTRACT

The pulp industry’s processing of Eucalyptus wood chips generates a by-product
(“sawdust”). The Eucalyptus by-product (EB) represents an underexplored
source of raw material; its use is limited to energy cogeneration. The EB contains
more than 60% cellulose and hemicellulose and is low in energy efficiency,
making it an alternative for the production of products with high added value.
Among many applications, hemicellulose can be wused to produce
xylooligosaccharides (XOS) for therapeutic and prebiotic purposes. The
hydrothermal pretreatment (HP) has been applied to EB aiming at the production
of an XOS-rich hemicellulosic hydrolysate (HH). However, HH from HP also
contains undesirable compounds that must be removed in order to formulate a
product containing a mixture of XOS with potential for application as a prebiotic.
Objective: To evaluate methodologies for refining XOS-rich HH obtained by HP
over EB. Methods: The experimental part involved the production of HH XOS-
rich previously optimized by HP from EB. The HH XOS-rich was subjected to
processes of evaporation under vacuum and liquid-liquid extraction (LLE) with
ethyl acetate. Results: Both refining techniques used had the potential to remove
unwanted components (mainly aromatics, including hydroxymethylfurfural (HMF)
and furfural). Vacuum evaporation resulted in a decrease in aromatics (56%),
acetic acid (66%) and formic acid (68%) in response to a loss of 23.8% XOS. LLE
with ethyl acetate was effective under all conditions evaluated resulting in 64-
83% removal of aromatics in response to 22-31% loss of XOS. Finally,
evaporation under vacuum combined with LLE enhanced the removal of
aromatics (69.6%), furfural (95.4%), however, it enhanced the loss of XOS (37%).
Conclusion: Vacuum evaporation is a process capable of considerably removing
aromatic compounds and acetic acid that can be considered cell growth inhibitors
of several microorganisms. LLE with ethyl acetate has been shown to be very
effective in removing aromatics, as well as quinones and their derivatives in
response to less than 30% loss of XOS. Both LLE and vacuum evaporation
techniques, as well as their combination, were efficient in the purification of HH
XOS-rich, showing potential for the improvement of future steps in an industrial
process.

Keywords: Eucalyptus by-product; Hydrothermal pretreatment; Hemicellulose
hydrolysate; Xylooligosaccharides; Extraction and purification.
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1. INTRODUCAO

A madeira proveniente do género Eucalyptus é a principal fonte de fibras
para a producédo de celulose e papel dos paises da América do Sul (1). Segundo
o relatério do IBA (Instituto Brasileiro de Arvores, 2019), o Brasil se manteve
como o segundo maior produtor mundial de celulose de fibra curta, atingindo
19,7 milhdes de toneladas e nesse mesmo ano houve uma alta na producéo de
papel de 1%, somando 10,5 milhdes de toneladas (2). Por se tratar da principal
matéria-prima brasileira no processamento de madeira, a industria de celulose
gera inumeros subprodutos, como por exemplo: costaneiras, refilos, aparas,
cascas, serragem, cepilnos, dentre outros. Parte desses subprodutos
provenientes do processamento de madeira de Eucalyptus é utilizada para
cogeracéo de energia (3).

Durante o processamento de toras de Eucalyptus na industria de celulose
€ gerado uma grande quantidade de um subproduto (“serragem”), tendo em sua
composi¢cdo mais de 60% de celulose e hemicelulose. Essas fragbes contém
baixa eficiéncia energética, sendo uma alternativa utiliza-las na producéo de
bioprodutos de interesse comercial com alto valor agregado. A hemicelulose é o
segundo polissacarideo natural mais abundante em madeira de Eucalyptus e
possui diversas aplicacdes tecnolégicas, como confeccbes de biofilmes e
aditivos de papel. Além disso, a hemicelulose na sua forma hidrolisada,
principalmente como xilo-oligossacarideos (XOS) é aplicada para fins
nutricionais, terapéuticos, analiticos, dentre outros (4-6).

Atualmente ha uma grande preocupacao mundial com a qualidade de vida
e a saude, desta forma, havendo maior seletividade com os alimentos
consumidos. Ha um grande interesse mundial no consumo de alimentos
saudaveis ou substancias funcionais, ou seja, aquelas que auxiliam no bom
funcionamento do organismo. Essas substéncias podem estar presentes
naturalmente em alimentos ou podem ser adicionados aos produtos
industrializados. Por esse motivo ha uma grande demanda de consumidores por
alimentos mais saudaveis e de calorias controladas (7,8).

Assim, um grande numero de variedades em compostos alternativos vem
surgindo, dentre eles se destacam os XOS, prebioticos, que sao definidos
segundo a Associacdo Cientifica Internacional de Probioticos e Prebibticos

(ISAPP) como: “um substrato que é utilizado seletivamente por microrganismos
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hospedeiros conferindo um beneficio a saude” que possuem atividades
funcionais significativas, estimulando o crescimento seletivo de probioticos em
condicdes intestinais, além de possuirem a vantagem de serem obtidos através
de fontes altamente disponiveis e de baixo custo, como os subprodutos florestais
e agroindustriais (16).

Os XOS sao oligossacarideos de cadeias curtas (2-12 unidades de xilose)
conectados através de ligagdes do tipo [B-(1-4). Esses compostos sé&o
responsaveis por diversos efeitos benéficos relacionados a saude, como por
exemplo: prevencdo de céries, diminuicdo de niveis séricos de colesterol e 0
estimulo de crescimento de bifidobactérias no trato gastrointestinal (4,5,9-14).
Os efeitos benéficos a salde estdo relacionados com as suas propriedades
fisico-quimicas, uma vez que sdo moderadamente doces, estaveis em uma
ampla faixa de pH, temperatura, e ainda conferem caracteristicas sensoriais aos
alimentos. Os XOS sdo empregados em varios produtos alimenticios para
humanos e animais, em alguns paises como o Japédo (4). Além do efeito
prebidtico, os XOS tém outras aplicacdes, tais como: antioxidantes, antialérgicos
e prevencao de anemia e arteriosclerose (4,5,14).

Naturalmente presentes no mel, frutas, vegetais e outros, mas ndo em
guantidades suficientes para causar efeitos prebidticos, os XOS exibem uma
temperatura (até 100°C) e a estabilidade a acidez (pH 2,5-8), o que explica uma
necessidade de producdo em escala industrial de material ricos em xilana, como
biomassa lignocelulésica. Deste modo a indastria esta focada no
desenvolvimento de diferentes processos de producdo de XOS com maior
eficiéncia e valor agregado para cumprir as necessidades do mercado (17).

A biomassa lignocelul6sica usada como matéria-prima para producao de
XOS utiliza os seguintes métodos: auto-hidrolitico, quimico ou enzimatico ou
ainda usando uma abordagem combinatéria. Os métodos quimico e auto-
hidrolitico produzem XOS com graus imprevisiveis de formacao de subprodutos
indesejaveis, como furfural e hidroximetilfurfural (HMF), além de exigirem uma
alta temperatura e pressao e suportar altas concentracfes de alcais e/ou acidos
(57). Em contraste a hidrolise enzimatica pode ser realizada em condi¢cdes mais
suaves, todavia, em tempos mais longos e o custo da enzima, recuperacao ou
reciclagem devem ser consideradas para aplicagbes em grande escala se

tornando menos vantajosos (18).
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A producdo de XOS por pré-tratamento hidrotérmico (PTH) gera uma
grande quantidade de compostos indesejaveis (incluindo monossacarideos,
acido aceético, produtos derivados da oxidacdo de monossacarideos e
aromaticos). Desse modo, o refino de HH ricos em XOS oriundos de PTH é
complexo, exigindo a integracdo de diversas etapas de processamento
“‘downstream”, como por exemplo, evaporagao, precipitagdo, extragcao liquido-
liquido (ELL) e adsorcao (15). Dentre essas técnicas, a extracdo ELL surge como
uma técnica bastante versatil, tendo sido amplamente aplicada para a separacao
e purificacdo parcial de uma ampla variedade de biomoléculas. A proposta de
purificar XOS para aplicagdo como prebiético a partir de subprodutos
agroindustriais baseia-se no fato desses produtos terem maior valor agregado
(U$S$ 22-50 Kg de XOS) quando comparado a polpa de celulose e energia elétrica
(19). Com o desenvolvimento de uma metodologia eficiente para a purificacao
de XOS a partir de materiais lignocelulésicos, como o subproduto de Eucalyptus
espera-se impulsionar ainda mais o desenvolvimento de estudos relacionados

as suas aplicacoes.

Madeira: composicao quimica e estrutura

A composicao quimica da madeira pode ser dividida em fracGes de baixa
e elevada massas molares. A fracdo de baixa massa molar € composta por
substancias organicas, geralmente denominadas de extrativos, e substancias
inorganicas, que sao sais de ions metélicos. Os extrativos compreendem varios
compostos quimicos, que podem ser extraidos com solventes organicos, embora
alguns deles também sejam sollveis em &agua. Estes compostos séo
responsaveis por caracteristicas como odor, cor e sabor dos materiais
lignocelulésicos e estdo presentes em pequenas quantidades (entre 2-8%).
Como exemplos de extrativos, podemos citar: ceras, flavondides, terpenos,
ligninas e acidos graxos, que sdo encontrados livres ou esterificados. Os
compostos inorganicos estdo presentes em quantidades ainda menores nos
materiais lignoceluldsicos (de 1-2%) (20).

As macromoléculas representam a quase totalidade dos tecidos vegetais
e compreendem apenas trés classes de compostos: celulose, polioses
(hemicelulose) e lignina. A celulose € o componente mais abundante na madeira

(cerca de 50%), sendo um polimero linear, com regiées amorfas e cristalinas,
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formado exclusivamente por moléculas de anidro-glicose, que se associam por

ligagdes B-(1-4) glicosidicas (Figura 1) (20).

Glicose Celobiose
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Celulose cristalina

Celulose microfibrila

Figura 1. Representacdo da estrutura de um fragmento de celulose. Adaptado
de Fonseca, 2015.

A massa molar da celulose varia consideravelmente (50.000 - 2,5 milhdes
g.mol?), dependendo da origem da amostra. Por tratar-se de um polimero
auténtico, o tamanho das cadeias é usualmente especificado como grau de
polimerizacdo, que é a razdo entre a massa molar média da celulose e a massa
molar de uma unidade de anidro-glicose. Da mesma forma que a massa molar,
o grau de polimerizacéo varia com a origem da amostra, assumindo valores altos
como no algodédo (15.300) e chegando a menos de 305 no Rayon. Outra
caracteristica da celulose € a possibilidade de formar ligacdes de hidrogénio intra
e intermoleculares, dando origem as microfibrilas. Na parede celular dos
materiais lignoceluldsicos, as microfibrilas de celulose estdo paralelamente
organizadas e encaixadas em uma matriz de hemicelulose e lignina (20).

As hemiceluloses representam um tipo de polissacarideo de menor grau
de polimerizacdo (100-200 unidades). As hemiceluloses sdo polissacarideos
lineares, porém contem grupos substituintes ao longo de sua cadeia principal
(Figura 2). As cadeias principais das hemiceluloses podem ser compostas por

glicose, manose e galactose (hexoses) além de xilose (pentose), dependo do
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tipo e origem da hemicelulose. Desta forma, as hemiceluloses podem ser
homopolimeros (por exemplo, xilana, formado por anidro-xilose na cadeia
principal) ou heteropolimeros (por exemplo, glucomanana, formado por anidro-
glicose e anidro-manose na cadeia principal). Os grupos substituintes podem
apresentar quantidades variaveis de arabinose (grupo arabinosil), acido acético
(grupo acetil), além de acidos urbnicos e desoxi-hexoses em alguns tipos de
madeira e gramineas. O teor de hemiceluloses em diferentes tipos de madeiras
e gramineas é bastante variavel, podendo-se admitir um valor médio de cerca
de 20% (20).

Acido 4-O-metil-D-glhucuronico

Figura 2. Estrutura de uma xilana de Eucalyptus. Tipos de ligacdes presentes
em uma molécula de xilana. Adaptado de Fonseca, 2015.

A lignina é o segundo componente em maior quantidade nos materiais
lignoceluldsicos e sua presencga proporciona toda a complexidade existente
nos processos de polpacdo. A lignina € uma macromolécula formada pela
polimerizacdo desidrogenativa de alcoois hidroxicinamilicos (p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico). Devido ao processo de polimerizacdo ser aleatério, a
macromolécula de lignina possui estrutura bastante complexa, como mostra

0 modelo da Figura 3 (22).
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Figura 3. Estrutura - modelo da lignina (22).

A molécula de lignina estéa ligada quimicamente com a hemicelulose, ou
seja, existe um complexo lignina-carboidrato na estrutura quimica da parede
celular do vegetal. Algumas ligacdes ja descritas para as pontes entre lignina
e carboidratos em madeiras sdo mostradas na Figura 4 (23). A ocorréncia
dessas ligacdes foi confirmada em complexos lignina-carboidrato isolados de
pinho moido, a partir da caracteriza¢ao por ressonancia magnética nuclear em
duas dimensfes. Na Figura 4A nota-se uma ligacéo do tipo fenol glicosideo;
em 4B uma ligacéo do tipo éster e; em 4C uma ligacdo do tipo éter benzilico.
No caso da ligacao fenol glicosidica, a area correspondente no espectro foi
integrada e indicou que essa ligacdo esta presente em aproximadamente 8
unidades para cada 100 unidades Cq da lignina.

A grande complexidade estrutural da lignina faz dela uma das
macromoléculas naturais mais dificeis de caracterizar quimicamente. A maior
parte da lignina ndo pode ser removida da matriz lignocelulésica sem que haja
alteracdes estruturais durante a etapa de extracdo. Além disso, nenhum

meétodo de caracterizagdo “in situ” é informativo o suficiente para ser

empregado de forma conclusiva sem o auxilio de outras metodologias.
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Portanto, a melhor maneira de estudar a estrutura dessa macromolécula é
através do emprego de varios métodos complementares, que fornecam

resultados corroborativos.

Figura 4. Principais tipos de ligacfes entre carboidratos e lignina em complexos
lignina-carboidrato: (A) fenol glicosideo, (B) éster e (C) éter benzilico (23).

E importante ressaltar que os componentes da madeira se encontram
intimamente associados, para assim constituir o complexo celular da
biomassa vegetal. Na parede celular do vegetal, tais compostos se organizam
formando diferentes camadas. Desde a lamela média (ML) até o limen da
célula, encontram-se as paredes primaria, secundaria, formada pelas
camadas Si, Sz e terciaria (ou Ss). A lignina ocorre, em maior quantidade, na
parede S e apresenta concentracdo elevada na lamela média. As
hemiceluloses dispdem-se rodeando as microfibrilas de celulose (20). A
Figura 5 AB mostra as varias camadas da parede celular e ilustram como a
lamela média envolve as células, funcionando como sustentador do complexo

celular que forma uma arvore. A Figura 6 AB mostra a microscopia eletrénica
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e um modelo didatico de como as microfibrilas de celulose estdo organizadas

e encaixadas em uma matriz de hemicelulose e lignina (20).

Figura 5. (A) Corte ilustrativo do sistema de camadas na parede das células de
madeira. (B) Microscopia eletrbnica de transmissdo das células de madeira
mostrando as camadas da parede celular: ML = lamela média, P = parede
primaria, S1 = parede secundaria, S; = parede secundaria e T = parede terciaria
(20,24).

Hemiceiluose

Lignin

Elementary fibril

Figura 6. (A) Microscopia eletronica de lignocelulésico. (B) Modelo didatico que
explica como as microfibrilas de celulose estdo organizadas e encaixadas em
uma matriz de hemicelulose e lignina presente em um lignocelulésico (20,25).
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Producédo de xilo-oligossacarideos (XOS) via pré-tratamento hidrotérmico
(PTH) de materiais lignocelulésicos

Os XOS séo oligbmeros constituidos de monémeros de xilose ligados por
ligagdes do tipo B-(1-4) glicosidicas e apresentam variedades na proporgdo e
tipo de grupos substituintes, como grupos acetil, arabinosil e acidos urbnicos. A
composicéo depende da origem do material e do processo de obtencéo (26). Os
materiais lignoceluldsicos utilizados para a producdo de XOS sé&o oriundos de
uma grande variedade de subprodutos, como por exemplo: florestais (madeira
de Eucalyptus) e agroindustriais (sabugo de milho, améndoas, oliva, cascas de
arroz, cevada e aveia) (27-30).

O PTH é considerado uma reacdo de auto hidrélise realizada em
temperaturas entre 120-220°C, em reatores operados em modo continuo ou em
batelada, com controle de temperatura e pressao (30,31). O reator é preenchido
com o material no estado solido e adicionado agua (permitindo o controle da
consisténcia da reacéo, ou seja, a relagdo solido/liquido). Aléem disso, as reacoes
sdo conduzidas em temperaturas e tempos pré-fixados (32,33). Desta forma, o
PTH é capaz de fracionar o material lignoceluldsico (34). Os XOS obtidos por
PTH apresentam estrutura mais conservada quando comparado a outros
meétodos. Por exemplo, no PTH somente parte dos grupos ésteres sao
removidos, enquanto que em processos alcalinos ocorre saponificacdo desse
grupo (15).

A temperatura, o0 tempo e a consisténcia sdo as principais variaveis no
processo de auto hidrélise. Através da relacdo entre essas variaveis se
determina o fator de severidade do processo, o qual apresenta efeito direto sobre
a acidificacao do meio pela clivagem dos grupos acetil, geracao dos produtos de
oxidacdo de monossacarideos e grau de polimerizacdo dos XOS (34-38).

Uma avaliagdo de PTHs em uma mistura de madeira de folhosas foi
reportada na literatura (37). Nesse trabalho, os autores avaliaram o efeito da
temperatura e do tempo no PTH, variando a temperatura de 130-170°C, e o
tempo de 15-500 min. Os resultados previamente reportados apresentaram
conversodes de xilana em XOS da ordem de 13-53% (37).

Garrote et al. (2002) avaliaram o PTH em madeira de Eucalyptus globulus.
Nesse trabalho os autores realizaram um pré-tratamento hidrotérmico a uma

temperatura de 181°C, tempo de 37,5 min e em uma relacdo solido/liquido de
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1:6, respectivamente. Nessas condi¢des a conversdo média de xilana em XOS
foi de aproximadamente 52% (massa/massa). Entretanto, as conversfes de
xilana em xilose e furfural foram apenas de 6% e 1%, respectivamente
(massa/massa) (35). Outro estudo também reportou um PTH em madeira de
Eucalyptus globulus, variando a temperatura entre 150-190°C e o tempo entre
24-34 min, obtendo conversdes de xilana em XOS da ordem de 12-60% (%

massa/massa) (36).

Propriedades e aplicacdes dos xilo-oligossacarideos (XOS)

XOS sao oligbmeros constituidos por unidades de xilose unidas por
ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4, formando oligossacarideos entre 2-12
unidades de xilose, como por exemplo, xilobiose (Xz2), xilotriose (X3), xilotetraose
(Xa), xilopentose (Xs), xilohexaose (Xs), xiloheptaose (X7), dentre outros (Figura
6) (41).
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Figura 7. Estrutura dos xilo-oligossacarideos (XOS) (39).
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Os XOS apresentam importante potencial para serem utilizados no setor
alimenticio (alimentos funcionais, prebidticos, aditivos em racdo de animais
domésticos e peixes), setor farmacéutico (controle da obesidade, tratamento de
infeccBes gastrointestinais, agente ativo contra osteoporose, otite e disfuncdes
na pele e cabelo) e na agricultura (estimulante e acelerador de crescimento). As
aplicacbes mais importantes, em termos de mercado, correspondem a sua
utilizacdo como ingredientes de alimentos funcionais, como por exemplo, em
combinacdo com extrato soluvel de soja, refrigerantes, cha, produtos derivados

de leite (iogurtes, doces, bolos, biscoitos, massas e em alimentos especiais para



23

idosos e criangas) ou como componentes ativos de preparacdes simbidticas (5,
15,40). A Figura 8 resume as principais aplicacdes dos XOS.

APLIACOES ALIMENTICIAS APLICACOES NAO ALIMENTARES
Sintese enzimatica

INGREDIENTES ALIMENTARES NOVOS ALIMENTOS FARMACEUTICO ALIMENTACAO AGRICULTURA
-para is domeésticos - estimulador de cresci
- para peixes - agente de amadurecimento

- potenciador de rendimento

Prevencio e tratamento de
Alimentos  Alimentos especiais: infeccdes gastrointestinais
fortificados - dieta antiobesidade Agente ativo contra:
- nutricio enteral - osteoporose
Microorganismos vivos - prurido cutineo
- otite
- desordens da pele e cabelo

Alimentos
simbidticos

Figura 8. Aplicacbes comerciais de xilo-oligossacarideos (XOS). (5).

O mercado japonés foi o primeiro a incorporar XOS nos alimentos, e hoje
€ responsavel pela fabricacdo de 650 toneladas de XOS por ano (4,15) e em
2001 ja existiam aproximadamente 60 empresas utilizando XOS em cerca de
100 produtos alimenticios, sendo alguns de carater prebiotico (5). Os prebioticos
podem ser definidos como “ingredientes seletivamente fermentesciveis que
permitem mudancas especificas na composicdo e ou atividade da microbiota
gastrointestinal que conferem beneficios ao hospedeiro” (55).

Os XOS fornecem modificacdes Uteis ao sabor e as caracteristicas fisico-
guimicas dos alimentos, muitos destes oligbmeros possuem propriedades que
sdo favoraveis a saude dos consumidores, pois ndo sao cariogénicos, possuem
baixo valor calorico e estimulam o crescimento de bactérias benéficas no trato
gastrointestinal. Além disso, sdo estaveis em meio acido, resistentes ao calor e
oferecerem menor disponibilidade de energia para alcancar efeitos bioldgicos
significativos com baixas ingestdes diarias (15,40).

Estudos recentes mostram que ésteres e éteres de XOS tém sido
utilizados como matérias-primas na producdo de compostos termoplasticos
biodegradaveis, filmes sollveis em agua, capsulas e hidrogéis de quitosana-
xilana. Esses produtos apresentam alto valor agregado e séo biodegradaveis,

sendo vantajosos para o meio ambiente. Na area da saude tem sido avaliada a
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sintese de compostos a base de xilana e XOS com atividade contra virus e
processos carcinogénicos (15).

Refino de hidrolisados hemicelulésicos (HHs) rico em xilo-
oligossacarideos (XOS)

O processo de extracao e refino de bioprodutos visando uma aplicacao
industrial deve ser facilmente escalonavel e capaz de remover impurezas que
estdo sobrepostas com o produto principal de interesse. O nivel de purificagéo,
a velocidade do processo e o rendimento global de recuperacéo dos bioprodutos
de interesse devem ser levados em consideracdo durante todo o processo de
purificacdo, os quais devem ser adequados aos valores do produto de interesse
final (42).

Neste sentido, considerando a complexidade e diversidade dos XOS
obtidos de PTH, e tal como outras biomoléculas, a extracdo e purificacdo destes
exige o desenho e otimizagao das etapas de “downstream”. Particularmente, se
a finalidade for a aplicacdo de XOS nos setores alimenticio e farmacéutico, estes
devem ser refinados, pois o HH oriundo do PTH produz uma variedade de outros
compostos indesejaveis, como por exemplo: monossacarideos, produtos
derivados de lignina (aromaticos soluveis), acido acético, produtos de
degradacdo de monossacarideos (furfural, acido levulinico e formico), dentre
outros. Para fins comerciais, a porcentagem de pureza do hidrolisado
concentrado rico em XOS deve estar entre 75-95% (15).

A literatura reporta trabalhos relacionados a ELL de HH ricos em XOS
oriundos de materiais lignocelulésicos serem ainda muito limitados, nas
préximas subsecdes sdo sucintamente apresentados 0s principais processos de

refino de bioprodutos utilizando técnicas de ELL com solvente organico.

Estratégias de refino de hidrolisados hemicelulésicos (HHs) ricos em xilo-
oligossacarideos (XOS)

Dependendo do grau de pureza desejado, uma sequéncia de diferentes
métodos pode ser empregada, como por exemplo: evaporacdo sob vacuo,
responsavel por aumentar a concentracdo de XOS e remover componentes

volateis; ELL com solvente organico, separacao de fragbes ndo sacarideas, além
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de separacdes cromatograficas, para separacdo e quantificacdo do bioproduto
(5). A Tabela 1 apresenta as principais etapas de refino reportadas na literatura.

Tabela 1. Possiveis etapas de refino de hidrolisado hemicelulésico (HH) rico em
XOS oriundo de pré-tratamento hidrotérmico (PTH) de materiais lignocelulésicos
(15).

Substrato Etapas de purificacdo de XOS
Concentracdo; extracdo liquido-
Madeira de Eucalyptus liguido (ELL) com solvente

organico (acetato de etila);
extracdo liquido-liquido (ELL) com
solvente orgénico (etanol, 2
propanol, acetona); precipitacao.
Extracdo liquido-liquido (ELL) com

Madeira de Eucalyptus solvente organico (acetato de etila);
evaporacao; liofilizacdo; extracao
liquido-liquido (ELL) com solvente
organico (etanol, 2 propanol,
acetona).

Adaptada pelo autor.

Extracao liquido-liquido (ELL) utilizando solventes organicos

A purificacdo de solucdes pelo método de ELL é amplamente aplicada a
inimeros processos industriais, com o objetivo de recuperar bioprodutos
soluveis e/ou remover impurezas indesejaveis. Esse método envolve a mistura
de dois liquidos imisciveis ou liquidos parcialmente imisciveis, e sua
subsequente separacdo. Devido a alta imiscibilidade, este processo permite a
facil recuperacao dos solventes utilizados, além de ser possivel atingir um alto
grau de recuperacdo dos bioprodutos de interesse (43). Entretanto, muitos
fatores devem ser considerados na avaliacdo do uso de solventes, como por
exemplo: avaliacdo do uso de solventes potenciais para uma extracdo em
particular, processo com capacidade de particionamento do bioproduto,
afinidade ou seletividade para o bioproduto alvo sobre outros constituintes, além
de uma selecédo de solventes ambientalmente aceitos (44). Outros fatores, como
o tipo de solvente, concentracdo do hidrolisado, pH da solucédo aquosa e vazao
do processo, também influenciam a seletividade e o coeficiente de particdo das
biomoléculas-alvo. A literatura recente reporta trabalhos que aplicaram o método
de ELL com acetato de etila para remoc¢éo efetiva de acido acético a partir de

hidrolisados hemicelulésicos oriundos de madeira de Eucalyptus (44,45).
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A ELL utilizando solventes organicos € eficiente para remocdo de
componentes nao-sacarideos de por PTH, permitindo a obtencdo de uma fase
aguosa seletivamente refinada (rica em XOS), e uma fase organica contendo
principalmente compostos aromaticos e extrativos. Os principais solventes
organicos utilizados neste tipo de extracdo séo etanol, acetona e 2-propanol. O
etanol tem mostrado potencial no refino de XOS em HH oriundos de madeira
proveniente de Eucalyptus, podendo inclusive separar agicares monomericos
(xilose e glicose) dos XOS (15, 45). No entanto, é importante destacar que o grau
de purificacdo dos bioprodutos de HH oriundos de materiais lignocelulésicos e a
recuperacdo e reciclagem do solvente sdo muito dependentes do solvente
empregado e da origem da matéria-prima (material lignocelulésico). Desse
modo, a integracao desse tipo de extragdo com outras operacdes unitarias, como
por exemplo, a inducéo da precipitacdo com solventes em por PTH, pode ser
utilizada como uma abordagem eficiente para o refino de XOS.
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OBJETIVO

O objetivo principal deste estudo foi avaliar uma metodologia de refino de
um hidrolisado hemiceluldsico (HH) rico em xilo-oligossacarideos (XOS) obtido
a partir de subproduto de Eucalyptus (SE) utilizando as técnicas de evaporacao
e de extracdo liquido-liquido (ELL) com solvente orgénico. A seguir segue 0S
objetivos especificos que foram estabelecidos para atingir a meta deste trabalho:

e Obter 0 HH a partir de pré-tratamento hidrotérmico (PTH) na forma de
subproduto de Eucalyptus (SE);

e Caracterizar o HH frente aos teores de produtos desejados (XOS) e
produtos indesejados;

e Submeter o HH a extracdo liquido-liquido (ELL) com diferentes
proporcdes de acetato de etila e avaliar o grau de refino em relagéo aos
compostos desejados (XOS) e indesejados;

e Submeter o HH selecionado pos-ELL a evaporagéo sob vacuo seguido de
ELL e avaliar o grau de concentracao e grau de refino em relacdo aos e

compostos desejados (XOS) e indesejados.



28

2. CAPITULO 1

Avaliacdo do refino de hidrolisado hemicelulésico rico em Xxilo-
oligossacarideos obtido por pré-tratamento hidrotérmico a partir de
subproduto de Eucalyptus
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RESUMO

Os xilo-oligossacarideos (XOS) sao bioprodutos alimentares altamente eficazes
no mercado de prebiodticos. O pré-tratamento hidrotérmico (PTH) em condicfes
adequadas sob subproduto de Eucalyptus (SE) possibilita a producéo de
hidrolisados hemicelulésicos (HH) ricos em XOS. Assim, este trabalho teve como
objetivo avaliar uma metodologia eficiente para refinar o HH rico em XOS e
impulsionar ainda mais o desenvolvimento de estudos relacionados as suas
aplicac6es. O HH foi submetido a processos de extracao liquido-liquido (ELL)
com solvente orgéanico, evaporagdo sob vacuo e a combinacdo das duas
técnicas. Ambas as técnicas de refino utilizadas apresentaram potencial eficiente
na remoc¢ao dos componentes ndo desejados (principalmente aromaticos totais,
incluindo hidroximetilfurfural (HMF) e furfural). A ELL com acetato de etila se
mostrou eficaz em todas proporcdes avaliadas resultando em uma faixa de
indice de remocdo de aromaticos totais de 63-82%, além da perda pouco
expressiva para os XOS (média 15%), no entanto a condicéo 1:1 (HH:acetato de
etila) apresentou-se como melhor opcéo, pois as proporcbes com maiores
volumes de acetato de etila em relacdo ao HH (1:2 e 1:4) ndo mostram um
aumento substancial no indice de remocao de interferentes em relacdo a
proporcao 1:1, para se aumentar o volume de solvente orgéanico na extracao. A
evaporacao sob vacuo do HH promoveu o aumento do indice de remocao dos
aromaticos totais (55,4%) com perda média de XOS de 17,8%. A evaporacao
sob vacuo do HH combinada com ELL (proporcéao 1:1) resultou em aumento do
indice de remocédo dos aromaticos totais (69,6%) com perda média de XOS de
37%. Ambas técnicas ELL e evaporacdo sob vacuo, bem como a combinacao
destas, foram eficazes no refino do HH rico em XOS, apresentando potencial

para o aprimoramento de futuras etapas de um processo industrial.

PALAVRAS-CHAVE: Xilo-oligossacarideos; Purificacdo; Extracdo liquido-
liquido; Evaporacédo sob vacuo.
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HIGHLIGHTS

e O pré-tratamento hidrotérmico otimizado em subproduto de Eucalyptus
foi aplicado para a obtencao de hidrolisado hemicelulésico rico em xilo-
oligossacarideos

e O hidrolisado hemicelul@sico foi refinado por extracao liquido-liquido
com diferentes propor¢des de acetato de etila

e O hidrolisado hemiceluldsico foi concentrado e refinado utilizando-se a
técnica de evaporacao sob vacuo combinada com extracao liquido-

liqguido com aceto de etila

INTRODUCAO

A madeira proveniente do género Eucalyptus é a principal fonte de fibras
para a producéo de celulose e papel dos paises da América do Sul (1). Segundo
o relatério do IBA (Instituto Brasileiro de Arvores, 2019), o Brasil se manteve
como o segundo maior produtor mundial de celulose de fibra curta, atingindo
19,7 milhdes de toneladas (2). Por se tratar da principal matéria-prima brasileira
no processamento de madeira, a industria de celulose gera inameros
subprodutos, como por exemplo: costaneiras, refilos, aparas, cascas, serragem,
cepilhos, dentre outros (3). O grande volume de residuos de materiais
lignocelulésicos gerados pela industria de celulose despertou interesse no
aprimoramento em sua utilizacdo, ja que representam uma fonte de matérias-
primas ainda pouco exploradas e geralmente sdo usados apenas na cogeracao
de energia (4).

A consciéncia sobre a salde vem aumentando consideravelmente ao longo
dos anos e os consumidores estdo mais atentos ao uso de produtos naturais
como medicina preventiva, priorizando cada vez mais suas preferéncias
alimentares a alimentos funcionais (5). Suplementos alimentares biologicamente
ativos receberam grande atencédo e uma demanda crescente de consumo, como
os xilo-oligossacarideos (XOS), prebioticos que podem ser produzidos a partir
de materiais lignocelul6sicos como matéria-prima (6).

O interesse na utilizacdo de XOS como ingrediente para alimentos
funcionais é baseado nos multiplos efeitos benéficos a saude entre eles

destacam-se: crescimento de bifidobactérias e lactobacilos no trato
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gastrointestinal, prevencdo de caries e diminuicdo de niveis séricos de
colesterol, alta capacidade antioxidante, inibidor de neurotoxicidade, diabetes,
inflamacao no coélon resultando em uma utilizagcao potencial na area cosmética,
médica e farmacéutica (6,7).

Os XOS sao oligossacarideos nao digeriveis que contém de 2-12 unidades
de xilose ligadas através de liga¢ges do tipo B-(1-4) (8,9). Sdo produzidos a partir
de materiais lignoceluldsicos ricos em xilana e os recursos de biomassa sao
potencialmente recuperaveis, renovaveis e prontamente disponiveis em grande
escala, o tipo de abundéancia encontrada desse componente vai depender da
matéria-prima em questdo, por esse motivo é importante um conhecimento
prévio da composi¢do de um determinado material lignocelulésico (7,10).

XOS tem um alto valor alto de mercado custando em média US$ 22-50
dolares por quilograma de produto, variando com base do seu grau de pureza.
Estima-se que o mercado global alcance a marca de US$ 130 milh6es de XOS
no ano de 2023, dado ao crescente valor de mercado e seu crescente interesse
dentro da cadeia de prebidticos (4,10).

O pré-tratamento hidrotérmico (PTH) em materiais lignoceluldsicos é
ecologicamente correto operado de forma simples e ndo causa problemas de
corrosao em equipamentos devido o Unico reagente a ser utilizado é a prépria
agua, no entanto pode causar o0 abuso dos recursos de agua se nao for
devidamente utilizada e recuperada de forma adequada. Além disso, o PTH em
materiais lignocelulésicos promove a formacgéo de um hidrolisado hemicelulésico
(HH) rico em XOS e uma gama de outros compostos indesejaveis (incluindo
monossacarideos, acido acético, produtos derivados da oxidacdo de
monossacarideos e aromaticos). Desse modo, o refino de HH ricos em XOS
oriundos de PTH é complexo, exigindo a integracdo de diversas etapas de
processamento (4,11,12).

Desta forma, o processo de extracao e refino de bioprodutos (por exemplo
XOS oriundos de HH) visando aplicacdo industrial deve compreender um
processo pouco oneroso na etapa de aumento de escala (upstream) e ser capaz
de remover impurezas que estdo sobrepostas com o produto principal de
interesse (downstream). O nivel de purificacdo, a velocidade do processo e o
rendimento global de recuperacdo dos bioprodutos de interesse devem ser

levados em consideracédo durante o processo de refino (13). Particularmente, se
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a finalidade for a aplicagéo de XOS nos setores alimenticio e farmacéutico, estes
devem ser refinados/purificados, pois o HH oriundo do PTH produz uma
variedade de outros compostos indesejaveis como descrito anteriormente. Para
fins comerciais, a pureza do HH concentrado ou sélido seco rico em XOS deve
estar entre 75-95% (11).

Dependendo do grau de pureza desejado, uma sequéncia de diferentes
métodos pode ser empregada para promover o refino do HH, como por exemplo:
evaporacao sob vacuo, responsavel por aumentar a concentracdo de XOS e
remover componentes volateis; extracdo liquido-liquido (ELL) com solvente
organico, separacdo de fracdes ndo sacarideas, além de separacdes
cromatograficas, para separacao e quantificacdo do bioprodutos (9).

A purificacéo de solucdes pelo método de ELL com solventes organicos €
amplamente aplicada a inidmeros processos industriais, com 0 objetivo de
recuperar bioprodutos sollveis e/ou remover impurezas indesejaveis. Esse
método envolve a mistura de dois liquidos imisciveis ou liquidos parcialmente
imisciveis, e sua subsequente separacdo. Devido a alta imiscibilidade, este
processo permite a facil recuperacdo dos solventes utilizados, além de ser
possivel atingir um alto grau de recuperacédo dos bioprodutos de interesse (14).
Entretanto, muitos fatores devem ser considerados na avaliacdo do uso de
solventes organicos, como por exemplo: avaliacdo do uso potencial em extracao,
processo com capacidade de particionamento do bioproduto, afinidade ou
seletividade para o bioproduto alvo sobre outros constituintes, além de uma
selecédo de solventes ambientalmente aceitos (15). Outros fatores, como o tipo
de solvente, concentracdo do HH, pH da solucdo aquosa e vazdo do processo,
também influenciam a seletividade e o coeficiente de particdo das biomoléculas-
alvo. A literatura recente reporta trabalhos que aplicaram o método de ELL com
acetato de etila para remocao efetiva de acido acético a partir de HH oriundos
de madeira de Eucalyptus (15,16).

A ELL utilizando solventes organicos é eficiente para remocao de
componentes ndo-sacarideos em HH oriundos de PTH, permitindo a obtencéo
de uma fase aquosa seletivamente refinada/purificada (rica em XOS), e uma fase
organica contendo principalmente compostos aromaticos e extraiveis (11,16).

Dentro do ambito do conceito apresentado, o objetivo deste trabalho foi

desenvolver uma metodologia eficiente para refinar o HH rico em XOS obtido a
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partir de subproduto de Eucalyptus (SE) e impulsionar ainda mais o
aprimoramento de estudos relacionados as suas aplicacdes.

MATERIAL E METODOS

Obtencao do material

Neste estudo foi utilizado uma mistura de espécies de Eucalyptus (E.
grandis e E. urophylla), em uma propor¢cdo média de 1:1, que sdo as madeiras
processadas diariamente na Empresa Fibria Celulose, localizada em Jacarei-SP.
Ao cortar as toras de Eucalyptus para produzir cavacos de madeira,
simultaneamente um material com menor granulometria € gerado (serragem de

Eucalyptus) o qual denominamos de subproduto de Eucalyptus (SE) (4).

Obtencdao de hidrolisado hemiceluldsico por pré-tratamento hidrotérmico
(PTH) do subproduto de Eucalyptus (SE)

O PTH foi realizado em equipamento munido de quatro reatores individuais
de 1,5 L de capacidade (Reator da Regmed) dotado de controle de agitacéo
mecanica, temperatura e monitoramento de pressdo. Foram pesados
aproximadamente 50 g (base seca) de SE em béquer de polipropileno de 1L que
foram transferidos para os reatores de aco inoxidavel. Apés a transferéncia do
material foi adicionado 500 mL de agua destilada em cada reator, resultando em
uma carga massica ou consisténcia (razao sélido:liquido, massa/volume) de
10% Os reatores foram fechados. Para a impregnacdo do material, o
equipamento foi ligado, ajustado a 160°C ligado em uma rampa de aquecimento
de aproximadamente 40 min. ApOs atingir a temperatura desejada os reatores
permaneceram por 65 min. Ao final das reacdes os reatores foram
desconectados e resfriados naturalmente por aproximadamente 6h. O
hidrolisado hemicelulésico (HH) obtido pos-PTH foi filtrado em filtros de vidro
sintetizados de porosidade numero 3 de 250 mL (4). O filtrado foi recolhido e

estocado em freezer a -20°C até o momento do uso.
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Extracdo liquido-liquido (ELL) dos hidrolisados hemicelulésicos (HH)
utilizando solvente organico

A ELL com solvente organico foi realizado com o acetato de etila nas
seguintes propor¢des volumétricas: 2:1, 1:4, 1:2 e 1:1 (solvente organico:HH, v/v,
respetivamente). O procedimento com razao 1:1 também foi realizado com o HH
previamente concentrado por evaporacdo sob vacuo. Sucintamente, 50 mL
acetato de etila foi adicionado a 50 mL de HH (1:1), 50 mL de acetato de etila
para 25 mL de HH (1:2), 100 mL de acetato de etila para 25 mL de HH (1:4) e 25
mL de acetato de etila e 50 mL de HH (2:1). As fases organicas e aguosas foram
entdo misturadas em um tubo de centrifuga de 50 mL tipo Falcon® por 5 min a
25°C utilizando-se agitador magnético a 300 rpm, e na sequencia separadas por
funil de separacéo, repousadas por 30 min, de forma a atingir o estado de
equilibrio para separacao das duas fases (11,14). Apds a separacao das fases,
as amostras da fase organica e aquosa foram coletadas, medidos seus volumes

em proveta e armazenadas em freezer a -20°C até o momento do uso.

Evaporacao sob vacuo

Consistiu na evaporacdo sob vacuo da solucdo do HH obtido do pre-
tratamento PTH. O equipamento utilizado no processo foi um rota-evaporador de
aco-inox (Heidolph), munido de bomba de vacuo operado em duas condi¢des:
PV1 temperatura de 50°C, pressédo de 200 mBar por 10 min e 100 mBar por 50
min (21). Ap6s a concentracdo do HH a amostra foi coletada, medido seu volume

em proveta e armazenada em freezer a -20°C até o momento do uso.

Procedimentos analiticos

O HH bruto, concentrado e as fracbes aquosas pos-ELL em solvente
organico foram avaliadas em resposta a quantificacdo dos seguintes compostos:
carboidratos (oligbmeros e mondmeros), acido acético, aromaticos totais e
derivados da oxidacdo de carboidratos (furfural, hidroximetilfurfural (HMF) e
acido formico). Aas fragdes organicas pos-ELL foram avaliadas em resposta aos
aromaéticos totais, furfural e HMF.

Determinacdo de XOS e xilose: Os teores de XOS e xilose foram determinados

por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE, SHIMADZU modelo
NEXERA XR). A coluna utilizada foi uma BIO-RAD Aminex HPX-87C (300 x 7.8
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mm): temperatura de forno de 80°C: eluente composto de agua ultrapura com
fluxo 0.6 mL.min%: volume de amostra de 20 pL: detector de indice de refracdo
(Shimadzu, modelo RID- 20A) a 60°C e tempo de andlise de 19 min. O pH dos
HH foram ajustados para 6,5 com NaOH 1M, filtrado em cartuchos tipo SEP-
PACK Cig e membrana de 0,45 um prévio a andlise. A quantificacdo dos XOS
foi realizada com os seguintes padrdes, de grau analitico, secos sob pentoxido
de fésforo e vacuo: xilose (X1), xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose (Xa),
xilopentaose (Xs) e xilohexaose (Xs). Sendo X1 da SIGMA e X»-Xsda Megazyme-
Irlanda. O célculo do teor de XOS>6 foi realizado através de uma curva analitica
com mistura equivalente dos seguintes padrfes analiticos: xiloheptaose (X7),
xilooctaose (Xg) e xilonanaose (Xs) (ambos da Megazyme-Irlanda), os quais
coeluem da coluna em um tempo de retencao de 6,7 min (4). Os experimentos
foram realizados em triplicata.

Determinacdo de HMF e furfural: A determinagdo foi conduzida por CLAE
(SHIMADZU modelo NEXERA XR). A analise foi realizada com um fluxo de 0,8

ml.min a 25°C com detec¢do em 276 nm. A coluna utilizada foi a ODS Hypersil

com 250 mm de comprimento, 4,0 mm de didmetro, preenchida com octadecil
(C1g) como fase estacionaria (5 um de diametro da particula e 120A°de diametro
do poro, Marca Thermo). A fase movel foi composta de acetonitrila:agua (1:8)
com &cido acético 1% (massa/volume) com tempo de analise de 12 min. Uma
pequena aliquota dos HH foram filtradas em membrana de 0,45 um prévio a
analise. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os padrdes utilizados
foram de grau analitico (SIGMA), secos sob pentoxido de fosforo e vacuo prévio
a analise (4). Os experimentos foram realizados em triplicata.

Determinacdo de aromaticos totais: Os aromaticos sollveis totais foram

guantificados através da leitura de absorbancia em um espectrofotémetro UV-
visivel a 280 nm (Marca Thermo Scientfic, modelo Genesys 10S UV-Vis). Para
a determinacdo da concentracdo dos aromaticos foi utilizado o coeficiente de
extincdo de 20 L.gt.cm™(4). Os experimentos foram realizados em triplicata.

Determinacdo de acucares e &cidos organicos: Os teores de acucares

monoméricos e acidos organicos (glicose, xilose, arabinose, acido férmico e
acido acético) foram determinados por CLAE. Para isso, uma pequena aliquota
dos HH foram filtradas em cartuchos do tipo SEP-PACK Cis € membrana de 0,45

pum prévio a analise. A andlise cromatografica foi realizada em cromatdgrafo da
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marca SHIMADZU, modelo NEXERA XR nas seguintes condi¢cfes: coluna BIO-
RAD Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm); temperatura do forno: 60° C; eluente:
H2S04 5 mM com fluxo 0.6 mL.mint; volume de amostra: 20 pL; detector: indice
de refracéo a 60°C (SHIMADZU, modelo RID-20A) com um tempo de andlise de
17 min. Os padrbes utilizados foram de grau analitico (SIGMA), secos sob
pentéxido de fésforo e vacuo prévio a analise (4). Os experimentos foram
realizados em triplicata.

Varredura no UV-Visivel: Uma pequena aliquota do filtrada em membrana de
0,45 um prévio a analise e entdo submetidas a espectros de varredura em
espectrofotometro (Marca Thermo Scientfic; Modelo Genesys 10S UV-Vis) na
regido do UV-Visivel (190-700 nm) e obtidas as absorbancias em funcdo do

comprimento de onda.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtencao de hemicelulosico (HH) por pré-tratamento hidrotérmico (PTH) de
subproduto de Eucalyptus (SE) e caracterizacdo dos produtos formados

O PTH foi realizado com o objetivo de hidrolisar a fracdo hemicelulésica
do SE para a confirmacao da producdo de XOS no HH, conforme reportado na
literatura (4). Os autores determinaram as condi¢cdes 6timas de temperatura,
tempo e da carga massica (razdo massa/volume do meio reacional) também
denominada de consisténcia por delineamento experimental do tipo central
composto visando a producdo maxima de XOS a partir de subproduto de
Eucalyptus. A Figura 1 apresenta o aspecto visual do subproduto de Eucalyptus
(a) e do HH obtido ap6s PTH sobre o SE (b).



37

Figura 1. (a) Subproduto de Eucalyptus (SE). (b) Hidrolisado hemicelul6sico
(HH) obtido apdés pré-tratamento hidrotérmico (PTH) sobre SE.

Os principais compostos formados no HH apds a aplicacdo do PTH no SE
em condicdo previamente otimizada foram os seguintes produtos: aromaticos
totais, xilose e XOS, conforme apresentado na Figura 2. Os dados séao
apresentados em miligramas de produtos formados por grama de SE (base
seca).
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Figura 2. Teor de componentes desejados (XOS) e indesejaveis em hidrolisado
hemicelulésico (HH) obtido por pré-tratamento hidrotérmico (PTH) em
subproduto de Eucalyptus (SE).
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Os teores de HMF, furfural, glicose, arabinose, acido férmico, acido acético,
xilose e aromaticos totais (compostos nao desejaveis) no HH obtido apos PTH
foram de 0.5; 1.9; 2.1; 2.7; 2.3; 10.9; 22.5; 38.8 mg.g™, respectivamente. A soma
de todos os compostos foi de aproximadamente 81.8 mg.g* (Figura 3). Os teores
dos compostos ndo desejados resultaram em valores semelhantes ao reportado
em literatura por Neto et al. (2020).

A Figura 2 também apresenta os teores dos produtos desejados (XOS)
formados no HH apds o PTH sobre o SE. Os teores de xilobiose, xilotriose,
xilotetraose e XOS>6 (XOS com 6 ou mais unidades de xilose) foram de
aproximadamente 14.2; 5.1; 7.3; 82.4 mg.g™?, respectivamente. A soma total de
XOS foi de 109.1 mg.g?. Os teores dos compostos desejados resultaram em
valores semelhantes ao reportado por Neto et al. (2020), com excec¢ao do teor
de XOS>6. Os valores médios dos produtos desejados formados no hidrolisado
hemiceluldsico reportados pelos autores foram: xilobiose (16.5 mg.g™), xilotriose
(9.4 mg.g?), xilotetraose (7.4 mg.g?) e XOS>6 (28.1 mg.g™?). A soma total dos
XOS foi de 61.3 mg.gt. Desta forma, o teor de XOS>6 conferido no presente
trabalho resultou em maior quantidade ao verificado por Neto et al. (2020).
Entretanto, o teor de XOS>6 do presente trabalho foi calculado a partir de uma
curva analitica contendo uma mistura dos seguintes padrdes analiticos:
xiloheptaose, xilooctaose e xilonanaose, 0os quais coeluem em um tempo de
retencdo de 6.7 min (mesmo tempo de retencédo conferido no HH). No entanto,
Neto et al. (2020) obteve o teor dos XOS>6 a partir do calculo de uma curva
analitica contendo uma mistura dos seguintes padrdes analiticos: xilopentaose
e xilohexaose, os quais coeluem no tempo de retencédo de 7.0 min (diferente
tempo de retencdo do HH). Assim, considerando a diferenca do método analitico
utilizado o teor de XOS>6 obtidos no presente trabalho foram 34% superior ao
reportado por Neto et al. (2020). Desta forma, foi confirmado que o método
utilizado no presente trabalho foi mais adequado, pois utilizou-se os trés padrdes
analiticos que coeluiram no mesmo tempo de retencédo do HH.

O HH contendo compostos indesejaveis e desejaveis (XOS) oriundo do SE
se apresentou contaminado principalmente por compostos aromaticos derivados
de lignina e xilose. Dessa forma, com o objetivo de remover os compostos néo

desejaveis no HH e dar continuidade a este trabalho foram avaliadas técnicas de
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purificagcédo, especificamente extragdo com solvente organico e evaporacao sob
vacuo do HH em estudo.

Avaliacdo datécnica de extracdo liquido-liquido (ELL) com acetato de etila
em resposta ao hidrolisado hemicelulésico (HH)

O potencial de remoc¢do dos compostos indesejaveis e desejaveis (XOS)
utilizando-se solvente organico (acetato de etila) foi avaliado e comparado de
acordo com as propor¢des aplicadas de solvente organico e HH. A Figura 3
apresenta o aspecto visual do HH bruto e p6s-ELL (fracdes solvente e aquosa)
nas diferentes condi¢cdes avaliadas.

Figura 3. Extracdo liquido-liquido com solvente organico de hidrolisado
hemiceluldsico (HH). (a) Hidrolisado bruto. (b) Fase aquosa 2:1. (c) Fase aquosa
1:1. (d) Fase aquosa 1:2. (e) Fase aquosa 1:4. (f) Fase organica 2:1. (g) Fase
organica 1:1. (h) Fase organica 1:2. (i) Fase organica 1:4.

Pode-se observar uma alteracdo no aspecto visual do HH apos etapas de
ELL com acetato de etila. Foi conferido um leve clareamento na fase aquosa do
HH em todos os ensaios da ELL comparado ao hidrolisado bruto. Em contra
partida, a fase organica mostrou aumento da intensidade de cor, principalmente
nas extracfes com proporcdes 1:1 e 1:2. Este resultado indica que o acetato de
etila é eficiente na remocao de compostos coloridos derivados da lignina (Figura
3).

A Figura 4 apresenta os espectros de varredura na regiao do UV- Visivel
do HH em estudo (hidrolisado bruto), bem como das diferentes condi¢gbes de ELL

visando a remoc¢éo dos componentes ndo desejaveis presentes no HH. O perfil
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do espectro de varredura na regiao do UV do HH (hidrolisado bruto, Figura 4)
mostra duas bandas caracteristicas que s&o correspondentes a compostos
arométicos e/ou lignina (220 nm e 280 nm). Na regido do visivel a alta
intensidade de absorgcéo na regido em 405 nm que se refere a compostos
derivados de aromaticos e/ou lignina, como, por exemplo, quinonas. Esse
resultado foi semelhante ao relatado para madeira de folhosas (incluindo

Eucalyptus), bem como para HHs obtidos por PTH desses materiais (11,17,18)
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Figura 4. Espetros de varredura na regido do UV-Visivel de hidrolisado
hemicelulosico (HH) em diferentes condicBes de extracao liquido-liquido (ELL)
com solvente organico. (a) Espectro de varredura na regido do UV. (b) Espectro
da varredura da regido Visivel do HH em diferentes condicdes experimentais.

Apbs a realizacéo dos procedimentos de EEL foi constatada diminuicédo de
intensidade em toda regido do espectro UV-visivel, incluindo as bandas em 220
nm e 280 nm, além da absorbancia em 405 nm, corroborando com a diminui¢céo
dos teores de aromaticos, quinonas e seus derivados, respectivamente. Desta
forma, os resultados indicam que a variavel solvente organico nas ELL avaliadas

tém potencial na remocao destes compostos quando comparado ao controle
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(hidrolisado bruto), os quais sédo indesejaveis no HH em estudo. Nota-se que
guanto maior a propor¢cdo de acetato de etila maior a remogcao dos aromaticos
totais, com excecdo da condicdo de extracdo 1:2 (Tabela 1). Além disso, o
guantitativo das fracdes, aquoso:organico (1:1 e 2:1) sdo as mais indicadas, pois
resultam em menor quantidade de acetato de etila somado ao fato de o indice
de remocdo ser semelhante a outras condicdes (Figura 5). Os resultados dos
indices de remocao de quinonas e seus derivados (405 nm) conferidos pelos
espectros na regido do visivel corroboram com o aspecto visual das fases
aguosas e organicas apresentadas na Figura 3, ou seja, quanto maior o indice
de remocéao de quinonas e seus derivados menor a intensidade de cor das fases
aquosas.

Uma andlise semi-quantitativa do potencial de remocado de compostos
aromaticos em relacédo a quinonas e seus derivados (aromaticos/quinonas) foi
realizada a partir da razéo entre as absorbancias (280 nm e 405 nm, Tabela 1),
gue sao correspondentes as absorbancias obtidas nos espectros de varredura

discutidos anteriormente (Figura 5).

Tabela 1. Razao de absorbancias dos espectros de varredura na regiao do UV-
Visivel dos hidrolisados hemicelulésicos (HH) nas diferentes condi¢cdes
experimentais.

Condicdes *280 nm *405 nm Razao
“Experimentais (280 Nm/405 nm)
Hidrolisado bruto 1.19 0.61 1.95

2:1 0.52 0.52 1.00
1:1 0.43 0.65 0.66
1:2 0.58 0.44 1.31
1:4 0.39 0.53 0.73

*Valores apresentados em unidades de absorbancia (adimensional).
#As proporcdes das extragdes liquido-liquido (ELL) sempre referem-se ao solvente organico seguido
do hidrolisado bruto (solvente organico: hidrolisado bruto).

A razao entre as absorbancias em 280 nm e 405 nm indica o quantitativo
do indice de remocao de aromaticos em funcdo de quinonas e seus derivados
entre as diferentes condi¢cGes de refino em estudo. Os dados revelam que em
todas condicBes avaliados e principalmente na condi¢des de extracdo 1:1 e 1:4,
foi verificado maior taxa na remocao de aromaticos em relacdo a quinonas e
seus derivados, ou seja, as extragcdes com acetato de etila sdo eficientes na

remocdo de compostos aromaticos. Nota-se também que o aumento da
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guantidade de solvente em relagdo a fase aquosa resulta em aumento do indice
de remocao de aromaticos.

A Figura 5 mostra o perfil cromatografico do HH analisado em coluna
contendo fase estacionario do tipo apolar (Czs).
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Figura 5. Perfil cromatografico em coluna com fase estacionario do tipo apolar
(C18) de hidrolisado hemiceluléico (HH) em diferentes condicbes de extracéo
liquido-liquido (ELL) com solvente organico.

Os dois picos mais intensos dos respectivos cromatogramas Sao
correspondentes ao HMF 4,7 min e furfural 6,0 min, no entanto, é possivel
verificar a presenca de outros compostos do tipo fendlicos presentes no HH
(tempos de retencdo de 2-4 min). E possivel constatar uma diminuicdo da
intensidade dos picos principais (HMF e furfural) em todas as condi¢des de ELL
avaliadas, exceto a 2:1 para o HMF (Figura 5). Além disso, a extracdo 1:4
mostrou uma diminuicdo superior na intensidade dos picos principais
corroborando com os dados apresentados na Tabela 1 e Figura 6.

A Figura 6 apresenta a intensidade de remocdo dos compostos
indesejaveis em funcao das diferentes condicdes de ELL com solvente organico

avaliadas.
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Figura 6. Remocédo no hidrolisado hemicelulésico (HH) (%omassa/massa) dos
componentes ndo desejaveis em diferentes condi¢cdes de extracdo liquido-
liquido (ELL) com solvente organico.

Os aromaticos foram removidos com sucesso em todas as condi¢des de
ELL avaliadas (remocdes entre 64-83%, massa/massa). As condi¢des 1:2 e 1:4
foram as mais eficientes, atingindo um indice de remoc&o de aromaticos de
aproximadamente 72 e 82% (massa/massa), no entanto, a condi¢cdo 1:4 exige
uso de maior volume de solvente organico, ndo havendo um ganho substancial
comparado as outras condicfes. Aléem disso, salienta-se que os aromaticos
representam a maior fatia da fracdo correspondente aos compostos nao
desejados no HH em estudo, conforme apresentado na Figure 2.

Assim como os aromaticos, o furfural também foi removido com sucesso
em todas as condicdbes de ELL avaliadas (remocbes entre 66-92%,
massa/massa). A condicdo 1:4 foi a mais eficiente atingindo um indice de
remocao de 92%, enquanto as outras condi¢des (1:2, 2:1 e 1:1) resultaram em
valores semelhantes, em média 67.7% (Yomassa/massa). A condicao 1:4 foi a
mais eficiente em relacéo ao indice de remoc¢édo de HMF e furfural, culminando
em aproximadamente 66% (%massa/massa), seguido das condicdes 1:2, 2:1 e
1:1, 32, 30 e 15% (Yomassa/massa), respectivamente (Figura 6).

Cruz et al.?° reportaram ELL com acetato de etila em HH oriundo de pré-
tratamento com &cido sulfurico diluido em cavacos de madeira de Eucalyptus
globulus. Os autores demostraram remoc¢ao de compostos derivados de lignina
(aromaticos soluveis totais) de 74.5% (massa/massa) utilizando-se uma
proporcdo de HH:acetato de etila de 1:1, além disso, os autores mostraram que

0 aumento da proporcdo de acetato de etila em relagdo ao HH promoveu
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aumento do indice de remocdo dos arométicos totais (atingindo 83.5%). Os
resultados apresentados foram semelhantes aos obtidos no presento trabalho
(67% de remocdao, proporgdo 1:1), além de aumento do indice de remogé&o dos
aromaticos totais em funcdo do aumento da carga de acetato de etila (atingindo
82.6% de remocéao, proporcgéo 1:4) (Figura 6).

A glicose, arabinose e xilose mostraram um indice de reducdo menos
intenso quando comparado ao furfural, HMF e aromaticos, corroborando com a
maior capacidade do acetato de etila em extrair compostos com caracteristicas
mais hidrofébicas (20). O maior indice de remocdo de glicose foi de 92%
(Yomassa/massa), condicdo 1:1 no entanto as condi¢cdes 1:2, 1:4 e 2.1
resultaram em uma faixa de reducéo (27-36%, massa/massa). A arabinose
apresentou uma faixa de indice de remocéo de 32-44%. A xilose, no entanto,
resultou em uma faixa mais estreita de indice de remocéo, dentre 0s compostos
discutidos anteriormente (4-10%, massa/massa) (Figura 6)

Cebreiro et al.*® reportaram um pré-tratamento com acido sulfrico diluido
(4% wiw), a 121°C por 60 min sob cavacos de madeira de Eucalyptus grandis.
O HH obtido foi submetido a ELL com acetato de etila na proporcédo de 1:3
(HH:acetato de etila) resultando na remocdo de 5% de xilose e glicose. A
remocado de xilose apresentada pelos autores corrobora com o presente estudo
(4-10% de remocéao), no entanto, a remocao de glicose foi mais intensa neste
trabalho (27-36% de remocao).

A Figura 7 apresenta o balanco de massa em relacéo as fases aquosas e
organicas para 0s seguintes compostos indesejados (aromaticos, furfural e
HMF). Os &cidos formico e acético ndo puderam ser quantificados em funcéo de
interferéncias no detector (indice de refracdo, RID) na presenca de acetato de
etila ou tracos deste solvente o qual eluiu entre 13-15 min na corrida
cromatografica da coluna HPX-87H, interferindo na integracao da area dos picos
dos acidos férmico e acético, os quais eluem exatamente nessa regido, desta
forma, havendo sobreposicdo dos picos dos acidos e acetato de etila,

inviabilizando suas quantificacdes.
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Figura 7. Balanco de massa correspondente ao percentual de remocéo dos
compostos aromaticos, furfural e HMF.

O balanco de massa foi realizado a fim de verificar se qual o quantitativo
dos compostos que foram extraidos da fase aquosa encontrava-se na fase
solvente. Em ambos compostos analisados (HMF, furfural e aromaticos totais) é
possivel verificar um perfil semelhante, como se segue: quanto maior a
proporcao de solvente organico na ELL menor a quantidade de HMF, furfural e
aromaticos totais na fracdo aquosa, este comportamento pode ser explicado em
fungdo dos compostos arométicos terem maior afinidade com o solvente

organico (acetato de etila, hidrofébico) quando comparado a agua (hidrofilica).

A Figura 8 apresenta a porcentagem de perda dos compostos desejaveis

(XOS) em funcéo das diferentes ELL com solvente organico.
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Figura 8. Perda no hidrolisado hemiceluldésico (HH) (%massa/massa) dos
componentes desejaveis em diferentes condi¢cdes de extracdo liquido-liquido
(ELL) com solvente organico.

Os compostos desejados (XOS) foram parcialmente removidos em todas
as condicoes de ELL avaliadas, com excecdo da xilobiose na condicdo de 2:1.
Nota-se que a condicdo 1:4 foi a que mais apresentou perda para os XOS,
valores acima de 30% (%massa/massa), com excecdo dos XOS>6 que
apresentaram uma perda inferior a 10% (%massa/massa). A xilobiose nao
apresentou perda na condicdo 2:1, ja as condi¢cdes 1:1 e 1:2 mostraram perdas
semelhantes, média de 11% (Yomassa/massa), enquanto a condi¢cao 1.4 resultou
em perda de aproximadamente 37.3% (%massa/massa). A Xxilotriose nas
condi¢cBes 2:1 e 1:4 resultaram em perdas de 33.3 e 44.2% (%massa/massa),
respectivamente. No entanto, nas condicbes 1:1 e 1:2 mostraram indices
menores de perda, 24.5 e 19.6% (%massa/massa), respectivamente. A
xilotetraose resultou em perda menor quando comparado a xilotriose. Assim, 0s
destaques foram: perda de 9.4% (%massa/massa) de xilotetraose (condicdo de
extracdo 1:2, menor remocao) e perda de 34.8% (%massa/massa) (condicao
1:4, maior remocado). As outras condicbes de ELL apresentaram valores
semelhantes de xilotetraose, entre elas (média de 24.7%, massa/massa). Os
XOS>6 apresentaram um perfil de perda menor em todas as ELL avaliadas, as
guais variaram de 4.4-8% (%massa/massa) (Figura 8).

Vegas et al.?? reportaram a obtencédo de XOS por PTH de um subproduto
de grdos de cevada (casca de cevada) em uma carga massica (liquido:sélido

1:8, respectivamente) (base seca) a 207°C. O HH obtido foi submetido em trés
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estagios sequenciais de ELL com acetato de etila na proporcdo de 1:1
(HH:acetato de etila, massa/massa) resultando em remocao de
aproximadamente 33% (%massa/massa) dos compostos ndo volateis, sendo
14% (Yomassa/massa) destes correspondentes a XOS. Comparando-se com a
perda de XOS, deste estudo (propor¢cao HH:acetato de etila 1:1, volume/volume,
Unico estagio) que foi em média 15.7%, os resultados foram semelhantes.

Avaliacdo da técnica de evaporacdo sob vacuo seguido de extracdo
liquido-liquido (ELL) com solvente organico em resposta ao hidrolisado
hemicelulésico (HH)

ApoOs a verificagdo do efeito do aumento do volume de acetato de etila na
extracdo do HH, foi realizada a técnica de evaporacdo sob vacuo no HH na
condicdo de 50°C e 100 mBar. Além disso, foi avaliada a combinacdo da
evaporacgdo sob vacuo e EEL com acetato de etila na proporgdo 1:1, que foi
previamente selecionada com base na discussao dos resultados apresentados
anteriormente. A Tabela 2 apresenta a concentracdo dos compostos desejados
(XOS) e nao desejados no HH (hidrolisado bruto). Aléem disso, mostra os
respectivos indices de remocdo (compostos nado desejados) e perdas
(compostos desejados) apos as etapas de evaporagao sob vacuo e evaporacao

sob vacuo + ELL.



Tabela 2. Concentracdo de compostos desejados e ndo desejados no hidrolisado hemicelulésico (HH, hidrolisado bruto e
concentrado), fator de concentracdo de cada componente e seus respectivos indices de remoc¢ao ou perda apos etapa de
evaporacao sob vacuo e evaporacao sob vacuo + ELL com acetato de etila.

Raw *Post- . Post- *Post-evaporation
hydrolyzed evaporation Con:‘:entratlon evaporation + 1:1 extraction
(9.l Y (g.L) actor removal (%) removal (%)
Desired compounds
Xylobiose 1.96 £0.28 11.8 £ 0.67 6.0 18.9+4.6 18.9
Xylotriose 1.50 £ 0.63 9.56 £0.49 6.4 nd 27.4
Xylotetraose 1.01 £ 0.08 7.05+0.23 7.0 294 +15 61.3
X0S>6 11.32 +0.02 84.79 + 3.90 7.5 23.0+35 40.6
Total 15.79£1.01 119.20 £5.29 7.6 - -
Unwanted compounds (g.L™)

Total aromatics 5.33+0.16 14.43 £ 0.05 2.7 55.4+0.1 69.6
Xylose 3.10+0.22 17.48 +0.23 5.6 6.7+1.2 77.1
Furfural 0.25+0.02 0.083+0.0 0.3 825+22 954

HMF 0.073+0.1 0.47 £0.0 0.6 472+1.6 nd
Acetic Acid 1.51 £0.01 3.10 £0.03 2.1 66.2+1.1 nd
Glucose 0.30 £ 0.06 1.96 £0.02 6.6 25205 74.8
Arabinose 0.37 £0.03 2.23+0.04 6.0 1.8+0.7 1.8
Formic Acid 0.32+0.11 0.67 £0.10 2.1 68.1+5.2 nd
Total 11.25+0.62 40.00 £ 0.48 3.6 - -

The concentration factor of the total volume of the evaporated raw hydrolysate was 6.1 (volume/volume).
" Vacuum evaporation performed at 50°C and 100 mBar.

# data reported removal of sum of evaporation steps + extraction 1:1.

nd = not detected
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A etapa de evaporacao sob vacuo culminou no efeito de concentragéo do
HH, atingindo um fator de concentracdo de 6.1 (volume/volume). O HH
concentrado resultou em uma tonalidade mais escura quando comparado ao HH
bruto. Além disso, o processo de evaporagdo sob vacuo resultou em perdas nao
muito expressivas dos compostos de interesse (XOS), com se segue:
xilotetraose (29.4%), XOS>6 (23.0%) e xilobiose (18.9%) com destaque para
xilotriose que nédo resultou em perda. No entanto, os compostos indesejaveis
apresentaram indices de remocdo expressivos para todos os compostos em
estudo, o furfural apresentou o maior indice (82.5%), seguido do &cido férmico,
acido acético, arométicos e HMF (68.1%, 66.2% 554% e 47.2%
respectivamente). Entretanto, a xilose, arabinose e glicose apresentaram indices
de remocao <7%, valores considerados pouco expressivos. A média do fator de
concentracdo dos compostos desejados (XOS) foi de 6.9 corroborando com o
fator de concentrag&o obtido pelo calculo em unidades de volume (6.1) e com as
perdas pouco expressivas destes componentes. No entanto, o fator de
concentracdo dos compostos desejados variou bastante (0.3-6.6), corroborando
com os indices de perdas destes componentes, por exemplo, a glicose
apresentou perda de 2.5% culminando em um fator de concentracéo de 6.6,
enquanto, que o furfural apresentou perda de 82.5% resultando em um fator de
concentracdo de 0.3 (Tabela 2).

A Figura 9 apresenta os espectros de varredura na regido do UV-Visivel do

HH apds a etapa de evaporacgéo sob vacuo.
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Figura 9. Espetros de varredura na regido do UV-Visivel de hidrolisado
hemiceluldsico (HH) e do hidrolisado pds evaporacéo. (a) Espectro de varredura
na regido do UV. (b) Espectro da varredura da regiéo Visivel.

O espectro de varredura na regidao do UV (280 nm, aromaticos totais)
mostra que houve reducdo destes compostos, sugerindo que 0s mesmos sao
relativamente volateis (18) quando aplicado vacuo e 50°C, corroborando com os
dados reportados na Tabela 2 (ou seja, remocédo de 55.4% dos aromaticos
totais). Ja o espectro na regido do visivel (405 nm, quinonas e seus derivados)
mostra que ndo houve remoc¢ao expressiva destes compostos, sugerindo que
esses compostos sdo menos volateis que os aromaticos totais resultando em
permanéncia dos mesmos no HH apds a etapa de evaporacgao, portanto sendo
estaveis a temperatura de 50°C (18). A razdo 280nm/405nm do HH bruto (1.9)
comparado a razdo do HH evaporado (1.0), além da tonalidade mais escura do
HH evaporado corroboram com a permanéncia de quinonas e seus derivados no
HH evaporado.

Santos e Prata?! reportaram a producéo de HH obtido a partir de aparas de
Eucalyptus (folhas, galhos e pontas) através do processo de hidrélise acida com

solucdo de acido sulfurico a 0.8% (volume/volume) e operado nas seguintes
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condigbes: temperatura de 160°C, 20 min de reagdo e carga massica
solido/liquido de 1:3. O HH foi submetido a evaporacéo sob vacuo nas seguintes
condicdes: temperatura de 61.5°C e vacuo de 86 kPa. Nestas condi¢cdes 96%
(massa/massa) de furfural presente no HH concentrado foi removido, enquanto
o HMF nao foi detectado. Esse resultado corrobora com o presente trabalho,
salienta-se que o HH do presente trabalho foi obtido por PTH, ou seja, ndo é
adicionado acido sulfdrico no meio reacional, todavia, o acido acético presente
na molécula de hemicelulose do subproduto de Eucalyptus € liberado no meio
reacional atuando de forma semelhante ao pré-tratamento com acido sulftrico
diluido.

Cebreiro et al.'® reportaram a evaporacédo sob vacuo a 60°C do HH oriundo
de pré-tratamento com acido sulfarico diluido (4% wi/w), a 121°C por 60 min sob
cavacos de madeira de Eucalyptus grandis. Os autores reportaram remocao de
74% (massa/massa) de acido acético no HH. A remocdo de &cido aceético
apresentada pelos autores corrobora com o obtido no presente estudo (66.2%
de remocéao).

A etapa de evaporacao sob vacuo combinada com EEL com acetato de
etila resultou em aumento de perdas dos compostos de interesse (XOS), com se
segue: xilotetraose (61.3%), XOS>6 (40.6%), xilotriose (27.4%), apenas a
xilobiose ndo apresentou perda na etapa de ELL com acetato de etila,
permanecendo valor de perda de 18.9% obtido da etapa de evaporacao sobre
vacuo (Tabela 2). A EEL com HH bruto apresentou os seguintes indices de perda
de XOS: xilobiose (11.1%), xilotriose (24.5%), xilotetraose (22.9%) e XOS>6
(4.4%), ou seja, aumento expressivo de perda de xilotetraose e XOS>6 em
relacdo a EEL em HH previamente concentrado (62.2 e 89.1%, respectivamente)
(Figura 8).

No entanto, etapa de evaporacdo sob vacuo combinada com EEL com
acetato de etila resultou em indices de remocao expressivos para 0S compostos
nao desejaveis em estudo, o furfural apresentou o maior indice (95.4%, aumento
de 13.5% em relacédo ao HH concentrado) seguido dos aromaticos totais (69.6%,
aumento de 20.4% em relacdo ao HH concentrado). A arabinose e glicose
apresentaram indices de remocdo de 77.1 e 74.8% resultando em aumento de

91.3 96.6% em relacdo ao HH concentrado (Figura 6).
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De forma geral, a combinacdo da etapa de evaporacdo sob vacuo
combinada o com ELL com aceto a de etila resultou em aumento de perdas
expressivas de xilotetraose e XOS>6, porém em contra partida também resultou
em aumentos expressivos no indice de remocdo de xilose, arabinose e

aromaticos totais.

CONCLUSAO

A ELL com acetato de etila se mostrou eficaz na remocao de compostos
aromaticos (incluindo HMF e furfural), além de quinonas e seus derivados
resultando em perda ndo expressiva de XOS (produtos de interesse). A
evaporacao sob vacuo é um processo capaz de remover consideravelmente
compostos aromaticos (incluindo HMF e furfural) sem perdas expressivas dos
XOS. A evaporagéao sob vacuo combinada com ELL com acetato de etila resultou
em aumento do indice de remocao de compostos aromaticos (incluindo HMF e
furfural), todavia, também foi conferido maior indice de perda dos XOS. Ambas
técnicas, ELL e evaporacdo sob vacuo bem como a combinacéo destas, foram
eficazes no refino do HH rico em XOS, apresentando potencial para o
aprimoramento de futuras etapas de processo industrial para a recuperacao dos

bioprodutos de interesse (XOS).
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3. CONSIDERACOES FINAIS
O HH oriundo de PTH otimizado sobre SE para producdo méaxima de XOS
foi obtido com sucesso. As técnicas de refino avaliadas resultaram em potencial
de remocao dos componentes ndo desejados (principalmente aromaticos e acido
acético) que representam quantitativamente o0s principais contaminantes
presente no HH. Esses compostos séo considerados inibidores de crescimento
celular de diversos microrganismos.
Por fim, os resultados apresentados podem guiar novos rumos no
aprimoramento do refino de HH oriundo de PTH. O trabalho d& suporte para
novas investigacdes, como uso de solventes organicos mais ambientalmente

corretos, bem como o aumento de escala do processo e viabilidade econémica.
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