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RESUMO

A cana-energia é uma fonte de biomassa promissora para estudos de etapas de pré-
tratamento, pois possui alto teor de fibras e baixo teor de sacarose, possibilitando a
producao de produtos de alto valor agregado, além de etanol de segunda geragao.
Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a produgdo de
xilooligossacarideos (XOS) a partir de duas variedades de cana-energia, empregando
a otimizagdo de um pré-tratamento sequencial (desacetilagdo seguida por pré-
tratamento hidrotérmico). A primeira etapa teve como objetivo remover os grupos
acetila ligados a cadeia hemiceluldsica sendo estudados os parametros operacionais
como tempo, temperatura e concentragdo de hidroxido de sédio. Os resultados
mostraram que a condi¢gdo mais branda avaliada (15 min, 40°C e 60 mgnaoH/Qbiomassa)
promoveu uma solubilizagao de 74,3 + 2,8% de grupos acetila para o bagacgo de cana-
energia da empresa Granbio e 82,2 + 1,8% para a cana-energia integral da empresa
Vignis. Na segunda etapa, as condigbes operacionais do pré-tratamento hidrotérmico
foram otimizadas utilizando o material desacetilado otimizado, com o intuito de
maximizar a solubilizagdo das hemiceluloses e a obtencdo de XOS, minimizando a
formacgao dos produtos de degradagdo com menor severidade de processo. Para o
bagaco de cana-energia da Granbio, as condi¢des estudadas sem catalisador
mostraram uma conversao de xilana em XOS variando de 67,1 a 75,6%. Para a
biomassa da Vignis, a conversdo de xilana em XOS variou de 5,0 a 88,9%. Os XOS
presentes no hidrolisado foram quantificados e caracterizados quanto ao grau de
polimerizagao. Os resultados obtidos mostraram que para o bagago de cana-energia
da Granbio, a condigao otimizada (190°C, 15 min, O[H2S04]) gerou 8,6 g L' de XOS,
enquanto para a variedade de cana-energia da Vignis, a condi¢ao otimizada (210°C,
5 min, 0 [H2S04]) gerou 11,6 g L' de XOS. Devido a presencga de inibidores no
hidrolisado, etapas de purificagdo podem ser necessarias, dependendo da aplicagéo
almejada para o produto. Com os dados obtidos neste estudo, € possivel concluir que
o pré-tratamento sequencial € uma opgao viavel para producao de XOS a partir da

cana-energia.

Palavras-chave: cana-energia, desacetilagao (alcalina), hidrotérmico,

xilooligossacarideos.



ABSTRACT

The energy cane is a promising biomass’ source for studies of pretreatment stages,
because it has high fiber content and low sucrose content, enabling the production of
high added value products, as well as second generation ethanol. In this sense, the
present work had as objective the evaluation of xylooligosaccharides (XOS) production
from two energy cane varieties, using the optimization of a sequential pretreatment
(deacetylation followed by hydrothermal pretreatment). The first step was to remove
the acetyl groups attached to the hemicellulosic chain and the operational parameters
such as time, temperature and sodium hydroxide concentration were studied. The
results showed that the milder condition evaluated (15 min, 40°C and 60
MQgNaoH/gbiomass) promoted a solubilization of 74,3 £ 2,8% of acetyl groups for Granbio
energy cane bagasse and 82,2 + 1,8% for Vignis integral energy cane. In the second
step, the hydrothermal pretreatment operating conditions were optimized using the
optimized deacetylated material, in order to maximize the solubilization of the
hemicelluloses and the XOS obtaining, minimizing the formation of degradation
products with less process severity. For Granbio energy cane bagasse, the conditions
studied without catalyst showed a conversion of xylan to XOS ranging from 67,1 to
75,6%. For the Vignis biomass, the conversion of xylan to XOS ranged from 5,0 to
88,9%. The XOS present in the hydrolyzate were quantified and characterized by the
degree of polymerization. The results showed that for Granbio energy cane bagasse,
the optimized condition (190°C, 15 min, 0 [H2S04]) generated 8,6 g L' of XOS,
whereas for the energy cane variety of Vignis, the optimized condition (210°C, 5 min,
0 [H2S04]) generated 11,6 g L' of XOS. Due to the presence of inhibitors in the
hydrolyzate, purification steps may be required, depending on the intended application
of the product. With the data obtained in this study, it is possible to conclude that

sequential pretreatment is a suitable option to produce XOS from energy cane.

Keywords: energy-cane, deacetylation (alkaline), hydrothermal, xylooligosaccharides.
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1. INTRODUGAO

Energia € um elemento fundamental para o desenvolvimento e bem-estar
da sociedade. Com a expansao urbana-industrial e o crescimento populacional, houve
um aumento exponencial na demanda das matrizes energéticas disponiveis. Apesar
dos avangos tecnologicos, o modelo energético de paises industrializados e em
desenvolvimento tem como principal recurso o petroleo, carvao e gas natural, todos
considerados fontes poluentes e ndo renovaveis (OZKALE et al., 2017).

Previsbes recentes de agéncias internacionais apontam que os
combustiveis fosseis permanecerdo como fonte dominante de energia por, pelo
menos, até 2035, garantindo o incremento de suprimento de energia para suportar
metade do crescimento da demanda mundial (CHAMBRIARD, 2017). Entretanto, a
crise energética mundial € a resposta a insuficiéncia progressiva dos recursos néao
renovaveis e legislagdes cada vez mais rigidas para a redugcdo das emissdes de
carbono (COMMONER, 1976).

Para enfrentar este novo cenario, a busca por fontes alternativas na matriz
energética e por combustiveis mais limpos é cada vez maior (ELLABBAN; ABU-RUB;
BLAABJERG, 2014). Paises como Estados Unidos, China e Alemanha investem cada
vez mais em pesquisas para tornar mais eficiente a captagdo e a distribuicdo de
energia solar e edlica. Ja o Brasil apresenta uma matriz energética diversificada, tendo
quase metade dela proporcionada por fontes renovaveis, como a hidrelétrica e os
biocombustiveis (FERRAZ; CODICEIRA, 2017).

Os investimentos em producédo de biocombustiveis a partir da cana-de-
acgucar e na construgao de usinas hidrelétricas trazem o Brasil para um patamar de
um dos paises com matriz energética mais limpa do mundo. Além disso, a integragao
do uso de biomassa vegetal pode fazer com que o pais alcance em 2050 uma matriz
energética 100% renovavel (GREENPEACE, 2016).

A conversao industrial sustentavel de biomassa em biocombustiveis e
produtos com alto valor agregado ainda necessita de uma reestruturagdo econdémica
baseando-se em novos métodos de pesquisa e desenvolvimento (PERVAIZ;
CORREA, 2009). Novas tecnologias para biorrefinarias, que envolvem processos de
conversdo integrada de biomassas para a produgcdo de combustiveis, energia e
produtos quimicos, vem sendo difundidas (MAITY, 2015).
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As biomassas podem ser classificadas basicamente em vegetais lenhosos
e nao lenhosos, além dos residuos organicos. A biomassa vegetal inclui residuos
agricolas e florestais, gramineas, culturas lenhosas, dentre outros. Sdo compostas
basicamente por celulose, hemiceluloses, lignina, além de outros compostos
minoritarios, sendo considerada a unica, entre 0s recursos renovaveis, com
capacidade de ser convertida em combustiveis, produtos quimicos e energia (U.S.
DOE, 2012). Entretanto, muitas dessas biomassas sao frequentemente eliminadas
como residuos e queimadas sem aproveitamento energético do material (DAWSON;
BOOPATHY, 2007; SAHA; LIU; SLININGER, 2008; SUHARDI et al., 2013).

Em alguns paises como Brasil e China, a cana-de-agucar € uma das
culturas mais eficientes na fixagcdo da energia solar em energia quimica (agucares)
para obtencdo de biocombustiveis (TEW; COBILL, 2008). Dispondo dessa
caracteristica, a cana-energia foi desenvolvida para contribuir com o sustento
econdmico da industria canavieira (SUHARDI et al., 2013). Com um maior teor de
fibras e menor teor de sacarose em relacdo a cana-de-acucar convencional, a cana-
energia € uma fonte promissora para a produgao de etanol celuldsico e co-geragao de
energia, pois gera grandes quantidades de biomassa que podem ser facilmente
transportadas até as biorrefinarias. Além disso, o fato do seu cultivo poder ser
realizado em solos de baixa fertilidade e com pouca disponibilidade de agua, faz com
que as areas destinadas as culturas alimentares nao sejam afetadas (COBILL, 2007).

A producéao de biocombustiveis e outros produtos de valor agregado a partir
de fontes lignocelulésicas como o bagago de cana-de-agucar ou cana-energia requer
etapas de pré-tratamento para reduzir a cristalinidade e recalcitrancia de
polissacarideos e separar a lignina e hemiceluloses da celulose (KUO; LEE, 2009;
MARTINEZ et al., 2005). Entretanto, o produto de interesse é que definira o tipo de
pré-tratamento e estratégias que devem ser adotadas para o processo de conversao
(FITZPATRICK et al., 2010).

O aproveitamento das hemiceluloses € um exemplo de processo que pode
sofrer variagcbes de acordo com a severidade do pré-tratamento escolhido.
Tratamentos de baixa severidade sdo vantajosos para a producdo de oligbmeros de
xilose (xilooligossacarideos), moléculas com amplo potencial na industria
farmacéutica e alimenticia. Ja os tratamentos de alta severidade (altas temperaturas,
longos tempos e presencga de catalisadores) apresentam baixos rendimentos para

producao destes oligbmeros e altos rendimentos para a xilose, monémero de agucar
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que pode ser metabolizado por alguns microrganismos para produgédo de alcoois,
acidos carboxilicos e aldeidos (MOURE et al., 2006; NABARLATZ et al., 2007; TUOHY
et al., 2003).

Os xilooligossacarideos (XOS) sao constituidos principalmente por
unidades de xilose e podem apresentar atividades prebidticas, favorecendo a melhora
nas fungdes intestinais, agdo imunoldgica, antimicrobiana, antioxidante e outros
beneficios a saude (SAMANTA et al., 2015). Os XOS possuem um alto valor de
mercado quando comparado aos outros produtos que podem ser obtidos dos
materiais lignocelulosicos, tais como etanol, nanocelulose e até mesmo energia
elétrica (CHEN et al., 2014a).

Desta forma, o presente trabalho explora pela primeira vez a estratégia de
desacetilagao seguida por pré-tratamento hidrotérmico de duas variedades de cana-
energia, a fim de maximizar a conversao das hemiceluloses em XOS. Parametros de
processos foram estudados, balangos de massa foram realizados e os oligbmeros
gerados foram caracterizados quanto ao grau de polimerizagao.

Esse trabalho esta inserido no projeto de pesquisa tematico da FAPESP
(Processo: 15/50612-8): “An integrated approach to explore a novel paradigm for
biofuel production from lignocellulosic feedstocks”.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Estudar condigdes operacionais para maximizar a produgao de

xilooligossacarideos (XOS) utilizando duas variedades de cana-energia por meio de

pré-tratamentos combinados (desacetilagdo seguida por pré-tratamento hidrotérmico).

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Como obijetivos especificos temos:

Estudar, em escala laboratorial, parametros de processo como tempo,
temperatura e concentracdo de hidréxido de sédio visando maximizar a
remogao de grupos acetila das hemiceluloses para as duas variedades de
cana-energia;

Utilizando o material desacetilado obtido na melhor condi¢do operacional
(referente ao objetivo especifico i), estudar, em escala laboratorial, pardmetros
de processo como tempo, temperatura e concentragdo de acido sulfurico
visando maximizar a produgao dos XOS, utilizando as duas variedades de
cana-energia;

Avaliar as melhores condigcdes de processo em termos de seletividade,
rendimento e perdas dos produtos de interesse, considerando cada uma das
etapas de processo e biomassas empregadas;

Caracterizar e quantificar os XOS obtidos apds a etapa de pré-tratamento

combinado por meio de técnicas cromatograficas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 A CANA-ENERGIA

A cana-de-agucar € uma graminea da familia Poaceae, pertencente ao
género Saccharum utilizada principalmente para a produgdo de agucar e etanol. A
planta foi introduzida no Brasil no inicio do século XVI, sendo encontrada
principalmente nas regides tropicais e subtropicais do pais (ROSILLO-CALLE; BAJAY;
ROTHMAN, 2005). A maior parte da cana-de-agucar cultivada nos dias de hoje é
resultado do cruzamento genético das espécies do género Saccharum, denominada
por Saccharum spp. (ALMEIDA; ROCHELLE; CROCOMO, 1995). A cana é
constituida por raizes e rizomas que compdem a parte subterranea da planta,

enquanto o colmo, as folhas e flores estao presentes na parte aérea (Figura 3.1).

Pontas

Figura 3.1 — Estrutura da cana-de-agucar: a parte aérea € composta por folhas, pontas
e colmos, enquanto a parte subterranea € composta de rizomas e raizes. Fonte:
adaptado de (STUBBS, 1900).

O colmo da cana-de-agucar constitui um sistema de duas fases: sélida e
liquida. A parte sélida conhecida como fibra € composta basicamente por celulose,

hemiceluloses e lignina, enquanto a parte liquida (caldo), geralmente contém uma
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grande variedade de substéncias organicas, entre as quais, aproximadamente 90%
de sacarose (AUDE, 1993).

A cana-energia € um hibrido da cana-de-agucar comercial e a cana-de-
agucar selvagem, buscando alcangar altos teores de fibras e baixos teores de
sacarose. Assim, a cana-energia se difere da cana-de-agucar comercial por possuir
aproximadamente o dobro de conteudo de fibra e menores niveis de sélidos soluveis
totais (°Brix) (CARVALHO-NETTO et al., 2014; DOS SANTOS et al., 2016; KIM; DAY,
2011; SHIELDS; BOOPATHY, 2011).

Com maior teor de fibra, maior vigor e rusticidade, a cana-energia
apresenta vantagens econémicas e ambientais porque seu cultivo n&o exige um solo,
clima, agua e nutrientes ideais como as variedades comerciais. A cana-energia se
apresenta mais resistente a pragas e doengas, bem como maior capacidade
competitiva contra ervas daninhas. Todos estes fatores resultam em maior eficiéncia
no cultivo, sendo este um parametro essencial para escolha das opgdes energéticas
a serem consideradas com o objetivo de preservacgao e sustentabilidade ambiental
(GONZALEZ-HERNANDEZ et al., 2011; HILL et al., 2006; JOHNSON M.D.; GESCH,
R.; JARADAT, A., MITCHELL, R.; REICOSKY, D.; WILHELM, W.W., 2007).

A cana-energia também apresenta a vantagem de produzir mais talos, o
que permite maior indice de multiplicagdo,1:30 ou mais, ou seja, a cada hectare de
cana-energia, € possivel gerar cana-energia suficiente para plantar em 30 hectares,
contra a taxa comum de cultivares de cana-de-agucar comerciais que é de 1:10
(CARVALHO-NETTO et al., 2014).

A composi¢ao quimica da fragdo solida de algumas variedades de cana-
energia (Tabela 3.1) € comparavel com cultivares de cana-de-agucar comercial, que
apresentam entre 40-43% de celulose, 20-24% de hemiceluloses e 24-27% de lignina
(AGUILAR et al., 2002; RABELO; FILHO; COSTA, 2009; RUDOLF et al., 2008; TYLER
B. MARK, 2009; ZAPATA, 2007).
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Tabela 3.1 — Composigao quimica do bagago de cana-energia.

Componente (QIU; AITA; (AITA; SALVI; (KIM; DAY,
WALKER, 2012) WALKER, 2011) 2011)
Celulose 40,87+0,22% 45,53+0,39% 43,3%
Hemiceluloses 22,3510,15% 27,40+0,52% 23,8%
Lignina 24,81+0,14% 24,95+0,43% 21,7%
Outros 2,93+0,05% 2,12+0,06% 0,8%

3.2 ESTRUTURA E COMPOSIGCAO DA PAREDE CELULAR VEGETAL

A parede celular vegetal € uma estrutura lignocelulésica constituida por trés
principais compostos organicos: celulose, hemiceluloses e lignina (Figura 3.2), que
nao sdo distribuidos uniformemente. A estrutura e quantidade desses componentes
variam de acordo com a espécie, tecido e maturidade da parede celular vegetal
(ISIKGOR; BECER, 2015).

P coniferilico
cumarilico zinapilic

Celulose

Hexoses

GIersE Manose Gala:tuse Ramnus
If’f ‘ffﬁfgf @ ® ® O

Giucurunoarab:nux lana

Hemiceluloses

Figura 3.2 — Estrutura da parede celular vegetal e seus principais componentes.
Fonte: adaptado de (ISIKGOR; BECER, 2015).
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3.2.1. Celulose

A celulose € um homopolissacarideo linear composto por unidades de D-
glicose unidas por ligagdes do tipo p-1,4-glicosidicas (Figura 3.3), através da
eliminacdo de uma molécula de agua, duas unidades adjacentes formam um dimero

de glicose também conhecido por celobiose, que é a unidade minima da celulose

(FENGEL; WEGENER, 1989).
OH O
HO OH o HO OH HO OH
HO o o o o H
o] HO OH o o OH
OH OH OH
l I
Figura 3.3 — Representagao esquematica da estrutura de um fragmento de celulose.

| 1
Fonte: adaptado de (KLEMM et al., 1998).

celobiose

A celulose é representada pela formula quimica (CsH1005)n; sendo n, o grau
de polimerizagao (DP), que é o numero de grupos de glicose, que pode variar de
centenas a milhares (CHEN, 2014).

Esse polissacarideo é o principal constituinte da parede celular vegetal,
sendo disposto de forma variavel, possuindo estruturas cristalinas, que séo partes
organizadas e impermeaveis, e estruturas amorfas, constituidas por partes nao tao
bem organizadas e permeaveis (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Tais estruturas
encontram-se entrelagadas como resultado de ligagdes de hidrogénio entre moléculas
de glicose, apresentando fibras compactas e resistentes a degradagcdo (ARANTES;
SADDLER, 2010; SANTOS et al., 2012; ZHANG, 2008).

3.2.2. Hemiceluloses

As hemiceluloses sao heteropolissacarideos complexos, compostos por
mondmeros como glicose, manose, galactose, ramnose e no caso das gramineas,
principalmente por xilose e arabinose (CASSALES et al.,, 2011; ZHENG; PAN;
ZHANG, 2009).

Devido a sua natureza n&o cristalina, as hemiceluloses s&o mais

susceptiveis a despolimerizacdo do que a celulose (especialmente em condigdes
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acidas), podendo ser facilmente decompostas em mondmeros, um aspecto de seu
comportamento que é explorado por muitas estratégias de desconstrugéo (ASHTER,
2017; BRANDT et al., 2013).

A xilana é o principal polissacarideo das hemiceluloses, sendo que em sua
cadeia pode haver ramificagbes com diferentes grupos funcionais ligados. Além da
xilose, pode-se encontrar acidos urénicos, arabinose, grupos acetila, acido ferulico e

p-cumarico (Figura 3.4).

acido ferilico

Figura 3.4 — Representacao estrutural geral da xilana da parede celular vegetal.
(Dependendo da fonte, podem ndo possuir todas as ligagbes mostradas). Fonte:
adaptado de (DODD; CANN, 2009).

As xilanas est&o dispostas de forma linear e sdo unidas por ligagdes p3-1,4-
glicosidicas. O grau de polimerizagdo das hemiceluloses em gramineas € inferior a

100, bem menor em relagéo a celulose (CHEN, 2014).

3.2.3. Lignina

A lignina é uma macromolécula fendlica de estrutura tridimensional que
esta presente na parede celular das plantas. Fornece rigidez a parede das células,
auxiliando no transporte de liquidos, nutrientes e metabdlitos, além de ser uma
barreira contra o ataque de microrganismos (ASHTER, 2017; FENGEL; WEGENER,
1989).

Esse polimero tem uma natureza quimica altamente complexa e sua

estrutura depende dos seus derivados, que diferentemente de outros polimeros sao
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alcoois aromaticos: coniferilico, sinapilico e p-cumarilico, (Figura 3.5) dando origem
aos mondmeros guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenila (H), respectivamente
(ASHTER, 2017; CHEN, 2014).

CH,0H CH,0H CH,OH
CH CH CH
P =~
HC we? He?
HaCO H3CO OCH;
OH OH OH
Alcool pcumarilico (1) Alcoal coniferilico (1) Alcool sinapilico (IIl)
H4CO H3CO OCH;
OH OH OH
p-hidroxifenila (H) Guaiacila (G) Siringila (S)

Figura 3.5 — Alcoois precursores das ligninas: () p-cumarilico, (Il) coniferilico e (ll1)

sinapilico e seus mondmeros: (H) p-hidroxifenila, (G) guaiacila e (S) siringila.

A composicédo da lignina varia dependendo da familia a qual a planta
pertence. Em gramineas, a lignina incorpora propor¢des similares de G, S e H,
enquanto em gimnospermas, predomina o tipo G e angiospermas predomina os tipos
G e S (BAUCHER et al., 2003; HIGUCHI, 2006).

3.2.4. Materiais nao-estruturais: Extrativos e Cinzas

Materiais nao-estruturais compreendem uma variedade de substancias
quimicas que nao fazem parte da parede celular, porém estao presentes na biomassa
lignoceluldsica e sdo responsaveis por determinadas caracteristicas das plantas como
cor, cheiro, sabor, resisténcia natural ao apodrecimento e propriedades abrasivas. As
fragdes extraiveis (compostos soluveis em solventes neutros) séo representadas por
terpenos, resinas e fenodis, podendo incluir carboidratos de baixo peso molecular,
alcaloides e lignina soluvel (KLINKE; THOMSEN; AHRING, 2004). Ja as fragbes n&o
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extraiveis (cinzas), s&o residuos inorganicos resultantes da queima da biomassa a
altas temperaturas, dentre eles, carbonatos alcalinos, alcalino-terrosos e oxalatos.
Sua ocorréncia varia de acordo com a espécie vegetal, idade, condicbes de

crescimento, entre outros aspectos (KLASS, 1998).

3.3 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA

O pré-tratamento € uma das etapas operacionais mais relevantes e
custosas envolvidas na produgdo do etanol a partir da biomassa lignoceluldsica
(CAPOLUPO; FARACO, 2016). O principal objetivo desta etapa é promover uma
modificagdo fisico-quimica no material e solubilizar parte dos componentes da
biomassa, diminuindo a sua recalcitrancia. A reducao da cristalinidade da celulose,
solubilizacdo das hemiceluloses e separagdo da matriz de lignina/carboidratos

facilitam as etapas subsequentes dos processos (ALVIRA et al., 2010) (Figura 3.6).

Lignina
//Ceuose
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Figura 3.6 — Acao do pré-tratamento em materiais lignocelulésicos. Fonte: adaptado
de (MOSIER et al., 2005).

Diferentes tipos de pré-tratamento, incluindo biolégicos, fisicos e quimicos
ou ainda uma combinacgao entre eles, tém sido sugeridos nos ultimos anos (GUPTA;
VERMA, 2015). Entretanto, a escolha do pré-tratamento mais adequado para cada
processo envolve muitas variaveis, tais como a natureza da biomassa, produtos

desejados e aplicagdo dos mesmos, custos e impacto ambiental. Existem outros
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fatores que também precisam ser considerados: manutencdo dos equipamentos,
possibilidade de usar altas concentragdes de sdélidos, minimizar a degradagao dos
agucares em compostos téxicos, recuperacdo da lignina e consumo energético
(ALVIRA et al., 2010; KUMAR et al., 2009).

Os pré-tratamentos quimicos e fisico-quimicos s&o os mais utilizados por
promoverem um aumento da area superficial da biomassa por meio da redug¢do do
tamanho de particula e do grau de cristalinidade da celulose ou provocando
desfibrilacdo da mesma. As tecnologias para esses tipos de pré-tratamento incluem
explosao a vapor (catalisado ou nao), hidrotérmico, acidos diluidos, alcalis, liquidos
iGnicos ou solventes organicos, que promovem modificagdes quimicas e estruturais
na parede celular vegetal (ALVIRA et al., 2010; GUPTA; VERMA, 2015; PEDRAZA et
al., 2014; DA SILVA et al., 2010).

A Figura 3.7 apresenta as principais rotas de decomposicdo dos

macrocomponentes das biomassas lignoceluldsicas.
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Figura 3.7 — Principais rotas de formagé&o de inibidores de processos de fermentagao.
Decomposigao de lignina gerando compostos fendlicos, enquanto derivados furanicos
e acidos alifaticos sdo formados como resultado da degradacéo de carboidratos da
hidrolise da celulose e hemiceluloses. Fonte: adaptado de (DOS SANTOS et al.,
2016).
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Apenas alguns tipos de pré-tratamento sdo considerados eficientes e ao
mesmo tempo economicamente viaveis, incluindo explosao a vapor, hidrotérmico e
acido diluido. Entretanto, os trés métodos apresentam algumas desvantagens e
limitagdes, tais como a baixa eficiéncia na remogédo de lignina e diminui¢do da
cristalinidade da celulose (GUPTA; VERMA, 2015). Desta forma, é necessario
desenvolver novas tecnologias de pré-tratamentos robustas para gerar separadas
correntes de interesse ricas em celulose, hemiceluloses e lignina que serao
convertidas em produtos de valor agregado. Além disso, as novas tecnologias
precisam proporcionar para as biorrefinarias uma redugéo dos custos de investimento

e manutencao das unidades operacionais.

3.3.1 Fator de severidade

O fator de severidade € um parametro muito utilizado para comparar
diferentes condicbes de pré-tratamentos, tendo como objetivo simplificar a
interpretacao dos dados através do efeito combinado entre os parametros temperatura
e tempo como descrito por OVEREND; CHORNET; GASCOIGNE, (1987) pela

equacao 3.1:

T()-100

Ro=["expl @ Jdt (3.1)

Aplicando o logaritmo na funcéo, temos a equacgao 3.2:

log (Ro) = t.(F2=2) (3.2)

14.75

onde t é o tempo de residéncia (min), T(t) é a temperatura do pré-tratamento (°C), 100
€ o valor da temperatura de referéncia (temperatura considerada para iniciar a reagao)

€ », uma constante arbitraria que equivale a 14,75.
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3.3.1.1 Fator de severidade combinado

Para os pré-tratamentos realizados na presenga de catalisador acido, a
equacao utilizada para calcular o fator de severidade deve ser ajustada de acordo com
o valor final do pH do hidrolisado. O resultado desse novo calculo € denominado por

fator de severidade combinado, e é determinado pela equacgéo 3.3:

Aplicando o logaritmo na funcéo, temos a equacgao 3.4:

log(Ro) = log(Ro) — pH (3.4)

Esse ajuste deve ser feito pois a reacdo ndo atinge toda a biomassa de
forma igual (ABATZOGLOU et al., 1992; CHUM et al., 1990).

3.4 BIORREFINARIAS

O conceito de biorrefinarias, analogo as refinarias de petréleo, vem da
capacidade de produzir diferentes produtos com base em diferentes biomassas
(Figura 3.8).

Produtos Quimicos
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Figura 3.8 — Diagrama do conceito de biorrefinaria e refinaria mostrando o potencial

de valor agregado dos produtos.
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Uma biorrefinaria pode ser considerada, de uma forma geral, uma planta
industrial de processamento que, ao utilizar biomassa lignocelulésica como insumo e
ter seus processos e equipamentos altamente integrados, produz uma gama de
produtos de maior valor agregado, como combustiveis, energia e produtos quimicos
(CHERUBINI, 2010). As biorrefinarias podem ser classificadas de acordo com o tipo
de plataforma utilizada, os tipos de produtos a serem produzidos, a matéria-prima e

processos de conversao (ALVIM et al., 2014).

As matérias-primas que podem ser processadas em uma biorrefinaria séo
divididas em quatro categorias de acordo com a sua natureza quimica: fontes
amilaceas e sacarinas (milho, trigo, aveia e cana-de-agucar, sorgo, beterraba), fontes
trigliceridicas (mamona, macauba, 6leo de microalgas), fontes lignocelulésicas
(palhas e bagagos de diferentes biomassas vegetais e gramineas) e biomassa
aquatica (microalgas) (ALVIM et al., 2014; MAITY, 2015). Fazer o uso dessas
diferentes fontes alternativas para producao de energia e varios produtos de maneira
sustentavel é requisito obrigatério para conseguir manter as demandas atuais da
humanidade e diminuir a emissao de gases do efeito estufa na atmosfera (AMIDON;
LIU, 2009; PARIS; TAVARES CARDOSO; FONSECA, 2015).

3.5 PRODUCAO DE XOS A PARTIR DAS HEMICELULOSES

A fragdo hemicelulésica, que pode ser extraida de materiais
lignoceluldsicos, contém uma gama de moléculas que podem ser convertidas a
diferentes produtos (RAMBO; SCHMIDT; FERREIRA, 2015). Destacam-se a obtencgéo
de xilose, que pode ser utilizada para producéo de etanol e xilitol, por exemplo; furfural
que pode ser utilizado como intermediario quimico para uma gama de produtos, acido
acético, xilooligossacarideos (XOS), dentre outras moléculas (KAUR; NI, 2015;
MANDELLI et al., 2014; VENKATESWAR RAO et al., 2015).

Industrialmente, os XOS s&o obtidos a partir de biomassas lignoceluldsicas
através da hidrdlise acida do material, seguida por etapas de purificacdo (QUINONES
et al.,, 2015; SAMANTA et al., 2015). A Tabela 3.2 resume algumas técnicas de
obtencao de XOS com suas principais vantagens e desvantagens.



Tabela 3.2 — Vantagens e desvantagens de algumas técnicas de obtenc¢ao de XOS.
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de-acgucar

grupos acetila presentes na
xilana

XOS

Método Matérias-primas Vantagens Desvantagens Referéncia
Baixa degradacao das
. Bagago de cana- hemlcelulosias e pelplose; Consumo.dle reagentes; requer (NASCIMENTO et al.,
Alcalino alta remocao da lignina e | etapa adicional para produzir

2016)

Autohidrolise/
hidrotérmico

Bagaco de cana-
de-agucar

Nado requer adicdo de
catalisador (acido acético
gerado durante a clivagem do
grupo acetila atua como
catalisador)

O hidrolisado contém alto teor
de lignina soluvel, xilose,
furfural e hidroximetilfurfural;
XOS com alto grau de
polimerizagao

(CARVALHEIRO et
al., 2016; NAKASU et
al., 2017)

Hidrélise acida

Sabugo de milho

Alta solubilizacao das
hemiceluloses, gerando altas
concentracbes de acgucares
monomeéricos; fragdo soélida
com alto teor de celulose e
lignina

Corrosdo dos equipamentos;
gasto de energia para
recuperacao dos acidos
empregados; clivagem
aleatdria dos XOS

(LIN et al., 2017)

Hidrélise
enzimatica

Sabugo de milho

Alto grau de especificidade;
condicbes reacionais
brandas; baixo consumo de
energia; ndo gera produtos
de degradacgao

Baixos rendimentos em
materiais nao tratados; custo
elevado das enzimas; alto
controle da reacéo para evitar
formacéao de xilose

(CHANG et al., 2017)

Exploséo a vapor

Palha de arroz

Transformagdo da lignina;
solubilizag&o das
hemiceluloses

Geracgao de compostos
inibitérios; degradacao parcial
das hemiceluloses; ruptura
incompleta da matriz lignina-
carboidrato

(ADITIYA et al., 2016;
SHARMA et al.,
2015)
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Dentre os fatores que podem prejudicar os altos rendimentos de XOS a
partir das hemiceluloses, empregando tratamentos ndo enzimaticos, esta a presenca
de grupos acetila ligados as cadeias das xilanas.

Durante a etapa de pré-tratamento da biomassa, os grupos acetila podem
ser liberados na forma de ion acetato (em solugdo aquosa, acido acético).
Dependendo da concentragdo no meio reacional, o acido aceético pode atuar como
catalisador e degradar os polissacarideos a produtos de degradacdao (CHANG;
HOLTZAPPLE, 2000; GARROTE; DOMINGUEZ; PARAJO, 2001). Desta forma,
realizar a desacetilagdo do material antes do pré-tratamento é essencial para alcangar
altos rendimentos de agucares e XOS (CASTRO et al., 2017).

Existem alguns trabalhos na literatura que relatam o emprego de
tratamentos brandos para palha de trigo, arvore-das-tulipas (Liriodendron tulipifera),
farelo de milho, capim (Saccharum spontaneum) antes do pré-tratamento com o
objetivo de remover os grupos acetila e solubilizar parcialmente a lignina no licor
alcalino (CHAUDHARY; SINGH; GHOSH, 2012; CHEN et al., 2014b; CHO et al., 2010;
SHEKIRO et al., 2014). No entanto, esses trabalhos tinham como foco avaliar o efeito
da desacetilagdo na solubilizagédo das fragdes polissacarideas ou na remogao deste
acido para minimizar os efeitos fermentativos.

Dentro do ambito do conceito apresentado, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar a produgao de XOS (Figura 3.9) a partir de duas variedades de cana-
energia, empregando processos de pré-tratamento sequencial: desacetilagdo seguida

por pré-tratamento hidrotérmico.

XILANA XO0sS
0
Desacetilagso H o
sicalina ?‘mm X2 - Xilobiose
) o OH OH
" . v *?'—0’%0\/% ° 0, . i
o u,c,{’ \owt Wm ‘Z.Q,‘;\:‘O“ X3 - Xilotriose

o
0. = - . .
o o 2 ou‘. o], — X4 - Xilotetraose
= OH Hidrotérmico " .
- o
%W%ﬁ;\, X5 - Xilopentaose
oM

"%%TQ«QV,Z A N X6 - Xilohexaose
L 4 on

Figura 3.9 — Estrutura representativa da xilana e XOS provenientes de materiais

lignoceluldsicos.
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De acordo com o tematico da FAPESP (Processo: 15/50612-8): “An
integrated approach to explore a novel paradigm for biofuel production from
lignocellulosic feedstocks”, leveduras serdo modificadas para ter capacidade de
converter oligossacarideos em bioprodutos. Assim, os XOS serao produzidos a partir
de hidrolisados hemicelul6sicos visando aumentar a eficiéncia energética das
matérias-primas nas usinas de conversao de lignocelulose, com objetivo de alcangar
relevante impacto econdmico-ambiental em setores industriais onde as matérias-

primas se originaram.

Em 1990 OKAZAKI; FUJIKAWA e MATSUMOTO realizaram testes (in vivo)
para analisar os efeitos dos XOS no intestino de humanos e concluiram que quando
ingerido 1g por dia, bactérias intestinais cresciam seletivamente. Em 1995, GIBSON
e ROBERFROID definiram o termo prebidtico, como sendo “um ingrediente alimentar
nao digerivel que afeta beneficamente o hospedeiro, estimulando seletivamente o
crescimento e/ou atividade de um ou de um numero limitado de bactérias no intestino
e, assim, melhora a saude do hospedeiro”. Com essa definicdo, muitos trabalhos

surgiram afirmando que XOS eram prebidéticos.

Em 2004, GIBSON et al. concluiram que n&o existiam evidéncias
suficientes para considerar XOS como prebidticos. Porém GULLON et al., (2008)
apresentaram estudos de XOS com DP < 4 sendo particularmente interessantes para
aplicagdes prebidticas. Estudos mais recentes indicam aumento da atencgao
direcionada aos XOS como potenciais prebidticos (RASTALL; GIBSON, 2015).

Em dezembro de 2016 um grupo de especialistas em microbiologia,
nutricdo e pesquisa clinica foi convocado pela Associagao Cientifica Internacional de
Probiodticos e Prebidticos para revisar a definicdo e aplicacdo dos prebidticos. A
definicdo atualizada diz que o prebidtico € um substrato utilizado seletivamente por
microrganismos hospedeiros que oferecem um beneficio para a saude, com tal
definigdo é possivel expandir o conceito para incluir substancias nao-carboidratos,
aplicagcbes em locais do corpo diferentes do trato gastrointestinal e diversas categorias
diferentes dos alimentos (GIBSON et al., 2017).

E importante destacar que para producdo de XOS a etapa de purificacdo
da xilana extraida torna-se fundamental, o que implica em uma cuidadosa selecéo de
tecnologias empregadas em sua produgcdo (RASTALL, 2010). O hidrolisado deve

passar por uma etapa de purificagdo para remover monossacarideos e outros
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compostos indesejaveis com a finalidade de obter a maior quantidade de XOS com o
grau de polimerizagdo necessario e sua utilizagdo € classificada comercialmente
viavel quando sua pureza esta entre 75 e 95% (AACHARY; PRAPULLA, 2011).

Existem varios métodos de purificagdo como por exemplo: precipitagao
com etanol, carvdo ativado, coluna cromatografica, via enzimatica, ultrafiltracdo,
utilizagao de resinas poliméricas, dentre outros e a escolha de qual método utilizar é
feita com a finalidade de se obter alta eficiéncia, baixo custo, economia de energia e
ser ambientalmente favoravel (BURUIANA; VIZIREANU, 2014).
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Neste capitulo sdo apresentadas as metodologias empregadas para o
desenvolvimento deste trabalho. Os experimentos foram divididos em etapas

conforme apresentado na Figura 4.1.

BIOMASSA

|

[ Preparacdo da biomassa ]

. 4

[ Desacetilagéo alcalina ]

El LTRAQAO
(Separacéo S/L)
Fragdo Liquida Frag:ao Sélida

Pré-tratamento hidrotérmico
(producéo de XO8S)
FILTRACAO
(Separacdo S/L)

Fracdo Liquida Fracédo Solida
[ Celulignina ] X088

Figura 4.1 — Fluxograma simplificado das atividades do projeto.

4.1. PREPARACAO DA MATERIA-PRIMA

Biomassas de cana-energia previamente extraidas e moidas utilizadas nos
experimentos foram gentilmente cedidas pelas empresas GranBio e Vignis, ambas
localizadas em Campinas, Sao Paulo.

O material fornecido pela empresa GranBio, variedade Vertix 2 — VX

121744 (Figura 4.2), foi coletado na cidade de Cerqueira César, Sao Paulo, composto
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por aproximadamente 2,5 kg de bagago de cana-energia e estava armazenado na
forma congelada para evitar proliferacdo de microrganismos. O material foi
descongelado, seco em temperatura ambiente até atingir umidade relativa em torno
de 10% (m/m) e armazenado em sacos plasticos para posterior caracterizagéo e pré-

tratamento (Bagago G).

Figura 4.2 — Bagaco G — Vertix 2—121744.

O material fornecido pela empresa Vignis, variedade VG11-26, foi coletado
na cidade de Sao Pedro, Sao Paulo. O material, composto por aproximadamente 10
kg de bagaco de cana-energia integral (ponteiro, palha, colmo) umido (Figura 4.3), foi
seco em temperatura ambiente até atingir umidade relativa em torno de 10% (m/m) e
armazenado em sacos plasticos para posterior caracterizacdo quimica e pre-

tratamento (Biomassa V).

Figura 4.3 — Biomassa V — VG11-26.
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4.2. DESACETILAGAO ALCALINA

Com o objetivo de extrair os grupos acetila presentes nas hemiceluloses,
uma etapa de desacetilagao alcalina foi estudada utilizando as duas biomassas de
cana-energia (G e V). Um estudo cinético foi realizado por meio de um planejamento
experimental 22, com triplicata no ponto central, conforme apresentado na Tabela 4.1.
Ensaios foram realizados nos tempos de 15, 30, 45 e 60 min, para cada uma das

condi¢des operacionais estabelecidas.

Tabela 4.1 — Planejamento experimental para os estudos de desacetilagao alcalina.

Niveis
Fatores
-1 0 +1
Temperatura (°C) 40 60 80
NaOH (mg/gbagaco) 60 80 100

Os tratamentos foram realizados em frascos Schott de 1 L contendo 30 g
(massa seca) de bagaco e concentragdo solido:liquido de 10% (m/m). As misturas
foram homogeneizadas e os frascos contendo a solugéo, na concentragao apropriada,
fechados e colocados em banho-maria na temperatura do ensaio. Apds os tempos
estipulados, os frascos foram imediatamente imersos em um banho de gelo para
cessar a reagao.

Apbs o completo resfriamento, o pH da mistura foi medido e as fragdes
solidas e liquidas separadas utilizando filtros de tecido. Os sdlidos recuperados em
cada condigao foram lavados com agua corrente até atingir pH neutro, centrifugados
e secos em temperatura ambiente até atingir cerca de 10% de umidade e
armazenados em sacos plasticos para posterior caracterizagdo quimica.

O licor resultante da etapa de desacetilacdo alcalina, para cada um dos
ensaios, foi acidificado com acido sulfurico concentrado até pH 2 e centrifugado por
10 minutos a uma rotagdo de 8000 rpm. O sobrenadante foi armazenado em tubo
falcon e mantido sob refrigeracéo para posterior analise de HPLC. O precipitado foi
lavado exaustivamente com agua destilada até atingir pH neutro e utilizado para
determinar o conteudo de lignina insoluvel.

Com os dados obtidos das analises gravimétricas e de composigao,

balancos de massa foram realizados para selecdo da melhor condicdo de
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desacetilagdo. A selecgédo foi realizada baseada na eficiéncia de remogao dos grupos

acetila e menores perdas de hemiceluloses.

4.3. PRE-TRATAMENTO HIDROTERMICO DO MATERIAL DESACETILADO
PARA PRODUCAO DE XOS

Com as condigbes de desacetilagdo estabelecidas para o bagagco G e
biomassa V, maiores quantidades de material desacetilado foram geradas para os
estudos de producao de XOS. O procedimento utilizado foi o mesmo descrito no item
4.2.

O material desacetilado foi entdo utilizado para os estudos de produgao de
XOS. Para avaliar a necessidade ou ndo da presencga de acido para produgao dos
XOS, um estudo inicial, utilizando o bagaco de cana-energia G foi realizado.

Para este estudo, um planejamento fatorial 23, com triplicata no ponto
central, foi elaborado considerando o tempo (min), a temperatura (°C) e a
concentragdo de acido sulfurico (%, v/v) como varidaveis de processo, conforme

descrito na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Estudo inicial de pré-tratamento para producdo de XOS utilizando o
bagaco de cana-energia G.

Niveis
Fatores
-1 0 +1
Tempo (min) 5 10 15
Temperatura (°C) 170 180 190
Acido sulfarico (%, viv) 0 0,2 0,4

Como o acido nao ¢é tao atraente nesta etapa, por promover a hidrélise das
hemiceluloses e também dos XOS produzidos, um novo planejamento foi realizado
utilizando a biomassa V. Neste ensaio, foram explorados tempo e temperatura de
processos mais elevados, conforme descrito na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3 — Estudo das condicdes operacionais do pré-tratamento hidrotérmico para
producao de XOS utilizando o bagago de cana-energia V.

Temperatura (°C) Tempo (min)
190 10 15 20 25 30
200 5 10 15 20
210 5 10 15 20

Os pré-tratamentos hidrotérmicos foram realizados em reatores de ago inox
com capacidade de 0,5 L. Cerca de 25 g de material pesado em balanga analitica foi
transferido para o reator juntamente com a solugdo (agua deionizada ou agua
deionizada com acido sulfurico), considerando uma concentragao de solidos no meio
de 10% (m/m). Os reatores foram emergidos em banho termostatico de glicerina nas
condicbes de cada ensaio. Ao término da reacdo, o reator foi transferido
imediatamente para banho de gelo e, apds o resfriamento, as fragbes obtidas foram
separadas utilizando um filtro de tecido. As amostras sélidas obtidas foram lavadas
até pH neutro e centrifugadas para retirada do excesso de agua. Os materiais foram
mantidos a temperatura ambiente até atingir umidade préxima de 10% e armazenados
em sacos plasticos para posterior caracterizagdo quimica. A fragdo liquida foi

armazenada sob refrigeragéo para posterior quantificagdo quimica.

4.3.1. Fator de severidade combinado

O fator de severidade combinado foi utilizado como ferramenta para avaliar o
quéo severo foi o pré-tratamento empregado na biomassa vegetal de acordo com suas
condicdes pré-definidas. Os calculos foram baseados no trabalho de OVEREND;
CHORNET; GASCOIGNE, (1987), como descrito no item 3.3.1.1. Através dos valores
obtidos e analise dos resultados, foi possivel delinear condicdes otimizadas dos preé-

tratamentos de acordo com o produto de interesse desejado.

4.4. CARACTERIZAGAO QUIMICA DA BIOMASSA

A composicao quimica das biomassas in-natura e ap6s cada etapa de pré-

tratamento foi determinada utilizando os procedimentos descritos a seguir.
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4.4.1. Determinacao do teor de umidade da biomassa

Os teores de umidade das biomassas in-natura e pré-tratadas foram
determinados no analisador de umidade por infravermelho GEHAKA® - V2000
utilizando aproximadamente 0,5 g de material previamente homogeneizado e
temperatura de 105°C. As analises foram realizadas em triplicata. Com o teor de
umidade do material, a quantidade de massa umida a ser usada nos ensaios

experimentais foi determinada de acordo com a equacéo 4.1:

Massaseca (g) X 100

Massagmida (g) =

(4.1)

100—umidad (%)

4.4.2. Determinagao de cinzas totais na biomassa

O teor de cinzas (inorganicos) presente na biomassa foi determinado de
acordo com o procedimento do NREL (National Renewable Energy Laboratory)
‘Determination of Ash in Biomass” descrito em SLUITER et al., (2008a).
Aproximadamente 2,0 g de amostra homogeneizada foram pesadas em cadinhos de
porcelana com massa previamente determinada e submetidas a calcinagcado a 105°C
por 18 minutos, 250 °C por 37 minutos e 575 °C por 3 horas e 20 minutos. Os cadinhos
foram transferidos para uma estufa a 105°C por 3h e transferidos para um dessecador
até atingir temperatura ambiente para serem pesados. O teor de cinzas foi calculado

a partir da equacéao 4.2:

M3-M4

Teor de cinzas () = ( )x 100 4.2)

Onde:
M1: Massa do cadinho de porcelana tarado, em gramas;
M2: Massa da amostra inicial (base seca), em gramas;

Ms: Massa do cadinho de porcelana + cinzas totais, em gramas.
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4.4.3. Determinagao de extrativos da biomassa

A determinacgéo de extrativos das amostras de cana-energia foi realizada
empregando o sistema de extragdo acelerada por solvente ASE® Dionex 350 (Thermo
Scientific, EUA) de acordo com o procedimento do NREL, “Determination of
Extractives in Biomass” descrito em SLUITER et al., (2008b). O procedimento tem por
finalidade remover material n&o estrutural da biomassa para quantificagao da lignina
e dos carboidratos sem a presenca de interferentes e quantificar os extrativos para a
analise composicional do material. Aproximadamente 3 gramas de material
homogeneizado foi transferido para uma membrana de celulose e o conjunto foi
colocado no porta-amostra do equipamento. A extragao foi realizada com uma mistura
de solventes ciclohexano:etanol na proporgéo de 1:1. A lavagem do material foi feita
com agua deionizada. Apds o término de todo o processo, o material foi pesado, seco

a 105°C e pesado novamente. Para o calculo de extrativos é utilizada a equagéao 4.3:

(M;1-M3)

E (%) = x 100 (43)

Onde:
E: Teor de extrativos da biomassa expresso em %;
M1: Massa da biomassa seca e moida, em gramas;

M2: Massa da biomassa livre de extrativos (base seca), em gramas.

4.4.4. Determinagao de carboidratos, acidos, lignina total, furfural e 5-

hidroximetilfurfural na biomassa

As anadlises seguintes tém como objetivo a determinacdo de xilose,
arabinose, glicose, celobiose, acido acético, acido férmico, acido levulinico, furfural,
5-hidroximetilfurfural, lignina soluvel e insoluvel. Os procedimentos utilizados seguem
a literatura: “Preparation of Samples for Compositional Analysis” (HAMES et al., 2008),
“‘Determination of Sugars, Byproducts and Degradation Products in Liquid Fraction
Process Samples  (SLUITER et al., 2008c) , das normas ASTM (American Society
for Testing and Material) “Standard Test Method for Determination of Carbohydrates
in Biomass by High Performance Liquid Chromatography” (ASTM, 2007), e “Standard
Test Method for Determination of Acid-Insoluble Residue in Biomass” (FUELS, 2011).
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4441. Hidrolise do material com acido sulfurico

Primeiramente as biomassas in-natura ou pré-tratadas (com
aproximadamente 10% de umidade) foram moidas no moinho de facas (modelo
Pulverisette 19) e no moinho de impacto e cisalhamento (modelo Pulverisette 14) para
obter um material com granulometria < 0,08 mm. Amostras de 0,3 g, isenta de
extrativos moidas e secas, foram pesadas com precisdo de 0,1 mg em tubos
autoclavaveis de vidro com tampa rosqueavel e tratados com 3,0 mL de acido sulfurico
a 72% (m/m) em um banho termostatico a 30°C por 1 h. Em seguida foram
adicionados 84 mL de agua deionizada e os tubos foram autoclavados a 121°C por 1
hora. Os frascos foram retirados da autoclave, resfriados em banho de gelo até atingir
temperatura ambiente. O conteudo hidrolisado foi filtrado a vacuo em cadinho de
filtragdo previamente seco e pesado. O conteudo filtrado foi analisado quanto a lignina
soluvel, furfural, 5-hidroximetilfurfural, acidos (acético, férmico e levulinico) e
carboidratos (arabinose, celobiose, glicose e xilose) e o material retido no cadinho foi

utilizado para determinar a quantidade de lignina insoluvel.

4.4.4.2. Determinacdo de lignina soluvel

A quantidade de lignina soluvel foi determinada de acordo com GOUVEIA
et al., (2009). Foi medida a absorbéncia do hidrolisado em um espectrofotometro
Evolution™ 300 UV-Vis — Thermo Scientific no comprimento de onda de 280 nm
utilizando cubeta de quartzo. Para a leitura, o hidrolisado foi diluido em baldes
volumétricos de 50 mL com pH do meio ajustado para 12, para garantir que toda
lignina fosse solubilizada. Para o calculo de lignina soluvel, utilizou-se a equacgao 4.4:

Cis = 4,187.1072(A7 — App) — 3,279.107* (4.4)
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Onde:
Cis: Concentragédo de lignina soltvel, em g L,
Art: Absorbancia da solugéo, (lignina junto com os produtos de degradacao);

App = Cy&, + Cye,: Absorbancia dos produtos de decomposigdo dos agucares
(furfural e HMF), cujas concentragdes C1 e C2 foram determinadas por HPLC e €1 e €2
sdo as absortividades do furfural e HMF que valem 146,85 e 114,00 Lg'cm™’

respectivamente.

4.4.4.3. Determinagao de lignina insoluvel

O material retido apos a filtragem da etapa de hidrdlise acida, foi lavado
com agua deionizada. O cadinho com o material retido na placa porosa foi colocado
em uma estufa a 105 °C até atingir massa constante. Em seguida, o mesmo foi
removido da estufa e transferido para o dessecador até temperatura ambiente para
pesagem. Como uma parte do material insoluvel € constituido por inorganicos, o teor
de cinzas foi previamente determinado e descontado do valor de lignina insoluvel
obtida, evitando-se assim uma superestimagao dos dados. O calculo do teor de lignina

insoluvel para a biomassa in-natura segue na equagao 4.5:

Teor de lignina insoltvel gy = (Mlli\;aMc) X [1 - (%extlr%)] (4.5)

O célculo do teor de lignina insoluvel para a biomassa pré-tratada segue na
equacio 4.6:

Teor de lignina insoltvel gy = (Mlliv;M

) x 100 (4.6)

a

Onde:
Mii: Massa de lignina insoluvel seca, em gramas;
Mc: Massa das cinzas, em gramas;

Ma: Massa da amostra seca, em gramas.
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4.4.4.4. Determinacdo de carboidratos e acidos organicos

Os carboidratos celobiose, xilose, glicose e arabinose e os acidos acético,
féormico e levulinico presentes no filtrado da hidrdlise acida do material foram
quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As analises foram
realizadas empregando-se uma coluna Bio-Rad Aminex, HPX87H, equipada com pré-
coluna e detector por indice de refragdo (IR). As condi¢gbes de analise foram: volume
de injecdo de 50 pL; H2SO4 0,005 mol L' como fase mével, fluxo de 0,6 mL min,
temperatura do detector e do forno da coluna de 35 °C e tempo total de corrida de 30

minutos.

Amostras foram filtradas (1,5 mL) diretamente em vials utilizando
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com poro de 0,45 ym (Millex). As
curvas de calibragcédo foram construidas com padrdes e reagentes comerciais com alto
grau de pureza (padrao HPLC) em concentragdes conhecidas. As concentragbes dos
analitos foram obtidas pela correlagdo entre a area do cromatograma e sua respectiva
curva padrao. Para os calculos de concentracdo de carboidratos e acidos, foram

utilizadas as equacdes 4.7 e 4.8 respectivamente:

Carboidratos ) = (Ccl'vff'v) .100 4.7)
Acidos o) = (*47=7) 100 (4.8)

Onde:
Cc: Concentragéo dos carboidratos quantificados por HPLC, em g L;
Ca: Concentragado do acido quantificado por HPLC, em g L";

Ca: Fator de converséo da concentragéo polimérica dos carboidratos. Para a glicose,

celobiose, xilose e arabinose é 0,90; 0,95; 0,88 e 0,88, respectivamente;
Fc: Fator de conversao do acido (acético=0,72; formico=3,52; levulinico=3,52);
V: Volume do hidrolisado filtrado, em L;

M1: Massa de material utilizada na hidrélise descontado o teor de umidade, em

gramas.
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4.4.4.5. Determinacdo de furfural e 5-hidroximetilfurfural

Furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF) presentes no filtrado da hidrolise
acida do material foram quantificados por HPLC. As analises foram realizadas
empregando-se uma coluna C18 Acclaim 120 equipada com pré-coluna e detector
UV. As condi¢des de analise foram: volume de injegdo de 10 pL, acetonitrila em agua
(1:8 com 1% de acido acético) como fase moével, fluxo de 0,8 mL min', temperatura

do detector e do forno da coluna de 25 °C e tempo total de corrida de 40 minutos.

Amostras foram filtradas (1,5 mL) diretamente em vials utilizando
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com poro de 0,45 ym (Millex). As
curvas de calibragcédo foram construidas com padrdes e reagentes comerciais com alto
grau de pureza (padrao HPLC) em concentragdes conhecidas. As concentragbes dos
analitos foram obtidas pela correlagdo entre a area do cromatograma e sua respectiva
curva padrao. As areas dos picos correspondentes ao furfural e HMF foram utilizadas
para calcular suas concentragées na amostra com base nas suas respectivas curvas
padrdo. Para os calculos das concentragdes de furfural e HMF, foram utilizadas as

equacoes 4.9 e 4.10 respectivamente:

Furfural o) = (%575%) . 100 (4.9)
Cumr-Fe.V
HMF () = (Z2£52Y) 1100 (4.10)

Onde:

Cr: Concentragéo de furfural quantificado por HPLC, em g L";
Chwmr: Concentragdo de HMF quantificado por HPLC, em g L;
Fc: Fator de conversao do furfural, 1,37;

Frwvr: Fator de conversdo do HMF, 1,20;

V: Volume do hidrolisado filtrado, em L;

M1: Massa de material utilizada na hidrélise descontado o teor de umidade, em

gramas.
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4.5. COMPOSICAO QUIMICA DO HIDROLISADO

A composigado quimica dos hidrolisados foi determinada de acordo com o
procedimento proposto pelo NREL: “Determination of Sugars, Byproducts and
Degradation Products in Liquid Fraction Process Samples” (SLUITER et al., 2008c).
O volume de 15 ml dos hidrolisados obtidos apds o pré-tratamento hidrotérmico foram
transferidos para tubos de vidro e adicionada uma quantidade de acido sulfurico para
uma concentragédo de 4% (m/m), em seguida os tubos foram levados a autoclave, a
121°C durante 1 h. Os frascos foram retirados da autoclave, resfriados em banho de
gelo até atingir temperatura ambiente e o conteudo foi filtrado a vacuo em cadinhos
de filtragdo previamente secos e pesados.

Tanto o hidrolisado advindo do pré-tratamento quanto o hidrolisado obtido
no processo de pos-hidrolise, foram analisados por HPLC quanto a HMF e furfural,
acidos e carboidratos, como descrito nos itens 4.4.4.4 e 4.4.4.5. O teor de oligbmeros
foi calculado como a diferenga entre o teor de monémeros antes e apds 0 processo
de poés-hidrélise. A fracao hemiceluldsica foi definida como a soma dos teores de
xilose, arabinose e furfural, enquanto a fracao celulésica foi calculada como a soma

dos teores de glicose, celobiose, acido férmico, acido levulinico e HMF.

4.6. IDENTIFICAGAO E QUANTIFICACAO DOS XOS POR HPLC-DAP

Os xilooligossacarideos foram identificados e quantificados por
cromatografia de troca i6nica de alta performance com detecgdo amperométrica
pulsada (DAP) em um cromatografo Dionex ICS-5000+, equipado com coluna de
separacgao CarboPac PA-100 (4 x 250mm) e pré-coluna. A taxa de fluxo foi constante
de 1,0 mL min-', com um volume de injegdo de 20 uL e tempo de corrida de 38 minutos.
Foi utilizado um sistema de gradiente de solvente como fase mével, A (dgua), B
(acetato de sédio 500 mM e NaOH 80 mM) e C (NaOH 500 mM). A etapa inicial (0-10
minutos) ocorreu isocraticamente, utilizando 2% da solugéo B e 15 % da solugdo C. A
segunda etapa (10 - 20 minutos) ocorreu via gradiente linear crescente, variando de 2
- 20% da solucao B e de 15 - 50% da solugao C. A terceira etapa (20 - 28 minutos)
ocorreu isocraticamente, utilizando 20% da solugédo B e 50 % da solugdo C. A
penultima etapa (28 - 28,1 minutos) ocorreu via gradiente linear decrescente, variando
de 20 - 2% da solucéo B e de 50 - 15% da solucgédo C. A etapa final (28,1 - 38 minutos)
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ocorreu isocraticamente, utilizando 2% da solugdo B e 15% da solugdo C. A
concentragéo de cada oligdmero foi determinada utilizando uma curva de calibragao
previamente construida com padrboes de xilobiose, xilotriose, xilotetraose,

xilopentaose e xilohexaose.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. COMPOSIGAO QUIMICA DA CANA-ENERGIA G E V

As duas variedades de cana-energia escolhidas para o presente trabalho
tiveram primeiramente as composicdes determinadas antes de dar inicio aos
planejamentos experimentais. Os dados de caracterizagdo quimica da cana-energia

G e V sao apresentados na Tabela 5.1, e foram obtidos de experimentos em ftriplicata.

Tabela 5.1 - Composigao da cana-energia da G e V, utilizada neste trabalho, e outras

duas variedades de cana-energia descritas na literatura.

Componente Variedade de cana-energia
(% m/m) G \' L 79-1001(L)> L 79-1002°
Celulose 41,9+0,1 376+1,0 43,3 40,9+0,2
Arabinoxilana 241+04 251+1,0 23,8 22,4+0,2
Grupos Acetila 25+0,1 2,8+0,1 nd nd
Lignina Solavel 1,4+0,2 4,7+0,2 nd nd
Lignina Insoluvel 22,3+0,0 20,2+0,5 nd nd
Lignina Total 23,7+0,2 249+0,7 21,7 24,8 +0,1
Cinzas 1,1+0,1 55+0,6 0,8 1,4+0,0
Extrativos 7,3+0,1 6,3+0,2 nd 1,5+0,0
sl 100,7 £ 0,8 102,2+0,7 89,6 91,0
massa

nd: ndo determinado

aCana-energia [L 79-1001(L)] cultivada em Lake Charles, LA e descrita em (KIM; DAY,

2011).

bCana-energia (L79-1002) cultivada em “Louisiana State University Agricultural Center
Sugar Research Station” localizada em St. Gabriel, LA (QIU; AITA; WALKER, 2012).
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Pode-se observar que os dois materiais utilizados neste estudo apresentam
composi¢cao quimica similar a de outras variedades de cana-energia descritas em
outros trabalhos (KIM; DAY, 2011; QIU; AITA; WALKER, 2012).

As variagdes de composi¢cdo observadas entre as duas variedades deste
trabalho podem estar relacionadas ao fato da biomassa de cana-energia G ser
composta apenas por bagacgo, enquanto a biomassa de cana-energia V € composta
por uma mistura de ponteiro, palha e colmo. Além das variabilidades genéticas, as
plantas provavelmente foram submetidas a diferentes condigbes de plantio,
crescimento e colheita, o que contribui também para as variagdes nas composicoes
observadas (DO AMARAL; TAVARES, 2013).

5.2. DESACETILAGAO ALCALINA

Diferentes temperaturas, tempo e concentracido de hidroxido de sédio
foram estudadas para a etapa de desacetilacao, utilizando as duas variedades de
cana-energia. A nomenclatura dos ensaios esta descrita nas Tabela A.1. 1 e Tabela
A.1.2 — (ANEXO 1).

Os rendimentos de remocédo dos grupos acetila presentes na fragao
hemiceluldsica da cana-energia de cada uma das variedades, G e V, sao reportados

nas Figura 5.1 e Figura 5.2, respectivamente.
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Figura 5.1 — Eficiéncia de remogéao (%) de grupos acetila do bagaco de cana-energia G em diferentes condi¢gdes de temperatura,
tempo e concentragdo de NaOH. Os valores marcados com (*) (Ensaios G-D17, 18, 19 e 20) representam os dados da triplicata do

ponto central em cada um dos tempos, sendo apresentado o resultado da média dos ensaios.
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Figura 5.2 — Eficiéncia de remocgao (%) de grupos acetila da biomassa de cana-energia V em diferentes condi¢des de temperatura,
tempo e concentragdo de NaOH. Os valores marcados com (*) (Ensaios G-D17, 18, 19 e 20) representam os dados da triplicata do

ponto central em cada um dos tempos, sendo apresentado o resultado da média dos ensaios.
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Pode-se observar nas Figura 5.1 e Figura 5.2, que a condigdo mais severa
(80°C, 60 min e 100 mgnaoH/gbiomassa) (condicdo D16) foi a mais eficiente para a
remogao dos grupos acetila, removendo 97,2 + 0,2% e 97,5 + 1,2% para o bagago G
e biomassa V, respectivamente.

Para ambos os materiais, ndo foi a condi¢do mais branda (40°C, 15 min e
60 mgNaoH/gbiomassa) (condicdo D1) que resultou nas menores remogdes de grupos
acetila. Entretanto, a eficiéncia da desacetilacdo na condigdo mais branda foi superior
para a biomassa V (82,2 + 1,8%) em comparagdo com o bagaco G (74,3 + 2,8%).
Como a biomassa V é composta pela mistura das fragdes de palha e ponteiro, um
material que segundo MORETT]I et al., (2016) € mais sensivel aos tratamentos e mais
susceptivel a modificagdes, essas variagdes podem ser justificadas.

De acordo com alguns trabalhos da literatura, o impacto da desacetilagéo
€ altamente dependente do tipo da biomassa vegetal e ndo necessariamente das
condi¢des do ensaio. CASTRO et al., (2017) descreveram uma remocgéao de 99% de
grupos acetila da palha de arroz nas condi¢gdes de 70°C, 80 mgNaoH/Qbiomassa € 45
minutos de reacdo, valor ligeiramente maior quando comparado aos obtidos nos
ensaios de cana-energia apés tratamento mais severo.

Ja CHEN et al., (2012) alcangcaram 75% de remoc¢ao de grupos acetila
durante o tratamento alcalino de farelo de milho a 80°C utilizando baixa carga de
reagente (48 mgnaoH/gbiomassa) por longo tempo de reacéo (180 minutos).

A diferenga de remocao de grupos acetila entre a condigdo mais severa
(D16) e mais branda (D1) foi menor do que 25% para ambos os materiais, esse valor
€ considerado satisfatorio para seguir para dar continuidade ao processamento das
biomassas. Os valores referentes as perdas por solubilizacido das hemiceluloses no
hidrolisado em relacdo a quantidade inicial de hemiceluloses no material variaram de
58 +0,3 %a224+1,1% para o bagagco Ge 2,8 + 0,2 % a 14,7 + 0,2 % para a
biomassa V, os valores estdo nas Tabela A.1. 1 e Tabela A.1. 2 — (ANEXO 1).

Para a escolha da melhor condicdo de desacetilacdo, foi levado em
consideracgao: eficiéncia de remocgao, solubilizagdo das hemiceluloses, combinagao
entre os parametros tempo e temperatura relacionados a gastos energéticos e
consumo de reagentes. Além disso, levou-se em consideragao a necessidade de uma
quantidade residual de grupos acetila na biomassa visto que isso poderia favorecer a
solubilizagdo das hemiceluloses.
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Desta forma, a condigdo mais branda (15 min, 40°C e 60 mgNaoH/Qbiomassa)
(D1) foi escolhida para gerar o material para a proxima etapa do trabalho, visando a

producao de XOS.

PRE-TRATAMENTO HIDROTERMICO

DESACETILADAS

5.3. DAS BIOMASSAS

Apos estabelecida a condicdo de desacetilacdo para as variedades de
cana-energia G e V, as biomassas desacetiladas foram pré-tratadas para produgéo
de XOS. A nomenclatura dos ensaios esta descrita nas Tabela A.2. 1 e Tabela A.2. 2
— (ANEXO 2). Os dados de composi¢ao quimica dos materiais de entrada, apds a

etapa de desacetilagcao estdo descritos na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Composi¢cao quimica das biomassas G e V apds etapa de desacetilagao

alcalina.
Componente (% m/m) G "4

Celulose 46,2+0,0 484+0,0

Arabinoxilanas 279+01 31,0x0,2

Grupos Acetila 0,4+0,0 0,3+0,0

Lignina Soluvel 1,8+0,0 0,7+04

Lignina Insoluvel 23,3+0,2 18,8+04

Lignina Total 251+0,2 195+0,8

Cinzas 1,3+0,3 28+0,2
Balanco de massa 100,9+0,1 102,0+£0,4

O primeiro planejamento de experimentos foi realizado para avaliar a
obtengcdo de XOS a partir do bagago desacetilado G variando os parametros
temperatura, tempo e concentragao de acido sulfurico. O principal objetivo foi avaliar

a necessidade da presenca do acido para producido de XOS de baixa massa molar.
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A Figura 5.3, reporta a porcentagem de solubilizacdo da xilana e lignina

apos os pré-tratamentos e os fatores de severidade combinados de cada condicao.
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Figura 5.3 — Solubilizagdo da xilana e lignina apos pré-tratamento hidrotérmico
(catalisado ou nao) do bagacgo desacetilado G relacionada com o fator de severidade

combinado do processo.

Pode-se observar que o aumento do fator de severidade combinado
resultou no aumento da solubilizagdo da xilana. Na auséncia de catalisador, 0 maximo
de solubilizagdo da xilana alcangada foi de 50%. Resultados similares foram
reportados por KABEL et al., 2007 ao avaliar o pré-tratamento hidrotérmico nao
catalisado e catalisado com acido sulfurico para a palha de trigo e os efeitos do fator
de severidade combinado sob a solubilizagdo da hemicelulose.

Na condigdo em que se observou a maior solubilizagao da xilana (98,4%)
e maior fator de severidade combinado (2,4), houve a menor solubilizagao da lignina
(7,4%), podendo este fator estar relacionado com questdes de re-condensagéo de
lignina devido ao pH e produtos de degradagao possivelmente formados durante o
tratamento. Alguns trabalhos na literatura reportaram aumento progressivo do teor de
lignina no material pré-tratado com aumento do fator de severidade do pré-tratamento
na presenca de acidos diluidos (DONOHOE et al., 2008; SAMUEL et al., 2010;

SANNIGRAHI et al., 2011). Analises microscopicas e espectroscopicas revelaram que
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dependendo das condi¢bes do pré-tratamento termoquimico, a lignina pode migrar de
dentro da parede celular para fora da célula. Como consequéncia, um material com
caracteristicas distintas, combinado com produtos de degradagao de carboidratos e
da propria lignina, pode ser depositado na superficie da célula vegetal. Esta
descompartimentacao e realocagao das ligninas na biomassa podem contribuir para
o aumento da recalcitrancia da mesma, dimuindo a sua digestibilidade (DONOHOE et
al., 2008; SANNIGRAHI et al., 2011). Desta forma, é provavel que na temperatura de
190°C na presencga de acido sulfurico, a lignina deste material tenha sofrido maiores
modificagdes fisicas e quimicas.

Embora algumas condi¢des de pré-tratamento tenham proporcionado mais
de 98% de solubilizacido das xilanas presentes no material, a propor¢céo de XOS, que
€ o produto de interesse desse trabalho, e a quantidade de moléculas n&o desejadas
(xilose e produtos de degradacgao) é o que realmente deve ser levado em conta para
otimizacao do processo.

A Figura 5.4, reporta as porcentagens relativas de XOS, arabinose,
oligdmeros de arabinose, xilose e furfural obtidas em cada condi¢do de ensaio. Os
dados foram calculados em relagdo ao total de xilana quantificada no hidrolisado. A
quantidade de cada produto é reportada na Tabela A.2. 1 — (ANEXO 2).
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Figura 5.4 — Porcentagem relativa de XOS, arabinose, oligbmeros de arabinose,
xilose e furfural obtidas em cada condicdo de ensaio do pré-tratamento hidrotérmico
do bagagco G desacetilado relacionada com o fator de severidade combinado do

processo.

Em todos os ensaios de pré-tratamento hidrotérmico catalisado (acido
sulfurico), a maior parte da xilana solubilizada foi recuperada na forma de xilose e
furfural. Ja nos ensaios de pré-tratamentos nao catalisados, 67,1 a 75,6% do total de
xilana quantificada no hidrolisado (solubilizada) foi recuperada, majoritariamente, na
forma de XOS.

Para o bagaco G desacetilado, os dados de conversdo das xilanas
mostraram que apenas os pré-tratamentos com menores fatores de severidade
combinado sdo adequados para a obtengdo de XOS a partir da cana-energia
desacetilada. Neste sentido, o segundo planejamento foi realizado sem a presenga de

acido na solugao.

Para o segundo planejamento experimental foi utilizada a biomassa V e

consideradas, como condigdes minimas, as previamente estudadas para o bagacgo G.

A Figura 5.5 representa a porcentagem de solubilizagao da xilana e lignina
apos os pré-tratamentos hidrotérmicos e os fatores de severidade combinado de cada

condigao.
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Figura 5.5 — Solubilizacdo da xilana e lignina apés pré-tratamento hidrotérmico da
biomassa desacetilada V relacionada com o fator de severidade combinado do

processo.

O mesmo comportamento do bagago G também foi observado para essa
variedade em relacdo a xilana: o aumento do fator de severidade combinado do
processo resultou em maior solubilizagdo do polissacarideo. Na auséncia de
catalisador, em todas as condigbes experimentais, a porcentagem de solubilizagdo da
xilana variou entre 45,5 a 90,8 %. Com relagéo a lignina, em todas as temperaturas
testadas ocorreu diminui¢gado da solubilizagdo nos tempos mais longos de reagéo, ou

seja, nas condigbes com o maior fator de severidade combinado.

A Figura 5.6 representa as porcentagens relativas de XOS, arabinose,
oligbmeros de arabinose, xilose e furfural obtidas em cada condi¢gdo de ensaio. Os
dados foram calculados em relacdo ao total de xilana quantificada no hidrolisado
(Tabela A.2. 2 — ANEXO 2).
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Figura 5.6 — Porcentagem relativa de XOS, arabinose, oligbmeros de arabinose,
xilose e furfural obtidas em cada condi¢cdo de ensaio do pré-tratamento hidrotérmico
da biomassa desacetilada V relacionada com o fator de severidade combinado do

processo.

Do total de xilana quantificada no hidrolisado, a conversao em XOS variou
de 89% a 5%, sendo que os baixos rendimentos foram obtidos combinando altas
temperaturas com longos periodos de reagédo. Pode-se observar que a 190°C, a
conversao da xilana em XOS n&o variou significativamente ao longo do tempo. Ja a
partir de 200°C, a quantidade de XOS diminuiu levando ao aumento da concentragao

de xilose e furfural ao longo do tempo.

Considerando a biomassa V, maiores valores de conversdo de XOS foram

alcangados a 190°C por 10 minutos e 200°C por 5 minutos.

A quantidade de xilana e lignina solubilizadas, o fator de severidade e o
fator de severidade combinado do pré-tratamento hidrotérmico das variedades de
cana-energia G e V sao apresentados respectivamente nas Tabela A.3. 1 e Tabela
A.3. 2 — (ANEXO 3).
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5.4. IDENTIFICACAO E QUANTIFICAGCAO DE XOS

A quantificacdo dos XOS foi obtida pela diferenga entre as concentragoes
inicial e final de xilose ap0ds a hidrélise do material pré-tratado. Os valores de XOS em
g L' estdo nas Tabela A.4. 1 e Tabela A.4. 2 - (ANEXO 4).

As Figura 5.7 e Figura 5.8 relacionam as concentragdes totais de XOS
presentes nos hidrolisados, com o fator de severidade combinado do pré-tratamento

das biomassas G e V respectivamente.
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combinado do pré-tratamento hidrotérmico do bagacgo G.

14.0 - 127 - 15
11,6 11.8 115 12,0 116 o
12.0 1 7 5113 ’ 10 T
105 111 . ® R
10,0 - ° - 05 2
= il §
- i L
2 80 0.0 :
8 6,0 - --0,5 2
(]
X 4,0 >
4,0 - L 10 @
2.0 15 g
3 7 B = Hl N
0.7 02 w
0.0 1 L 20
t (min)] 10 15 20 25 30 5 10 15 20 5 10 15 20
T(°C)|] 190 | 190 | 190 [ 190 | 190 | 200 | 200 | 200 | 200 | 210 | 210 | 210 | 210
V-H1|V-H2 | V-H3 | V-H4 | V-H5 | V-H6 | V-H7 | V-H8 | V-H9 [V-H10|V-H11|V-H12[V-H13

m XOS totais @ Severidade
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Os resultados apresentados na Figura 5.7 mostram um aumento
significativo na concentragdo de XOS quando a temperatura foi elevada de 170°C para
190°C, aumentando de 1,2 para 6,5 g L' (5 min) e 2,0 para 8,6 g L' (15 min), este

sendo o0 maximo valor atingido.

No estudo com a biomassa V, explorando condi¢cbes de pré-tratamento
mais severas, a maioria dos valores foram superiores em relagao a outra variedade

de cana-energia (Figura 5.8).

Comparando os dois materiais, para uma mesma temperatura e tempo
(190°C, 15 min) (condi¢cdes G-H4 e V-H2), a concentracdo de XOS obtidos para o

bagacgo G foi menor que da biomassa V, sendo 8,6 gL' e 11,1 g L', respectivamente.

Para a biomassa V, uma baixa variagdo nas concentragcdes de XOS foram
observadas nas temperaturas de 190 e 200°C em funcdo do tempo. Para
temperaturas mais elevadas, os valores decairam de acordo com o aumento do

tempo.

O conteudo de xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose (X4), xilopentaose
(X5) e xilohexaose (X6) presente nos hidrolisados do pré-tratamento hidrotérmico das
variedades de cana-energia G e V, foram quantificados por HPLC-DAP e os valores
reportados em g L-! estdo nas Tabela A.5. 1 e Tabela A.5. 2 - (ANEXO 5).

As Figura 5.9 e Figura 5.10 trazem os valores das concentracdes totais de
XOS com grau de polimerizagdo (DP) entre 2 e 6 presentes nos hidrolisados
relacionadas com o fator de severidade combinado do pré-tratamento das biomassas

de cana-energia G e V respectivamente.
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Figura 5.10 — Concentragédo de XOS com 2 < DP < 6 no hidrolisado e fator de

severidade combinado do pré-tratamento hidrotérmico da biomassa V.

Na Figura 5.9 os resultados mostram que ha um aumento significativo na
concentragdo de XOS com 2 < DP < 6 nos hidrolisados com o aumento do fator de

severidade combinado, ou seja, com o aumento da temperatura de 170°C para 190°C,
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a concentragdo de XOS aumentou de 0,0 para 0,6 g L (5 min) e 0,0 para 2,6 g L
(15 min).

De acordo com a Figura 5.10 as concentragées de XOS com 2 < DP <6
obtidos da biomassa V foram maiores. Para a temperatura de 190°C foi observado o
aumento na concentragdo de XOS (1,3 a 6,9 g L") ao longo do tempo de reagao (10-
30 min), e a 200°C foi observado o mesmo comportamento (1,9 a 8,9 g L"), ao longo
do tempo de reagao (5-20 min), indicando um crescimento progressivo de acordo com
o tempo e fator de severidade combinado. Para ensaios realizados a 210°C, o
comportamento foi o inverso, a concentragdo de XOS variou de 9,6 a 0,4 g L', ou
seja, quanto maior o fator de severidade combinado, menor foi a obtengdo de XOS.
Em condicdes de altas temperaturas combinadas com longos tempos de reacédo, XOS
de baixo DP s&o mais propensos a formar xilose e produtos de degradacédo em relagao
a XOS com maior DP (GARROTE; DOMINGUEZ; PARAJO, 2001; TOLIENG et al.,
2017).

Os valores obtidos de XOS com 2 < DP < 6, para as condi¢des de pré-
tratamento com os mesmos valores de variaveis (190°C, 15 min) foram iguais (2,6 g

L-') entre as duas variedades de cana-energia.

As Figura 5.11 e Figura 5.12, mostram uma estimativa da quantidade de
cada xilooligbmero (X2 a X6) obtido em relagdo ao total de XOS com 2 < DP <6
presentes no hidrolisado das variedades de cana-energia G e V respectivamente.
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Figura 5.11 — Estimativa de xilobiose (%X2), xilotriose (%X3), xilotetraose (%X4),
xilopentaose (%X5) e xilohexaose (%X6) referente ao total de XOS presente nos

hidrolisados do pré-tratamento hidrotérmico do bagago G.
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Figura 5.12 — Estimativa de xilobiose (%X2), xilotriose (%X3), xilotetraose (%X4),

xilopentaose (%X5) e xilohexaose (%X6) referente ao total de XOS presente nos

hidrolisados do pré-tratamento hidrotérmico da biomassa V.
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Os resultados obtidos para o bagago de cana-energia G (Figura 5.11) nos
ensaios sem catalisador, a temperatura de 170°C, a maioria dos XOS foram X3,
enquanto a 190°C, a maioria foi de X6. Segundo LIN et al., (2017) com o aumento da
temperatura de reagdo, XOS de cadeias maiores continuam sendo hidrolisados em
XOS de cadeias menores, diferentemente do observado para essa variedade de cana-
energia. Isso, provavelmente se deve a menores temperaturas utilizadas neste

estudo.

Para os dados com a biomassa V (Figura 5.12), foi observado que na
temperatura de 190°C e variando tempo, os valores de X2 (13,0 a 184 %)
aumentaram, X3 (19,2 a 20,5%) e X4 (19,6 a 22,2%) nao sofrendo grandes altera¢des
e X5 (20,6 a 16,9%) e X6 (26,3 a 22,5%) diminuiram. Para a temperatura de 200°C,
os valores de X2 (12,6 a 28,7%), X3 (17,9 a 22,5%) e X4 (20,9 a 22,7%) aumentaram
enquanto X5 (20,8 a 13,2%) e X6 (27,8 a 13,4) diminuiram. Para temperatura de
210°C, os valores de X2 (21,4 a 52,1%) aumentaram, porém houve uma queda com
20 minutos (27,8%), X3 aumentou de 5 para 10 minutos (20,3 a 23,5%) e depois
decaiu com 20 minutos (8,3%), X4 (22,8 a 18,2%) diminuiu de 5 para 10 minutos e
depois aumentou novamente com 20 minutos (63,9%), X5 (16,2 a 0,0%) e X6 (19,2 a

0,0) diminuiram.

De acordo com a literatura o comportamento se deu com o aumento da
temperatura de reag&o, X5 e X6 sao hidrolisados em X2, X3 e X4 (LIN et al., 2017). O
mesmo pode-se atribuir com o aumento do tempo da reacio. Durante a auto-hidrdlise,
o DP dos XOS é progressivamente reduzido, levando-os a baixos graus de
polimerizacdo quanto maior o tempo de reacdo (GARROTE; DOMINGUEZ; PARAJO,
2001; LIN et al., 2017), sendo assim, quantidades maiores de X2 e X3 e menores de
X5 e X6 foram obtidas.

As Figura 5.13 e Figura 5.14 representam as concentragdes das fragoes de
XOS com 2 < DP £ 6, ou seja, todos os xilooligdbmeros quantificados nos hidrolisados
da cana-energia G e V respectivamente.
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Figura 5.13 — Concentragcdo de xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose (X4),
xilopentaose (X5), xilohexaose (X6) e XOS com DP > 6 presentes no hidrolisado do

pré-tratamento hidrotérmico do bagaco G.
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Figura 5.14 — Concentragcdo de xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose (X4),
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Com o aumento da temperatura combinado com o tempo, observou-se um
aumento de XOS com DP > 6 para o bagaco G. Em 170°C, as concentragdes
aumentaram de 1,13 (5 min) para 1,99 (15 min) g L', e quando a temperatura foi
elevada para 190°C, os valores aumentaram de 5,86 (5 min) para 6,01 (15 min) g L.

Os resultados da biomassa V mostraram um comportamento diferente ao
do bagago G. Para a temperatura de 190°C, a quantidade de XOS com DP > 6
diminuiu de 9,20 para 4,61 g L"' com o aumento do tempo. J& a 200°C esses valores
diminuiram ao longo do tempo, variando de 9,42 a 3,05 g L', sendo que para o maior
tempo (20 min) ndo houve detecgdo de XOS com DP > 6. Para a maior temperatura
testada, 210°C, apenas a condicdo com menor tempo de reacao apresentou XOS com
DP > 6 com concentragéo de 1,99 g L-'. Para este material, na condigdo de 200°C, 20
min e nas condigcdes a 210°C, exceto 5 min, ndo houve deteccdo de XOS com DP >
6.

O grau de polimerizagao maior que 6 dos XOS obtidos mostram a influéncia
da combinacao entre temperatura e tempo de reagcdo. Com o aumento da temperatura
e do tempo de reacdo, a concentragdo de XOS com DP > 6 para o bagagco G

aumentou, enquanto para a biomassa V o valor diminuiu.

Os XOS presentes nos hidrolisados que foram identificados com grau de
polimerizagdo maior que 6, ainda podem passar por outra etapa de pré-tratamento
quimico ou enzimatico e serem hidrolisados para produzir XOS de cadeias menores,

aumentando o rendimento do processo quanto a obtencao de produtos de interesse.

Alterando as condicbes dos experimentos, pode-se obter concentracdes
maiores ou menores de XOS com determinados graus de polimerizagao, dependendo
da aplicagéo do produto a ser obtido (VEJDOVSZKY et al., 2015).
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6. CONCLUSAO

A caracterizagdo quimica da cana-energia € uma etapa importante pois &
utilizada como parametro para calculos de balango de massa durante os estudos de
condicbes de pré-tratamento. Diferengas composicionais, especialmente para
celulose, foram observadas nas duas variedades estudadas, o que ja era esperado
visto que a biomassa G era composta apenas por bagaco e a biomassa V, por uma
mistura de bagaco:palha:ponteiro.

A condicao selecionada de desacetilagdo para ambas biomassas, foi a 15
min, 40°C e 60 mgnaoH/gbiomassa, considerando como fatores decisivos na escolha da
condigdo, a eficiéncia de remocédo (74,3 + 2,8% e 82,2 + 1,8%), perda de
hemiceluloses, parametros relacionados com gastos energéticos (menor tempo e
temperatura) e consumo de reagentes.

A melhor condigao do pré-tratamento hidrotérmico para as duas variedades
de cana-energia, ocorreu na auséncia de catalisador, para o bagaco G a melhor
temperatura e tempo de reacéo foram 190°C e 15 min e para a biomassa V foi 210°C
e 5 min.

Sob a presencga de catalisador, ndo houve obtencédo de XOS, enquanto nas
condigbes sem catalisador, o comportamento foi progressivo de acordo com o
aumento do fator de severidade combinado, para ambas variedades de cana-energia
em temperaturas até 200°C. Para temperaturas maiores, observou-se o
comportamento inverso.

Durante a reacao de hidrélise, houve liberagdo de XOS com baixo grau de
polimerizagao, principalmente X2 e X3, o que demonstra um potencial biotecnolégico
no futuro. Os XOS identificados com grau de polimerizagdo maior, ainda podem
passar por outro pré-tratamento e serem hidrolisados para obter XOS de cadeias
menores.

Os dados obtidos nesse trabalho s&o importantes pois a fracio liquida sera
utilizada para produgdo de etanol 2G utilizando microrganismos que serao
desenvolvidos no projeto de pesquisa tematico da FAPESP (Processo: 15/50612-8):
“An integrated approach to explore a novel paradigm for biofuel production from

lignocellulosic feedstocks”. Enquanto a fracdo sdlida resultante apds os processos,
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pode ser utilizada como insumo para producado de etanol 2G e também como
combustivel para geragédo de energia em caldeiras.

Uma etapa de purificagdo € necessaria para remover monossacarideos e
outros compostos indesejaveis, além da necessidade de estudos para avaliar a
atividade dos XOS como prebidticos; se os resultados forem promissores tais

oligbmeros terdo uma ampla aplicabiliade.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros, sugere-se:

e Desenvolver estudo semelhante para a celulose;

e Verificar a possibilidade de acoplar tratamento enzimatico ao térmico.

e Estudar a atividade prebidtica dos XOS obtidos.

e Estudar o transporte e metabolizagdo dos XOS por microrganismos nativos
e/ou recombinantes.

o Estudar etapas de separacao para recuperagcao de XOS.
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8. ANEXOS

ANEXO 1 - % Remocao de grupos acetila e solubilizagdao das hemiceluloses e

lignina dos bagacos desacetilados

Tabela A.1. 1 — Valores correspondentes da remogao de grupos acetila, solubilizagdo
de hemiceluloses e lignina do bagago de cana-energia G (Vertix 2 — 121744) apés o

processo de desacetilacio.

% Remocgao

Ensaio (t, T, Grupos % Solubilizagdo % Solubilizagao
[NaOH]) Acetila Hemiceluloses Lignina
G-D1 (15,40,60) 743+28 58+0,3 47+0,3
G-D2 (30,40,60) 76,6 £ 1,8 6,4+1,1 40+1,8
G-D3 (45,40,60) 77,1104 8,2+04 32+0,7
G-D4 (60,40,60) 78,1+0,2 9,7+1,1 6,0 £ 3,7
G-D5 (15,80,60) 80,1+2,8 9,6+0,3 11,7+0,3
G-D6 (30,80,60) 81,6+1,8 12,2+1,1 8,1+1,8
G-D7 (45,80,60) 83,0+ 0,4 8,8+0,4 15,2+ 0,7
G-D8 (60,80,60) 85,1+0,2 22,4 +1,1 33,2+ 3,7
G-D9 (15,40,100) 79,5+2,8 11,3+0,3 7,1+0,3
G-D10 (30,40,100) 88,5+1,8 =0,0+1,1 52+1,8
G-D11 (45,40,100) 91,8+0,4 14,6 + 0,4 21,4+0,7
G-D12 (60,40,100) 95,7+0,2 19,5+ 1,1 =0,0 £ 3,7
G-D13 (15,80,100) 89,6 +2,8 11,3+£0,3 16,0+ 0,3
G-D14 (30,80,100) 91,0+1,8 11,9+ 1,1 27,2+1,8
G-D15 (45,80,100) 96,1+0,4 18,4+ 0,4 38,6 +0,7
G-D16 (60,80,100) 97,2+0,2 17,6 £ 1,1 421 +3,7
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Tabela A.1.1 (continuagado) — Valores correspondentes da remogédo de grupos

acetila, solubilizagado de hemiceluloses e lignina do bagago de cana-energia G (Vertix

2 —121744) apés o processo de desacetilagao.

% Remogao

(t, T, % Solubilizagdo % Solubilizagao
Ensaio Grupos
[NaOH]) Hemiceluloses Lignina

Acetila
G-D17* (15,60,80) 771+£28 9,2+0,3 6,9+0,3
G-D18* (30,60,80) 82,9+1,8 99+11 15,8+ 1,8
G-D19* (45,60,80) 85,1104 9,7+04 17,7+ 0,7
G-D20* (60,60,80) 87,7+0,2 11,2+ 1,1 19,2+ 3,7

* Os valores representam os dados da triplicata do ponto central em cada um dos

tempos, sendo apresentado o resultado da média dos ensaios.
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Tabela A.1. 2 — Valores correspondentes da remogao de grupos acetila, solubilizagéo
de hemiceluloses e lignina da variedade de cana-energia V (VG11-26) apds o

processo de desacetilacio.

% Remocgao
° ¢ % Solubilizagao % Solubilizagao

Ensaio (t, T, [NaOH]) Grupos Hemiceluloses Lignina
acetila
V-D1 (15,40,60) 82,2+1,8 3,0+£0,3 23,4+1,0
V-D2 (30,40,60) 84,0+0,2 3,0+£0,7 19,2+1,0
V-D3 (45,40,60) 740+04 =0,0+0,3 19,6 £ 0,4
V-D4 (60,40,60) 758+ 1,2 2,8+0,2 13,0+ 3,2
V-D5 (15,80,60) 80,5+1,8 9,2+0,3 17,6 £1,0
V-D6 (30,80,60) 83,7+0,2 10,2+0,7 27,0+1,0
V-D7 (45,80,60) 87,9+0,4 8,6 +0,3 26,9+ 0,4
V-D8 (60,80,60) 89,5+1,2 8,0+0,2 35,5+3,2
V-D9 (15,40,100) 95,3+1,8 2,6+0,3 23,3+1,0
V-D10 (30,40,100) 94,0+0,2 8,4+0,7 17,6 £1,0
V-D11 (45,40,100) 89,7+0,4 50+0,3 30,1+0,4
V-D12 (60,40,100) 92,9+1,2 13,1+0,2 16,3 + 3,2
V-D13* (15,80,100) 96,2+1,8 6,6 £0,3 33,8+1,0
V-D14* (30,80,100) 96,7+ 0,2 11,9+0,7 46,7 £ 1,0
V-D15* (45,80,100) 95,6 +0,4 12,0+ 0,3 50,8 + 0,4
V-D16* (60,80,100) 97,5+1,2 14,7+ 0,2 56,7 + 3,2
V-D17** (15,60,80) 82,0+1,8 74+0,3 23,4+1,0
V-D18** (30,60,80) 89,1+0,2 56+0,7 29,1+1,0
V-D19** (45,60,80) 91,9+0,4 58+0,3 30,5+0,4
V-D20** (60,60,80) 90,8 +1,2 6,3+0,2 34,0+3,2
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* Condi¢cdes em que o balangco de massa nao fechou.
** Os valores representam os dados da triplicata do ponto central em cada um dos

tempos, sendo apresentado o resultado da média dos ensaios.
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Tabela A.2. 1 — Composic¢ao dos hidrolisados em relacdo a xilana quantificada via
HPLC para a variedade de cana-energia G (Vertix 2 — 121744).

Arabinose+

Ensaio (.T,[H2804]) X0S Olig Arabinose Xilose Furfural

(%) (%) (%)

(%)

G-H1 (5,170,0) 67,1 23,9 1,5 0,0
G-H2 (15,170,0) 67,7 23,7 0,5 0,0
G-H3 (5,190,0) 73,7 13,6 2,5 0,7
G-H4 (15,190,0) 75,6 9,0 4,3 2,5
G-H5 (5,170,0.4) 0,0 8,4 80,4 10,8
G-H6 (15,170,0.4) 0,0 8,0 69,8 26,5
G-H7 (5,190,0.4) 0,0 5,2 34,8 77,6
G-H8 (15,190,0.4) 0,0 3,3 20,3 99,0
G-H9 (10,180,0.2) 0,0 8,0 92,5 13,0
G-H10 (10,180,0.2) 0,0 7,8 85,3 14,1
G-H11 (10,180,0.2) 0,0 7,9 89,0 12,5
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Tabela A.2. 2 — Composi¢ao dos hidrolisados em relagcédo a xilana quantificada via

HPLC para a variedade de cana-energia V (VG11-26).

Arabinose+

Ensaio (.7 [H2804]) X0S Olig Arabinose Xilose Furfural

(%) (%) (%)

(%)

V-H1 (10,190,0) 88,9 12,7 2,4 0,7
V-H2 (15,190,0) 88,5 10,9 3,6 0,1
V-H3 (20,190,0) 87,6 9,4 4,6 0,2
V-H4 (25,190,0) 86,2 7,0 6,7 0,4
V-H5 (30,190,0) 84,0 6,1 8,2 0,5
V-H6 (5,200,0) 88,9 11,4 2,9 0,8
V-H7 (10,200,0) 88,4 7,3 5,5 2,4
V-H8 (15,200,0) 82,4 5,1 10,5 4,6
V-H9 (20,200,0) 67,4 3,8 19,9 10,2
V-H10 (5,210,0) 78,9 4,5 12,8 5,1
V-H11 (10,210,0) 40,9 3,5 34,8 20,2
V-H12 (15,210,0) 12,6 3,2 35,2 49,1
V-H13 (20,210,0) 5,0 2,7 22,5 66,4
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ANEXO 3 - Fator de severidade combinado, solubilizacao de xilana e lignina

Tabela A.3. 1 — Fator de severidade combinado referente ao pré-tratamento
hidrotérmico e solubilizagdo de xilana e lignina presentes no hidrolisado do bagago de
cana-energia da G (Vertix 2 — 121744).

(t, T,[H2SO4]) Xilana (%) Lignina (%) log Ro -pH
(5,170,0) 13,6 12,1 -4,3
(15,170,0) 14,3 12,2 -3,6
(5,190,0) 38,0 21,2 -1,9
(15,190,0) 50,3 25,9 -0,8
(5,170,0.4) 90,9 22,3 1,4

(15,170,0.4) 90,1 17,4 1,9
(5,190,0.4) 97,3 12,3 2,0

(15,190,0.4) 98,4 7.4 2,4

(10,180,0.2) 91,0 21,8 1,6

(10,180,0.2) 89,6 21,5 1,6

(10,180,0.2) 89,3 20,7 1,6
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Tabela A.3. 2 — Fator de severidade combinado referente ao pré-tratamento
hidrotérmico e solubilizacdo de xilana e lignina presentes no hidrolisado da biomassa
de cana-energia V (VG11-26).

(t, T,[H2SO04]) Xilana (%) Lignina (%) log Ro -pH
(10,190,0) 45,5 16,8 -1,5
(15,190,0) 53,9 19,4 -0,9
(20,190,0) 57,8 17,3 -0,6
(25,190,0) 62,0 22,2 -0,3
(30,190,0) 67,3 14,2 -0,1
(5,200,0) 51,3 13,3 -1,3
(10,200,0) 68,2 19,9 -0,5
(15,200,0) 73,5 16,1 0,0
(20,200,0) 79,8 16,1 0,3
(5,210,0) 81,0 20,2 -0,1
(10,210,0) 83,5 241 0,5
(15,210,0) 89,0 11,6 0,8

(20,210,0) 90,8 6,7 1,0
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ANEXO 4 - Concentragao total de xilooligémeros nos hidrolisados - (HPLC)

Tabela A.4. 1 — Concentracao total de XOS nos hidrolisados obtidos no pré-

tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-energia G (Vertix 2-121744).

(t,T,[H2S04])

XOS totais (g L)

(5,170,0)
(15,170,0)
(5,190,0)

(15,190,0)

1,2
2,0
6,5

8,6
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Tabela A.4. 2 - Concentragcdo total de XOS nos hidrolisados obtidos no pré-
tratamento hidrotérmico da biomassa de cana-energia V (VG11-26).

(t,T,[H2S04]) XOS totais (g L")
(10,190,0) 10,5
(15,190,0) 11,1
(20,190,0) 11,6
(25,190,0) 11,8
(30,190,0) 11,5
(5,200,0) 11,3
(10,200,0) 12,7
(15,200,0) 12,0
(20,200,0) 8,7
(5,210,0) 11,6
(10,210,0) 4,0
(15,210,0) 0,7

(20,210,0) 0,2
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ANEXO 5 — Concentragao de XOS nos hidrolisados - (HPLC-DAP)

Tabela A.5. 1 — Concentragdo (g L') dos XOS, xilobiose (X2), xilotriose (X3),
xilotetraose (X4), xilopentaose (X5), xilohexaose (X6) e XOS totais nos hidrolisados
obtidos no pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-energia G (Vertix 2-
121744).

XO0S

(t,T,[H2S04]) X2 X3 X4 X5 X6 .
totais
(170-5-0) nd 0,0228 nd 0,0082 nd 0,0310
(170-15-0) 0,0032 0,0241 0,0031 0,0172 nd 0,0476
(190-5-0) nd 0,1064 0,1432 0,1693 0,1872 0,6061

(190-15-0) 0,4411 0,4050 0,5638 0,5309 0,6665 2,6073

* nd = ndo detectado
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Tabela A.5. 2 — Concentragdo (g L") dos XOS, xilobiose (X2), xilotriose (X3),
xilotetraose (X4), xilopentaose (X5), xilohexaose (X6) e XOS totais nos hidrolisados

obtidos no pré-tratamento hidrotérmico da biomassa V (VG11-26).

X0S

(t,T,[H2SO04]) X2 X3 X4 X5 X6
totais

(190-10-0) 0,1712 0,2696 0,2572 0,2713 0,3461 1,3154
(190-15-0) 0,3587 0,5041 0,5315 0,4859 0,6718 2,5520
(190-20-0) 0,5591 0,7384 0,7996 0,6865 0,9792 3,7628
(190-25-0) 0,9912 1,1360 1,2949 1,0420 1,4424 5,9065
(190-30-0) 1,2782 1,3815 1,5392 1,1697 1,5598 6,9284
(200-5-0) 0,2352 0,3357 0,3919 0,3888 0,5196 1,8712
(200-10-0) 0,8449 1,0305 1,2595 1,0828 1,4967 5,7144
(200-15-0) 1,7409 1,7565 2,0289 1,5126 1,8928 8,9317
(200-20-0) 2,5466 1,9966 1,9636 1,1703 1,1901 8,8672
(210-5-0) 2,0590 1,9501 2,1927 1,5587 1,8486 9,6091
(210-10-0) 2,3871 1,2474 0,9650 0,4059 0,3112 5,3166
(210-15-0) 0,4665 0,1145 0,2502 0,0649 nd 0,8961

(210-20-0) 0,0992 0,0296 0,2275 nd nd 0,3563

* nd = ndo detectado



