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RESUMO

Os residuos florestais de eucalipto, como galhos e cascas, representam uma matéria-prima
amplamente disponivel e de baixo custo, com potencial para a produ¢ao de compostos de valor
agregado, como xilooligossacarideos (XOS). Devido ao complexo lignina-carboidrato da
biomassa, ¢ necessario empregar métodos que permitam a solubilizagdo dos componentes da
biomassa, facilitando sua conversdo em bioprodutos. Neste trabalho, foram investigados trés
métodos de pré-tratamento: hidrotérmico (PTH), acido diluido (PTD) e combinado(PTC),
visando aumentar a produgdao de XOS nos licores derivados do pré-tratamento de galhos e
cascas de eucalipto. Os resultados indicaram que o PTH a 175 °C, com tempos de reagdo entre
20 e 25 min, proporcionou os maiores rendimentos de conversao da xilana em XOS, atingindo
aproximadamente 50% m/m nos galhos e 40% m/m nas cascas. Posteriormente, ajustando os
parametros de reacao na hidrolise enzimatica com xilanase recombinante, foi possivel aumentar
a produgdo de XOS de baixo grau de polimerizagdo (GP), os quais tem maior destaque no setor
industrial por suas propriedades prebidticas. Sendo assim, os X2+X3 foram aumentados em até
3,63 g/L nos galhos e 2,09 g/L nas cascas, representando um aumento aproximado de sete vezes
em comparagao com as concentragdes iniciais nos licores de pré-tratamento. Finalmente, os
licores enriquecidos em XOS de cadeia curta foram utilizados como substrato no crescimento
da bactéria Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis), demostrando um estimulo ao
crescimento de bactérias pertencentes a microbiota da pele. Esses resultados demostram o
potencial de aplicagdo dos residuos de eucalipto para a produ¢do de XOS com propriedades

prebidticas.

Palavras-chave: pré-tratamento; eucalipto; xilooligossacarideos; xilanases; hidrélise

enzimatica.



ABSTRACT

The eucalyptus forest residues, such as branches and barks, represent a widely available and
low-cost raw material with the potential for producing value-added compounds like
xylooligosaccharides (XOS). Due to the complex lignin-carbohydrate composition of the
biomass, it is necessary to employ methods that enable the solubilization of biomass
components, facilitating their conversion into bioproducts. In this study, three pretreatment
methods: hydrothermal (PTH), diluted acid (PTD), and combined (PTC), were investigated to
enhance XOS production in liquors derived from the pre-treatment of eucalyptus branches and
barks. The results indicated that PTH at 175 °C, with reaction times between 20 and 25 min,
yielded the highest xylan to XOS conversion rates, reaching approximately 50% w/w in
branches and 40% w/w in barks. Subsequently, by adjusting the reaction parameters in
enzymatic hydrolysis using recombinant xylanase, it was possible to increase the production of
low polymerization degree (DP) XOS, which are particularly noteworthy in the industrial sector
due to their prebiotic properties. Accordingly, X2+X3 concentrations were increased up to 3.63
g/L in branches and 2.09 g/L in barks, representing an approximate sevenfold increase
compared to initial concentrations in the pre-treatment liquors. Finally, liquors enriched in
short-chain XOS were utilized as a substrate for the growth of Staphylococcus epidermidis (8.
epidermidis), demonstrating a stimulation of the growth of bacteria belonging to the skin
microbiota. These results underscore the potential application of eucalyptus residues for XOS

production with prebiotic properties.

Keywords: pretreatment; eucalyptus; xylooligosaccharides; xylanases; enzymatic hydrolysis.
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CAPITULO I

1. INTRODUCAO

1.1. Estrutura da tese

A tese de doutorado estd subdividida em oito capitulos além dos anexos. O Capitulo I
apresenta a introdugdo, os objetivos e a produgdo bibliografica derivada deste projeto de

doutorado.

O Capitulo II aborda a revisdo bibliografica, acerca dos residuos de eucalipto no setor
florestal, a necessidade da aplicacdo de processos de conversdo de matérias-primas
lignoceluldsicas, aprofundando no pré-tratamento para producao de XOS, além dos conceitos
de hidrélise enzimatica, e os microrganismos presentes na microbiota da pele para subsequente

determinagdo da atividade prebiotica dos XOS.

O Capitulo III exibe a produgdo de XOS, empregando diferentes abordagens de pré-
tratamento dos residuos de eucalipto, além das caracterizagcdes quimicas ¢ morfoldgicas das

fracdes solidas pré-tratadas e a cinética da conversao da hemicelulose durante o pré-tratamento.

O Capitulo IV descreve o processo de destoxificagdo com carvao ativado para remogao

de compostos de degradagdo nos licores obtidos pelo pré-tratamento.

O Capitulo V relata a producao da enzima xilanase a partir do fungo A. nidulans

recombinante.

O Capitulo VI exibe o aumento de XOS de baixa massa molecular pela a¢do da enzima

xilanase na etapa de hidrolise enzimatica nos licores dos residuos de eucalipto.

O Capitulo VII apresenta o crescimento da bactéria S. epidermidis utilizando XOS como

fonte de substrato.

O Capitulo VIII apresenta as conclusdes gerais obtidas no presente trabalho e relata

sugestdes para trabalhos futuros.
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1.2. Contextualizacio e motivaciao

O setor florestal brasileiro desempenha um papel importante na matriz economica do
pais. Em 2021, o Brasil possuia aproximadamente 7,53 milhdes de hectares de arvores plantadas

de eucalipto para fins industriais, com contribuigdo de 6,9% do PIB (IBA, 2022).

Grande parte das florestas plantadas de eucalipto ¢ destinada principalmente as
industrias de celulose e papel, seguida pelo setor de energia, madeira serrada, produtos de
madeira maci¢a e madeira processada (IBA, 2017). No entanto, a indistria madeireira gera
grandes quantidades de residuos ao longo de seus processos, com aproximadamente 33,6

milhdes de toneladas, incluindo cascas, galhos e folhas (ABRAF, 2016; IBA, 2017).

Parte desses residuos florestais permanece no campo para proporcionar prote¢ao,
estabilidade e adubacao do solo (NEIVA et al., 2018) e, frequentemente, representam um
desafio devido as limitadas alternativas econdmicas para sua reutilizacdo (CANETIERI et al.,
2007). Assim, se faz necessario o desenvolvimento de processos que valorizem esses materiais,
ja que apresentam baixo custo e alta disponibilidade (BRAGATTO, 2010; IBA, 2017). O
conceito de biorrefinaria permite a obtengao de biocombustiveis e produtos quimicos a partir
de biomassa, o que possibilita o tratamento de acumulo de residuos em diversos setores
industriais. Esta estratégia apresenta uma vantagem econdOmica, pois leva a uma industria
sustentavel baseada no uso e aproveitamento de residuos lignoceluldsicos, os quais nao
competem com o suprimento de alimentos para a producao de compostos de valor agregado

(AMORIM et al., 2019).

A madeira de eucalipto ¢ composta principalmente por celulose, hemicelulose e lignina,
0 que a torna uma fonte de biomassa para a producao de diferentes produtos (BRAGATTO,
2010; PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998). No contexto da biorrefinaria, a
conversao de materiais lignoceluldsicos em biocombustiveis e outros produtos quimicos requer
varias etapas entre elas: o pré-tratamento, hidrolise 4cida/enzimatica e fermentacao (ZHUANG
et al., 2016). O pré-tratamento ¢ uma etapa necessaria devido a forte ligacao entre a celulose,
hemicelulose e lignina. Por meio desse procedimento ¢ possivel obter uma modificacao fisico-
quimica no material, ja que permite quebrar a estrutura da lignina, solubilizar a hemicelulose e
diminuir a cristalinidade da celulose, permitindo aumentar a acessibilidade das enzimas na
etapa de hidrolise (MOSIER et al., 2005a). Existem diferentes tipos de pré-tratamentos (fisico,

quimico, bioloégico, combinado) (KUMAR et al., 2009), no entanto, a escolha do tipo e suas
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condi¢des operacionais dependem dos produtos de interesse (FITZPATRICK et al., 2010). A
fragdo hemiceluldsica pré-tratada, contém actcares em forma de monomeros e oligomeros € a
partir deles diferentes produtos podem ser obtidos, como xilooligossacarideos (XOS), os quais

possuem um alto valor no mercado (CARVALHO et al., 2013).

Os XOS sao oligdmeros formados por mondmeros de xilose, com aplicagdo em areas
como alimentos, farmacéutica, agricola e cosmética. Esses compostos apresentam
caracteristicas adequadas para sua utilizacao devido aos beneficios a saude humana (OTIENO;
AHRING, 2012a; PARAJO et al., 2004; VAZQUEZ et al., 2000). Os XOS de cadeia curta
como xilobiose (X2) e xilotriose (X3) possuem um maior destaque no setor industrial pelo
potencial prebidtico e as propriedades biologicas. Por tanto, se faz necessario o uso de enzimas
que atuem na hidrélise da cadeia da xilana, com a finalidade de obter XOS de menor grau de
polimerizacdo (GP) (CARVALHO et al., 2018; ROBERTO PAZ CEDENO et al., 2022;
UCKUN KIRAN; AKPINAR; BAKIR, 2013).

Os residuos de eucalipto sdo uma matéria-prima renovavel, altamente disponivel, e
econdmica para produzir bioprodutos de alto valor agregado. Diversos residuos agroindustrias
tem sido investigados para a produgio de XOS, incluindo a madeira de eucalipto (GULLON et
al., 2011; NETO et al., 2020; PARAJO et al., 2004; PENIN et al., 2019). Contudo, a pesquisa
tém priorizado residuos de madeira industrial e serragem gerada durante sua produgdo,
negligenciando os residuos do setor florestal, como galhos e cascas. Essa lacuna ressalta a
importancia de explorar o potencial desses recursos e agregar valor a esses residuos

subutilizados.

Neste sentido, no presente projeto foi estudada a eficiéncia do pré-tratamento com baixa
severidade (segundo a definicao dada no item 3.2.6) a partir de galhos e cascas de eucalipto,
visando & mdxima solubilizacdo das hemiceluloses e a recuperagdo dos XOS no licor pré-
tratado, minimizando formagdo de produtos de degradagdo. Posteriormente, foi avaliado o
aumento de XOS de menor GP pela acdo da xilanase recombinante na etapa de hidrolise
enzimatica. Este projeto visou gerar um produto nobre com destaque no mercado prebiotico,
aproveitando matérias-primas pouco valorizadas e contribuindo para alternativas no tratamento

do actimulo de residuos no setor florestal.
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1.3. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi determinar o potencial de residuos de eucalipto como
matéria-prima para a producao de XOS, por meio de diferentes tipos de pré-tratamento:
hidrotérmico, acido diluido ¢ combinado. Além disso, aumentar a concentracdo de XOS de
baixa massa molecular pela a¢do da enzima xilanase recombinante, visando valorizar esses

recursos florestais mediante sua aplicagdo prebiotica.

1.3.1. Objetivos especificos

e C(Caracterizar as biomassas com a finalidade de conhecer a composi¢do quimica dos

materiais ¢ determinar os balangos de massa durante os processos.

e Determinar as melhores condi¢des de pré-tratamento dos galhos e cascas in-natura para
aumentar a recuperacgdo dos agucares da fragdo hemicelulosica na forma de oligdmeros

de xilose.

e Remover os grupos acetila dos residuos de eucalipto pelo pré-tratamento alcalino e

avaliar o efeito do pré-tratamento combinado para a produgdo dos XOS.

e Destoxificar os licores gerados no ponto 6timo do pré-tratamento, com a finalidade de
remover produtos de degradacdo que possam ter efeito inibitdrio nas etapas

subsequentes.

e Produzir a enzima endoxilanase a partir do fungo filamentoso Aspergillus nidulans (A.

nidulans) geneticamente modificado.

e Incrementar a concentragdo dos XOS de baixa massa molar por meio da hidrdlise
enzimatica, utilizando a endoxilanase recombinante, nos licores produzidos na etapa de

pré-tratamento.

e Avaliar o potencial prebidtico dos XOS pelo crescimento da Staphylococcus

epidermidis (S. epidermidis) utilizando XOS como substrato.
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CAPITULO 11

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Biorrefinaria

O conceito de biorrefinaria visa aproveitar integralmente as fragdes da biomassa
lignoceluldsica, por meio de processos de conversdo para produzir combustiveis, energia e
produtos quimicos com a minima geracao de residuos (FITZPATRICK et al., 2010), como
exemplificado na Figura 1. De fato, a biorrefinaria ¢ considerada como uma planta de
processamento industrial, a qual permite a separagdo seletiva e a utilizagdo eficiente dos
componentes da biomassa para produzir diversos produtos, tendo um papel semelhante a

refinaria do petréleo (CHERUBINI, 2010; MONCADA; ARISTIZABAL; CARDONA, 2016).

Figura 1. Esquema do conceito de biorrefinaria.
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Fonte: Adaptado de (CARVALHEIRO; DUARTE; GIRIO, 2008).

As matérias primas utilizadas na biorrefinaria sdo principalmente culturas agricolas e
seus residuos, biomassa florestal, residuos de processos industriais, residuos solidos urbanos e
biomassas aquaticas como microalgas (CHERUBINI, 2010). Dessa maneira, a biorrefinaria

pode ser classificada de acordo com a fonte da biomassa, a rota para a conversao do material
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(bioquimica, termoquimica, oleoquimica e biogds) ou os produtos de interesse (KAMM,;
KAMM, 2007). As biorrefinarias por rota bioquimica direcionam o aproveitamento de agucares
das biomassas lignocelulosicas para serem posteriormente fermentados. Esse processo envolve
a conversao do material em agucares, a adicao de catalisadores bioldgicos € a conversao em

produtos desejados com valor comercial (CARVALHEIRO; DUARTE; GIRIO, 2008).

Para que uma biorrefinaria seja considerada sustentavel, é necessario que atenda a
determinados critérios. Dentre eles, destacam-se: minimizar os impactos ambientais, nao
comprometer necessidades criticas (como a produ¢ao de alimentos e racdo animal), contribuir
para a regeneragdo da biomassa e a biodiversidade, utilizar diferentes tipos de biomassa ou
materiais alternativos para reduzir a dependéncia de uma unica fonte de matéria-prima e
implementar processos flexiveis que possam se adaptar as variagdes da demanda do mercado

(OZDENKCI et al., 2017).

Os residuos de biomassa lignocelul6sica abundantes podem ser aproveitados com o uso
de tecnologias para desconstru¢ao da biomassa e conversao eficiente de suas diferentes fragdes

em produtos de interesse (SILVEIRA et al., 2014).

2.2. Industria de eucalipto no Brasil

O Brasil possui aproximadamente 15,98 milhdes de hectares de arvores plantadas, sendo
que 9,93 milhdes de hectares sdo dedicadas ao uso industrial e 6,05 milhdes de hectares de
vegetacao destinada para conservacdo. Da floresta destinada para fins industrias, 7,53 milhdes
de hectares correspondem a plantagdes de eucalipto (75,8% da area plantada) e as demais sao
ocupadas por pinus, seringueira, acacia, teca e parica (IBA, 2022). As planta¢des de eucalipto
encontram-se localizadas principalmente nos estados de Minas Gerais, seguido por Sao Paulo

e em terceiro lugar Parana (IBA, 2022).

As espécies de eucalipto mais cultivadas no Brasil sdo dos géneros de Eucalyptus
grandis (E. grandis), Eucalyptus saligna (E. saligna), Eucalyptus urophylla (E. urophylla) e
Eucalyptus viminalis (E. viminalis), incluindo hibridos de algumas dessas espécies (GARCIA
& PIMENTEL - GOMES, 1992). Dentre essas espécies o E. grandis ¢ a espécie mais cultivada
para fins industriais (SANTOS et al., 2017).
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A industria florestal brasileira se destaca por atingir altas produtividades por area
plantada, devido a varios fatores como o avango tecnoldgico nos processos de corte e colheita,
bem como a criacdo de programas de melhoramento genético dirigidos ao aumento da
produtividade e qualidade da madeira, e desenvolvimento de clones mais resistentes a doengas

e pragas (POYRY, 2016).

Neste sentido, o eucalipto brasileiro é reconhecido por possuir um crescimento continuo
e um rapido acumulo de biomassa, apresentando rotacao dos plantios entre cinco e sete anos.
Ja paises como Portugal e Espanha, esse tempo de rotagdao varia entre doze e quinze anos
(BRACELPA, 2014; apud LONGUE JUNIOR; COLODETTE, 2014). Em 2016, o pais foi
classificado como lider no ranking de produtividade florestal, apresentando uma produtividade
média das planta¢des de eucalipto de 35,7 m*/ha.ano (IBA, 2017). Em 2021, a produtividade
média das florestas aumentou para 38,9 m*/ha/ano (IBA, 2022).

A madeira de eucalipto tem diversas aplicacdes na industria, sendo que grande parte do
eucalipto plantado ¢ destinado para o setor de celulose e papel que aumentou o fornecimento
de produtos a partir de matérias-primas lignoceluldsicas (IBA, 2017). Em 2020, o Brasil
continuou se posicionando como o segundo maior produtor de celulose do mundo, produzindo

21,0 milhdes de toneladas de celulose a partir de eucalipto e pinus (IBA, 2021).

Outros consumidores das florestas plantadas sdo o siderurgico a carvao vegetal; o
segmento industrial de madeira serrada; e o setor produtor de painé€is de madeira e pisos
laminados. Este ultimo setor apresentou um aumento na sua produgao de 8,5% durante a época
da pandemia da Covid-19. Devido as restri¢des de distanciamento social para diminuir o ritmo
de contagio do virus, se adoptaram medidas de trabalho em acesso remoto, aumentando a

necessidade por ter espacos de trabalho adequados dentro dos ambientes de casa (IBA, 2021).

A producdo de papel diminuiu em 2,8% apds a pandemia, no ano 2019 era de 10,5
milhdes de toneladas e em 2020 correspondeu a 10,2 milhdes de toneladas. Porém, o Brasil
continua dentro dos 10 principais produtores mundiais de papel, exportando 2,1 milhdes de

toneladas (IBA, 2021).

O setor de arvores plantadas contribui significativamente na economia nacional € na

exportagdo, na arrecadagdo de tributos (0,9 % da arrecadag@o nacional), na geracdo de novos
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empregos, além de proteger e conservar habitat naturais. O setor ¢ responsavel por

aproximadamente 6,9% do PIB industrial e 1,3% do PIB nacional (IBA, 2021; VITAL, 2007).

Quantidades consideraveis de residuos sdo geradas no setor florestal e industrial nos
processos de corte e colheita da floresta e podem ser explorados na obtencao de produtos de
maior valor agregado, j4 que essa biomassa contém alto percentual de material organico e

conteudo energético (STEINER et al., 1990; apud BRAGATTO, 2010).

2.2.1. Biomassa residual na floresta

Segundo o relatorio IBA, (2017), a industria da madeira gerou 47,8 milhdes de toneladas
de residuos, sendo que 70,5 % desses residuos foram provenientes dos processos de corte e
colheita das toras da madeira e 29,5 % corresponderam ao patio industrial. Os residuos florestais
encontram-se distribuidos da seguinte maneira: 99,7% (33,6 milhdes de toneladas) pertencem
a casca, galhos e folhas. Outros residuos como 6leos, graxas e embalagens de agroquimicos
foram também gerados na atividade florestal e esse valor atende a 0,3% (0,1 milhdo de tonelada)
dos residuos gerados no campo. Por outro lado, no setor industrial, os principais residuos

gerados foram cavacos, serragem e licor negro com 14,1 milhdes de toneladas.

Segundo o relatério de 2022, o setor das arvores plantadas reportou que 63,6% dos
residuos foram destinados para cogeragdo de energia. No entanto, esses recursos podem ser
utilizados no desenvolvimento de outros produtos de valor agregado, diferentes da finalidade
energética, uma vez que com isso se promove a maximizac¢ao do uso dos recursos, a inovacao

e o empreendedorismo (IBA, 2022).

A industria de celulose e papel € responsavel por grande parte dos residuos de florestas
plantadas, estima-se que cerca de 480 kg de residuos sdo gerados para cada tonelada de celulose
produzida, como resultado do processo de corte e descascamento (STEINER et al., 1990; apud

BRAGATTO, 2010).

O processo de descascamento da madeira de eucalipto pode ser feito tanto na floresta
quanto no patio industrial. No caso do descascamento na unidade fabril, as cascas sdo retiradas
em unidades fixas utilizando descascadores a tambor ou king (Figura 2), sendo aproveitadas
para geragdo de energia requerida em outros processos, ou para fabricagdo de fertilizantes e

compostagem. Por outro lado, quando o descascamento ¢ feito no campo sdo utilizadas
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unidades moéveis chamadas harvesters (Figura 3), os quais sdo equipamentos robustos que
cortam as arvores com alturas aproximadamente entre 20 ¢ 30 metros. Além disso, se
encarregam de desgalhar, descascar e seccionar em toras longas com comprimentos entre 4 € 6

metros e toras curtas entre 2 a 2,5 metros (FOELKEL, 2010).

Figura 2. Descascador de toras a tambor ou king.

Fonte: https://www.serenamaquinas.com.br/produto/descascador-de-toras/

Figura 3. Harvester utilizado no setor florestal para o descascamento das toras.

Fonte: Autor, 2018.

Assim, a eficiéncia do descascamento varia de acordo com o tipo de espécie de
eucalipto, as dimensdes das toras e o tempo entre o corte da arvore e o descascamento da tora,

uma vez que conforme a umidade da casca vai diminuindo, ela se contrai e dificulta o processo
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de remocdo. Desta maneira a eficiéncia do descascamento varia entre 95% para as melhores
condicdes e entre 85% e 65% para as condi¢des intermediarias e inferiores, respectivamente
(AMABILINI, 1991; FOELKEL, 2010). Portanto, a quantidade de residuos gerados nos
processos de corte e colheita da madeira vai depender tanto da eficiéncia das maquinas
utilizadas nesta etapa como das condi¢des da arvore. A Figura 4 mostra a distribuicdo dos

componentes arboreos do eucalipto.

Figura 4. Componentes da arvore de eucalipto.

Copa contendo galhos, ponteiro do
tronco, folhas, flores, frutos,
sementes e casca.

Tronco contendo madeira, lenho,
xilema e casca.

Biomassa subterrinea: Raizes

o, ,
@F S grossas com casca e raizes finas.

Fonte: (FOELKEL, 2017).

A biomassa da arvore de eucalipto € constituida por tronco, raizes, galhos e folhas e a
propor¢ao de cada uma destas partes ¢ influenciada por fatores como a espécie, idade,
produtividade de crescimento, didmetro do tronco, tamanho da arvore, arquitetura da copa, e
condi¢des ambientais. Desta maneira, arvores jovens ou de pequenas dimensdes possuem
grandes quantidades de galhos, folhas, raizes e casca em comparacdo com o tronco. A
percentagem de casca neste tipo de arvore € alta ja que reveste a todos os componentes da arvore

como os galhos, raizes e ponteiros. Conforme a idade da floresta vai aumentado, a quantidade
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de tronco na madeira aumenta chegando a atingir entre 75 ¢ 80% da massa seca da arvore

incluindo as raizes e a percentagem de galhos, folhas e raizes diminui (FOELKEL, 2017).

Na literatura sao encontradas diferentes propor¢des de biomassa para arvore de
eucalipto. Segundo BEULCH, (2013), a quantidade de casca e galhos em E. saligna
corresponde a 9,3% e 7,9% respectivamente. J4 para FOELKEL, (2010), a percentagem de
casca ¢ de 9 a 12% em arvores geneticamente modificadas, e entre 10 a 18% para espécies
comerciais de reflorestamento. Em trabalhos reportados por COUTO E BRITTO, (1980) apud
LONGUE JUNIOR; COLODETTE, (2014), em arvores de eucalipto com 8 anos de idade a
percentagem de casca equivale a 12% e 17% representa os galhos e folhas. Assim, a Tabela 1
apresenta a média da distribui¢ao da biomassa na arvore de eucalipto com idades de 3 ¢ 7 anos

de corte em condi¢des ideais com produtividade de 40 /hectare. ano.

Tabela 1. Distribuicdo de biomassa na arvore de eucalipto com idade de 3 e 7 anos.

Biomassa integral da arvore . i
g Biomassa aérea (%)

(%)

Idade florestal 7 anos 3 anos 7 anos 3 anos
Tronco 72 — 80 60 — 68 82 -90 72 -78
- Madeira 65-175 50 - 60 75 — 84 60 — 65
- Casca 5-7 8—-10 6—28 10-12
Copa 7-12 15-20 9-15 20-24
- Galhos 4 -8 8-10 6-11 10-14
- Folhas 2-5 7-9 3-6 812
Raizes 12-18 15-20 N. A N. A

* Valores em % de massa seca; N. A: ndo aplica.
Fonte: (FOELKEL, 2017).

As cascas desenvolvem um papel importante na atividade fisioldgica da planta. A sua
funcdo ¢ de proteger ao tronco, galhos e raizes contra ameagas ambientais € mecanicas. Além
disso, o floema (tecido interno da casca) se encarrega de conduzir a seiva elaborada pelas folhas
composta por agucares, compostos extrativos € minerais para toda a estrutura da arvore.
Enquanto os galhos tém a funcdo de sustentar as folhas e aumentar a ocupagdo de espaco na

floresta, com finalidade de facilitar a captagdo solar da planta por meio do crescimento lateral
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das ramas. A quantidade de galhos gerados na estrutura da arvore vai depender das condigdes

de plantio, assim como o seu genotipo (FOELKEL, 2010, 2017).

Residuos lignoceluldsicos, como galhos e cascas de eucalipto, sdo considerados
biomassa para obtencao de diversos produtos a partir da celulose, hemicelulose e lignina. Desse
fato, existe uma grande disponibilidade de cascas e galhos gerados no campo, os quais contém
na sua composicdo quimica conteidos importantes de glicose, xilose, manose, galactose,
arabinose, ramnose, lignina, acidos organicos, cinzas e compostos extrativos (CANETTIERI et

al., 2007).

Os residuos gerados nesse setor sdo pouco valorizados, uma vez que, os residuos
produzidos no abate das arvores como cascas, galhos e folhas, sdo mantidos principalmente na
floresta para cobrir o solo apds o processo de colheita, fornecendo protegao e fertilizagao ao
solo para as futuros plantios (DOMINGUES et al., 2010; FOELKEL, 2010, 2016; IBA, 2017;
NEIVA et al., 2018). Por essa razdo, o uso de diferentes fragdes de madeira de eucalipto e seus
residuos sdo um recurso em potencial a serem explorados para novas aplicacdes e diversificacao
de seu uso, como fonte de bio-produtos para a industria (BRAGATTO, 2010; FENG et al.,
2013).

2.3. Biomassa lignocelulosica

A lignocelulose € o principal e mais abundante componente da biomassa e considerado
um recurso natural e renovavel com grande potencial para a obtencdo de varios produtos de alto

valor agregado (BRIDGWATER, 2006; CAO et al., 2017; RAGAUSKAS et al., 2006).

Os principais componentes presentes na biomassa lignoceluldsica sdo a celulose,
hemicelulose e lignina, as quais sdo responsaveis pela sustentacdo mecanica e defesa das plantas
contra agentes externos. Essas macromoléculas sdo compostas por atomos de carbono,
hidrogénio e oxigénio e encontram-se configuradas na parede celular vegetal conforme a Figura
5. Outros componentes como pectina, compostos de nitrogénio € componentes inorganicos
podem pertencer a sua composi¢do (BARTA; FORD, 2014; MOHAN; PITTMAN; STEELE,
2006).
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Figura 5. Estrutura da parede celular da biomassa lignocelulésica e seus principais
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Fonte: Adaptado de (RUBIN, 2008).

A biomassa lignocelulosica inclui matérias-primas como residuos agricolas, residuos
florestais e materiais lenhosos (KUMAR et al., 2009). O conteudo de celulose, hemicelulose e
lignina varia segundo a origem do material: gramineas, hardwood (madeira de folhosas) ou
softwood (madeira de coniferas); espécie da planta; idade e etapa de crescimento (ANWAR;
GULFRAZ; IRSHAD, 2014; REDDY; YANG, 2005). Para exemplificar, na Tabela 2 ¢ descrita

a composi¢ao quimica de varios tipos de biomassa lignoceluldsica.



Tabela 2. Composicao quimica de véarios tipos de biomassa lignocelulésica.
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Hemi- . . C t
. Celulose Lignina omp.0s 08 Cinzas .
Biomassa (%) celulose extrativos (%) Referéncia
(1} o, (1]
(%) o
Bagago de
cana-de- 42,8 25,9 22,1 6,1 1,4 (ROCHA etal,
, 2013)
agucar
Cavaco E.
CARVALHO et
urophylla x 49,89 20,30 27,35 2,30 0,16 ( ©
. al., 2015)
E. grandis
Casca E. (LIMA et al.,
65,2 16,8 13,7 3,8
grandis ’ ’ ’ ’ 2018b)
Galhos
Eucalyptus (GALLINA et
39, 74 24,79 25,74 3,09 0,14
globulus (E. ’ ’ ’ ’ ’ al., 2016)
globulus)
Madeira E.
NETO et al.
grandis x 43,9 17,4 28,5 3,4 07 (\ETOetal,
2020)
E. urophylla
Madeira
Eucalyptus. (PENIN et al.,
40,7 31,16 23,72 2,25 0,19
nitens (E. ’ ’ ’ ’ ’ 2019)
nitens)
Miscanthus (OTIENO;
3396 26,4 21,63 . 5,50
sinensis 9 A7 : nd : AHRING, 2012)
(KARIML;
KHERADMAN
P:fha de 39 27 12 n.d 11 DINIA;
arroz TAHERZADEH,
2006)
Palh LIVEIRA et
alha de 39,8 28,6 22,5 6.2 24 (OLIVERAe
cana al., 2013)
(CARROLL;
Palh
alha de 32,64 2487 1685 12,95 1022 SOMERVILLE,
trigo 2009)

n.d: ndo determinado.
Fonte: Autor, 2023.
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2.3.1. Celulose

A celulose ¢ o principal componente na parede celular vegetal e ¢ considerado o recurso
renovavel de maior disponibilidade na natureza. Se caracteriza por ser um polissacarideo
resistente, fibroso e insoluvel em &4gua, fornecendo desta maneira resisténcia mecanica e

estabilidade a estrutura da parede celular da planta (BRINGMANN et al., 2012; CHEN, 2014).

A celulose ¢ um homopolimero de glicose, composta por longas cadeias desse
mondmero, as quais se agrupam por meio de ligagdes PB-1,4-glicosidicas, resultando em
moléculas de alta massa molar. Sendo que por meio da hidrélise desta macromolécula obtém-
se a glicose e o dimero celobiose, o qual é constituido por unidades de glicose. A molécula de
celulose pode conter até dez mil unidade de glicose, ¢ a formula quimica € (CsHi10Os)n, onde n
corresponde ao grau de polimerizagdo (CHEN, 2014; FENGEL; WEGENER, 1989). Na Figura

6 encontra-se a representagdo da estrutura de um fragmento de celulose.

Figura 6. Esquema da estrutura molecular da cadeia de celulose.

OH HO OH
L o O
O o :
OH & H OH O
| | |

Glicose Celobiose

Fonte: Adaptado de (FENGEL; WEGENER, 1989)

Essa macromolécula ¢ organizada na parede celular em longas cadeias lineares ligadas
por pontes de hidrogénio e for¢as de van der Waals intramoleculares. Essas cadeias conformam
as microfibrilas, cada uma composta aproximadamente por 36 cadeias lineares de glicose. Na
estrutura microfibrilar, sdo formadas regides tanto cristalinas quanto amorfas. Os regides
cristalinas sdo caracterizados por uma organiza¢do ordenada ao longo da fibra, proporcionando
uma grande resisténcia ao processo de hidrdlise. Entretanto, as regides amorfas sdo menos
organizadas na estrutura, apresentando maior flexibilidade e por conseguinte mais suscetiveis
a degradacdo (DELMER, 1999; EMONS; SCHEL; MULDER, 2002; MOHAN; PITTMAN;
STEELE, 2006).
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2.3.2. Hemicelulose

A hemicelulose ¢ considerada um polimero heterogéneo com cadeias ramificadas de
mondmeros de agucares. Esses incluem pentoses (xilose, arabinose), hexoses (glicose, manose
e galactose), como também, acidos organicos conforme a Figura 7 (FENGEL; WEGENER,
1989; MOHAN; PITTMAN; STEELE, 2006).

Figura 7. Mondmeros que conformam as unidades da hemicelulose.

Pentoses Hexoses Acidos Hexurdnicos Desoxi-hexoses
CH,0H COOH
0 OH 0 OH 0 OH HO 0 OH
HO HO HO
H OH OH H H
B —D — Xilose B —D — Glicose acido B — D — Glucurénico o — L— Ramnose
CH,0H COOH
HO 0 OH 0 OH 0 0. OH
OH OH OH
o — L — Arabinopiranose B —D —Manose acido a —D —4 — O — Metilglucurénico  a-L-Fucose
N CH,OH 00H
OH HO 0 HO 0
HOH,C OH OH
OH OH
OH H OH
o — L — Arabinofuranose o — D — Galactose acido a — D —Galacturdnico

Fonte: Adaptado de (FENGEL; WEGENER, 1989).

Na parede celular da biomassa, a hemicelulose encontra-se ligando as microfibrilas da
celulose com a lignina. Os agucares que compde as hemiceluloses encontram-se conectados por
meio de ligagdes glicosidicas B (1-4) conformando uma estrutura principal de um tipo de
residuo com ramificagdes de outros agucares. Desta maneira, a classificagao do polissacarideo
que conforma a hemicelulose dependerd do monossacarideo mais predominante na cadeia
principal e das ramificagdes, como por exemplo: as xilanas, arabinoxilanas e galactomananas

(DA-SILVA; FRANCO; GOMES, 1997; SHALLOM; SHOHAM, 2003).

As xilanas sdo os polissacarideos principais da fragdo hemicelulosica. Elas sao formadas

por unidades de xilose, sendo este 0 mondmero mais abundante na fracdo hemicelulésica da
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biomassa. No entanto, algumas ramificagdes das cadeias das xilanas s3o substituidas por grupos
de arabinose, acetila, 4cidos glucuronico e 4-O-metilglucuronico (MAFEI et al., 2020). Essa
substitui¢do varia segundo a natureza da biomassa ¢ a idade de corte da mesma (CHEN, 2014;
KUHAD; SINGH, 1993; QING et al., 2013). Por exemplo, no caso das madeiras folhosas ou
hardwoods, como o eucalipto, o acido glucurdnico apresenta-se em maior propor¢do. Ja nas
madeiras coniferas ou soffwoods o grupo substituinte ¢ principalmente a arabinose

(SJIOSTROM; ALEN, 1999).

A hemicelulose se caracteriza por apresentar baixo GP, menor massa molecular,
auséncia de sitios cristalinos na estrutura, possuindo assim somente regioes amorfas. Essas
propriedades fazem com que a estrutura seja mais suscetivel a despolimerizagdo em condig¢des
de menor severidade durante o pré-tratamento se comparado com a celulose (CHEN, 2014;

MOHAN; PITTMAN; STEELE, 2006).

2.3.3. Lignina

A lignina ¢ uma macromolécula complexa formada pela polimerizagdo dos alcoois
aromaticos coniferilico, sinapilico e p-cumarilico (Figura 8). Em sua estrutura, a
macromolécula apresenta anéis de benzeno, os quais sdo conectados por atomos de carbono
como exibido na Figura 9. Além disso, a lignina apresenta alta massa molar, uma grande
variedade de grupos funcionais e diferentes ligagdes como: carbono-carbono, éster e éter

(CHEN, 2014; FENGEL; WEGENER, 1989; MOHAN; PITTMAN; STEELE, 2006).

Figura 8. Alcoois precursores da lignina.

HzCOH HETOH HzCOH
| |
CH CH CH
I I |
CH CH CH

H,CO OCH,
Qo 8]
H H
Alcool coniferilico Alcool sinapilico Alcool prcumarnlico

Fonte: Adaptado de (MACRAE; ROBINSON; SADLER, 1993).
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Figura 9. Estrutura da lignina de eucalipto.
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Fonte: (Pilo-Veloso et al., 1993; apud BRAGATTO, 2010).

Os monomeros presentes na lignina incluem o p-hidroxifenil (H) derivado do élcool p-
cumarilico; guaiacil (G) derivado do alcool coniferilico e o siringil (S) derivado do alcool
sinapilico. Em madeiras folhosas as ligninas encontradas sao formadas por unidades de G e S,
enquanto nas madeiras coniferas sdo encontradas em maior propor¢ao unidades de G (CHEN,

2014; DUVAL; LAWOKO, 2014; MOHAN; PITTMAN; STEELE, 2006).

A lignina encontra-se envolvendo a celulose, desempenhando um papel fundamental na
protecao da estrutura vegetal contra o ataque de agentes externos. Além disso, contribui no
transporte de liquidos e nutrientes a planta, fornece rigidez, impermeabilidade e suporte
estrutural a celulose e hemicelulose, apresentando desta maneira alta resisténcia a degradagao

quimica e biolégica (DEL RIO et al., 2007; RUBIN, 2008).

2.3.4. Compostos extrativos e cinzas

A composic¢do da biomassa lignoceluldsica apresenta em menor propor¢do componentes

nao estruturais da parede celular das plantas, conhecidos como extrativos e cinzas. Os
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compostos extrativos sao compostos organicos que podem ser removidos por meio de solventes
polares (dgua, alcool) e apolares (tolueno, hexano) (MOHAN; PITTMAN; STEELE, 2006).
Esses compostos apresentam baixa massa molar e sua propor¢do varia segundo o tipo de
biomassa, podendo mudar desta maneira a quantidade nos diferentes tecidos da mesma planta
(ROWELL et al., 2005). Na biomassa de eucalipto, as cascas apresentam maior teor de

compostos extrativos se comparado com a madeira (Tabela 2).

Os compostos extrativos atuam na planta como fonte de reserva de energia, além de
serem uma defesa contra-ataques de insetos e microrganismos. Entre as diversas substancias
que conformam os extrativos encontram-se: pectinas, terpenos, resinas, taninos, gomas, acidos
graxos, podendo incluir também carboidratos de baixa massa molar e lignina solavel (MOHAN;

PITTMAN; STEELE, 2006; SIOSTROM; ALEN, 1999).

As cinzas sdo compostos inorganicos encontrados nas fracdes ndo extraiveis da
biomassa e obtidas apds a queima a elevadas temperaturas. Nas cinzas sdo encontrados minerais
como silicio (Si), célcio (Ca), magnésio (Mg), potassio (K), sodio (Na), fosforo (P) (CHEN,
2014; MOHAN; PITTMAN; STEELE, 2006).

2.4.  Pré-tratamento da biomassa lignocelulésica

Devido a forte ligacdo entre os componentes da biomassa lignoceluldsica ¢
indispensavel empregar metodologias que facilitem a desconstrugdo do complexo lignina-
carboidrato. Desta maneira, o acesso aos materiais contidos na biomassa, como agucares
poliméricos e sua subsequente conversdao em mondmeros, sdo facilitados, uma vez que ¢
necessaria a separacao seletiva destes compostos para a obtencao de diversos produtos. Sendo
assim, existem trés etapas esséncias na conversao da biomassa lignoceluldsica: pré-tratamento,

hidrolise e fermentacao (RUBIN, 2008).

O pré-tratamento € uma das principais etapas operacionais na conversao eficiente e
competitiva da biomassa, sendo responsavel por aproximadamente 18% dos custos de produgao
na conversao da biomassa lignocelulésica. Além disso, afeta as outras etapas do processo como

a hidrolise e fermentagao (YANG; WYMAN, 2008).

Na etapa de pré-tratamento, a biomassa sofre uma alteracao fisico-quimica da estrutura

da parede celular, pela quebra das interacdes entre a celulose, hemicelulose e lignina, € o
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aumento da area superficial. Além de reduzir a cristalinidade das microfibrilas da celulose

diminuindo a recalcitrancia da biomassa. Esses parametros facilitam o acesso dos agentes

quimicos ou enzimaticos nas posteriores etapas (KUMAR et al., 2009; MOSIER et al., 2005a;

ZHAO; ZHANG; LIU, 2012). A Figura 10 mostra os efeitos do processo de pré-tratamento na

estrutura da parede celular da biomassa.

Figura 10. Efeito do pré-tratamento na biomassa lignocelulodsica.

Hemicelulose

Celulose Quebra das ligagdes quimicas

Aumento da area superficial

Lignina
Ligacao lignina -hemicelulose

Fonte: Adaptado de (NAKASU, 2015).

A eficiéncia da etapa de pré-tratamento deve cumprir com certas caracteristicas

(CHANDRA et al., 2007; GALBE; ZACCHI, 2007; SUN; CHENG, 2002):

Baixas demandas de energia, a4gua e catalisadores;

Baixo custo de capital e operacional,;

Minimos requerimentos de preparo ou pré-acondicionamento da biomassa antes do pré-
tratamento;

Habilidade de alterar a parede celular dos materiais lignocelulodsicos;

Alta recuperagdo das fragdes da biomassa;

Geracgao de baixas quantidades de residuos;

Processos pouco COITOSIVOS.

Desta maneira, diversas técnicas de pré-tratamento sao utilizadas para desestruturar o

complexo lignina — carboidrato. No entanto, a escolha do tipo de pré-tratamento e as condigdes

de operagdo devem minimizar as perdas de agucares fermentesciveis, como também reduzir a

formag¢dao de compostos inibitorios para os processos de hidrolise enzimatica e posterior

fermentagdo (Figura 11) (CANETIERI et al., 2007; SUN et al., 2016).
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Figura 11. Formacdo de produtos de degradacdo das fragdes de celulose, hemicelulose e

lignina no pré-tratamento.
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Celulose
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Fonte: Adaptado de (MODENBACH; NOKES, 2012).

2.4.1. Tipos de pré-tratamento

Na escolha do pré-tratamento, parametros como tipo de biomassa, produto ou produtos
finais de interesse, fatores econdomicos ¢ ambientais devem ser considerados (CHANDRA et
al., 2007; KUMAR et al., 2009). Entretanto, a severidade do processo também deve ser
avaliada, uma vez que condigdes brandas podem diminuir a acessibilidade das enzimas nas
fibras da celulose. Ao contrario, condi¢gdes drasticas (altas temperaturas e adi¢do de acidos)
propiciam a formag¢do de produtos degradagdo, os quais apresentam importancia econdmica,
porém, possuem efeito inibitério nos processos bioldgicos das etapas subsequentes

(MODENBACH; NOKES, 2012; RABELO, 2010).

Diferentes métodos de pré-tratamento vém sendo empregados para desestruturar a
matriz da biomassa lignoceluldsica, sendo classificados em pré-tratamentos biologicos, fisicos,

quimicos e fisico-quimicos. Cada um destes métodos tem determinado efeito na biomassa
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(GUPTA; VERMA, 2015). A Tabela 3 relaciona diferentes tipos de procedimentos utilizados

para o pré-tratamento da biomassa lignocelulésica.

Nos pré-tratamentos por rota bioldgica sdao utilizados diferentes tipos de
microrganismos principalmente fungos e bactérias capazes de secretar enzimas, como
hemicelulases e lacases, as quais atuam na degradacdo da hemicelulose e lignina

respectivamente (SANCHEZ, 2009).

Pré-tratamentos fisicos utilizam técnicas como moagem ou trituragdo. Este tipo de pré-
tratamento visa aumentar a diminui¢ao do tamanho de particula do material, aumentando a
superficie de contato para as posteriores etapas. Dependo das condigdes do processo pode-se

alterar a cristalinidade das microfibrilas da celulose (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Os pré-tratamentos quimicos vém sendo estudados amplamente para a deslignificacdo
de materiais lignocelulosicos, sendo utilizados 4cidos, bases, agentes oxidantes ou solventes
organicos (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014). Assim, os pré-tratamentos quimicos
incluem técnicas como hidrdlise acida (concentrada/diluida), tratamento alcalino, tratamento
com peroxido de hidrogénio e processo organosolv. Esses processos possibilitam a
solubilizacdo de uma ou mais fracdes da biomassa. Porém, a maior solubilizagdo corresponde
a fracdo hemiceluldsica devido ao carater cristalino da celulose. Pré-tratamentos quimicos

também promovem a diminui¢ao do GP e cristalinidade da celulose (GALBE; ZACCHI, 2007).

Finalmente, os pré-tratamento fisico-quimicos incluem tecnologias como explosdo a
vapor, explosdo da fibra com amoénia (AFEX), e hidrotérmico. Esses processos visam
solubilizar ou reduzir a interacdo entre as diferentes fracdes da biomassa lignocelulésica,

aumentando a suscetibilidade do material ao ataque enzimatico (BRODEUR et al., 2011).

Na técnica de explosdo a vapor, a biomassa ¢ tratada com vapor saturado a alta pressao
e alta temperatura por curtos periodos, seguida de uma despressurizacdo rapida, que quebra a
estrutura do material e permite a hidrélise parcial da biomassa (SUN; CHENG, 2002). O pré-
tratamento AFEX difere do processo de explosdo a vapor, uma vez que a biomassa ¢ tratada
com uma solu¢do de amodnia a menores temperaturas e tempos de tratamento, seguida da
descompressdo subita, que modifica a estrutura lignoceluldsica e permite o aumento da area

superficial da biomassa para os processos de hidrélise (RODRIGUES et al., 2017). Por fim, no
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pré-tratamento hidrotérmico a biomassa ¢ tratada com agua a altas temperaturas, promovendo

alta recuperacgao de hemiceluloses (MOSIER et al., 2005a).

Tabela 3. Principais métodos de pré-tratamento e seus efeitos gerais na biomassa.

Pré-

Processo Vantagens Desvantagens Referéncia
tratamento
Aumento da area Altos requerimentos ~ (BRODEUR
superficial e de energia. etal., 2011);
porosidade; e reduz (GALBE;
a cristalinidade da ZACCHI,
celulose. 2007);
Fisicos Moagem (TAHERZA
DEH;
KARIMI,
2008).
Solubiliza parcial ou Formacgao de (CHEN,
totalmente as inibidores; requer 2014);
hemiceluloses; equipamentos (KUMAR et
Hidrolise reduz a resistentes a corrosdo; al., 2009).
dcida cristalinidade da precisa neutralizar as
celulose; altera a fracdes para
estrutura da lignina.  posteriores etapas.
A altas temperaturas Longos tempos de (HAGHIGHI
cliva as ligacdes residéncia; etal., 2013);
lignina- necessidade de (MENON;
. - hemiceluloses; neutralizar o RAO, 2012).
Quimicos Hidrolise ~ S
alcalina remogao de grupos  hidrolisado; o
acetila; aumenta a conteudo de lignina
porosidade do no material afeta a
material. eficiéncia do
processo.
Hidrolisa a Condig¢des de (KUMAR et
hemicelulose e processo severas; al., 2009);
Organosoly lignina precisa um sistema de  (SUN;
recuperagdo do CHENG,
solvente; custo 2002).
elevado.
Baixo consumo de Longos tempos de (ANWAR;
energia; hidrolise da  processo; requer GULFRAZ;
Fungos ¢ lignina e controle das IRSHAD,
Biologicos actinomicetos hemicelulose. condicdes de 2014);
crescimento. (RODRIGU
ES et al.,
2017).
f e - Ataca a Elevadas (KUMAR et
zlllsilri?cos Exsiosoaro % hemicelulose e temperaturas de al., 2009);
p altera a estrutura da  processo; formacao (SUN et al.,
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lignina; aumento do  de compostos 2016);
tamanho dos poros.  inibitorios; (ZHAO;
desestruturacao ZHANG;
incompleta do LIU, 2012).
complexo lignina-
carboidrato;
degradagdo de uma
parte da xilana;
consumo elevado de
agua; custos elevados
de equipamentos.
Remogdo parcial da  Utiliza altas (KUMAR et
lignina e quantidades de al., 2009);
hemicelulose; ndo amonia; limitado para (MOSIER et
AFEX produz compostos materiais com altos al., 2005);
inibitdrios; redugdo  conteudos de lignina; (YANG;
da cristalinidade da  necessaria a etapade  ~ WYMAN,
celulose. reciclado da amoénia.  2008).
Alta recuperagdo da  Alta demanda de (MODENBA
hemicelulose em agua; deslignificacio  CH;
forma de incompleta. NOKES,
Hidrotérmico  oligdbmeros e 2012).
mondmeros;
despolimerizagao

parcial da lignina

Fonte: Autor, 2023.

Desta maneira, neste trabalho serdo estudados os pré-tratamentos por acido diluido e
hidrotérmico para a biomassa de eucalipto em diferentes condi¢des de temperatura, tempo de
reacdo e concentragdo de acido, visando maximizar a producdo de moléculas nobres como
XOS. Além disso serd estudado o efeito da desacetilagdo das biomassas por meio do pré-
tratamento alcalino, com a finalidade de avaliar a necessidade de empregar esta etapa prévia

aos pré-tratamentos dos residuos.

2.4.1.1. Pré-tratamento hidrotérmico (PTH)

O pré-tratamento hidrotérmico ¢ um processo amplamente utilizado para aumentar a
digestibilidade da celulose contida nos materiais lignoceluldsicos. Esse processo ¢ similar ao
tratamento por explosdo a vapor, uma vez que a biomassa ¢ desestruturada utilizando como
meio reacional dgua quente ou vapor saturado (RODRIGUES et al., 2017). O pré-tratamento
hidrotérmico também ¢ chamado de auto-hidrolise, agua quente (LHW), pré-hidrélise e

hidrotermélise (GARROTE; DOMINGUEZ; PARAJO, 1999; ZHAO; ZHANG; LIU, 2012).
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As condigdes de operagdo reportadas na literatura variam de 120 a 260 °C e tempos reacionais
entre 3 a 120 min. Estes parametros influenciam o tipo e quantidade de agucares formados na

reagdo (BRODEUR et al., 2011; WAN; LI, 2011; XIAO et al., 2014).

Viérios tipos de biomassa incluindo residuos agricolas e florestais, apresentam na sua
composicdo quimica acidos organicos especialmente acido acético, os quais sdo liberados
durante o pré-tratamento atuando como catalisadores na reagdo e facilitando a hidrolise das
hemiceluloses (GALBE; ZACCHI, 2010; GARROTE; DOMINGUEZ; PARAJO, 1999;
MOSIER et al., 2005a). No pré-tratamento hidrotérmico cerca de 40 a 60% da biomassa ¢
solubilizada, com 4 a 22% da celulose, e quase toda a fragdo hemicelulésica ¢ hidrolisada
principalmente na forma de oligdmeros na fra¢ao liquida. A formagdo de monomeros a partir
das hemiceluloses podem ser limitadas mantendo o pH entre 4 ¢ 7 (MOSIER et al., 2005a).
Enquanto a lignina € parcialmente despolimerizada, ndo sendo possivel obter a deslignificacao
completa dessa fragdo utilizando apenas 4gua na reagdo (GARROTE; DOMINGUEZ;
PARAJO, 1999; ZHAO; ZHANG:; LIU, 2012).

Desta maneira, o pré-tratamento hidrotérmico se caracteriza por atingir quase a
completa solubilizacao das hemiceluloses com minima forma¢ao de compostos inibitorios no
material pré-tratado, o que possibilita maiores rendimentos do processo (SUN et al., 2016). A
area superficial e a porosidade do material sdo aumentados, facilitando a acessibilidade das

enzimas a estrutura da celulose contida na fracao solida pré-tratada (ZENG et al., 2007).

Do ponto de vista ambiental e econdmico, este processo apresenta beneficios em
compara¢do com outros tipos de pré-tratamento, uma vez que ndo requer adi¢do de agentes
quimicos para o tratamento da biomassa, os quais deveriam ser recuperados ou neutralizados
para o desenvolvimento das posteriores etapas. Assim sendo, sdo geradas menores quantidades
de residuos de neutralizagdo em comparacdo com outras técnicas. Além disso, neste processo
as condi¢des de pH no meio reacional sdo mais brandas, o que minimiza os problemas de
corrosdo e diminui os requerimentos de sistemas de reatores de alto custo (BRODEUR et al.,

2011; TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

O pré-tratamento hidrotérmico vem ganhando atencdo e na literatura sdo reportados
diversos trabalhos que utilizam estd tecnologia na conversdo da biomassa lignocelulosica.
MOSIER et al., (2005b), avaliou o pré-tratamento hidrotérmico da palha de milho em faixas

temperatura de 170 °C a 200 °C, intervalo de tempo de 5 a 20 min, e suspensao de solidos de
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16%. As condigdes 6timas do processo foram encontradas a 190°C em 15 min, a solubilizagdo
da biomassa foi de 40%, o contetdo de agticares recuperados foi de 43,59% de xilana+galactana
33,51% de arabinanas; 7,66% de arabinose; 5,71% de glucanos; 1,83% de xilose+galactose e

0,26% de glicose.

O pré-tratamento hidrotérmico de cavacos de Eucalyptus globulus é reportado em
trabalhos realizados por ROMANI et al., (2010). Os experimentos foram feitos em temperaturas
entre 195 e 250 °C, com carga de sélidos de 1: 8 m/m. O hidrolisado obtido a 195 °C resultou
na maior obtencao de XOS (13,8 g/L). A concentragao de oligdmeros diminuiu com o aumento
da severidade do pré-tratamento, enquanto a quantidade de xilose e produtos de degradacao
aumenta. Nas condi¢des mais severas (220 °C, 230 °C, 240 °C e 250 °C) as concentragdes de
XOS corresponderam a 2,86 g/L, 0,923 g/L., 0,318 g/L e 0,018 g/L respectivamente. A maxima
concentrac¢do de xilose (8,97 g/L) foi encontrada em 210 °C, esse contetido diminuiu para 0,637
g/L na temperatura de 250 °C, os maiores conteudos de HMF (3,02 g/L) e furfural (3,53 g/L)

foram obtidos também nessa faixa.

No estudo conduzido por MILESSI et al., (2021) sobre o uso do PTH do bagago de
cana-de-aglcar para a producdo de XOS, foram avaliados intervalos de temperatura de 155 °C
e 195 °C e tempos de reacdo de 10 e 20 min, a carga de solidos foi fixada em 1:10 m/v.
Observou-se que as maiores concentracdes de XOS foram obtidas nas temperaturas de 185 °C
e 195 °C com tempos de 10 min, alcangcando valores de 9,2 g/L e 11,3 g/L, respectivamente.
Em contrapartida, o uso de 195 °C por 20 min resultou em concentra¢des significativamente
menores de XOS, de apenas 0,3 g/L. A formacdo de mondmeros e produtos de degradagado
aumentou com o aumento da severidade do processo, atingindo valores de até 6,4 g/L de xilose,

0,48 g/L de HMF e 4,50 g/L de furfural.

De acordo com os trabalhos reportados pela literatura ¢ possivel verificar que sob
condi¢des brandas no pré-tratamento hidrotérmico os XOS encontram-se mais disponiveis no
hidrolisado hemicelulésico. Com tudo, utilizando condi¢cdes mais severas, a estrutura da
celulose torna-se mais acessivel ao ataque enzimatico, uma vez que parte da blindagem da

biomassa lignocelulodsica ¢ removida.
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2.4.1.2. Pré-tratamento com acido diluido (PTD)

No pré-tratamento com acido sdo utilizados acidos fortes para quebrar a estrutura rigida
dos materiais lignocelulosicos, sendo estes: acido cloridrico (HCl), acido fosférico (H3zPOs4),
acido nitrico (HNO3) e principalmente o acido sulfurico (H2SO4) (BRODEUR et al., 2011). Os
tratamentos com acidos podem ser realizados a baixas temperaturas e maiores concentragdes
de acido (pré-tratamento com &cido concentrado), ou, pelo contrario, utilizando elevadas

temperaturas € menores concentragdes de acido (pré-tratamento com acido diluido)

(TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

O tratamento com acido diluido vem ganhando aten¢do ao longo dos anos e ¢
considerado como uns dos principais métodos para o pré-tratamento da biomassa (LOOW et
al., 2016; ZHAO; ZHANG; LIU, 2012), atingindo altas percentagens de remocdo da fracdo
hemicelulodsica (80 a 100%) (MOSIER et al., 2005a; SUN; CHENG, 2002). A remocdo da
hemicelulose incrementa a porosidade do material e facilita a posterior hidrolise do material
pré-tratado. No entanto, o tratamento com acido diluido causa pouca solubilizag¢do da lignina e
da celulose, permanecendo quase intactas na fragao solida residual. Apesar disso, a estrutura da
lignina ¢ quebrada o que favorece a digestibilidade da celulose na posterior hidrolise enzimatica

(TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Em condi¢des brandas, o pré-tratamento com acido diluido promove a hidrdlise da
hemicelulose a agucares em forma de mondmeros e oligomeros (HIMMEL et al., 2007). Os
oligbmeros formados no pré-tratamento podem ser hidrolisados completamente a
monossacarideos, adequando as condi¢des do processo, embora produtos de degradacdo sdao
também gerados como resultado da solubiliza¢do dos oligomeros (ZHENG; PAN; ZHANG,
2009).

A formacao de compostos de degradacdo deve ser minimizada por meio da sele¢do das
melhores condi¢des de pré-tratamento para atingir a maxima conversido da hemicelulose com
minima formacgao de inibidores (MUSSATTO, 2016). Uma vez que, condigdes ideias para obter
a maxima solubilizacdo das hemiceluloses podem nao resultar nas condigdes eficientes para a

posterior etapa de hidrolise enzimatica (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos utilizando &cido diluido no pré-

tratamento de diversas matérias primas como hardwood, softwood, residuos de cultivos
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agricolas, culturas herbaceas e residuos soélidos urbanos (ZHENG; PAN; ZHANG, 2009). As
faixas de temperaturas do processo encontram-se principalmente entre 120 a 190 °C, utilizando
uma concentragao de acido entre 0,1 a 1% (TAHERZADEH; KARIMI, 2008), com tempos de
reacdo de minutos a 1 hora (GALBE; ZACCHI, 2007).

A producio de furfural a partir de madeira de E. globulus pré-tratada com acido diluido
foi estudado por LOPEZ et al., (2014). As condigdes de operagdo analisadas foram temperatura
130, 150 e 170 °C; tempo de 30, 45 e 60 min; concentragao de acido de 0,5%, 1,25% e 2% de
acido sulfurico; a carga de sélidos foi fixada para 8 kg de dgua/kg de biomassa seca para todas
as condig¢oes avaliadas. Na condi¢do de 150 °C, 30 min e 1,25% de concentragdo de acido, o
hidrolisado apresentou 6,93 % de XOS e 4,59% de xilose, sendo obtido neste ensaio a maior
solubilizacdo da xilana presente da biomassa em forma de oligdmeros de xilose. Entretanto, as
condi¢des Otimas encontradas pelos autores foram 170 °C, 30 min e 2% de 4cido para obter a
maior concentragdo de furfural e xilose e menores concentragdes de oligdmeros, sendo o alvo

daquele estudo.

KABEL et al., (2007) analisou o efeito da severidade do pré-tratamento com acido
diluido na solubilizagao da xilana e a hidrélise enzimatica da celulose proveniente do residuo
solido da palha de trigo. Os ensaios foram realizados com temperatura de 160 °C a 200 °C, com
intervalos de tempo de 1 min a 35 min e concentragao de acido sulfarico de 0 a 2,5 %, a carga
de solidos foi de 1/10 g/g (biomassa/agua deionizada) para todas as condi¢des. Foi observado
que com o aumento do fator de severidade, quantidades menores de xilana sdo liberadas no
residuo solido pré-tratado e maior contetido de xilana de baixo GP (< 9) sdo encontradas no
hidrolisado hemiceluldsico, assim como, a maioria dos XOS formados no hidrolisado nao

apresentaram ramificagdes de arabinose.

Ja para CARA et al.,, (2008), o pré-tratamento com dacido diluido para posterior
conversdo em agucares fermentesciveis a partir dos residuos de poda de oliveira foram
avaliados nas faixas de temperatura de 170 °C até 210 °C e concentragdo de acido sulfurico de
0,2 a 1,4%, o tempo utilizado foi de 10 min para todos os ensaios. A maior conversao da
hemicelulose (83%) a monomeros de xilose, galactose, arabinose e manose foi obtida a 170 °C
com 1% de acido. Ao passo que, o contetido dos inibidores no hidrolisado foi de 4,2% (4cidos

acético e formico, furfural e HMF).
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Em sintese, no pré-tratamento com acido diluido, condi¢des severas de processo e altas
concentragdes de acido podem promover a formagdo de produtos de degradagdo assim como
ter efeitos sobre a hidrolise da celulose (STEINBACH; KRUSE; SAUER, 2017; SUN;
CHENG, 2002). Em comparagdo com o pré-tratamento com acido concentrado, o uso de acido
diluido apresenta beneficios em relagdo ao menor consumo de reagentes; menor formacao de
HMF e furfural; menor demanda de energia para recuperagdo do acido e menores problemas
relacionados com a corrosao dos equipamentos (ALVIRA et al., 2010; CANETTIERI et al.,
2007; LOOW et al., 2016; MUSSATTO, 2016). O pH do hidrolisado obtido no processo deve
ser ajustado antes de ser utilizado como meio nos processos de fermentacao para evitar inibigao

dos microrganismos (MOSIER et al., 2005a).

2.4.1.3. Pré-tratamento alcalino

A remocao dos grupos acetila, pode ser realizada por meio do pré-tratamento alcalino,
efeito conhecido como desacetilagdo da biomassa (INALBON; MOCCHIUTTI; ZANUTTINI,
2009). Em condi¢des brandas, a maioria dos grupos acetila das hemiceluloses sdo removidos
junto com uma pequena fragao da lignina. Entretanto, sob condigdes mais severas o tratamento
alcalino promove a deslignificagcdo extensiva do material (CASTRO et al., 2017; LIMA et al.,
2018a), o que facilita a hidrélise das hemiceluloses e celulose nos sequentes processos. Além
disso, 0 uso de agentes alcalinos no pré-tratamento da biomassa permite a expansao das fibras

e aumento da porosidade da biomassa (CARVALHO et al., 2015).

No pré-tratamento alcalino sdo utilizadas varias bases incluindo o hidroxido de sédio
(NaOH), hidroxido de calcio (Ca(OH)y), hidroxido de potassio (KOH) e hidroxido de amdnio
(NH4OH). O NaOH ¢ o agente mais utilizado nesse pré-tratamento devido a alta capacidade de
deslignificacdo, sendo um parametro essencial para atingir alta digestibilidade da biomassa
(SINGH; SUHAG; DHAKA, 2015; ZHENG; PAN; ZHANG, 2009). A efetividade desse
tratamento varia de acordo com o tipo de biomassa e as condi¢des do processo. De acordo com
ZHENG; PAN; ZHANG, (2009), o pré-tratamento alcalino tem se mostrado mais efetivo em
madeiras folhosas, culturas herbaceas e em residuos agricolas com baixo contetido de lignina,

em comparac¢do com madeiras coniferas com alto teor de lignina.

As condi¢des empregadas em meio alcalino oferecem vantagens em comparagao com

outros métodos de pré-tratamentos. Isso ocorre porque os tratamentos realizados em condigdes
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mais brandas ocorrem em faixas de temperatura e pressdo mais baixas, embora exijam longos
periodos de tempo durante a reagdo (MOSIER et al., 2005a). Além disso, requer o uso de
equipamentos menos complexos. ApoOs a etapa de desacetilagdo, os agucares permanecem na
forma de polissacarideos na fragao so6lida, resultando em uma baixa formagao de produtos de

degradacdo para as etapas subsequentes (BRODEUR et al., 2011; LIMA et al., 2018a).

A desacetilagdo do bagaco e palha da cana-de-agucar foi estudada por LIMA et al.,
(2018a). Os experimentos foram realizados nas temperaturas de 55, 70 e 85°C; com
concentracao de NaOH de 0,1, 0,4 € 0,7% (m/m) e tempo de reacao de 1, 3 e Sh. Para os testes,
25 g de biomassa ¢ 300 mL de solucdo alcalina, representado uma carga de sélidos de 1:12
(g/mL), foram adicionados ao reator de 0,5 L. Os autores encontraram uma remocao de grupos
acetila de aproximadamente 90% para ambas as biomassas, a lignina atingiu uma remoc¢ado de
20% para o bagago e 30% para a palha de cana. Enquanto, na remoc¢ao de xilanas e glicanas, o
tratamento alcalino apenas apresentou remog¢ao na palha de cana com aproximadamente 20%
de solubilizag¢do desses componentes € as cinzas apresentaram uma remogao entre 15% e 13%

para o bagago e palha, respectivamente.

2.5. Hidrolise enzimatica

Apds o pré-tratamento, a biomassa lignoceluldsica tem sua estrutura fisico-quimica
modificada. Em condi¢des adequadas os agucares sdo liberados da fragdo hemicelulésica e
disponibilizados na forma de XOS de diferentes tamanhos de cadeia e na sua unidade
monomeérica (ZHANG; XU; YU, 2017). Os XOS de menor GP (2 e 3) sdo considerados
moléculas mais atraentes devido ao seu potencial prebiodtico e propriedades bioldgicas. Sendo
assim, € necessario o uso de enzimas capazes de degradar a cadeia da xilana em oligdbmeros de
menor GP, devido as diversas aplicacdes destes compostos (CARVALHO et al., 2018; UCKUN
KIRAN; AKPINAR; BAKIR, 2013).

As xilanases sdo enzimas que atuam no fracionamento da cadeia da xilana, dependendo
do mecanismo de a¢do podem se dividir em dois grupos: endo e exo-enzimas. As endo-enzimas
atuam na degradagdo da cadeia principal da xilana em XOS e xilose. Neste grupo encontram-
se as endo-1,4-B-xilanases consideradas o maior grupo de enzimas hidroliticas, as quais
hidrolisam a fracdo da xilana em XOS de diferentes GP. J4 a B-xilosidase hidrolisa as

extremidades ndo redutoras dos XOS para a formagao de xilose. O mecanismo de agdo das exo-
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enzimas ¢ a hidrolise das ramificagdes da cadeia, sendo as a-L-arabinofuranosidase, o-
glicuronidase, acetilxilana esterase, esterase de acido ferulico e de acido p-cumarico alguns
exemplos. As arabinofuranosidases removem os grupos substituintes de arabinose; o-
glicuronidase removem os acidos glicurénicos; as esterases hidrolisam as ligacdes ésteres da
cadeia de xilana, removendo grupos como 4acido acético, acido ferulico e p-cumarico
(LINARES-PASTEN; ARONSSON; KARLSSON, 2018; RASHID; SOHAIL, 2021). A Figura
12 representa a estrutura da xilana e os pontos da cadeia onde as diferentes enzimas xilanases

atuam na sua degradacao.

Figura 12. A¢ao enzimatica na cadeia da xilana.

o-D-Glicuronidase

Acetil-xilana-esterase

Xilana

B-Xilosidase

Fonte: Adapato de (WU et al., 2017).

Algumas das caracteristicas das xilanases sdo alta especificidade, elevado poder
catalitico, hidrélises de substratos em condi¢des brandas de reacdo, perdas de substrato ndo
significativas e auséncia de produtos de degradagdo da cadeia da xilana (CHAPLA et al., 2013;
MALGAS et al., 2019). A eficiéncia da hidrélise enzimética pode ser afetada por diversos

fatores os quais estdo descritos na Figura 13.
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Figura 13. Fatores que afetam a hidrolise enzimatica.

Hidrélise enzimatica

\
/ Aditivos

Fonte: Adaptado de (AMIT et al., 2018).

Os fatores que afetam a hidrolise enzimatica relacionados com o substrato estdo
associados diretamente com a composic¢ao fisico-quimica da biomassa e com o pré-tratamento
empregado. Quantidades significativas de lignina e os sitios cristalinos da celulose promovem
a recalcitrancia da biomassa, atuando como uma barreira ao ataque enzimatico. Outros fatores
como o tamanho de particula, GP, aumento da area superficial e carga de sélidos também
podem limitar a eficiéncia da conversdo de substrato em produto pela via enzimatica (ALVIRA

etal., 2010; AMIT et al., 2018).

O pré-tratamento ¢ uma etapa crucial ja que afeta de maneira direta a eficiéncia da
hidrélise enzimatica, pois o complexo lignina-carboidrato deve ser desconstruido para facilitar
a exposicdo da fracdo da xilana e assim facilitar a acessibilidade das enzimas ao substrato
(ANTOV; DORBEVIC, 2017). Apés o pré-tratamento da biomassa alguns compostos de
degradacdo sdo formados, concentracdes considerdveis destes compostos podem ter efeito
inibitorio na hidrdlise enzimatica (AMIT et al., 2018; ROHMAN; DIJKSTRA;
PUSPANINGSIH, 2019). No entanto, altas concentracdes de mondmeros, dissacarideos e

oligdmeros podem causar também inibicao (Tabela 4).
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Tabela 4. Inibi¢ao de enzima por altas concentragdes de agucares no HH.

Concentracio de ) .
Microrganismo Efeito Referéncia
acucar no hidrolisado

(BANKA;
Bacillus subtilis ' 45% de inibigdo da B- ALBAYRAK
3 g/L de xilose o
MO15 xilosidase GURALP;
GULARI, 2014)
Lactobacillus o
20% de inibigdo da p- (MICHLMAYR et
brevis ATCC 15 g/L de xilose .
xilosidase al., 2013)
14869
Geobacillus
3,67 g/Lde X2e2,07 Completa inibicdo da (ROHMAN et al.,
thermoleovorans o
IT-08 g/L de X3 B-1,4-xilosidase 2018)

Fonte: Autor, 2023.

Os fatores referentes a enzima estao relacionados com a dosagem enzimatica, o tipo de
sinergia e o reciclo da enzima. A dosagem de enzima depende do substrato, da sua composi¢ao
e do tipo de pré-tratamento empregado para sua obtencdo (AMIT et al., 2018). Substratos
resultantes de pré-tratamentos com baixa severidade podem conter altas concentracdes de
lignina, o que pode dificultar a hidrdlise das partes digestiveis, limitando a taxa de conversdao
enzimatica. Isso implica maior dosagem enzimatica e uso de diferentes tipos de enzimas para a

degradacdo eficiente do substrato (ALVIRA et al., 2010).

A eficiéncia da bioconversdo do substrato em produtos de interesse pode ser aumentada
pela combinacdo adequada de enzimas na hidrolise enzimatica e pelo tipo de sinergia do
consorcio de enzimas utilizado (LINARES-PASTEN; ARONSSON; KARLSSON, 2018). A
quantidade de enzima necessaria na hidrolise ¢ um parametro critico, devido a seu alto custo.
Nesse sentido, estratégias como a recuperagdo da enzima e seu posterior reciclo, o aumento
gradual da carga de substrato ou hidrolisado, e a redug@o da formacao de compostos inibitorios
pela continua remocao do produto sdo métodos que podem contribuir para a otimiza¢do do

processo e reducgdo de custos (AMIT et al., 2018; VAN DYK; PLETSCHKE, 2012).
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Da mesma forma, trabalhar em condigdes ideais de temperatura, pH e agitagdo na
hidrolise enzimatica sdo aspectos relevantes na conversdo do substrato. As enzimas atuam
eficientemente em condig¢des especificas de temperatura e pH. Neste sentido, otimizar estes
parametros pode aumentar o rendimento da conversao, bem como, resultar em um processo de
conversao mais economico. Pelo contrario, condigdes ineficientes de temperatura e pH pode
gerar uma maior demanda de enzima para atingir o mesmo rendimento na conversao do
substrato em produtos desejaveis, aumentando assim os custos do processo (AMIT et al., 2018;

DE FREITAS; CARMONA; BRIENZO, 2019).

O uso de aditivos, por exemplo, surfactantes Tween 20, Tween 80, Triton X-100,
polimeros sintéticos como PEG-4000, PEG-6000 ¢ proteinas (albumina do soro bovino, BSA)
podem aumentar o rendimento da hidrolise enzimatica, aumentar a acessibilidade da enzima ao
substrato para sua posterior conversao e¢ aumento da estabilidade da enzima (ROCHA-

MARTIN et al., 2017; VERGARA et al., 2021).

2.5.1. Xilanase

As enzimas endo-1,4-B-xilanases (EC 3.2.1.8) sdo capazes de quebrar aleatoriamente as
ligagdes glicosidicas do tipo B-(1,4) dentro da cadeia da xilana, em mondomeros de xilose e XOS
de menor GP (DE FREITAS; CARMONA; BRIENZO, 2019). A enzima pode ser produzida a
partir de fontes microbianas e plantas, de acordo com as semelhangas nas sequéncias de
proteinas, a base de dados Carbohydrate Active Enzymes (CAZy) agrupa as xilanases em
diferentes grupos de familias GH, como por exemplo, GH8, GH10, GH11, GH30, GH43 ¢
GH51 (MATHEW; KARLSSON; ADLERCREUTZ, 2017; WALIA et al., 2017).

As endoxilanases estdo agrupadas principalmente nas familias GH10 e GH11. Estes dois
grupos diferem no mecanismo de ac¢do e na especificidade de substrato e vem sendo estudados
na producdo de XOS (RASHID; SOHAIL, 2021). As endoxilanases GH10 possuem a
capacidade de produzir XOS de menor GP, j4 que quebram principalmente XOS com GP > 4,
em compara¢do com as da familia GHI1 que atuam em XOS com GP > 5. Os produtos
hidroliticos pelas endoxilanases GH10 sdo X2, X3, porém também podem ser detectados xilose
e xilopentose (X5). J4 as GH11 produzem XOS com GP entre 2 e 6 e auséncia de xilose na

maioria das vezes (CAPETTI et al., 2021; DE FREITAS; CARMONA; BRIENZO, 2019).
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Além disso, as GH10 tém a capacidade de hidrolisar xilanas ramificadas, produzindo
XOS com grupos substituintes no terminal nao redutor da cadeia. No entanto, apresentam maior
afinidade com xilana nao substituida e soluvel. Ja as GH11 conhecidas como as xilanases
verdadeiras, hidrolisam a xilana insoltvel, e sdo altamente ativas em regides nao ramificadas
da xilana (MALGAS et al., 2019). Ou seja, as endoxilanases da familia GH10 tem maior
tolerancia a grupos laterais na cadeia da xilana, requerendo s6 duas unidades consecutivas de
xilose ndo ramificadas para poder quebrar a ligagdo glicosidica. Entretanto, as pertencentes a
familia GHI11 necessitam de pelo menos trés unidades consecutivas de xilose sem grupos

substituintes para hidrolisar a cadeia principal da xilana (BIELY; SINGH; PUCHART, 2016).

Existe um grande interesse na producdo da xilanase devido ao seu amplo emprego
industrial, incluindo aplicagdes nos setores de papel e celulose, biocombustiveis, na industria
teéxtil, e alimenticia (GOWDHAMAN; PONNUSAMI, 2015; UCKUN KIRAN; AKPINAR;
BAKIR, 2013). S6 para ilustrar, na induastria de papel a enzima xilanase ¢ utilizada para
melhorar a qualidade do papel pelo processo de branqueamento da polpa. Em comparagdo com
o processo de branqueamento convencional, o uso da enzima diminui o impacto ambiental neste
processo, uma vez que reduz o uso de agentes quimicos que finalmente seriam liberados ao

ambiente (RODRIGUES, 2016).

Em processos de conversdao da biomassa lignoceluldsica, a xilanase € utilizada na etapa
de hidrolise enzimatica para a solubilizacdo da xilana em oligdmeros € mondmeros como
precursores de produtos de valor agregado (XOS, xilitol, xilose, biocombustiveis liquidos, entre
outros) derivados de diferentes origens de biomassa vegetal (CAPETTI et al., 2021; EL
ENSHASY et al., 2016; LIAVOGA; BIAN; SEIB, 2007; UCKUN KIRAN; AKPINAR;
BAKIR, 2013). Entretanto, no setor de alimentos a enzima ¢ utilizada em diferentes processos,
como: na panificacdo, se usa para melhorar a qualidade da massa; na fabricacdo de bebidas, a
xilanase ¢ utilizada na etapa de clarificacdo de sucos de fruta; na industria cervejeira, ¢ usada
para aumentar a filtrabilidade do mosto; no processamento do café ¢ empregada para a remogao
da mucilagem do grao despolpado; na fabricagdo de racao animal, se utiliza para aumentar a
digestibilidade e absor¢do dos nutrientes (GOWDHAMAN; PONNUSAMI, 2015; UCKUN
KIRAN; AKPINAR; BAKIR, 2013).

As aplicagdes da xilanase na induastria tem aumentado com o tempo, aumentando sua
demanda e o crescimento no mercado. Atualmente, o mercado global da enzima se encontra

avaliado entre 200 e 300 milhdes de ddlares e se estima que esse valor chegue a atingir 500
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milhdes de dolares para 2023 (CHADHA et al., 2019). Alguns dos fornecedores comerciais da
enzima sio MEGAZYME, NZYTech e PROZOMIX (“Carbohydrate Active Enzymes
(CAZy)).

A evolugao da biotecnologia ampliou o espectro de usos da xilanase, mostrando um
papel importante tanto na producdo de derivados de alto valor agregado a partir de recursos
renovaveis de baixo custo, quanto em processos ja estabelecidos em diferentes setores
industriais (UCKUN KIRAN; AKPINAR; BAKIR, 2013). Por conseguinte, existe um interesse
em desenvolver pesquisas que otimizem os processos de obtencao da enzima, os quais possam
atender as crescentes necessidades do mercado (CHADHA et al., 2019). Existem diferentes
metodologias para aumentar a produgdo enzimatica e obter enzimas mais favoraveis para seu
uso na industria. Algumas incluem a otimizagdo dos parametros operacionais para atingir
maiores rendimentos da producdo da enzimatica e o uso de cepas geneticamente modificadas

capazes de secretar altas quantidades da enzima (EL ENSHASY et al., 2016).

2.5.2. Producao de xilanases microbianas

As xilanases podem ser isoladas a partir de diferentes fontes microbianas como
bactérias, fungos e leveduras. As espécies de fungos mais utilizadas para a producao da xilanase
sdo Aspergillus, Trichoderma e Penicillum (MALGAS et al., 2019). Ja as cepas de bactérias
mais reportadas na literatura para a produgdo da xilanase sdo Bacillus e Clostridium

(LINARES-PASTEN; ARONSSON; KARLSSON, 2018).

Do ponto de vista industrial, os fungos filamentosos secretam a enzima
extracelularmente e apresentam maior produ¢ao da enzima em comparagdo com outras espécies
de microrganismos como bactérias e leveduras. Além disso, algumas espécies tém a capacidade
de produzir enzimas auxiliares, requeridas para quebrar as cadeias laterais da xilana,
desramificando as xilanas com grupos substitutos (CHAPLA et al., 2013; EL ENSHASY et al.,
2016; NIETO-DOMINGUEZ et al., 2017).

Os avangos tecnologicos no campo da biologia molecular e a engenharia genética tém
permitido o desenvolvimento de técnicas que melhorem a qualidade e o rendimento da
producao enzimatica, por meio do ajuste de caracteristicas especificas das cepas de
microrganismos (RODRIGUES, 2016). Um desses métodos empregados sao a tecnologia do

DNA recombinante, que permite a expressdo em maiores quantidades da enzima alvo em
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hospedeiros pela expressdo homologa ou heterdloga. Os fungos filamentosos Aspergillus e
Trichoderma sao amplamente empregados como hospedeiros para a producdo de xilanases

recombinantes (EL ENSHASY et al., 2016; JUTURU; WU, 2012).

A producgdo da xilanase ¢ realizada pela fermentacao de microrganismos que secretem
a enzima. Esta fermentacdo pode ser do tipo fermentacdo em estado soélido (FES) ou a
fermentagdo submersa (FSm) (WALIA et al., 2017). Em compara¢do com a FSm, a FES
apresenta certas vantagens como por exemplo: baixa ou pouca atividade aquosa, requer do uso
de substratos mais simples, permitindo assim o uso de residuos agroindustriais de diferente
natureza como meio de cultivo, menores necessidades de agua, energia e de processos de
esterilizagdo e alta producdao volumétrica. Estes fatores resultam em menores investimentos
operacionais, sendo um processo fermentativo mais econdémico do que a FSm (BHARGAVA

et al., 2008; RODRIGUES, 2016).

No entanto, a FES depende de muitos fatores para obter uma producio adequada da
enzima, tais como: tipo de microrganismo, quantidade de indculo, tipo de substrato e seu pré-
tratamento, tamanho de particula, pH, temperatura, tempo de cultivo, oxigenacdo do meio e
atividade aquosa do substrato a qual afeta a produgdo de esporos e metabolitos secretados. Ja a
FSm os fatores mais criticos que afetam a produgdo da enzima sdo pH, temperatura, O>

dissolvido e agitagao (EL ENSHASY et al., 2016; RODRIGUES, 2016; WALIA et al., 2017).

Além disso, a FSm permite um maior controle de contamina¢do e dos parametros do
processo (pH, temperatura, agita¢do, aeragdo), o que facilita manter as condigdes Otimas de
crescimento do microrganismo e a homogeneidade ao longo da fermentagdo. Portanto, a
recuperagao do produto alvo e sua purificacao sdo mais faceis (SOCCOL et al., 2017). As bases
tecnologicas deste método fermentativo se encontram bem estabelecidas, o que facilita seu
dimensionamento a escala industrial, a maioria dos processos fermentativos para a produgao
comercial da xilanase ¢ realizado mediante a FSm (EL ENSHASY et al., 2016; HANSEN et
al., 2015; RAVINDRAN; JAISWAL, 2016). A Tabela 5 apresenta alguns trabalhos reportados
na literatura com o uso de fungos para a produgdo da xilanase utilizando diferentes substratos

na FSm.
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Tabela 5. Obtencao de xilanases a partir de fungos filamentosos por FSm.

Tempo
Atividade
Temperatura de
Microrganismo  Substrato pH enzimatica Referéncia
°O) cultivo
(U/mL)
(h)
Aspergillus Casca de (JAGTAP et
' n.r 37 152 96
fumigatus R1 trigo al., 2017)
(TANEJA;
GUPTA;
Aspergillus Farelo de
10 37 40 144  CHANDER
nidulans KK-99 trigo
KUHAD,
2002)
Farelo de
Aspergillus _ ‘ (KHONZU
trigo, soja €
niger 6 30 89,5 168 E et al,
farelo de
BCC14405 2011)
arroz
Casca de
Aspergillus
‘ sabugo de 7 43 294 120
niger 887 milho (BAKRI et
al., 2020)
Penicillium
Birchwood 6,5 30 54,01 120
canescens F58
(NIETO-
Talaromyces DOMINGU
Beechwood 5,6 26 - 28 ~ 85 72
amestolkiae EZ et al,
2017)

n.r: ndo reportado.
Fonte: Autor, 2023.
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2.6. Xilooligossacarideos

Os xilooligossacarideos (XOS) sdo oligdbmeros derivados da hidrélise da xilana,
constituidos por unidades de xilose conectados por ligagdes -1,4 (OTIENO; AHRING, 2012a).
De acordo com o método empregado para sua producao e a fonte de extragdo da xilana, as
estruturas dos XOS variam no GP, nas unidades monoméricas e grupos substituintes como
acetila, acidos uronicos e fendlicos (AACHARY; PRAPULLA, 2011; SINGH; BANERJEE;
ARORA, 2015).

Os XOS que apresentam baixa massa molecular, sdo acucares intermedidrios entre
polissacarideos e monossacarideos (PATEL; GOYAL, 2011), ndo sdo digeriveis, sdo nao-
cancerigenos € vem ganhando importdncia uma vez que sdo considerados como fibras
alimentares com potencial prebiotico (CARVALHO et al., 2013; GULLON et al., 2011).
Geralmente, sua estrutura ¢ formada por cadeias curtas de 2 a 10 unidades de xilose como
ilustrado na Figura 14. No entanto, moléculas com GP <20 também sio considerados como

XOS (SINGH; BANERJEE; ARORA, 2015; VAZQUEZ et al., 2000).

Figura 14. Estrutura da xilose e XOS.

0 .
HO X1: xilose
HG OH

OH

0 H OH
HO O X2: xilobiose
HO (4]
= H
OH
OH

0 H 0 . .
"Um uwﬂm X3: xilotriose
HO OH
=~} HO
OH
OH

X4: xilotetrose
OH X5: xilopentose

o HO z,“'“ r e
HO o & o X6: xilohexose
HO e, HO OH X7: xiloheptose
OH —In OH sH
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Esses compostos podem ser empregados para diversas finalidades baseados na sua
atividade biologica, propriedades prebidticas e efeitos na satde, com potencial aplicacdo na
obten¢do de produtos cosméticos, farmacéuticos, alimenticios e agricolas (CAPETTI et al.,

2021; VAZQUEZ et al., 2000).

Os prebidticos sdo ingredientes alimentares ndo digeriveis pelo sistema digestivo e
chegam intactos ao intestino grosso, onde s3o degradados pela microbiota intestinal e
apresentam beneficios para o hospedeiro (GIBSON et al., 2004; MOURE et al., 2006). Como
resultado, promovem o crescimento de bactérias do colon que geram produtos de fermentagao,
como acido folico, vitamina B2 (AHMAD; ZAKARIA, 2019; DEGUCHI; MORISHITA;
MUTALI 1985) e acidos de graxos de cadeia curta, os quais diminuem o pH do c6lon e inibem

o crescimento de microrganismos patogenos (SAMANTA et al., 2015).

A importancia dos XOS para o mercado ¢ devido as suas propriedades prebidticas, além
de conferir caracteristicas organolépticas aos alimentos, como sabor e aroma. Podem ser
aplicados como aditivos de alimentos funcionais (PARAJO et al., 2004), que atuam no
crescimento seletivo de bactérias no colon como Bifidobactérias e Lactobacillus, as quais sao
responsdveis por manter uma microbiota intestinal saudavel (MOURE et al., 2006). Ademais,
apresentam capacidade para suprimir o crescimento de bactérias como Clostridium e mostram
acdo bacteriostatica contra o Vibrio anguillarum (IZUMI; AZUMI, 2001; apud VAZQUEZ et
al., 2005).

O GP dos XOS ¢ também considerado em trabalhos reportados na literatura. Porém, ndo
existe um consenso sobre qual faixa de GP apresenta maior atividade prebidtica. Segundo
REDDY; KRISHNAN, (2016), os XOS com GP de 1 a 6 sdo benéficos para serem utilizados
para aplicagdes prebioticas. Por outro lado, outros trabalhos ressaltam o uso de XOS com GP
de 2-3, pois estimulam o crescimento de Bifidobactérias (GULLON; GONZALEZ-MUNOZ;
PARAJO, 2011; JAYAPAL et al., 2013; JIANG et al., 2004).

2.6.1. Produciao de XOS a partir de residuos lignoceluldsicos

Os XOS podem ser obtidos a partir de diversas matérias primas lignocelulosicas, as
quais se destacam hardwoods (madeira de bétula, madeira de faia), bagacgos e palhas de cana,
cascas de arroz e farelo de trigo, espigas de milho, talo de algodao (cotton stalks), talo de tabaco

(tobacco stalks) e palha de trigo (QING et al., 2013; VAZQUEZ et al., 2000). A madeira de
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eucalipto também tem sido explorada para producdo destas biomoléculas (GARROTE;
DOMINGUEZ; PARAJO, 1999; GULLON et al., 2011; PARAJO et al., 2004; VAZQUEZ et
al., 2005), as quais tem apresentado potencial para serem fermentadas por bactérias benéficas

do trato gastrointestinal (KABEL et al., 2002).

Os XOS s3o encontrados principalmente no hidrolisado do pré-tratamento. As
metodologias empregadas na sua producdo basicamente incluem processos quimicos,
enzimaticos ou a combinagdo deles, ou por auto-hidrélise direta a alta temperatura e pressao

(SAMANTA et al., 2015) como ilustrado na Figura 15.

Figura 15. Producdo de XOS a partir de materiais lignoceluldsicos.
Casca de eucalipto

Bagaco de cana Galhos de eucalipto
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Xilana Auto-hidrélise

Hidrélise quimica lHidrﬁlise enzimaitica

XO0sS

Fonte: Adaptado de (SAMANTA et al., 2015).

Para atingir altos rendimentos de XOS ¢ essencial realizar uma etapa de desacetilacdo
previamente ao pré-tratamento (CASTRO et al., 2017), devido, aos grupos acetila presentes nas

hemiceluloses que podem ser liberados na forma de ion de acetato e dependendo da sua
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concentragdo podem atuar como catalisador, promovendo a solubilizagdo dos polissacarideos

em produtos de degradagdo (QING et al., 2013).

Os pré-tratamentos termoquimicos mais utilizados na producao dos XOS sdo auto-
hidrélise com agua quente ou vapor, processos hidroliticos com acidos minerais diluidos ou

solucdes alcalinas diluidas (QING et al., 2013).

Em processos de auto-hidroélise a reagao acontece em pH <4 devido a quebra dos grupos
acetila, desta maneira o conteudo de grupos acetila das hemiceluloses, a temperatura e tempo
de reagdo influenciam a concentracdo de XOS totais do processo (NABARLATZ;
EBRINGEROVA; MONTANE, 2007).

Nos tratamentos com acido diluido para produzir XOS, o &cido sulfurico em
concentragoes de 0,1 a 0,5 mol/L € o mais utilizado. Nesse processo, a concentragao de acido
utilizada na reacdo, temperatura e tempo irdo afetar o GP dos XOS (AKPINAR; ERDOGAN;
BOSTANCI, 2009a; QING et al., 2013). Um dos limitantes desse pré-tratamento ¢ a formagao
de mondémeros e furfural. Nao obstante, diminuindo o tempo de reagdo e a concentragdo do
acido, pode ser controlado a formagao dos inibidores e mondmeros (AKPINAR; ERDOGAN;
BOSTANCI, 2009a). Uma das vantagens da extragdo de XOS com dacido diluido ¢ o
requerimento de menores tempos de reacao para atingir a mesma conversao da xilana em XOS,
se comparado com outras técnicas, como por exemplo a hidrdlise enzimatica (AKPINAR;

ERDOGAN; BOSTANCI, 2009a).

Os pré-tratamentos em solugdes alcalinas geram cadeias da xilana de alto GP, portanto,
requerem um posterior tratamento podendo ser 4cido diluido ou enzimdtico, para obter
oligdmeros com menor tamanho de cadeia (VAZQUEZ et al., 2000). Embora, meios
extremamente alcalinos, os grupos acetila e 4cidos ur6nicos podem ser removidos da biomassa,
mas a hemicelulose pode sofrer despolimerizagdo, o que pode afetar o rendimento da producao

desses oligossacarideos (NABARLATZ; EBRINGEROVA; MONTANE, 2007).

Os XOS também podem ser obtidos por tratamentos enzimdticos. No entanto, a
solubilizacdo da xilana a oligossacarideos deve ser feita em dois estagios, primeiramente uma
etapa quimica e em seguida a hidrolise enzimatica, pois o complexo lignina-carboidrato limita
a degradagdo da xilana, j4 que apresenta resisténcia ao ataque enzimatico (AKPINAR;

ERDOGAN; BOSTANCI, 2009a).
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Dessa forma, a massa molecular dos XOS contidos nos hidrolisados obtidos por
processos de pré-tratamento sdo afetados pelo grau de severidade do processo (SABIHA-
HANIM; NOOR; ROSMA, 2011). Diferentes tipos de GP podem ser obtidos dependendo do
tipo de pré-tratamento utilizado para sua extragdo (BRAGATTO; SEGATO; SQUINA, 2013).
Assim sendo, a estrutura, o GP e o rendimento dos XOS dependem do tipo de biomassa e os

métodos de extragdo utilizados para sua producao (AHMAD; ZAKARIA, 2019).

A produgao de XOS por meio de auto-hidrélise de madeira de eucalipto foi estudada
por GARROTE; DOMINGUEZ; PARAJO, (1999), em temperatura de 145, 160, 175 ¢ 190 °C,
por tempo de 0 a 7,5 h e variacdo de carga de solidos de 6 a 10 kg de dgua/kg de biomassa seca.
A recuperagdo de xilanas incluindo xilose e XOS aumentaram com a temperatura (71,5% a
80,1%), a variagdo na carga de solidos ndo teve influéncia significante na solubilizagdo da
xilana e a maior concentragdo de XOS (19 g XOS/kg licor) foi encontrada a 175 °C por 18,2
min. Entretanto, foi observado que a concentracdo de HMF e furfural foi maior com o aumento
da temperatura e o tempo. Com relagao a carga de solidos, afetou a geracao de inibidores nos

maiores tempos de retengao.

O efeito do pré-tratamento sequencial foi avaliado por VAZQUEZ et al., (2005) na etapa
de purificagdo do hidrolisado obtido por auto-hidrdlise. A primeira etapa foi feita para retirar
0s compostos extrativos da biomassa em temperaturas de 130 até¢ 165 °C, e a segunda etapa
visou solubilizar a hemicelulose em faixas de temperatura de 200 a 212°C. No primeiro pré-
tratamento, a concentragdo de grupos acetila da biomassa diminuiu e tanto o rendimento do
processo quanto a conversdao das xilanas aumentaram com o aumento da severidade do
processo. Na segunda fase, as maiores concentragdes de XOS foram obtidas a 203°C para todas
as biomassas pré-tratadas na etapa anterior. Sendo assim, os autores observaram que por meio
do pré-tratamento sequencial os compostos extrativos foram removidos facilmente na primeira
etapa. Entretanto, esse método promoveu a decomposigao parcial da hemicelulose e da lignina,
o que resultou na fragmentagdo de polimeros suscetiveis a degradacdo em condi¢des mais
severas de processo. Devido a isto, o pré-tratamento sequencial teve maior efeito nos compostos

eliminados do que com o grau de purificagdo atingido.

O pré-tratamento com acido diluido e hidrotérmico da palha de cana energia
desacetilada foram empregados para producdo de XOS por BAZETTO, (2018). No pré-
tratamento hidrotérmico, as temperaturas estudadas foram de 190 at¢ 210 °C e tempos de 5 a

30 min. J4 a hidrolise dcida diluida foi analisada em temperaturas de 170 a 190 °C por 5, 10 e
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15 min, e concentragdo de H>SO4 de 0; 0,2 € 0,4 % v/v. A carga de sélidos no meio foi de 10
% m/m, utilizando 25 g de biomassa em solu¢ao de acido diluido ou 4gua deionizada. No pré-
tratamento hidrotérmico (10 min a 190 °C) foi encontrada a maxima recuperagao de XOS e
esse valor atingiu 88,9% (10,5 g/L) com GP de X2 a X6, ja& a arabinose e oligbmeros de
arabinose foi 12,7%, a xilose foi de 2,4% e 0,7% corresponderam a furfural. No tratamento com
acido diluido, aproximadamente 80% da xilana foi solubilizada em forma de mondmeros. Nos
ensaios a 190°C por 15 min na auséncia de acido, a concentragao de XOS encontrada foi de 8,6

g/L o que representou 75,6% da recuperacao da xilana em oligdmeros de xilose.

Os processos de producao de XOS por diferentes rotas quimicas ou enzimaticas,
requerem uma etapa de purificacdo da xilana extraida, para remover os monossacarideos e
outros compostos indesejaveis e obter a maior quantidade de XOS com o GP adequados para
sua aplicagdo industrial (VAZQUEZ et al., 2005). Algumas técnicas de purificagdo sdo:
extragdo com solvente (etanol, acetona, 2-propanol), adsor¢ao (carvao ativado, argila acida e
materiais sintéticos porosos), separacao por coluna cromatografica, separagdo por membranas
(ultrafiltrardo e nanofiltracdo). A escolha do tipo de metodologia empregada na etapa de
purificagao deve ser eficiente em termos de alta purificacdo, econdomica ¢ ambientalmente
favoravel (BURUIANA; CAMELIA VIZIREANU, 2014; MOURE et al., 2006; QING et al.,
2013).

2.6.2. Aplicacao de XOS

Os XOS foram incorporados no mercado pelo Japao, sendo o pais pioneiro em
aproveita-los como prebidticos em produtos alimenticios. Em 2001 foram produzidos mais de
100 produtos que continham XOS como ingrediente em sua composi¢do, alguns deles com
carater prebiotico (AHMAD; ZAKARIA, 2019; VAZQUEZ et al., 2000). Atualmente esse pais
¢ o maior produtor e consumidor de XOS no mundo. Algumas das empresas japonesas
produtoras de XOS sdo Longlive, Henan ¢ HFsugar, entre outras (PINALES-MARQUEZ et al.,
2021).

A procura por produtos relacionados com a saude na dieta tem aumentado, chamando a
atencao por prebioticos no setor de alimentos funcionais ao redor do mundo (SAMANTA et
al., 2015; ZHAO et al., 2017). Em 2017, o mercado mundial de ingredientes prebioticos foi
estimado em US$ 4,07 bilhdes (MARKETSANDMARKETS™, 2018) e para 2024 prevé-se
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que esse valor seja de US$ 7,11 bilhdes (RASHID; SOHAIL, 2021). Nos ultimos anos, a
demanda pela obtencdo de novos tipos de prebidticos como XOS tem aumentado
(CARVALHO et al., 2013). O prego comercial dos XOS vaia entre 25 US$/kg a 200 US$/kg,
dependo da sua pureza, sendo este valor maior em comparagdo com outros tipos de
oligossacarideos (SINGH; BANERJEE; ARORA, 2015; TRAMONTINA et al., 2023). Para
2023, ¢ esperado que os XOS atinjam 130 milhdes de ddlares no mercado de alimentos

prebidticos (PINALES-MARQUEZ et al., 2021; THE MARKET REPORTS, 2018).

Os XOS possuem diversos efeitos benéficos relacionados com sua ingestdo na dieta
alimentar, além do estimulo da flora intestinal seletiva (OTIENO; AHRING, 2012a). Desta
maneira, o consumo controlado de XOS tem impacto positivo nas funcdes fisioldgicas da saude
humana, entre elas encontram-se: redugdo do colesterol (AKPINAR; ERDOGAN;
BOSTANCI, 2009b), evitar doengas intestinais como gastrite, tem propriedades antialérgica,
antimicrobiana, anti-infeciosa e antioxidante (AACHARY; PRAPULLA, 2009; GUPTA et al.,
2018; MOURE et al., 2006).

Em estudo anterior os XOS mostraram a capacidade de melhorar a estrutura microbiana
do intestino e aumentar a propor¢ao de microrganismos produtores de acidos graxos de cadeia
curta, aumentando assim os niveis destes acidos, importantes para manter a satde intestinal.
Nesse estudo, os XOS mostraram um efeito positivo no alivio da inflamacdo do colon,
provocado pelo consumo de alimentos ricos em gordura o que induz a obesidade, doenca que
afeta aproximadamente dois bilhdes de pessoas no mundo e aumenta o risco de cancer (FEI et

al., 2020).

Em testes in vitro, os XOS mostraram capacidade de reduzir o crescimento de linhas
celulares de leucemia (ANDO et al., 2004), aliviar o estresse e reduzir sintomas associados a
doengas como o cancer (SAMANTA et al., 2015), diminuir o risco de cancer de c6lon (KABEL
et al., 2002) e exibiram efeitos positivos em tratamentos de diabetes mellitus tipo 2 (SHEU et

al., 2008).

Na industria de alimentos, os XOS apresentam propriedades quimicas e biologicas
adequadas para sua utilizagdo, como por exemplo: odor, sabor e cor aceitdveis, sao
hipocaléricos, o que permite sua utilizagdo em dietas anti-obesidade (VAZQUEZ et al., 2000).
Além disso, apresentam resisténcia aos acidos e ao calor, podendo ser utilizados na produgao

de sucos de baixo pH e bebidas carbonatadas (MODLER, 1994). Nas propriedades biologicas,
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pode-se citar as suas propriedades anti-cariogénicas, prebidticas, melhora dos lipidios séricos e
glicemia (NAKAKUKI, 2002). A X2 tem ganhado destaque para ser utilizado como ingrediente
ativo em produtos alimentares, pois apresenta maior efeito adocante, equivalente a 30% da

sacarose, em comparagio com outros tipos de XOS (VAZQUEZ et al., 2000).

Assim como no trato gastrointestinal existem diversos microrganismos que fazem parte
da microflora do intestino, a pele humana ¢ também coberta por uma comunidade diversificada
de microrganismos, sendo a segunda microbiota mais abundante do corpo humano. Quando o
equilibrio entre os microrganismos comensais € patégenos ¢ alterado, o sistema imunoldgico
do hospedeiro ¢ afetado, favorecendo o desenvolvimento de microrganismos patogénicos
(CAPETTI et al., 2021) e, portanto, o surgimento de doengas, como por exemplo dermatites

atopica, rosacea e acne (BUSTAMANTE et al., 2020).

A aplicagdo de prebioticos na pele ainda é pouco explorado, na literatura sdo poucos os
trabalhos focados nos efeitos do uso tdpico dos prebidticos (CAPETTI et al., 2021). Uma vez
que a defini¢do de prebidtico se encontra mais relacionada aos beneficios gastrointestinais.
Porém, o conceito prebidtico foi recentemente redefinido, ganhando novos espagos para

aplicagoes extra intestinais (AMORIM et al., 2019).

Em formulacdes cosméticas, a defini¢ao de prebiotico encontra-se mais relacionada com
o uso de carboidratos (frutooligossacarideos, XOS, isomalto-oligossacarideos, lactossacarose,
rafinose, entre outros) que ajudam a restaurar ou manter o crescimento de microrganismos

benéficos para a satde da pele (AL-GHAZZEWI; TESTER, 2014).

No entanto, além de sua propriedade prebidtica, os XOS apresentam outras
caracteristicas interessantes para serem utilizados na industria cosmética, estes incluem: o efeito
hidratante, estabilizante, a capacidade antioxidante e emulsificante. Alguns dos beneficios
dermatoldgicos sdo o efeito anti-inflamatorio, ajuda a aliviar a irritacdo, promove a hidratagao,
melhora as propriedades reologicas e de resisténcia da pele (AMORIM et al., 2019; CAPETTI
etal., 2021).

No mercado de cuidados para a pele existe uma gama de produtos que contém
prebidticos e/ou probidticos. Porém, esse mercado tem uma abordagem mais focada na ingestao
destes ingredientes ativos do que na sua aplicagdo topica. Alguns dos produtos disponiveis no

mercado que contém nas suas formulagdes um destes ingredientes ativos ou a preparagao
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simbidtica sdo em forma de cremes e lo¢des para o tratamento e na prevengdo de doencgas da

pele, como erupgdes cutaneas, dermatite seborreica, coceira, e alguns sio direcionados para o

cuidado das maos e unhas contra bactérias (AL-GHAZZEWI; TESTER, 2014).

Em sintese, os XOS sdao biomoléculas versateis apontando diversas utilidades em

diferentes areas. Para exemplificar, a Figura 16 descreve algumas das suas aplicagdes, como na

produgdo de alimentos, na industria de cosméticos, usos medicinais € no setor agricola

(AHMAD; ZAKARIA, 2019; GUPTA et al., 2018; SAMANTA et al., 2015; VAZQUEZ et al.,

2000).

Figura 16. Aplica¢des de XOS em diferentes setores industriais.
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Apesar da crescente demanda dos XOS, seus multiplos beneficios para a satde e suas
diversas aplicagdes na industria, o seu custo de producdo ainda ¢é relativamente alto (OTIENO;
AHRING, 2012b; VAZQUEZ et al., 2000) e um dos motivos € o fato da xilana comercial ter
um elevado custo e ser de dificil obtencao. Portanto, a produgdo dos XOS a partir de residuos
lignoceluldsicos, representa uma oportunidade para obter hidrolisados ricos em xilanas que
diminuam seu custo de produc¢do, uma vez que sao matérias primas abundantes e de baixo custo
(AMORIM et al., 2019; PATEL; GOYAL, 2011). Além disso, um dos métodos para aumentar
a producao de compostos de alto valor agregado, como XOS, seria desenvolver tecnologias
mais eficientes, aplicando estratégias de integracdo de processos que possam ser incluidos sob
o conceito de biorrefinaria (ALVAREZ et al., 2017; AMORIM et al., 2019; CARVALHEIRO
etal., 2016; QING et al., 2013).

2.7. Microbiota da pele

A pele ¢ o maior 6rgdo a qual cobre todas as partes do corpo humano, sua principal
funcdo ¢ de proteger o corpo contra agentes externos, atuando como uma barreira fisica
resistente contra substancias toxicas e a colonizagdo de microrganismos patdgenos, os quais
podem causar potenciais danos ao individuo. Também tem outras fungdes essenciais como
ajudar a regular a temperatura corporal e auxiliar no armazenamento de lipidios e agua

(BUSTAMANTE et al., 2020; LOLOU; PANAYIOTIDIS, 2019).

A Figura 17 ilustra as camadas da pele, vista em corte transversal, e os tipos de
microrganismos que conformam sua microbiota. A estrutura da pele se encontra composta por
duas camadas principais, uma camada externa chamada de epiderme, a qual ¢ formada por
queratindcitos conhecidos como escamas. Estas escamas sdo constituidas por fibrilas de
queratina as quais se dispdem em forma de tijolos para conformar o tecido cutidneo. A pele tem
a capacidade de se renovar, com isso, estas escamas sao constantemente eliminadas. Na camada
da epiderme se encontram os poros de suor, o eixo do cabelo, as glandulas sebéceas,
sudoriparas, as unhas e pelos. J4 a segunda camada, a camada interna, ¢ nomeada de derme e
¢ formada por fibras de coldgeno e elastina. A derme tem a funcionalidade de fornecer
resisténcia e elasticidade a pele. Nesta camada se encontram os vasos sanguineos, 0s vasos
linfaticos, o foliculo capilar, como também as glandulas sudoriparas e sebaceas (GRICE;

SEGRE, 2011; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2013).
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Figura 17. Camadas e microrganismo da pele.
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Devido a sua estrutura em camadas e a exposicao de fatores ambientais, a pele ¢ um
sistema complexo e dindmico, colonizado por um ecossistema diverso de microrganismos.
Porém, essa colonizacao varia dependendo da parte do corpo e das caracteristicas da pele, o que
fornece diferentes microambientes para o crescimento seletivo dos microrganismos (AL-

GHAZZEWI; TESTER, 2014).

Baseados nas caracteristicas da pele, os locais do corpo podem ser ambiente iimido,
sebaceos ou oleosos € o ambiente seco. Nesse sentido, as glandulas sebaceas, sudoriparas e os
foliculos capilares influenciam as caracteristicas e funcionalidades desses ambientes. Por
exemplo, em ambientes umidos as glandulas sudoriparas ajudam na termorregulagdo por meio
da evaporacao da dgua. Nesse processo a pele € acidificada, inibindo a coloniza¢do de alguns

microrganismos. Por outro lado, o suor contém moléculas antimicrobianas como acidos graxos
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livres e peptideos. Em ambientes oleosos, as glandulas sebaceas secretam lipideos formando
uma capa protetora para o cabelo e a pele contra certos agentes microbianos (BYRD;

BELKAID; SEGRE, 2018).

Entre os organismos que compdem a microbiota da pele, existe uma forte relacao
simbidtica, a qual ajuda a conformar o sistema imunoldégico do corpo. A microbiota da pele
além de ajudar na produgdo de compostos antimicrobianos, responsaveis por proteger o corpo
contra infegdes, auxilia na ativagao de processos de sinalizagdo e na modulagdo da resposta a

infecgdo (LOLOU; PANAYIOTIDIS, 2019).

Como ilustrado na Figura 17 a microbiota ¢ composta por bactérias, fungos, virus e
acaros. Estas espécies podem ser residentes ou transitorias. Os microrganismos residentes estao
aderidos constantemente a superficie da pele e sdo capazes de sobreviver e se reproduzir nesse
ambiente. Esses microrganismos apresentam uma relacdo simbidtica com o individuo, tendo
como funcionalidades inibir microrganismos patéogenos e processar acidos graxos livres,
proteinas e sebo da pele. Em contraste, os microrganismos transitorios permanecem por breves
periodos e sdo depositados na pele devido ao contato com agentes externos e sdo conhecidos
como espécies contaminantes capazes de produzir doengas. Eles possuem pouca ou nenhuma
capacidade de crescimento e colonizacao, sendo eliminados da pele por meio de procedimentos
de limpeza e o uso de sustincias antimicrobianas (AL-GHAZZEWI; TESTER, 2014;
BUSTAMANTE et al., 2020).

A estabilidade da pele depende da interag@o entre os tipos de microrganismos presentes
na microbiota e sua relagdo com o hospedeiro. Da mesma forma, fatores como: genética, idade,
dieta, hormonios, conteudo de agua, lipideos, proteinas, pH, temperatura, umidade, teor de
sebo, higiene, uso de maquiagem, tipo de roupas e exposicao a luz influenciam na populacao
de microrganismos que podem colonizar a pele e conformar sua microbiota (AL-GHAZZEWI;

TESTER, 2014; BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018).

As bactérias que compdem a microbiota da pele pertencem principalmente aos filos
Actinobactéria, Firmicutes, Proteobactéria e Bacteroidetes. Nesse sentido, alguns dos
microrganismos presentes na pele que faz parte da microbiota residente sdo pertencentes as
bactérias Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis), Staphylococcus hominis (S. hominis),
Staphylococcus haemolyticus (S. haemolyticus), Staphylococcus capitis (S. capitis),

Corynebacterium simulans (C. simulans), Dermatobacter, Brevibacterium, Propionibacterium
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acnes (P. acnes), Propionibacterium avidum (P. avidum), Propionibacterium granulosum
(P.granulosum), Micrococci luteus (M. luteus), Acinetobacter, e fungos como Malassezia
furfur (M. furfur). Enquanto os microrganismos transitdrios pertencem aos géneros de
Staphylococcus aureus (S. aureus), Bacillus, Escherichia coli (E. coli), Streptococcus pyogenes
(S. pyvogenes) e Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) (AL-GHAZZEWI; TESTER, 2014;
BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018; FOURNIERE et al., 2020).

2.7.1. Staphylococcus epidermidis

A S. epidermidis ¢ uma das bactérias mais comuns presentes na microbiota saudavel da
pele humana e das membranas mucosas. Esta espécie ¢ uma bactéria Gram-positiva e esférica.
A bactéria pertencente ao género Staphylococcus, a familia Staphylococcaceae e ao filo de
Firmicutes, aeroanaerébia facultativa e coagulase negativa. As condi¢des de faixa de
crescimento sdo temperatura entre 30 a 37 °C e pH entre 4,2 a 7,9 (FOURNIERE et al., 2020;
PODGORSKA; KEDZIA, 2018).

Esta bactéria tem uma funcdo importante no ecossistema da pele, pois ajuda a prevenir
o desequilibrio da microbiota, promovendo o crescimento da microbiota benéfica e protegendo
contra a colonizagdo de patdgenos, como por exemplo S. aureus e Streptococcus do grupo A.
Além disso, ajuda a0 mecanismo de homeostase da pele, secretando metabolitos benéficos para
manter o funcionamento do corpo (FOURNIERE et al., 2020; GRICE; SEGRE, 2011), os quais
incluem 4cidos orgénicos e glicerina, compostos que ajudam a manter baixa acidez na superficie
da pele, favorecem a retencdo de umidade e melhoram a textura aspera da pele (NODAKE et

al., 2015).

A S. epidermidis tem a capacidade de crescer em diferentes microambientes, portanto
se encontra tanto nas regides secas quanto nas umidas, sebaceas e nos pés (BYRD; BELKAID;
SEGRE, 2018). Por ser uma bactéria anaerobia facultativa, pode sobreviver e se reproduzir
tanto na superficie da pele quanto em ambientes com a disponibilidade de oxigénio reduzido,

como, por exemplo, nos foliculos capilares (PODGORSKA; KEDZIA, 2018).

Além disso, a S. epidermidis é capaz de se adaptar as alteragdes fisico-quimicas do
ambiente, portanto em condigdes saudaveis a S. epidermidis ¢ inofensiva. Porém, em ambientes
hostis, a bactéria sofre uma alteragao no seu metabolismo, convertendo-a em um microrganismo

patdgeno oportunista formando biofilmes, responsaveis de afetar a homeostase da microbiota
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dérmica e o surgimento de afecdes da pele. Em ambientes hospitalares, esta bactéria esta
altamente relacionada com infecgdes de canulas e implantes em pacientes. (CLAUDEL et al.,
2019; FOURNIERE et al., 2020; PODGORSKA; KEDZIA, 2018; SEVERN; HORSWILL,
2022).

Recentemente no ramo da dermatologia e na industria cosmética despertou-se o
interesse em aumentar pesquisas sobre a microbiota da pele e seu efeito na saude. Uma vez que
esta diretamente relacionado ao equilibrio ou disturbio entre o individuo e o ecossistema de
microrganismos que habitam a pele. Portanto, a utilizagdao de ingredientes ativos e compostos
que promovam a viabilidade e reprodutibilidade de microrganismos benéficos, reduzindo suas
formas patogénicas, sdo um objetivo para o desenvolvimento de novos produtos cosméticos e
de cuidado para a pele. Alguns desses ingredientes podem ser prebiodticos, probiodticos e

produtos residuais produzidos pela fermentagdo dos probidticos (FOURNIERE et al., 2020).

Em conclusio parcial, este segundo capitulo permitiu a contextualizag¢do da industria de
eucalipto e a geracdo de residuos gerados no corte e colheita das arvores. Ademais, o
aproveitamento destes materiais lignoceluldsicos por meio de processos de conversdo quimica
(pré-tratamento alcalino e 4cido diluido), fisico-quimico (pré-tratamento hidrotérmico) e por
rota biologica (hidrolise enzimatica), para a obtencao de bioprodutos como XOS, os quais

possuem alto valor agregado no mercado prebiotico.
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CAPITULO 111

3. PRODUCAO DE XOS A PARTIR DE GALHOS E CASCAS DE EUCALIPTO
POR DIFERENTES TIPOS DE PRE-TRATAMENTO

3.1. Introducao

Os XOS sdo naturalmente presentes nos tecidos vegetais, mas em menor abundancia se
comparados aos principais polissacarideos, como celulose e hemicelulose. O pré-tratamento da
biomassa lignocelulosica possibilita a conversdo da hemicelulose em diferentes
oligossacarideos. Contudo, a concentragdo e a estrutura das cadeias variam de acordo com o

método de pré-tratamento empregado e as condigdes do processo (QING et al., 2013).

Nesse contexto, o Capitulo III investigou o impacto de diferentes abordagens de pré-
tratamento em galhos e cascas de eucalipto, com o objetivo de aumentar a produgao de XOS.
A eficiéncia dos pré-tratamentos foi avaliada em diferentes condi¢des reacionais. Além disso,
foi analisada a cinética do pré-tratamento e as mudangas estruturais nos residuos apds a etapa
de pré-tratamento, proporcionando uma maior compreensao da conversao dos galhos e cascas,
evidenciando o potencial para a obtencdo de biocompostos, como os XOS, a partir de uma

matéria-prima altamente disponivel.

Este trabalho est4 inserido no projeto tematico da FAPESP /BBSRC “An integrated
approach to explore a novel paradigm for biofuel production from lignocellulosic feedstocks”
(processo: 15/50612-8). A Figura 18 apresenta a metodologia geral do projeto, dividida em
quatro etapas, que envolveram a producao de XOS por meio do pré-tratamento dos residuos de
eucalipto e sua posterior hidrolise enzimatica para obtengao de XOS de baixa massa molar pela
acdo da enzima recombinante endo-1,4-B-xilanases de A. nidulans. Finalmente, a prova de
conceito foi realizada por meio da avaliagdo da propriedade prebidtica, por meio da fermentagao

do hidrolisado rico em XOS (X2+X3) utilizado como substrato no cultivo do S. epidermidis.
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Figura 18. Metodologia geral do projeto.

ETAPA I ETAPA 11
Pré-tratamento Destoxificagdo

ETAPA III
Prod. da enzima e hidrélise
enzimatica

Residuos florestais

ETAPA 1V
Fermentacdo S. epidermidis

Fonte: Autor, 2023.

3.2. Materiais e métodos

A primeira etapa do projeto consistiu no acondicionamento e caracterizagdo do material
de entrada e o posterior pré-tratamento dos residuos florestais de eucalipto. As condigdes de
processo para obtencao de XOS foram selecionadas pela avaliagdo de trés tipos de pré-
tratamento. As correntes do processo foram caracterizadas para posterior determinacdo dos
balancos de massa dos processos. A Figura 19 ilustra um resumo das etapas que compreendem
a obtengdo de XOS a partir do pré-tratamento, como também as correntes geradas em cada

etapa.
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Figura 19. Metodologia empregada para a obtencdo de XOS a partir de galhos e cascas de
eucalipto.
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racao nquida combinado (PTC) Y S \ =
\—> Caracterizagdo *—‘ ="

!Celul'ignina
Fonte: Autor, 2023.

Os residuos florestais (cascas e galhos) pertencem ao clone comercial de eucalipto 1002
(Eucalyptus grandis): 16 kg de galhos e 6 kg de cascas coletados no més de fevereiro de 2018,
no municipio Sdo Miguel Arcanjo, Sao Paulo, onde se localiza o setor florestal da Suzano Papel

e Celulose, diretamente do campo de plantio, ap6s descascamento mecanico.

3.2.1. Secagem e acondicionamento da biomassa

Primeiramente a matéria-prima foi separada manualmente, pois no setor florestal ndo ¢
realizada uma etapa de separagdo dos residuos gerados no processo de corte e colheita da
madeira. O material foi seco ao ar livre até atingir uma percentagem de umidade de 10%, para
evitar a degradacdo por microrganismos. A seguir o material foi selecionado para retirada de
residuos contendo excesso de terra (Figura 20) e em seguida os galhos foram descascados.
Posteriormente, os residuos foram trituradas em um triturador de Residuos Organicos (TR200,
Trapp, Brasil) (Figura 21). Apos, os galhos foram moidos em um moinho de facas equipado
com uma peneira trapezoidal de abertura de malha de 1,5 mm de didmetro. Apos secagem e

acondicionamento as amostras foram armazenadas em bolsas hermeticamente fechadas para
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posterior caracterizacdo e pré-tratamento, a percentagem de umidade foi monitorada

trimestralmente.

Figura 20. Material com alto conteudo de terra e descartado do projeto. a) cascas; b) galhos.

Figura 21. Biomassa de eucalipto coletada da floresta e triturada na picadora: a) Cascas; b)
galhos.

b)

3.2.2. Distribuicio do tamanho de particula

A composi¢do das biomassas in-natura foi determinada por meio de andlises fisico-
quimicas. Na caracterizacao fisica foi feita a distribuicdo do tamanho de particula por analise
granulométrica. Esta analise foi realizada apenas para os galhos, pois as cascas apds o processo
de trituragdo apresentaram uma textura fibrosa o que impossibilitou o peneiramento, como

ilustrado na Figura 21 - a.

A analise granulométrica foi feita em agitador de peneiras mecanico (Produtest, T,
Brasil). Os ensaios foram realizados em dois estagios, primeiro, utilizando peneiras da série de

Tyler de Y4, 6, 10, 20, 35, 65, 150 mesh e fundo, e o segundo estagio, por meio de peneiras de
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8, 10, 14, 20, 28, 35 mesh e fundo. As peneiras foram previamente pesadas e empilhadas em
ordem decrescente. Amostras homogeneizadas de aproximadamente 50 g de galhos moidos
foram adicionadas na parte superior da série de peneiras e agitadas durante 10 min. Em seguida,

as peneiras foram pesadas e a fragdo massica retida em cada peneira foi calculada.

3.2.3. Preparo da biomassa para caracterizacao quimica

Para andlise da composi¢do dos galhos e as cascas, certa quantidade de cada material

foi moida em moinho de facas (Marconi, MA 680, Brasil), apresentado na Figura 22.

Figura 22. Moinho de facas para processamento dos galhos e as cascas de eucalipto.

Amostras foram moidas em duas etapas, a primeira utilizando uma abertura de malha
de 35 mesh, para atingir particulas menores que a 0,5 mm e posterior determinacao de cinzas
totais e compostos extrativos. A segunda etapa utilizou uma abertura de malha de 170 mesh na
moagem da biomassa isenta de compostos extrativos, até atingir particulas inferiores a 0,08mm

(Figura 23), para garantir maior area de contato com o 4cido sulfurico na digestdo da amostra.

Figura 23. Residuos de eucalipto moidos com tamanho de particula de -170 mesh: a) Galhos;
b) cascas.
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3.2.4. Caracterizacio quimica da biomassa

Os procedimentos adotados para a caracterizacdo quimica da biomassa sdo descritos na

Figura 24.

Figura 24. Diagrama de processo de caracterizagdo quimica das biomassas in-natura.

Biomassa

in-natura —»| Cinzas totais

Umidade < 10%  |N@0 | Secagema37°C/2h

Sim

\ 4

Teor de extrativos (Soxhlet): |<——
Alcool etilico e dgua destilada

\ 4

Secagem a 105 °C

\ 4

Hidrolise acida dos solidos

I

Filtrag¢ao

[

| !

¥ A 4

Carboidratos, inibidores e Lignina insoltvel
lignina soluvel e cinzas

Fonte: Autor, 2023.

A caracterizagdo quimica tem por objetivo determinar a composi¢do do material em
relacdo aos contetidos de celulose, hemicelulose, lignina, extrativos e cinzas, como mostrado
na Figura 24. Os procedimentos adotados seguem as normativas do NREL (National Renewable
Energy Laboratory), ASTM (American Society for Testing and Materials) e de acordo com a
metodologia descrita por GOUVEIA; SOUTO-MAIOR; ROCHA, (2009) para a caracterizagao

do bagaco de cana-de-agucar.
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3.2.4.1. Determinacio do teor de umidade

O teor de umidade foi determinado segundo a normativa NREL (SLUITER et al.,
2008a). Amostras de 1 g de biomassa homogeneizada foram pesadas em béqueres de 50 mL
previamente tarados e suas massas anotadas. As amostras foram secas em estufa a 105 °C por
24 h. Apds este periodo, as amostras foram resfriadas em dessecador até temperatura ambiente.
Os béqueres contendo o material seco foram pesados até massa constante (mudanga de + 0,1 %

na umidade atual apos 1 h de reaquecimento) em balanca analitica e suas massas anotadas.

O teor de umidade foi calculado como:

% umidade = 100 — ((%) x 100) )
2

M1 = massa do béquer vazio, em g;

M2 = massa da amostra imida, em g;

M3 = massa do béquer + massa da amostra seca, em g

3.2.4.2. Determinacio de cinzas totais

A metodologia empregada nesta andlise foi baseada na normativa NREL (SLUITER et
al., 2008b) e os procedimentos de (GOUVEIA; SOUTO-MAIOR; ROCHA, 2009). Cadinhos
de porcelana de 50 mL foram levados a mufla a 800 °C por 2 h, para eliminar residuos
remanescentes de anteriores analises. Posteriormente, os cadinhos foram transferidos para um
dessecador e pesados apos o resfriamento. Amostras de 1 g, em base seca (MBS) de biomassa
foram pesadas em cadinhos de porcelana previamente tarados e calcinados em mufla a 400 °C
por 1 h e em seguida a 800 °C por 2 h. Apds este periodo, a mufla foi desligada e quando a
mufla alcancou 200 °C, os cadinhos foram transferidos para um dessecador e resfriados até
temperatura ambiente. A seguir, o teor de cinzas foi determinado por pesagem e calculado

como:

Mcc — Mc (2)

%Cinzas totais = I
i

M¢c = massa do cadinho vazio, em g;
Mcc = massa do cadinho com cinzas, em g;

M; = massa da amostra inicial em base seca, em g.
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Célculo da Massa em Base Seca da amostra (MBS):

Massa x 100
MBS (g) _ seca (g) (3)

100 — umidade o,

3.2.4.3. Determinacio dos compostos extrativos

O teor de extrativos foi determinado segundo a normativa NREL (SLUITER et al.,
2008c) utilizando um sistema Soxhlet (Figura 25). A umidade da biomassa foi determinada de

acordo com o procedimento descrito no item 3.2.4.1.

Figura 25. Sistema Soxhlet para a determinacdo dos compostos extrativos.

Aproximadamente 4,00 g de amostra, em base seca, foram adicionadas em cartuchos de
papel filtro quantitativo, previamente secados e pesados em frascos peca filtros. Em seguida,
os cartuchos foram transferidos para os tubos de extracdo Soxhlet. A remog¢ao dos extrativos
foi realizada em duas etapas: A primeira etapa consiste em adicionar 200 mL de uma solugao
de ciclohexano-etanol 1:1 (v/v) a cada balao de fundo redondo juntamente com pérolas de vidro.
Em seguida, os baldes foram acoplados no sistema de extracdo e ajustada a temperatura da

manta de aquecimento (mantendo de 4 a 5 ciclos no sifdo por hora), a extragao foi realizada por

24 h.

A segunda etapa consistiu em adicionar 200 mL de 4gua destilada a cada baldo do
extrator. Apds o primeiro ciclo de extracdo, o material foi extraido por um periodo de 8 h por 5

dias, com troca de dgua diaria. A extracdo foi realizada por mais 4 h para garantir a remogao de
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todos os extrativos. Finalizada a etapa de extragdo, os cartuchos contendo os residuos de
biomassa foram transferidos para cadinhos de vidro de fundo poroso (4-5 pum) para filtracao,
previamente tarados. As amostras foram secas em estufa a 105 °C até alcangar massa constante.
Em seguida, os cadinhos foram resfriados em dessecador até temperatura ambiente e pesados.
A quantidade de compostos extrativos foi determinada por andlise gravimétrica e calculada
como:

M, — M
% compostos extrativos = (lM—BE) x 100 4)

M; = massa da biomassa inicial em base seca com compostos extrativos, em g;

Mgg = massa da biomassa livre de compostos extrativos, em g.

3.2.4.4. Hidrolise acida da biomassa isenta de compostos extrativos

Os principais componentes da parede celular foram determinados nas amostras das

biomassas isentas de extrativos, (SLUITER et al., 2012).

Amostras com 0,3 g de biomassa em base seca, com tamanho de particula inferior a 0,08
mm foram pesadas em tubos de pressao. Em seguida, em cada tubo se adicionaram 3 mL de
acido sulfurico 72 % (m/m), posteriormente, os tubos contendo a biomassa foram incubados
em banho termostatico a 30 °C por 1 h. Para aumentar a homogeneidade durante a hidrdlise
acida concentrada, a biomassa foi agitada com auxilio de bastdo de teflon em dois intervalos
(durante 3 min iniciando a rea¢do e 3 min continuos antes de finalizar a hidrélise). Finalizado
o tempo de reacdo, os tubos de ensaio foram removidos do banho termostatico e resfriados a

temperatura ambiente.

Finalizada a etapa de hidrolise 4cida concentrada, a solugdo final foi diluida para uma
concentracao de 4% (m/m), mediante a adicdo de 84 mL de agua destilada a cada tubo de ensaio.
Em seguida, as amostras foram pesadas em balanga e autoclavadas a 121 °C por 1 h. Encerrado
o tempo, os tubos contendo o hidrolisado foram resfriados em banho de gelo para cessar a
reacdo e pesados para determinagdo do fator de evaporagdo. Os residuos provenientes da
hidrodlise acida diluida foram filtrados em cadinhos de porcelana de fundo poroso, contendo

uma membrana de vidro, previamente tarados. A fracdo solida foi utilizada para determinacao
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da lignina insoluvel e a fracdo liquida foi armazenada no congelador para posteriores analises

de carboidratos, lignina soluvel, acidos, furfural e 5-HMF.

3.2.4.5. Determinac¢do da lignina insoluvel e cinzas insoluveis em meio

acido

Os solidos retidos no cadinho de porcelana foram lavados com agua destilada até atingir
o pH da agua de lavagem. A seguir os cadinhos foram secos em estufa a 105 °C até massa
constante e resfriados em dessecador até temperatura ambiente para pesagem em balanca

analitica.

Para evitar interferéncias nos resultados, foi determinado o teor de cinzas insoliveis em
meio acido para cada uma das amostras, por meio da incinera¢ao dos cadinhos contendo a fibra
de vidro e os residuos solidos. Os cadinhos foram levados para a mufla e aquecidos por 12 min
a 105 °C, posteriormente incinerados por 30 min a 250 °C e por ultimo por 180 min a 575 °C.

Este valor deve foi descontado do contetido de lignina insoltvel:
ML; = MPFS — MPF (5)

ML, = massa da lignina insoluvel seca, em g;
MPFS = massa do cadinho contendo fibra de vidro e s6lidos retidos seco, em g;

MPF = massa do cadinho contendo fibra de vidro seco, em g.
A percentagem de lignina insoltivel foi calculada como:

ML; — Mg o ll B (% Extrativos)J (6)

% L; =
! Mpgg 100

MLI = massa da lignina insoluvel seca, em g;
MCI = massa das cinzas insoliveis em meio acido, em g;

Mgg = massa da biomassa livre de extrativos utilizada na hidrélise, em g.

Sendo que, MCI = (MCC - Mc) - Cp (7)

Mcc = massa do cadinho com cinzas insoltiveis em meio acido e fibra de vidro, em g;

Mc=massa do cadinho e fibra de vidro vazio, em g;
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Cp= Cinzas da fibra de vidro, em g.
A percentagem de cinzas insoluveis em meio acido foi calculada como:

MCI

% C; = x 100 (8)

BE

3.2.4.6. Determinacio da lignina soluvel

A lignina soluvel foi determinada no filtrado do hidrolisado. Esta analise deve ser feita
maximo dentro das primeiras 6 h apos a hidrolise acida diluida. Aliquotas de 1 mL da fragao
liquida foram diluidas em baldes de 25 mL com pH do meio ajustado entre 12,5 e 13 com NaOH
6,5 N. Para determinar a concentragdo de lignina soluvel, as amostras tiveram sua densidades

oticas determinadas a 280 nm em espectrofotometro, utilizando cubetas de quartzo.

Considerando os valores de absortividade da lignina estabelecidos por GOUVEIA; SOUTO-
MAIOR; ROCHA, (2009), que consideramos mais adequados para os residuos aqui estudados,

para o calculo da lignina soluvel temos:

CLS = 4,187 x 1072(A,g0 — Apq280) — 3,279 x 10~* 9)
Sendo que,

Apazso = (Crurfural X Erurfurat) + (Cumr X Enmr) (10)

CLS = concentracao de lignina soluvel, em g/L;

Ango = absorbancia da solu¢do de lignina em 280 nm;

Apa2s0 = absorbancia dos produtos de decomposicao dos acticares (furfural e HMF);

Crurfurar € Cumr = concentragdes de furfural e HMF determinada por HPLC previamente;
Erurfural © Egmr = as absortividades do furfural ¢ HMF, sendo respectivamente, 146,85 €

114,00 L gl em™.

A percentagem de lignina soluvel foi calculada como:

CLS XV X FD % Extrativos
XDy - (BB gy

% CLS =
%o LLS [ Mg 100

CLS = concentragdo de lignina soluvel, em g/L;
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V= volume filtrado na hidrélise = 0,087 L;
FD = fator de diluigao
MgEg = massa da biomassa livre de extrativos utilizada na hidrélise, em g.

O valor da lignina total ¢ a soma dos teores de lignina insolavel e soluvel:

% Ly = % CLS + % CLI (12)

3.2.4.7. Determinacio de carboidratos, acidos organicos e inibidores

O contetdo de celulose e hemicelulose foi determinado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC). Curvas de calibragdo foram preparadas previamente com padrdes de
concentracdo de glicose, xilose, celobiose, arabinose, acido acético, acido formico, acido

levulinico, HMF e furfural.

Amostras de cada hidrolisado obtido no item 3.2.4.4, com a devida dilui¢do foram
filtradas em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com tamanho de poro de 0,45 um
(Millex) e transferidos para tubos vials para posterior leitura no HPLC, de acordo com as

seguintes condigdes:

Acucares:

Aliquotas de 20 pL das amostras foram injetadas no cromatdgrafo Waters, com modulo
de bomba Waters 515 e modulo injetor autoamostrador 717 plus, software Empower pro 2.
Detetor de indice de refragdo Waters 410, coluna Biorad Aminex HPX-87H 300 x 7,8 mm. A
fase movel foi composta de HoSO4 5 mM, vazao 0,6 mL/min, temperatura da coluna 55 °C,

temperatura do detetor 40 °C, tempo de corrida 15 min.

O conteudo dos agucares foi calculado como:

C X Fo XV,
% Acglcares = HPLC MC d (13)
BE

CupLc = concentracao determinada para cada agticar no HPLC, em g/L;
Fc = Fator de corre¢do de cada composto: 0,9 glicose; 0,95 celobiose; 0,88 xilose e
arabinose.

V= volume filtrado na hidrélise = 0,087 L;
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Mgg = massa da biomassa livre de extrativos utilizada na hidrélise, em g.

Acidos organicos:

As amostras de 196 pL foram injetadas no cromatografo de Troca idnica, marca
Metrohm, modelo 850 Professional IC, com autoamostrador compacto 863, software: MagiclC
Net 3.2. Detetor de condutividade elétrica, coluna MetroSep acidos organicos (300 x 7,8 mm)
e pré-coluna. Fase mével HoSO4 0,5 mM, supressor cloreto de litio (LiCl) 50 mM vazao 0,5

mL/min, temperatura da coluna 30 °C, tempo de corrida 25 min.

O conteudo dos acidos foi calculado como:

Cuprc X F¢ X Vg (14)

% Acidos =
MBE

CupLc = concentragdo determinada para cada dcido no HPLC, em g/L;

Fc = Fator de corre¢do de cada composto: 3,52 acido formico; 1,40 acido levulinico e
0,72 acido acético;

V= volume filtrado na hidrolise = 0,087 L;

Mgg = massa da biomassa livre de extrativos utilizada na hidrélise, em g.

Inibidores (5-HMF e Furfural):

As amostras previamente diluidas em fase movel e filtradas, foram injetadas no
cromatografo Thermo Scientific, modelo 850 Professional IC, com modulo de bomba
ACCELA 600, com autoamostrador compacto ACCELA, software CromQuest. Detetor de
Arranjo de Diodo (PDA), coluna C18 Thermo 50 x 2,1 mm. Volume de inje¢ao de 20 pL, fase
movel Acetonitrila (CoH3N) 2,5 % e acido fosforico (H3POs) 2 mM, vazao 100 pL/min,

temperatura da coluna 30 °C, comprimento de onda 280 nm, tempo de corrida 10 min.

O conteudo dos inibidores foi calculado como:

Cuprc X Fc X Vg (15)
Mpg

% Inibidores =

CupLc = concentra¢do determinada para cada inibidor no HPLC, em g/L;
Fc= Fator de corre¢do de cada composto: 1,29 5-HMF e 1,37 furfural;
V= volume filtrado na hidrélise = 0,087 L;
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Mgg = massa da biomassa livre de extrativos utilizada na hidrélise, em g.
3.2.5. Pré-tratamento dos residuos de eucalipto

Para a maximiza¢ao do contetido de XOS totais a partir dos galhos e casas de eucalipto
foram avaliados diferentes tipos de pré-tratamento: o pré-tratamento hidrotérmico foi
denominado de PTH, o pré-tratamento com acido diluido (&cido sulfurico) denominado de PTD
e o pré-tratamento alcalino com NaOH foi chamado de desacetilagdo, etapa anterior ao pré-

tratamento combinado, denominado PTC.

A selecdo das condic¢des estudadas nos pré-tratamentos para producao de XOS foram
selecionadas conforme dados reportados na revisdo bibliografica para a madeira de eucalipto e
bagaco de cana-de-actcar e segundo condi¢des dtimas encontradas no pré-tratamento da palha

de cana no projeto BBSRC.

3.25.1. PTH

Os pré-tratamentos foram desenvolvidos em reatores de aco inox, com capacidade de
500 mL. Aproximadamente 20 g, em MBS, de cada material foram pesados em balanca
analitica e transferidos para o reator junto com a solucdo agua deionizada, a carga de so6lidos
no meio foi de 10 % m/m. Neste pré-tratamento foi avaliado a temperatura de reacao e o tempo

de residéncia, como apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Ensaios para o pré-tratamento hidrotérmico em diferentes tempos e temperaturas.

Temperatura (°C) Tempo (min)
175 10, 15, 20, 25
190 7,5 15, 22,5
205 5, 10, 15

As reagdes foram feitas em banho termostatico de glicerina na condi¢dao de cada
experimento. Apds o tempo de reacdo, os reatores foram transferidos para banho de gelo para

cessar a reacdo e posteriormente as amostras foram filtradas em filtros de tecido. A fracdo sélida
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foi lavada até atingir o pH da agua da lavagem e em seguida centrifugadas para remog¢ao do
excesso de agua e posterior secagem em estufa a 37 °C até atingir um conteudo de umidade de
até 10%. A biomassa pré-tratada foi armazenada em sacolas herméticas para posterior moagem
e caracterizagdo para determinar o conteudo de cinzas totais, celulose, hemicelulose e lignina,

como apresentado nos itens 3.2.4.2 ¢ 3.2.4.4.

A fracdo liquida obtida contendo os XOS foi a partir de agora denominada hidrolisado
hemicelulésico (HH), refrigerada para posterior quantificagdo dos principais componentes
estruturais da biomassa por HPLC. Esta fra¢ao foi analisada antes e depois de passar pelo

processo de pds-hidrélise acida, metodologia que sera descrita no item 3.2.7.

3.2.5.2. PTD

O procedimento foi desenvolvido conforme o descrito no item 3.2.5.1. O meio reacional
foi composto pela carga de sélidos de 10 % m/m, diluido em 0,1 % v/v de H2SOs, a temperatura
fixada em 170 °C, e o tempo foi variado em 5, 10 e 15 min. Apods o tempo de reacdo, os reatores
foram resfriados em banho de gelo, as amostras foram filtradas em filtros de tecido e o pH dos

HH foi determinado. As correntes liquidas e s6lidas foram caracterizadas.

3.2.5.3. Desacetilacao e PTC

A desacetilagdo dos galhos e cascas foi feita em triplicata, aproximadamente 20 g de
biomassa em MBS, foi transferida para frascos SCHOTT com capacidade de 500 mL, a carga
de solidos foi de 10 % m/m. A seguir, a biomassa foi homogeneizada com auxilio de bastao de
teflon e impregnada por 40 min em uma solug¢ao alcalina, contendo NaOH em concentragao de
80 mg/g de biomassa. A reagado foi feita em banho termostatico a 60 °C e incubadas por 30 min.
Finalizado o tempo de reagdo, os frascos foram resfriados em banho de gelo e foram seguidos
os procedimentos descritos anteriormente no item 3.2.5.1 para a filtragdo das correntes do
processo e posterior lavagem, secagem, armazenamento e caracterizacao dos solidos. A fragao
liquida, denominada (LB) foi refrigerada para posterior quantificagdo por HPLC e pds-

hidrolise.

Posteriormente, os ensaios de PTC foram realizados a partir dos galhos e cascas

previamente desacetilados, seguindo o procedimento de pré-tratamento descrito no item 3.2.5.1.
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O teor de so6lidos foi mantido em 10 % m/m, a temperatura variou entre 175 °C e 190 °C e tempo

entre 7,5 e 25 min. As correntes do processo foram posteriormente caracterizadas.
3.2.6. Fator de severidade

O fator de severidade (Ry) ¢ um parametro importante a ser quantificado, sendo utilizado
para comparar os resultados dos diferentes processos de pré-tratamento. Apesar de ndo fornecer
com precisdo a real severidade, ele pode ser utilizado para estimativas aproximadas dos
processos de tratamento. O Ry considera as varidveis do processo tempo (t, em min),
temperatura (T, em °C), como descrito por ABATZOGLOU; CHORNET; KHALED, (1992);
OVEREND; CHORNET; GASCOIGNE, (1987), e calculado como:

T - T,
log;0(Ro) = logyo (t Texp (ﬁ)) (16)

Onde:
t: tempo de residéncia, em min; T: temperatura, em °C; Tref : 100 °C, temperatura considerada

para iniciar a reacao.

3.2.6.1. Fator de severidade combinado

Nos pré-tratamentos em condicdes acidas (concentrado o diluido), o efeito do pH deve
ser consideracdo na severidade do processo ajustando a equagdao com o valor do pH do licor

dos pré-tratamentos. Esse ajuste pode ser determinado por meio do fator de severidade

combinado (R;)r), pela seguinte equacao (CHUM et al., 1990):

R(')' = log(Ry,) — pH (17)

3.2.7. Caracterizacio quimica do hidrolisado por pos-hidrolise acida

As fragdes liquidas obtidas nos pré-tratamentos (PTH, PTD, desacetilagdao e PTC) foram
hidrolisadas para quantificacio de carboidratos, acidos e inibidores, de acordo com os
procedimentos por NREL (SLUITER et al., 2008d). Assim, o pH dos HH e LB foi determinado
para calcular a quantidade necessaria de HxSO4 72% v/v requerida na hidrolise, para atingir uma

concentrac¢ao final de 4cido de 4% v/v em cada amostra. Amostras de 20 mL (HH, LB) foram
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transferidas para tubos de pressdo e acidificadas com a quantidade necessaria de HoSOs,
homogeneizadas em agitador magnético e a seguir autoclavados a 121 °C por 1 h. Finalizado o
tempo a reagdo, os tubos foram resfriados em banho de gelo e as amostras foram filtradas sendo

o licor denominado de hidrolisado p6s-hidrolise (HPH).

Os HPH foram congelados para posterior quantificaciao de carboidratos (glicose, xilose,
celobiose, arabinose), acidos (acético, formico e levulinico), produtos de degradagdo (5-HMF
e furfural) por cromatografia liquida nas condigdes descritas no item 3.2.4.7. O teor de
oligdbmeros totais foi calculado como a diferenga entre o teor de mondmeros antes e apos o

processo de pds-hidrdlise.

3.2.8. Identificacdo dos XOS nos hidrolisados

A concentragdo de cada oligdmero foi determinada utilizando uma curva de calibracao
previamente construida com padrdes de xilobiose, xilotriose, xilotetrose e xilopentose,
adquiridos da MEGAZYME ® segundo metodologia descrita por BAZETTO, (2018) com

pequenas modificagdes.

Os HH advindos dos pré-tratamentos PTH, PTD e PTC dos galhos e cascas, assim como
os hidrolisados resultantes do processos de hidrolise enzimatica foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com dete¢ao amperométrica pulsada (HPLC-PAD). Os
XOS foram identificados e quantificados por HPLC em cromatdgrafo de troca idnica Metrohm
(850 Professional IC), com autoamostrador compacto 863, software: MagicIC Net 3.2. Detetor
amperométrico, coluna CarboPac PA100 (4 mm x 250 mm) e pré-coluna CarboPac PA100
(4mm x 50 mm). Volume de injecdo de 20 pL, fluxo da fase movel de 1 mL/min, tempo de
corrida de 30 min. Para a composi¢do da fase movel foi adotado um sistema de gradiente de
solvente contendo: solvente A (agua), solvente B (NaOH 80 mM e acetato de s6dio 500 mM)
e solvente C (NaOH 500 mM). Na primeira etapa de 0 — 10 min foi utilizado 2% da solucao B
e 15% da solugdo C. Na segunda etapa de 10 a 20 min, foi variando de 2 -20% da solugao B e
de 15 a 50% da solucdo C. A terceira etapa de 20 a 28 min, foi utilizado 20% da solu¢do B e
50% da solucao C. Na ultima etapa, de 28 a 30 min foi variando de 20 a 2% da solucdo B e de
50 a 15% da solucao C.
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3.2.9. Balanco de massa

Apbs o pré-tratamento, foram conduzidas analises nas fracdes resultantes a fim de
avaliar o teor de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas totais, valores necessarios para a
determinagdo do balango de massa. As concentragdes dos agucares, acidos e compostos de
degradacgdo da celulose e hemicelulose foram ajustadas individualmente de acordo com seus

respectivos fatores estequiométricos (SLUITER et al., 2008d, 2012).

A conversdo da arabinoxilana (Cax), os rendimentos do pré-tratamento (Ypt) € dos XOS

(Yxos) foram calculados de acordo com as equagdes 18 — 20:

compostos solubilizados (g)

0, —
CAX( A)) " massa da arabinoxilana no material de entrada 9) x 100 (18)
MBSmaterial pré—tratado
Y (%) = x 100 (19)
pt MBSmaterial de entrada
X0S
Vros (%6) = D 100 20

MBSmaterial de entrada

Onde:

MBS: Massa em base seca, em g.

3.2.10. Cinética do preé-tratamento

Os dados experimentais gerados durante o pré-tratamento hidrotérmico foram utilizados
para desenvolver um modelo cinético para compreender a conversao da hemicelulose presente
nos residuos de eucalipto ao longo do processo. Diversos modelos tém sido propostos para
descrever os mecanismos de dissolugdo da biomassa durante o pré-tratamento. Desde a
descricdo do modelo cinético originalmente proposto por SAEMAN, (1945) para a hidrélise
acida da celulose em agucares redutores, seguida pela formagdo de compostos de degradacao,

varias abordagens tem sido desenvolvidas para a conversao da biomassa a partir desse modelo,
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incluindo o estudo da hidrélise da hemicelulose (LU; MOSIER, 2008; SHAO; LYND, 2013;
ZHUANG et al., 2009).

BORREGA; NIEMINEN; SIXTA, (2011); DOS SANTOS ROCHA et al., (2017) e
GARROTE; DOMINGUEZ; PARAJO, (2001) incluiram a formagdo de oligdmeros e
propuseram a formagdo de mais de um composto de degradagdo durante a conversdo da

hemicelulose.

NAKASU et al., (2017) sugiram o modelo cinético para a conversao dos XOS durante

a etapa de pos-hidrélise em diferentes meios acidos.

SANTUCCI et al., (2015) propuseram um modelo cinético simplificado para a
conversao da hemicelulose durante o pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-agucar.
Nesse modelo, considera todos os agucares, incluindo oligdbmeros e mondmeros, presentes no

hidrolisado, bem como furfural e 4cidos organicos, na determinagdo dos parametros cinéticos.

Neste trabalho, € sugerido um modelo pseudo-homogéneo de processos irreversiveis de
primeira ordem para a conversdo da hemicelulose dos residuos de eucalipto seguindo o
mecanismo reportado por SANTUCCI et al., (2015). No entanto, neste estudo foi assumida a

hidrélise da xilana em XOS totais, posteriormente em xilose e furfural, como descrito a seguir:

) ky ky . ks
Xilana — X0S - Xilose - Furfural

A variacdo de cada componente ao longo do tempo pode ser teoricamente calculada para

o modelo cinético sugerido pelas equagdes diferenciais 21 — 24:

d[Xilana] )

T = —k1 [Xllana] (21)
d[); - )t [Xilana] - ky[x0S] (22)
W — I, [X0S] — ks[Xilose] (23)
d[Furfural] (24)

1t = ks[xilose]
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Onde:
ki: ¢ a constante de velocidade de formagao de xilana para XOS totais.
k>: € a constante de velocidade de XOS totais para xilose.

ks: € a constante de velocidade de xilose para formagao de furfural.

Para determinar as constantes de velocidade k;, consideram-se as concentragdes de
hemicelulose remanescente nos residuos pré-tratados. As concentracdes de oligdmeros e
mondmeros de xilose e o conteudo de furfural nos hidrolisados resultantes do pré-tratamento,
foram utilizados para calcular k> e k3. A partir dos valores encontrados para as constantes de
velocidade, foram calculados o fator pré-exponencial (4) e a energia de ativacao (£,), conforme

a equagao de Arrhenius (eq. 25):

—E

k = AeRT (25)

As constantes de velocidade (ki, ko e k3) foram determinadas minimizando a soma dos
erros quadraticos entre as curvas experimentais e tedricas (equacdes 21-24). O conjunto de
equagoes diferenciais foi resolvido utilizando o software MATLAB® (R2014b) para a

estimativa dos parametros do modelo junto com o solucionador ODE4 (Runge-Kutta).

3.2.11. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Foram examinadas amostras de residuos in-natura e das fragdes solidas recuperadas
ap6s o PTH usando um equipamento MEV (Leo 4401, LEO Electron Microscopy, Oxford,
Inglaterra), equipado com detector de energia dispersiva de raios X (EDS: 6070, LEO Electron
Microscopy, Cambridge, Inglaterra). As amostras foram fixadas em porta amostra com fita
dupla face de carbono. Para aumentar a condutividade das amostras, foi feito um recobrimento
metalico com ouro (Sputter Coater K450, EMITECH, Kent, Reino Unido), espessura da camada
de ouro estimada em 200 A°. Para obtencdo das micrografias foi utilizada uma tensdo de 10 kV
e uma corrente de 100 pA. A ampliacdo utilizada para visualiza¢do das superficies das amostras
foi de 500%. Além disso, foram obtidas imagens das se¢des transversais das amostras, obtidas

por fraturamento prévio com nitrogénio liquido, e analisadas em ampliagdes de 1000x e 5000x.
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3.3. Resultados
3.3.1. Caracterizacio fisico-quimica da biomassa in-natura

3.3.1.1. Distribui¢io do tamanho de particula

Ap6s a trituracdo dos galhos foi feita a determinagdo do tamanho de particula das
amostras (Anexo I), os galhos mostraram que 40,89 + 0,97% das particulas apresentaram um
diametro superior a 6,35 mm e 30,74 £+ 0,37% dos galhos triturados ficaram em um diametro

médio de 3,35 mm.

Foi feito um teste preliminar de desacetilacdo utilizando os galhos triturados e foi
observado que nessa faixa de didmetro o meio reacional ndo conseguiu impregnar a biomassa,
devido ao grande tamanho das particulas. Portanto, foi decidido realizar uma nova etapa de
fracionamento da biomassa com o objetivo de diminuir o tamanho das amostras. Uma vez que,
o uso de tamanho de particulas menores durante a etapa de pré-tratamento aumenta a
homogeneizagdo das amostras em escala de laboratorio. Além disso, diminui a cristalinidade
da celulose e aumenta a 4rea superficial geométrica da biomassa, estes aspectos facilitam a
liberagdo dos agiicares e leva a um aumento nos rendimentos do processo (ROCHA-MARTIN

etal., 2017).

Dessa forma, os galhos triturados passaram por uma etapa de moagem em moinho de
facas, utilizando uma peneira trapezoidal de 1,5 mm de didmetro. Posteriormente foi

determinado o tamanho das particulas como apresentado na Figura 26.
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Figura 26. Distribuicdo do tamanho das particulas dos galhos moidos.
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Os galhos moidos mostraram uma reduc¢do do tamanho das particulas significativa, a
maior fragdo massica retida foi de aproximadamente 30 + 0,43% com um tamanho médio das
particulas entre 1,18 ¢ 0,85 mm, embora os galhos tenham apresentado uma variabilidade nas
faixas dos diametros, as amostras utilizadas ao longo dos experimentos foram homogeneizadas
por quarteamento para garantir a utilizagdo dos diferentes diametros das particulas e assim

evitar perdas no uso da matéria prima.

3.3.1.2. Composi¢ao quimica da biomassa

A analise da composicao quimica do material de entrada ¢ uma etapa fundamental ja
que fornece informacdo necessdria para a execucdo do processo como por exemplo,
necessidades de etapas de pré-tratamento previas a hidrolise das moléculas de interesse
(PEREIRA et al., 2018). Além disso, permite a selecdo cuidadosa da matéria-prima dependendo
da sua composicao. A caracterizagdo quimica dos galhos e cascas de eucalipto usados neste

projeto de pesquisa encontra-se apresentada na Tabela 7.
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Tabela 7. Composicao quimica dos galhos e cascas de eucalipto In-natura.

Composicao quimica Biomassa
(% m/m)

Galhos Cascas
Celulose 45,09 £0,28 50,31+0,34
Arabinoxilana 16,10+ 0,10 12,94+ 0,06
Acido acético 3,51£0,03  2,52+0,01
Lignina 2720+0,39 15,72+0,98
Cinzas 0,63 £ 0,01 8,75 £ 0,04
Compostos extrativos 1,30+ 0,21 10,32 +£0,42

A madeira ¢ caracterizada por apresentar um baixo teor de compostos extrativos e de
material inorgdnico (CARVALHO et al., 2015). Esta caracteristica foi confirmada pelos
resultados obtidos na analise da composi¢do quimica dos residuos de eucalipto, evidenciando
que as cascas possuem um maior teor de componentes ndo estruturais em comparagao com o0s
galhos. Sendo assim, as cascas tiveram 10,32% de compostos extrativos e 8,75% de cinzas
totais, enquanto nos galhos esses valores atingiram apenas 1,30% e 0,63%, respectivamente.
Segundo NEIV A et al., (2018), as cascas de eucalipto tendem a apresentar uma maior propor¢ao
de compostos extrativos polares em comparagdo com a madeira, além de concentragcdes mais
elevadas de cdlcio e ferro nas cinzas totais. O alto contetido cdlcio nas cinzas totais de cascas
de eucalipto também foi relatado em trabalhos anteriores desenvolvidos por LIMA et al.,
(2013), que descreveram que o material inorganico presente nessas cascas € principalmente

composto por cristais de oxalato de calcio.

Ao comparar os resultados deste trabalho com a literatura, foi observado que o teor de
cinzas totais encontrado nas cascas foi superior aos valores reportados na Tabela 2. No entanto,
¢ importante ressaltar que o conteido de componentes ndo estruturais nas cascas pode ser
influenciado por varios fatores, como o tipo de casca (interna, externa ou com alto contetido de
cortex), a origem do material coletado (industrial ou florestal) e a redu¢do mecanica do tamanho

da amostra (NEIVA et al., 2018).

Por outro lado, o teor de lignina foi maior nos galhos (27,20%) do que as cascas das

toras (15,72%), sendo estes valores similares aos encontrados por MAFEI et al., 2020 e LIMA
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et al., 2018b. A fragdo da celulose foi o0 maior componente encontrado em ambos os residuos
com aproximadamente 45 e 50%, estes valores concordam com o reportado por CARVALHO
et al., 2015 para o cavaco de madeira hibrida de E. urophylla x E. grandis. Os teores de

hemicelulose (arabinoxilana + grupos acetila) foram proximos entre as duas amostras.

Os resultados obtidos para a composi¢do quimica dos residuos de eucalipto apresentam
pequenas diferencas em comparagdo com os dados reportados na revisao bibliografica (Tabela
2). Porém, a variagdo na composicao da biomassa pode ser explicada devido a diferengas no
tipo de espécie da planta, idade e condi¢des de cultivo (CARVALHO et al., 2020; PEREIRA
etal., 2018). Além disso, a composi¢ao quimica da biomassa ¢ determinada por varias medigdes
que carregam erros especificos e diferentes para cada uma delas. O balango de massa raramente
alcanga 100%, e uma forma de avaliar a evolucdo dos diferentes constituintes ao longo dos
processos empregados € por meio da relacdo entre eles. Assim, observou-se uma relacdo de
0,60 entre lignina/celulose nos galhos, enquanto para as cascas essa relagdo foi de 0,31. Ja a
relacdo entre hemicelulose/celulose foi de 0,44 ¢ 0,31, respectivamente, evidenciando a grande

diferenga entre os dois materiais, apesar de terem a mesma origem vegetal.

3.3.2. Pré-tratamento dos residuos de eucalipto

Foram investigados trés tipos de pré-tratamento: PTH, PTD e PTC para cada um dos

residuos de eucalipto (galhos e cascas).

3.3.2.1. PTH

O estudo das melhores condigdes de processo para a producdo de XOS envolveu a
avaliacdo de trés tipos de pré-tratamento para cada um dos residuos de eucalipto. No caso do
PTH, a recuperagdo da hemicelulose foi avaliada em dez diferentes condi¢des, variando a
temperatura e o tempo de tratamento. A Figura 27 e Figura 28 apresentam o rendimento da
fracao solida recuperada dos galhos e cascas apos o PTH e o fator de severidade para cada

condicao.

Os resultados mostraram que, em geral, as cascas apresentaram maior perda de massa
da fracao solida em comparagdo com os galhos. A porcentagem de recuperagao dos solidos nas

cascas foi menor do que 60% a partir de 190°C e 15 min, enquanto nos galhos isto acorreu a
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205°C com intervalos de tempo de 10 e 15 min. Portanto, as amostras dos galhos precisaram de
ser submetidos a condi¢des mais severas de tratamento para apresentar uma maior solubilizagdo
da biomassa. Isso pode ser explicado pela maior area superficial geométrica das cascas, o que

facilita a interagdo do meio reacional com a amostra.

Nos experimentos PTH-08, PTH-09 e PTH-10 submetidos & maior faixa de temperatura
(205 °C), os galhos mostraram uma diferenga mais acentuada no rendimento da fra¢do solida
em comparacdo com as cascas. A maxima solubilizacdo da biomassa foi atingida em 205 °C e
15 min (PTH-10), correspondendo a 54,67% nos galhos e 49,44 % nas cascas. Com o aumento
da severidade do pré-tratamento, maior foi a percentagem de so6lidos dissolvidos da biomassa,
permitindo uma maior recuperagao da fracdo de hemicelulose no licor, o que concorda com
estudos anteriores realizados com cavacos de madeira hibrida de E. grandis % E. urophylla

desenvolvido por JUNIOR; COLODETTE, (2011).

Figura 27. Rendimento da recuperagao da fragdo solida dos galhos apds o PTH.
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Figura 28. Rendimento da recuperagdo da fracdo sélida das cascas apds o PTH.
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O pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica por meio da hidrélise acida, hidrotérmica
e acido diluido promove mudangas estruturais na parede celular da biomassa, como o aumento
do tamanho dos poros e da area superficial geométrica das fibras, além de solubilizar as fragdes
de hemicelulose e lignina, favorecendo a diminui¢do do indice de cristalinidade da celulose
(CARVALHO et al., 2015). Por isso, ¢ importante realizar a caracterizacdo quimica da fragdo
solida pré-tratada para analisar o impacto das condigdes do processo na alteracdo da

composi¢ao quimica da biomassa.

Na Tabela 8, ¢ possivel verificar as percentagens de solubilizacdo da hemicelulose e
lignina e a composi¢ao quimica dos galhos e cascas pré-tratados pelo PTH. Esses dados
fornecem uma base para a elaboracdo do modelo cinético, possibilitando uma compreensao
mais aprofundada dos mecanismos de dissolu¢do dos componentes ¢ a obtencao de derivados

durante o pré-tratamento da biomassa.



Tabela 8. Solubilizacao da hemicelulose e lignina nos HH e composi¢do quimica dos residuos de eucalipto apés PTH.
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HH Composicao Quimica da biomassa pré-tratada (% m/m)
Amostra Temperatura Tempo  Solubilizacao Solubilizaciao
(°O) (min) Hemicelulose Lignina Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas
(% m/m) (% m/m)
Galhos
PTH-GO1 10 46,94 25,02 60,00 + 0,22 11,83 +£0,03 28,23 £ 0,62 0,43 +0,01
PTH-GO02 175 15 64,79 30,82 60,32 + 1,32 9,34+ 0,41 30,99 + 1,55 0,28 + 0,00
PTH-GO03 20 65,33 26,31 61,66+ 1,18 8,3+0,17 29,81+ 0,31 0,23 +0,01
PTH-G04 25 71,98 38,72 63,33+ 0,19 8,12+ 0,11 30.00 + 0,23 0,23 +£0,01
PTH-GOS5 7,5 80,57 31,46 67,00 + 0,29 4,73 £0,21 28,20+ 0,66 0,07 £0,00
PTH-GO06 190 15 86,63 30,55 66,78 + 0,48 3,39 +0,22 29,74 +£ 0,51 0,09 + 0,02
PTH-GO7 22,5 89,61 34,02 67,40 + 1,25 2,78 £ 0,01 29,78+ 0,60 0,04 +0,01
PTH-GOS8 5 99,10 40,79 72.19+£ 0,28 0,26 + 0,00 29,28+0,27  0,17+0,00
PTH-GO09 205 10 99,30 51,81 68.80 = 1,70 0,27 £ 0,01 31.19+ 1,17 0,14+ 0,01
PTH-G10 15 99,52 58,50 71,16 £ 0,99 0,20 + 0,02 29,05 + 0,55 0,15+0,01
Cascas
PTH-CO1 10 67,91 13,37 65,28 + 1,54 7,55+0,11 24,76 £ 0,10 2,41 +0,00
PTH-CO02 175 15 65,28 4,33 64,98 + 0,10 7,17 +0,19 23,99+ 0,06  3,87+0,00
PTH-CO03 20 72,95 5,64 63,14+ 0,43 6,36 + 0,06 26,96 042  3,53+0,01
PTH-C04 25 76,79 4,04 59,62 + 1,47 5,22+0,11 26,21 £0,66 3,43+0,14
PTH-CO05 7,5 89,83 3,16 66,60 + 0,56 2,59+£0,14 30,02+ 0,38  2,69=+0,05
PTH-CO06 190 15 88,37 3,66 61,89 +0,42 2,85 +£0,06 28,64 0,26  4,89+0,57
PTH-CO07 22,5 98,50 27,44 71,18+ 0,44 0,43 +0,02 25,09+0,10 3,30+0,01
PTH-CO08 5 99,31 25,21 69,67 1,36 0,20 + 0,01 26,59 + 0,55 2,81 £0,06
PTH-C09 205 10 99,13 27,05 67,61 + 1,04 0,25 +0,04 2541 +0,78  2,90=+0,02
PTH-C10 15 99,16 10,61 66,70 + 0,55 0,22 + 0,00 28,28+ 0,02 4,21 £0,07
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Os solidos remanescentes apos o processo de pré-tratamento (celulignina) mostraram
que o PTH resultou em perdas consideraveis de hemicelulose da biomassa, ou seja, as condigdes
escolhidas para pré-tratar os residuos de eucalipto se mostraram efetivas para recuperar a
hemicelulose. Segundo a Tabela 8, na condi¢do inicial ¢ de menor severidade os galhos
apresentaram uma solubilizagdo da hemicelulose de 46,94%. Conforme aumentou-se a
temperatura e o tempo, maior foi a recuperacao da hemicelulose no hidrolisado. Nas cascas, o
pré-tratamento de menor severidade alcangou a remover 67,91% da hemicelulose contida na
biomassa, a partir da temperatura de 195 °C e 22,5 min a hemicelulose apresentou 98,50% de
solubilizagdo. Além disso, nos ensaios realizados na faixa de temperatura de 205 °C a fragdo

da hemicelulose foi solubilizada em aproximadamente 99% tanto nos galhos quanto nas cascas.

Um dos principais efeitos observados nas condi¢gdes de processo estudadas durante o
PTH dos galhos e cascas ¢ além da quase a completa remog¢ao da hemicelulose (dependendo da
severidade do processo), também certa quantidade da lignina pode ser removida. Isto concorda
com a literatura, uma vez que, por meio do PTH nao ¢ possivel alcancar a deslignificacdo do
material, ja que que na reacdo ¢ apenas empregado agua a altas temperaturas (ZHAO; ZHANG;
LIU, 2012). Sendo assim, os resultados reportados mostraram que no ensaio com menor
severidade a lignina teve um 25,02% de solubiliza¢do nos galhos frente a 13,37% das cascas.
Além disso, os galhos mostraram que com o aumento do fator de severidade, maior foi a

solubilizacao da lignina, atingindo até 58,50% na condi¢@o mais severa (205 °C, 15 min).

Nas amostras das cascas, a maior percentagem de remog¢ado da lignina foi na faixa de
190 °C e 22,5 min com 27,44%. Na condi¢ao de maior severidade (205 °C, 15 min), a lignina
alcancou apenas 10,61% de solubilizacao. Isto pode ser devido a formagao de pseudo-lignina
depositada nas fibras do material pré-tratado, como resultado de reacdes de condensagdo de
fragmentos solubilizados da lignina e de produtos de degradacdo dos carboidratos (HMF e
furfural). Com isso, um material com caracteristicas semelhantes a lignina ¢ redistribuido sobre
a superficie da biomassa, o que contribui com o aumento da lignina insoltivel no residuo solido
pré-tratado e pode afetar a digestibilidade da celulose (HE et al., 2020; SUN et al., 2022). A
formacao de pseudo-lignina tem sido reportada em pré-tratamentos incluindo acidos na reagao.
Porém, segundo SANNIGRAHI et al., (2011), estd pode ser produzida em qualquer tipo de pré-

tratamento realizado sob condic¢des de baixo pH.
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Os resultados obtidos (Tabela 8) sdo similares aos reportados por ROCHA et al., (2013)
para o PTH do bagaco de cana-de-actcar. Nesse estudo, o tempo foi fixado em 10 min ¢ a
temperatura foi variada entre 180 °C e 195 °C. A fragdo da hemicelulose aumentou a
solubilizacao com o aumento da severidade, em 180 °C a solubilizacao foi de 63,1% e em 195
°C atingiu 88,7%. Enquanto a fracdo da lignina, na temperatura de 190 °C foi atingida a maior
percentagem de remog¢ao com 41,8%, na menor faixa de temperatura a lignina foi removida em

26,4%.

Ja o PTH da madeira de E.globulus reportado por GALLINA et al., (2016) a maior
solubilizacdo da hemicelulose (91,01%) foi encontrada na temperatura de 285 °C, com tempo
de 4,12 min. Esse resultado ¢ menor do que o obtido no presente trabalho que ¢

aproximadamente 99% de recuperacdo da hemicelulose, utilizando menor temperatura.

A fragdo insoluvel obtida ap6s o processo de PTH dos residuos de eucalipto resultou em
uma biomassa com alto contetido de celulose. Uma vez que, na composi¢ao quimica a biomassa
pré-tratada mostrou entre 60 + 0,22% e 72,19 + 0.28% de celulose nos galhos. Nas cascas pré-
tratadas as percentagens de celulose encontradas foram entre 59,62 + 1,47% e 71,18 £ 0,44%.
Além disso, nas condi¢des estudadas no PTH, as biomassas apresentaram uma diminui¢ao da
concentracao da lignina e a quase a completa remoc¢ao de hemicelulose, esses fatores favorecem

a digestibilidade da celulose.

Dessa maneira, os solidos obtidos apés o PTH dos galhos e cascas podem ser
hidrolisados para fraccionar a celulose em subprodutos, como por exemplo celo-
oligossacarideos (COS) (CHU et al., 2014), glicose, HMF, acido formico e &cido levulinico.
No entanto, devido a formag¢ao de pseudo-lignina nas cascas a temperatura de 205 °C, durante
a etapa de pré-tratamento devem ser empregados condi¢des de baixa severidade, para diminuir
a formagdo desse componente e garantir uma maior acessibilidade a estrutura da celulose

contida no residuo so6lido pré-tratado.

Em sintese, por meio do PTH dos galhos e cascas foi possivel obter alta recuperagao da
hemicelulose no HH, onde as condi¢cdes de maior severidade resultaram em uma maior
recuperagdo dessa fragdo, sendo estd de interesse no presente trabalho. No entanto, a escolha
das melhores condigdes de pré-tratamento (temperatura e tempo) foi baseada priorizando a

concentracdo dos XOS com menor formacgao de xilose e produtos de degradagao.
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Desse modo, a Figura 29 descreve as percentagens de solubilizac¢do da fra¢do da xilana
(arabinoxilana) em agticares monoméricos, XOS e produtos de degradagdo, presentes no HH
obtido pelo PTH dos galhos. Para calcular a percentagem de solubilizacdo foi considerada a

quantidade de xilana contida nos galhos de entrada na reacdo de pré-tratamento.

Figura 29. Solubilizacdo da xilana em arabinose e seus oligdmeros, XOS, xilose e furfural pelo

PTH dos galhos.
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Por meio da analise da Figura 29, foi possivel avaliar o impacto das condigdes de PTH
dos galhos na conversdo da xilana. Verificou-se que a temperatura de reacdo e tempo de

residéncia sdo parametros cruciais para obter uma alta recuperagao de XOS.
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Nos primeiros seis ensaios, a fracdo da xilana foi solubilizada ou convertida
principalmente em XOS. Na faixa de temperatura de 175 °C, os XOS aumentaram com o
aumento do fator de severidade, atingindo 34,07% de conversao em XOS no fator de severidade
de 3,21 e 49,70% quando o fator de severidade aumentou para 3,51. Entretanto, no mesmo
intervalo de temperatura, quando o fator de severidade aumentou para 3,61, a conversao da
xilana em XOS diminuiu para 49,14%. No ensaio com fator de severidade de 3,52,
correspondente a 190 °C e 7,5 min, a solubilizacdo da xilana em XOS foi para 46,47%. Com
tudo, os ensaios PTH-G03, G04 e G05, apresentaram as maiores percentagens de recuperagao
da fragdo da xilana em oligdmeros de xilose, resultando em concentragdes de 9,05 g/L, 8,78

g/L e 8,37 g/L, respectivamente.

Observou-se que a recuperacao da xilana na forma de XOS sofreu uma drastica redugao
quando foram empregadas combinagdes de temperatura e tempo que resultaram em fatores de
severidade a partir de 4. Desse modo, no ensaio sob 190 °C e 22,5 min a recuperagdo de XOS
foi de 25,42% (4,52 g/L) e, na temperatura de 205°C por 15 min, a condi¢cdo mais severa de
todos os ensaios, apenas uma pequena fracao de 4,24% (0,74 g/L) foi possivel obter na forma

de XOS.

Com relagdo a solubilizagdo da xilana em mondmeros e compostos de degradacao
durante o PTH dos galhos, verificou-se que valores entre 3,12% e 39,53% correspondiam a
conversao da xilana em xilose durante as diferentes condigdes avaliadas. Além disso, a
degradacdo da xilana em furfural variou entre 0,26% e 19,29%. Segundo JACOBSEN;
WYMAN, (2002) o pré-tratamento realizado em condigdes moderadas de severidade favorece
o fracionamento da xilana em XOS. Ao contrario, fatores de severidade maiores que 5,0
promovem a degradacdo de oligdmeros e mondmeros em compostos de degradacao, os quais

podem apresentar efeitos inibitdrios.

A Tabela 9 apresenta a composi¢do de cada um dos HH obtidos pelo PTH dos galhos,
incluindo as concentragdes em g/ dos compostos recuperados a partir da fragdo da
hemicelulose, como XOS, xilose, arabinose, furfural e acido acético. Também estdo listados os
compostos gerados a partir da conversao da celulose, como glicose, celobiose, HMF e acido
formico. O é4cido levulinico também foi analisado como resultado da decomposi¢ao da celulose,

mas nao foi detectado em nenhum dos hidrolisados.



Tabela 9. Concentragdo de agucares, acidos organicos e inibidores presentes no HH obtido pelo PTH dos galhos.
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Celulose (g/L) Hemicelulose (g/L)

. .~ Fator de . ~ . Compostos de
Ensaio Condicoes severidade Acucares Compostos de degradacao Acgucares degradacio

Glicose Celobiose HMF i&cu!o Ac1flo. Xilose = Arabinose XOS Furfural A?u.io
formico Levulinico acético

PTH-  175°C/ 321 0,13 nd” 002 0,12 n.d"” 0,65 021 625 003 034
GO1 10 min
PTH- 175 °C/ 338 011 nd 002 016  nd" 0,87 023 7,010 005 043
G02 15 min
PTH-— 175°C/ 3,51 012  nd 003 016 nd” 1,63 037 905 009 06l
GO03 20 min
PIH- 175 °C/ 361 012 nd® 004 020  nd” 2,03 039 878 011 068
G04 25 min
PIH- 190°C/ 352 005 nd 007 019  nd” 3,09 031 837 028 082
GO05 7,5 min
PTH-— 190°C/ 3,83 007 013 017 025 n.d" 5,85 023 751 080 1,64
G06 15 min
PTH- 190 °C/ -
G07 225 min 4,00 01 023 023 029 n.d 7,67 021 452 122 237
PIN- 205°C/S 399 03¢ 016 036 037  nd” 8,02 023 221 18 326
GO08 min
PTH- 205 °C/ 409 076 024 051 039  nd” 797 0,19 1,14 240 398
G09 10 min
PTH- 205 °C/ 4,27 072 018 053 046 nd” 6,05 0,08 074 246 3,62
G10 15 min

n.d": ndo detectado, concentracdo menor do que 50 ppm.

n.d”": ndo detectado, concentragio menor do que 10 ppm.
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Como apresentado anteriormente, o PTH dos galhos teve um maior efeito na degradagao
da hemicelulose e lignina, resultando em baixas concentracdes de glicose devido a degradagao
da celulose. A menor concentragao de glicose, de 0,05 g/L, foi obtida a 190 °C por 7,5 min,
enquanto no ensaio realizado a 205 °C por 10 min, a concentragao de glicose foi de 0,76 g/L.
A baixa concentragdo de glicose e arabinose nos hidrolisados estdo em conformidade com
estudos anteriores realizados por NETO et al., (2020) e TESTOVA et al., (2011), que relataram
baixos teores desses aguicares, mesmo nas condi¢cdes mais severas de PTH de madeiras folhosas,

como eucalipto e birch wood.

Por outra parte, durante os primeiros cinco ensaios, ndo foi detectada a presenga da
celobiose, sendo sua detecdo observada apenas a partir de 190 °C e 15 min, com concentragdes
variando entre 0,13 g/L e 0,24 g/L. O aumento da severidade dos pré-tratamentos resultou em
um aumento na formagdo de produtos de degradacdo da glicose, como HMF e 4cido formico.
As concentragdes de HMF comecaram em 0,02 g/L e atingiram 0,53 g/L no ensaio com maior

severidade, enquanto as concentra¢des de acido férmico variaram entre 0,12 g/L e 0,46 g/L.

A producgao de acido acético foi quantificada em cada um dos HH, apresentando um
aumento com a variac¢ao da temperatura e/ou o tempo. Em todos os experimentos realizados na
temperatura de 175 °C e no ensaio a 190 °C com 7,5 min, foram encontradas concentragdes de
acido acético menores que 1 g/L.. Em contraste, nos demais HH, a concentrag¢do do acido acético
aumentou expressivamente, atingindo seu valor maximo de 3,62 g/l no PTH com maior
severidade. Segundo GARROTE; DOMINGUEZ; PARAJO (1999), no PTH da biomassa
lignocelulodsica, os acidos presentes no material sdo liberados durante o processo, os quais
auxiliam na degradacdo da fracdo hemiceluldsica em oligdmeros e mondmeros. Entretanto, a
formagdo de xilose pode ser minimizada mantendo o pH em faixas entre 4 ¢ 7. Nos
experimentos realizados, o pH dos hidrolisados dos galhos variou entre 3 e 3,7, sendo as
menores faixas encontradas nos HH em que foram produzidas maiores concentragdes de dcido

acético e formico.

Considerando que o objetivo do pré-tratamento dos residuos foi obter a méaxima
recuperagdo de XOS com minima formagdo de compostos indesejados, como mondmeros e
produtos de degradacdo, a condi¢cdo de PTH escolhida para a produ¢do do HH dos galhos e seu

uso nas etapas posteriores do projeto foi o PTH-GO03, que consistiu em 175 °C por 20 min.
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A conversao da xilana em oligossacarideos, mondmeros e furfural pelo PTH das cascas
de eucalipto esta descrita na Figura 30. As percentagens de conversdo foram calculadas em

relacdo ao total da xilana quantificada nas cascas de entrada em cada um das reagdes de PTH.

Figura 30. Solubilizacdo da xilana em arabinose e seus oligdmeros, XOS, xilose e furfural

pelo PTH das cascas.
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Os resultados dos HH produzidos a partir do PTH das cascas demostraram que a
recuperagao de arabinose e seus oligdmeros foi afetada pelo aumento da severidade do pré-
tratamento, apresentando uma diminuicao significativa de 6,47% para 0,37%. Na condi¢do

mais severa ndo foi detectada a recuperacao de arabinose nem de seus oligdmeros.
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Em relagdo a recuperagdo de oligomeros de xilose, o ensaio com 175 °C e 10 min
(menor severidade) apresentou 30,80% de conversdo da xilana em XOS, valor proximo ao
encontrado para a fracdo dos galhos (34,07%). Aumentando o tempo de residéncia para 20 e 25
min, a recuperacdo de XOS das cascas aumentou, atingindo os valores maximos de 38,51% e

39,59%, respectivamente, com concentragdes de 5,58 g/L e 5,68 g/L.

No entanto, em faixas de temperatura mais elevadas (190 °C e 205 °C), a recuperagao
de XOS diminuiu a medida que o fator de severidade aumentou. A recuperacao de XOS caiu
para 22,28% (3,18 g/L) na condi¢do de 190 °C com 7,5 min e apenas 1,24% (0,18 g/L) foi
recuperado na forma de oligomeros de xilose com 205 °C e 15 min. Portanto, o aumento do
fator de severidade promoveu maior degradacao da fragdo da xilana em xilose e maior formagao

de furfural do que os valores encontrados para os ensaios realizados na temperatura de 175 °C.

A Tabela 10 descreve as concentragdes dos agucares, acidos e produtos de degradacao
presentes em diferentes hidrolisados obtidos por meio do PTH das cascas. Nao foi detectada a
presenca de acido levulinico em nenhum dos dez hidrolisados, e a celobiose foi identificada

apenas nos experimentos PTH: C01, C09 e C10.

Os hidrolisados produzidos pelas cascas apresentaram concentragdes de glicose entre
0,31 e 1,34 g/L, com uma diminuicao observada a medida que a severidade da reagao aumentou.
Além disso, nos experimentos do PTH:COl1 at¢é o CO07, as cascas apresentaram uma

concentracdo de glicose maior em comparacao com a relatada anteriormente nos galhos.

No ensaio PTH-CO08, a concentragdo de glicose foi proxima a encontrada no HH dos
galhos. Em contraste, nas tltimas duas condi¢des do PTH (C09 e C10), a concentracdo de
glicose foi menor nas cascas do que no HH dos galhos. Estes resultados estao de acordo com
os obtidos anteriormente para o rendimento da fragdo solida dos galhos e cascas (conforme
demostrado na Figura 27 e Figura 28, respectivamente), indicando um comportamento
semelhante na solubilizacdo da biomassa. Esses resultados sugerem que, durante o PTH nas
condi¢gdes de operagao de 175 °C e 190 °C, as cascas apresentaram um efeito maior na

solubilizacao de hemicelulose e celulose da biomassa (Tabela 8).



Tabela 10. Concentracdo de aglicares, dcidos organicos e inibidores presentes no HH obtido pelo PTH das cascas.
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Celulose (g/L) Hemicelulose (g/L)

. .~ Fator de Acucares Compostos de degradacao Acucares Compostos~ de

Ensaio Condigoes . degradacio
severidade Acid Acid Acid
Glicose Celobiose HMF “ .0 CI, 0. Xilose Arabinose XOS Furfural ?l. 0
formico Levulinico acético

PTH-  175°C/ 321 1,34 0,17 0,13 027 n.d™ 2,13 0,68 438 001 0,53
Co1 10 min
PTH-  175°C/ 3,38 1,27 nd® 015 031 n.d” 2,13 0,78 358 015 067
Cc02 15 min
PTH-  175°C/ 3,51 1,06 nd* 018 034 n.d™ 2,02 0,74 558 0,19 0,79
Co3 20 min
PTH-— 175°C/ 3,61 1,10 nd 024 042 n.d” 2,15 0,79 568 025 097
Cco4 25 min
PTH-  190°C/ 3,52 0,58 nd 047 052 n.d” 3,00 037 318 093 1,87
Co05 7,5 min
PTH-  190°C/ 3.83 0,59 nd® 055 057 n.d™ 2,63 030 253 123 222
Co06 15 min
PTH- 190 °C/ : =
o7 225 min 4,00 0,34 n.d 0,60 0,60 nd 2,69 n.d 148 1,63 2,59
PTH- 205°C/3 3,79 0,31 nd 067 077 n.d” 2,43 nd 094 175 2,54
CO08 min
PTH-  205°C/ 4,09 0,40 0,15 070 085 nd™ 2,05 nd 037 1,77 288
C09 10 min
PTH- 205°C/ 427 0,33 011 081 092 n.d” 1,25 nd 018 1,88 3,00
C10 15 min

n.d": niio detectado, concentracdo menor do que 50 ppm.

n.d"": ndo detectado, concentragdo menor do que 10 ppm.
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Durante a degradacdo da celulose, a formagdo de compostos como HMF e o acido
formico aumentaram com o aumento do fator de severidade. Ademais, todos os hidrolisados
produzidos pelo PTH das cascas mostraram concentragdes mais elevadas desses compostos em

comparagao aos galhos.

No que se refere a hidrélise da hemicelulose, a concentracao de xilose aumentou de 2,13
g/L para seu valor maximo de 3 g/L no experimento feito 190 °C por 7,5 min. No entanto, com
0 aumento da temperatura e tempo para 205 °C e 15 min, a concentracao de xilose diminuiu
para 1,25 g/L, sendo a menor concentra¢cdo encontrada no hidrolisado das cascas. Ao comparar
as concentracdes de xilose nos HH dos residuos de eucalipto estudados, foi observado que as

cascas apresentaram maiores concentragdes apenas nos ensaios conduzidos a 175 °C.

Os compostos de degradacao da hemicelulose, como o furfural e o acido acético,
tiveram suas concentragdes aumentadas com o aumento da severidade. As concentracdes de
furfural variaram de 0,01 g/L ¢ 1,88 g/L, enquanto o 4cido acético iniciou com 0,53 g/L e
alcangou 3 g/ na maior severidade. Além disso, esses dois compostos de degradagdo
apresentaram comportamento semelhante ao observado na glicose, uma vez que, nas
temperaturas de 175 °C e 190 °C, as cascas apresentaram maior concentragdo em comparagao

com os hidrolisados dos galhos.

Quanto a concentracao de XOS, os resultados indicaram que a temperatura de 175 °C,
com tempos de residéncia de 20 e 25 min, sdo condi¢cdes adequadas para a obtengdo desses
compostos a partir das cascas de eucalipto. Embora o ensaio de 25 min tenha apresentado um
leve aumento na concentragdo de XOS em comparacdo com o tempo de 20 min, o aumento do
tempo para 25 min promoveu maior formacdo de mondmeros e compostos de degradacao da
celulose e hemicelulose, conforme pode ser verificado na Tabela 10. Com isso, para a produgao
do hidrolisado a partir dos residuos das cascas, foi selecionado o tempo de residéncia de 20 min

e a temperatura de 175 °C.

Na Tabela 11, estao listados os rendimentos obtidos na producdo de XOS para as
diferentes condi¢des estudadas no PTH dos residuos de eucalipto, calculados em relagdao a
biomassa de entrada em cada uma das reagdes. Assim como, a percentagem de seletividade dos

XOS.
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Tabela 11. Rendimentos (% m/m) de XOS obtidos no PTH dos galhos e cascas, em relagdo a

biomassa de entrada ¢ resultados da seletividade de XOS sobre a xilose (%).

Rendimento XOS (% m/m) em
Seletividade XOS (%)

Condicdes Fatorde 145050 2 biomassa de entrada
severidade

Galhos Cascas Galhos Cascas
175°C, 10 min 3,21 5,49 3,99 91,62 70,01
175°C, 15 min 3,38 6,32 3,22 90,25 65,65
175°C, 20 min 3,51 8,00 4,98 86,30 75,82
175°C, 25 min 3,61 7,91 5,12 83,09 74,98
190°C, 7.5 min 3,52 7,48 2,88 75,47 54,62
190°C, 15 min 3,83 6,73 2,30 59,31 52,23
190°C, 22.5 min 4,00 4,09 1,36 40,09 38,53
205°C, 5 min 3,79 1,99 0,86 23,83 30,62
205°C, 10 min 4,09 0,97 0,34 13,95 17,16
205°C, 15 min 4,27 0,68 0,16 12,26 13,75

Os resultados da seletividade dos XOS nos galhos mostraram uma diminui¢ao devido a
formacao de xilose que variou conforme a altera¢do do intervalo de temperatura ou tempo, com
faixas de valores entre 91,62% e 12,26%. Por outro lado, os rendimentos apresentaram
variacoes entre 5,49%, 8,00% e 0,68%. Analisando a Tabela 11, observou-se que, nas amostras
dos galhos, o experimento de menor severidade (3,21 a 175 °C por 10 min) resultou na maior
percentagem de seletividade dos XOS sobre a xilose (91,62%). Porém, o rendimento de XOS
obtido foi de apenas 5,49%. Esses resultados sdo consistentes com estudos anteriores

desenvolvidos por CARVALHO et al., (2018), que demostrou que as maiores percentagens de
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seletividade foram obtidas sob condi¢des de baixo rendimento de XOS durante o pré-tratamento

do bagaco de cana-de-agucar por explosdo a vapor.

No residuo das cascas, a condi¢ao selecionada para produzir o licor dos XOS para as
posteriores etapas (175 °C e 20 min) apresentou a maior seletividade de XOS sobre xilose,
atingindo 75,82% com um rendimento de 4,98%. Entretanto, para o tempo de 25 min, a
seletividade encontrada foi de 74,98% com um rendimento de XOS de 5,12%. As percentagens
de seletividade obtidas nas cascas variaram entre 70,01%, 75,82% e 13,75%, enquanto os
rendimentos de XOS em referéncia a biomassa de entrada na reagdo oscilaram entre 3,99%,

5,12% e 0,16%.

Os resultados para os residuos de eucalipto apontam que a produgdo de XOS totais nos
galhos foi superior a obtida nas cascas para o mesmo intervalo de temperatura e tempo de
residéncia, resultando em concentragdes de 9,05 g/L e 5,58 g/L, respectivamente, as quais
apresentaram rendimentos de 8,00% (m/m) de XOS nos galhos e 4,98% nas cascas, com
percentagens de seletividade de XOS sobre xilose de 86,30% e 75,82%, respectivamente. Além
disso, verificou-se que os galhos apresentam maiores rendimentos de producao de XOS (5,49%,
6,32% ¢ 8,00%) em fatores de severidade mais baixos (3,21, 3,38 ¢ 3,51) do que o maior

rendimento alcangado pelas cascas (5,12%) na severidade de 3,61.

Em resumo, os resultados indicam que as condigdes de temperatura e tempo de reacao
afetam significativamente a seletividade e rendimento de produ¢do de XOS em residuos de
eucalipto. Adicionalmente, a composi¢ao quimica do material de entrada ¢ um fator crucial nos
processos de conversdo da biomassa. Nesse sentido, os galhos de eucalipto podem ser uma
matéria-prima mais adequada para a produgdo de XOS, principalmente em condi¢des de
severidade mais brandas. Isso se deve, em parte, ao teor mais elevado de arabinoxilana e uma
propor¢ao maior de grupos acetila presente nos galhos, o que pode ter facilitado a obtengdo de
concentragdes mais altas de XOS em comparacdo com as cascas. Além disso, os galhos
apresentaram um teor reduzido de compostos extrativos em comparagao com as cascas, 0 que
pode facilitar etapas subsequentes de conversdo, pois os fenolicos presentes nos compostos
extrativos podem ter efeitos nocivos nos processos bioldgicos (JONSSON; MARTIN, 2016).
De acordo com NEIVA et al., (2020), esses compostos extrativos contribuem para a

recalcitrancia do material, dificultando a deslignificagdo e as etapas subsequentes de conversao.
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Nos diferentes hidrolisados obtidos durante os ensaios de PTH dos galhos e cascas foi
analisada a distribuicdo do tamanho das cadeias dos XOS produzidos durante o processo
termoquimico, andlise realizada por HPLC-PAD. Assim, foram identificadas as percentagens
de X2, X3, X4, X5 ¢ XOS com GP >5, em relacao ao total de XOS produzido nas diferentes

condi¢cdes experimentais. A Figura 31 descreve a fragdo dos XOS presentes nos HH dos galhos.

Figura 31. Distribuicdo do GP dos XOS presentes nos HH produzidos pelo PTH dos galhos.
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Observa-se que, em 175 °C houve um aumento progressivo na concentragdo dos XOS
de tamanho de cadeia X2, X3, X4 e X5 ao longo do tempo. Por exemplo, em 10 min, a
concentragdo de X2 foi de 2,17% (0,14 g/L), aumentando para 8,44% (0,74 g/L) em 25 min. J&
a concentracao de X3 iniciou em 2,18% (0,14 g/L) e atingiu 6,53% (0,57 g/L) ap6s 25 min. A
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concentragdo de X4 também al75presentou um aumento significativo, passando de 1,56%
(0,10 g/L) para 7,29% (0,64 g/L). X5 foi encontrado em menor concentragao, com valores que
variaram de 1,17% (0,07 g/L) até 3,54% (0,31 g/L). Por outro lado, os XOS com tamanho de
cadeia maior do que X5 apresentaram comportamento inverso, com uma concentragao de

92,93% em 10 min e uma redugdo para 74,20% ap6s 25 min.

Os resultados da produgdo de XOS com tamanho de cadeia X2 e X3 na temperatura de
190 °C mostraram comportamento semelhante ao observado na faixa de temperatura de 175 °C.
Em 7,5 min, a concentracdo de X2 aumentou de 18,22% (1,53 g/L) para 45,72% (2,06 g/L),
enquanto a concentragdo de X3 iniciou em 14,43% (1,21 g/L) e finalizou em 23,56% (1,06 g/L).
E importante destacar que a concentracao total de XOS em 7,5 min foi de 8,37 g/L e, apds 22,5

min, correspondeu a 4,52 g/L.

Além disso, ao analisar a temperatura de 190 °C, foi notado um comportamento de
degradagao significativa dos XOS de GP X4, X5 e >X5 com o aumento do tempo de residéncia.
A concentragdo de X4 caiu de 17,17% (1,44 g/L) ao tempo de 7,5 min para 15,14% (0,68 g/L)
ao tempo de 22,5 min. Ja a concentracdao de X5 decresceu de 8,64% (0,72 g/L) a 7,5 min para
4,37% (0,20 g/L) a 22,5 min. Ainda, houve uma forte redu¢do da concentracdo dos XOS
correspondentes a GP >X5, que passou de 41,54% (3,48 g/L.) a 7,5 min para 11,21% (0,51 g/L)

a 22,5 min.

Resultados obtidos na temperatura de 205 °C indicam que houve uma degradacao
progressiva dos XOS de maior tamanho (X3 a X5) para moléculas menores, como X2, xilose e
compostos de degradacdo. A concentracao total de XOS produzidos foi de 2,21 g/L em 5 min,
1,14 g/L em 10 min ¢ 0,53 g/ em 15 min (Tabela 9).

A percentagem de X2 apresentou um comportamento diferenciado dos demais XOS,
aumentando de 62,09% em 5 min para 74,71% em 10 min, mas diminuindo para 56,86% em
15 min. Por outro lado, os compostos X3, X4 e X5 apresentaram uma redugao nas percentagens
com o aumento do tempo de reacdo, passando de 19,40% para 8,17% em X3, de 14,33% para

5,66% em X4 e de 1,67% para 0,33% em X5.

Entretanto, os XOS com GP >5, apresentaram um incremento nos trés tempos de reagao,
em 5 min teve 2,51%, em 10 min correspondeu a 2,60%, e em 15 min os XOS >5

corresponderam a 28,97% do total de XOS quantificados neste ensaio. Na Figura 32 estdo
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representados os resultados obtidos para a distribui¢do do GP dos XOS produzidos pelo PTH

das cascas.

Figura 32. Distribuicdo do GP dos XOS presentes nos HH produzidos pelo PTH das cascas.
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Na Figura 32, observa-se os XOS com GP >5 como os compostos maioritarios nos
quatro tempos estudados a temperatura de 175 °C, como também, nos intervalos de tempo de
7,5 min e 15 min realizados a 190 °C. Enquanto com 22,5 min a 190 °C e nos tempos de 5 a
15 min em 205 °C, a maioria foi de X2. Os resultados obtidos das cascas mostraram um
comportamento diferente aos encontrados no licor dos galhos, ja que em todos os hidrolisados
das cascas foi observado que os XOS de maior GP (>X5) diminuiram a percentagem com o

aumento dos intervalos de tempo e/ou temperatura.
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O comportamento da distribuicdo do GP dos XOS nos licores das cascas a temperatura
de 175 °C mostraram que nos tempos de 10 min até 25 min, as percentagens de X2 até X5
aumentaram ao longo do tempo. Nesta temperatura, as percentagens encontradas foram: X2 de
3,10% a 6,73; X3 de 2,96% a 5,58%; X4 de 2,44% a 5,93% e X5 de 1,53% a 4,50%. Por outro
lado, a percentagem de >X5 comecou em 8§9,97% no tempo de 10 min e terminou em 77,26%

com 25 min.

A temperatura de 190°C resultou em um aumento progressivo de X2 de 24,01% para
39,73%. X3 e X4 também apresentaram aumento das percentagens dos 7,5 min para 15 min,
mas houve uma pequena diminui¢do em 22,5 min. As percentagens encontradas para X3 foram
de 15,75%, 18,92% e 18,86%, e para X4, de 10,86%, 12,96% e 12,48%. Por outro lado, X5 e
0s XOS com GP >5 apresentaram uma diminui¢do ao longo dos ensaios, com X5 passando de
9,72% em 7,5 min para 4,32% em 22,5 min e os >X5 iniciando com 39,66% e finalizando com

24,61%.

As condig¢des de temperatura de 205°C resultaram em baixas concentragdes de XOS.
Entre os XOS totais quantificados em cada intervalo de tempo, X2 apresentou 44,91% no tempo
de 5 min, com uma pequena queda para 41,76% no tempo de 10 min e aumento para 82,30%
no tempo de 15 min. Por outro lado, a formagdo de X3 e X4 apresentaram uma inicial elevagao,
seguida de uma diminuigdo significativa apds o aumento do tempo de reagdao. Esses valores
foram de 19,70%, 20,57% e 8,28% para X3 e 13,09%, 28,04% e 7,44% para X4,
respectivamente, nos tempos de 5, 10 e 15 min. Além disso, as percentagens de X5 e >X5 foram
diminuindo com o aumento do tempo, sendo que X5 apresentou 4,13% em 5 min e ndo foi
detectada em 15 min, indicando sua completa degradacdo. Ja os >X5 foram inicialmente

18,17% e terminaram com 1,97%.

Como destacado previamente na se¢do anterior, 175°C e o tempo de reagdo de 20 min
foi a condig@o escolhida para produzir licores ricos em XOS a partir dos residuos de eucalipto.
A seguir, sdo apresentados os resultados detalhados da andlise de distribui¢ao percentual do GP

dos XOS e as concentragdes de cada uma das fragdes (X2 a >X5) destes dois hidrolisados.

A hemicelulose na biomassa dos galhos foi solubilizada em 65,33% no HH, sendo que
49,70% disso foi xilana solubilizada em XOS totais, com uma concentragdo de 9,05 g/L.
Principalmente na forma de XOS com GP maior que 5, representando 78,86% (7,14 g/L). O
restante de 21,14% (1,91 g/L) foi distribuido entre X2 (6,82%, 0,62 g/L), X3 (5,25%, 0,47 g/L),
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X4 (6%, 0,54 g/L) e X5 (3,08%, 0,28 g/L). A seletividade para a produ¢do de XOS sobre xilose

obtida neste ensaio foi de 86,30%.

No estudo utilizando as cascas, foi verificado que 65,33% da hemicelulose foi
solubilizada no licor. Deste valor, 38,51% corresponderam a fracao da xilana que foi recuperada
na forma de XOS, apresentando uma percentagem de seletividade de XOS sobre xilose de
75,82%. A concentracao total de XOS obtida foi de 5,58 g/L, sendo que 82,36% (4,59 g/L) se
apresentaram como XOS de alto GP ( >X5) e 17,64% (0,98 g/L) como XOS de menor GP,
incluindo X2 (5,54% com 0,31 g/L), X3 (4,49% com 0,25 g/L), X4 (4,67% com 0,26 g/L) e X5
(2,93% com 0,16 g/L).

Em trabalhos anteriores reportado por PENIN et al, (2019) foi analisado o
fracionamento da hemicelulose durante o processo de pré-tratamento da madeira de E. nitens.
Diferentes intervalos de temperatura (170 °C a 220 °C) foram aplicados, com fatores de
severidade variando entre 2,88 ¢ 4,36. Os resultados indicaram que as temperaturas de 190 °C
e 195 °C, com severidades de 3,47 e 3,62, produziram os maiores rendimentos de XOS, cerca
de 8 ¢ 9 g de XOS por 100 g de madeira tratada, respectivamente. Esses resultados sdo
semelhantes ao rendimento méximo obtido no presente trabalho, durante o estudo dos galhos,
que foi de 8,00% a uma temperatura de 175 °C e uma severidade de 3,51. Vale ressaltar que a
espécie do eucalipto neste estudo pertence a espécie comercial E. grandis e a matéria prima €
um residuo florestal e nao residuo gerado no plantio industrial. O que sugere, que os residuos

produzidos no setor florestal também podem ser uma fonte promissora para a produgao de XOS.

Outro estudo desenvolvido utilizando a biomassa de eucalipto para producdo de XOS
foi reportado por NETO et al., (2020). O estudo otimizou a produgdao de XOS a partir de duas
fragdes de biomassa: mistura dos cavacos de madeira de E. grandis com E. urophylla (1:1) in-
natura e a mistura da madeira livre de compostos extrativos. Foram avaliadas faixas de
temperatura de 140 a 193,6 °C, com intervalos de tempos de residéncia de 30 a 110,4, e cargas
de solidos de 5 a 18,4 %. Em condicdes otimizadas (161 °C, 65 min e 10% de carga de sélidos),
a remocao do teor de compostos extrativos ndo apresentou diferenca significativa em relagao
aos resultados obtidos para a biomassa in-natura. Os rendimentos de XOS obtidos foram de
0,061 g/g biomassa in-natura e 0,063 g/g de biomassa livre de extrativos. Cerca de 42,3% e
43,5% da xilana foi convertida em XOS. Para ambas as biomassas, a formagao de xilose e
furfural foi de aproximadamente 0,02 e 0,002 g/g biomassa, respectivamente, € o acido acético

formado pelo PTH da biomassa in-natura foi de 0,08 g/g e 0,09 g/g para a biomassa livre de
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extrativos. Em comparacdo com os resultados obtidos nos HH produzidos pelos residuos de
eucalipto deste estudo, as cascas apresentaram um rendimento de XOS similar (0,05 g /g) ao
reportado por NETO et al., (2020) para os cavacos, enquanto que os galhos alcangaram um
maior rendimento (0,08 g /g) em condig¢des nao otimizadas e utilizando menor tempo de reagao
durante o pré-tratamento (apenas 20 min), o que resultou em menores concentragdes de
produtos indesejados como xilose, furfural e 4cido acético do que os obtidos para a mistura de

cavacos de E. grandis com E. urophylla.

GULLON et al., (2011) estudou a producio de XOS a partir da madeira de E. globulus,
previamente a biomassa foi submetida a 130 °C para a remogao dos extrativos, seguido de pré-
tratamento a 175 °C por 9 min, com uma a carga de solidos de 8 g de 4gua / g de madeira seca.
Nesse experimento, a concentragdo de XOS no hidrolisado foi de 10,31 g/L, com a producao
de glicose, xilose, arabinose e acido acético em concentra¢des de 0,07 g/L, 0,58 g/L, 0,18 g/L
e 0,29 g/L, respectivamente. Os resultados obtidos para os agiicares monoméricos ¢ o acido
acético sdo similares ao encontrados no ensaio PTH-G01 (175 °C, 10 min), como ilustrado na
Tabela 9. No entanto, a concentracdo de XOS foi ligeiramente maior do que o valor maximo
atingido no PTH dos galhos e aproximadamente duas vezes maior da concentragcdo encontrada

nas cascas.

Os resultados do estudo de HUANG et al., (2017) sobre o pré-tratamento do residuo
solido da polpacgdo da palha de trigo mostraram que o rendimento de XOS variou entre 0,3 +
0,0 €4,9 + 0,2 g de XOS g por 100 gramas de biomassa em faixas de temperatura de 140 °C a
220 °C e tempo de residéncia de 20 a 80 min. O maximo rendimento de XOS (4,9 £ 0,2 g de
XOS g por 100 gramas de biomassa) foi obtido na temperatura de 180 °C e tempo de residéncia
de 40 min. As fragdes de X2 a X6 tiveram concentragdes de 0,1 g/l e o conteudo de 4cido
formico e acético foi de 0,5 + 0,00 g/L e 1,0 £ 0,1 g/L, respectivamente. No presente trabalho,
ao utilizar menor temperatura e tempo de residéncia durante o PTH dos residuos de eucalipto,
observou-se um rendimento préximo nos residuos das cascas (5,12%), mas os galhos atingiram
um rendimento superior (8,00%), em comparagdo com os resultados da palha de trigo obtidos
por HUANG et al., (2017). Além disso, os residuos de eucalipto apresentaram maiores
concentragdes de X2 a X5 e menores concentracdes de compostos de degradagdo como o acido

formico e acético do que os observados na melhor condicao de pré-tratamento da palha de trigo.

A concentragdo maxima de XOS produzida no presente trabalho foi de 9,05 g/L no

residuo dos galhos, resultado maior do que o reportado por YU et al., (2015) para o hidrolisado
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do bagaco de cana-de-agucar obtido pelo pré-tratamento realizado a 180 °C por 20 min, onde a
concentragdo de XOS foi de 7,50 g/L, a formagdo de xilose foi de 2 g/L, e compostos de
degradacao como furfural, 4cido formico, acido acético foram produzidos em 0,60 g/L, 0,15
g/L e 1 g/L, respectivamente. Sendo estes compostos indesejados produzidos em maior

concentragdo do que os obtidos no HH dos galhos na melhor condi¢cdo de PTH.

Os resultados obtidos pelo PTH dos galhos e cascas de eucalipto mostraram que a
temperatura e o tempo de reacdo sao fatores importantes que influenciam a concentracao de
XOS obtida a partir do pré-tratamento de biomassas lignocelulosicas. No entanto a fonte da
matéria-prima desempenham um papel fundamental na sua producao, como foi observado com
a comparagdo com resultados prévios reportados na literatura. Isto estd em concordancia com
o reportado por QING et al., (2013), que descreve que tanto as condi¢des de pré-tratamento
quanto a fonte da biomassa podem influenciar nas caracteristicas dos hidrolisados contendo os

XOS, como a distribui¢do do GP e a concentragao de acido acético.

De acordo com a literatura, a despolimerizagao da xilana ocorre por meio da combinacao
de reacdes rapidas e lentas, formando inicialmente XOS de alta massa molecular, que se
decompdem em XOS de baixa massa molecular. Estes ultimos sdo entdo fracionados em xilose,
que pode ser decomposta em furfural e outros produtos. No entanto, os oligdmeros podem sofrer
hidrdlise direta em produtos de degradagdo, porém o uso de acido no pré-tratamento pode
acelerar a hidrolise, o que pode evitar o reduzir a degradacao direta dos XOS em furfural ou
outros produtos indesejados (KUMAR; WYMAN, 2008; QING et al., 2013). Com isso, se faz
interessante avaliar o efeito do uso de 4cido durante o PTH dos residuos de eucalipto e
determinar se a concentracdo de mondmeros de xilose e produtos de degradagdo pode ser

diminuida.

Uma outro método para aumentar a concentragdo de XOS ¢ remover o 4cido acético
da biomassa, conforme relatado no estudo desenvolvido por BRENELLI et al., (2020). Nesse
estudo, a palha da cana-de-agucar foi submetida previamente ao pré-tratamento alcalino e
posteriormente pré-tratada em diferentes condi¢des de temperatura (170 °C a 210 °C) e tempo
(5 a 25 min), com uma carga de sélidos de 10% m/m. A fracdo da hemicelulose apresentou
79,46% de solubilizacdo a 190 °C por 20 min de tempo de reagdo, alcangando a méaxima
concentragao de XOS totais de 13,5 = 0,24 g/L, sendo que a distribui¢do do GP dos XOS foram
de 8,6% de X2, 6,4% de X3, 8,3% de X4, 8,1% de X5 ¢ 9,5% de X6 ¢ 59,1% corresponderam

a XOS com GP >6. Estes resultados sdo maiores do que os encontrados no presente trabalho
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para os galhos e cascas de eucalipto. Com base nesses resultados, foi avaliado o efeito da
remocao do acido acético presente nos galhos e cascas para verificar se essa abordagem pode

ser uma estratégia para aumentar a produgdo de XOS a partir dos residuos de eucalipto.

3.3.2.2. PTD

A Figura 33 apresenta o rendimento da fracdo solida obtida apds o pré-tratamento com
acido diluido dos galhos e cascas de eucalipto a 170 °C e 0,1 % v/v de H2SO4 na reacdo. O
tempo de pré-tratamento foi variado em 5, 10 e 15 min para avaliar seu efeito na solubilizagdo
da xilana em XOS. O fator de severidade utilizado nos galhos variou de 1,05 a 1,49, enquanto
nas cascas variou de 0,04 a 0,45. E importante destacar que a diferenca no fator de severidade
nos residuos, mesmo com as mesmas condi¢des de pré-tratamento, ¢ devido a diferenca no valor
do pH dos licores gerados durante o processo. Os licores produzidos a partir dos galhos
apresentaram faixas de pH menores em comparagdao com os obtidos a partir das cascas, sendo

entre 1,71 -1,75 e 2,72 — 2,79, respectivamente.

Figura 33. Rendimento da fracdo sélida obtida pelo PTD dos galhos e cascas.
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Nos ensaios de PTD das amostras das cascas foi observado que a variagdo do tempo
de reacdo nao resultou em diferencgas significativas no rendimento da fragao solida pré-tratada.
Os resultados mostraram que, independentemente do tempo de reacdo utilizado (5, 10 ou 15
min), as porcentagens de rendimento foram semelhantes, atingindo valores de 58,63%, 58,35%
e 58,14%, respectivamente. Além disso, os resultados mostraram que, apesar do fator de
severidade do PTD das cascas ter sido menor em comparacdo com os galhos, as cascas
conseguiram atingir uma maior solubilizacdo da fracdo solida nos trés tempos de reacgao

estudados.

Por outro lado, os resultados obtidos para as amostras dos galhos evidenciaram uma
diferenga acentuada nas percentagens de rendimento da fragdo solida em relagdo ao tempo de
reacdo no PTD. No tempo de residéncia mais curto (5 min), os galhos apresentaram um
rendimento de 71,63%. No entanto, com o aumento do tempo de reacdo para 10 ¢ 15 min,
observou-se uma maior solubilizacdo da amostra dos galhos, resultando em uma diminuigdo

dréstica nos rendimentos da fracdo solida para 65,79% e 59,64%, respectivamente.

Os ensaios utilizando acido sulfurico diluido no pré-tratamento das cascas apresentaram
rendimentos da fracdo solida similares ao obtido no PTH com fator de severidade de 3,79,
(PTH-CO08, 205 °C e 5 min). No caso dos galhos, o maior rendimento obtido no PTD (59,64%)
foi préximo ao encontrado no PTH dos galhos com fator de severidade de 4,00 (PTH-GO07, 190
°C com tempo de residéncia de 22,5 min). Os residuos pré-tratados foram caracterizados para
determinar a composi¢ao quimica dos residuos ap0ds a etapa de PTD, como ilustrado na Figura

34 e Figura 35.
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Apo6s o PTD dos galhos e cascas foram observadas valores proximos de celulose nos
tempos de reacdo de 10 e 15 min, sendo 67,45% e 68,48% nos galhos e 68,68% e 65,52% para
as cascas, respectivamente. No entanto, as cascas pré-tratadas com 5 min de tempo de reacao
apresentaram na sua composi¢do quimica um maior conteudo de celulose (70,02%) em

comparagdo com os galhos (62,93%).

O uso de acido sulfurico na concentracao de 0,1% v/v no pré-tratamento alcangou altas
percentagens de solubiliza¢ao da hemicelulose em ambas as amostras. Nos galhos, os valores
foram de 74%, 81,44% e 86,97% para os tempos de 5, 10 e 15min, respectivamente. Enquanto
nas cacas, a hemicelulose foi solubilizada em 75,82%, 79,21% e 89,31% nos mesmos tempos
de reacdo. Nesse sentido, a fragdo solida pré-tratada apesentou valores de hemicelulose

remanescente de apenas 5,98% a 3,61% nos galhos e entre 5,65% e 2,42% nas cascas.

Em relagdo a fracdo da lignina, o PTD teve um maior impacto na solubiliza¢do nas
amostras dos galhos, aumentando com o tempo de reagdo para valores de 21,24%, 29,16% e
33,32% nos tempos de 5, 10 e 15 min, respectivamente. Na composi¢cdo quimica dos galhos
pré-tratados a lignina remanescente foi de 30,58% a 31,21%. J& nas cascas houve uma
diminui¢do na solubiliza¢do da lignina com o aumento do tempo de rea¢do, com percentagens
de 14,47%, 11,24% e 9,06% em 5, 10 e 15 min, respectivamente. A composicao quimica das
cascas pré-tratadas com acido diluido apresentou de 24,26% a 25,03% de lignina. O aumento
do conteudo de lignina insoluvel (Klason) pode ser atribuido a formagao de pseudo-lignina nas
fibras do residuo pré-tratado, isto também foi observado anteriormente no trabalho

desenvolvido por CARVALHO et al., (2015) para o PTD da palha e bagaco de cana-de-agucar.

O conteudo de cinzas dos residuos solidos obtidos apds o PTD foi uma das principais
diferencas encontradas na composicao quimica, sendo assim, as cascas apresentaram maiores
percentagens de cinzas em comparacdo com os galhos. Os valores de cinzas encontrados nas
cascas foram de 2,76%, 2,87% e 2,82%, enquanto nos galhos os valores foram de 0,16%, 0,12%

e 0,11% para os tempos de 5, 10 e 15 min de pré-tratamento, respectivamente.

As composicoes dos hidrolisados obtidos em cada uns dos tempos de reacdo do PTD
dos galhos e cascas estdo descritos na Tabela 12, nela também se encontram as percentagens de
seletividade dos XOS sobre xilose. O 4cido levulinico ndo foi detectado em nenhum dos

hidrolisados produzidos durante os ensaios de PTD de ambos os residuos.



Tabela 12. Composi¢ao dos HH obtidos pelo PTD dos galhos e cascas e percentagens de seletividade de XOS sobre xilose.
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Celulose (g/L) Hemicelulose (g/L)
Compostos de Compostos de
T Fator de Acucares Acucares Seletividade
empo degradacio degradacio
. severidade i} , XOS (%)
(min) Acido Acido
Glicose Celobiose HMF Arabinose Xilose XOS Furfural
formico acético
Galhos
5 1,05 0,47 0,21 0,03 0,04 0,32 9,24 3,03 0,08 2,67 27,17
10 1,35 0,69 0,46 0,05 0,08 0,35 12,50 1,84 0,19 2,98 14,36
15 1,49 1,05 0,50 0,07 0,11 0,41 14,66 1,08 0,32 3,20 7,73
Cascas
5 0,04 1,62 n.d’ 0,33 0,06 1,53 4,56 4,37 0,15 0,44 52,14
10 0,41 1,59 n.d 0,41 0,07 1,63 5,54 4,07 0,23 0,60 45,51
15 0,45 1,82 n.d’ 0,51 0,09 1,77 6,62 4,01 0,34 0,75 40,75

n.d": ndo detectado, concentracdo menor do que 50 ppm.
Acido levulinico ndo detectado em concentracdo menor do que 10 ppm.
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Foram observadas concentragdes elevadas de glicose nas amostras de cascas dos HH
produzidos a partir do PTD, mesmo com um fator de severidade menor. As cascas alcangaram
uma concentragdo de glicose entre 1,62 g/L e 1,82 g/L, enquanto nos galhos a concentragao foi
de 0,47 g/L a 1,05 g/L. Além disso, o PTD das cascas resultou em maiores concentragoes de
glicose em comparagdo com todos os ensaios realizados no mesmo residuo durante o PTH.
Apenas os HH produzidos a partir das amostras de galhos detectaram a presenca de celobiose,

com concentragdes entre 0,21 g/L e 0,50 g/L.

Durante o PTD, foram encontradas altas concentragdes de arabinose nos HH das cascas,
sendo entre 1,53 g/L e 1,77 g/L, enquanto nos galhos, as concentragdes variaram de 0,32 g/L
a 0,41 g/L. O uso de acido diluido no pré-tratamento das cascas resultou em maiores
concentragdes de arabinose do que as observadas em todos os ensaios de PTH para ambos os

residuos de eucalipto.

Em relacdo a formagdo de xilose, os galhos produziram concentragdes mais elevadas
deste mondmero do que as amostras das cascas. A concentracdo méaxima de xilose nos galhos
foi de 14,66 g/L, enquanto nas cascas, correspondeu a 6,62 g/L, representando uma diferenca
de até 54,84%. Além disso, o uso de 4cido diluido nos ensaios de pré-tratamento promoveu
uma maior degradagdo da cadeia da hemicelulose em xilose em comparagdo com os ensaios

realizados em condi¢des de PTH.

Ap6s a utilizagdo de acido diluido nas reagdes de pré-tratamento dos galhos e cascas nas
condi¢des estudadas a 170°C, nao foi possivel observar um aumento na concentragdo dos XOS,
produtos alvo do estudo, em relacdo a concentragdo maxima obtida pelo método PTH. Por meio
do método PTD dos galhos, foram produzidos XOS em concentragdes de 3,03 g/L em um tempo
de 5 min, com uma seletividade de XOS em relagao a xilose de 27,17%. Com um aumento no
tempo de reacdo para 15 min, a concentracdo diminuiu para 1,08 g/L, apresentando uma
seletividade de XOS de apenas 7,73%. A concentragcdo méaxima de galhos produzidos em um
tempo de reagdo de 5 min foi menor do que as concentragdes obtidas nas reacdes de PTH,

exceto na temperatura de 205°C.

Os resultados indicaram que a concentracdo de XOS nas cascas apresentou pequenas
variagdes com o aumento do tempo de reacdo, em contraste com o que ocorreu nos galhos. No

tempo de 5 min, as cascas produziram 4,37 g/L. de XOS com uma seletividade de 52,14%. Ja
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no tempo de 10 min, a concentragdo de XOS foi de 4,07 g/L. com uma seletividade de 45,51%.
Enquanto no tempo de 15 min, os XOS foram produzidos em 4,01 g/L, apresentando uma

seletividade de 40,75% em relagao a xilose.

Comparando com os resultados obtidos nos galhos, o PTD das cascas resultou em uma
maior concentracdo de XOS em todos os tempos de reacdo estudados. Pelo contrario, nos
ensaios de PTH, as amostras dos galhos foram as que atingiram maiores concentragdes desses
compostos. Ademais, as concentragdes obtidas no PTD das cascas foram superiores as
alcancadas no PTH do mesmo residuo nas temperaturas de 190°C e 205°C, bem como nos

ensaios realizados a 175°C por 15 min.

A concentragdo maxima de XOS atingida pelas cascas no PTD foi semelhante a obtida
a 175°C por 10 min, porém menor do que as concentragdes maximas alcancadas nos tempos de
20 e 25 min, também utilizando uma temperatura de 175°C. E importante destacar que a
diferenga na concentragdo maxima de XOS obtida no PTD para cada residuo em comparagao

com a maior concentragdo alcancada pelo PTH foi de 23,07% nas cascas e 66,52% nos galhos.

Segundo CHEN et al., (2017), os compostos presentes no hidrolisado produzido sob
condi¢des acidas sdo complexos e variam conforme o aumento da severidade do processo,
devido ao aumento da concentracao de acido, do tempo e/ou a temperatura, onde a cadeia da
hemicelulose também pode sofrer desacetilacdo, e os compostos de maior tamanho podem ser
hidrolisados em HMF, furfural e outros acidos organicos. Nesse sentido, nas condi¢des
estudadas, a produgdo de furfural foi encontrada nos galhos em valores de 0,08 g/L a 0,32 g/L,
enquanto nas cascas esse composto foi produzido em concentragdes de 0,15 a 0,34 g/L. O 4cido
acético foi produzido em altas concentragdes nos HH dos galhos, com valores de 2,67 g/L a
3,20 g/L, pelo contrario nas cascas, as concentracoes atingidas foram de apenas 0,44 g/L. a 0,75

g/L.

Enquanto ao HMF, este foi produzido em baixas concentragcdes pelas amostras dos
galhos (0,03 g/L e 0,07 g/LL ) em comparagao com as cascas (0,33 g/L a 0,51 g/L). Quanto ao
acido formico, foram encontradas concentragdes préximas em ambos os residuos, sendo de 0,04
g/L a0,11 g/L nos galhos e 0,06 g/L a 0,09 g/L nas cascas. Mesmo com o uso de acido diluido
no pré-tratamento tanto dos galhos quanto das cascas, a producdo de compostos de degradagao

da cadeia da celulose, como o 4cido féormico, foi menor do que a observada nas reagdes de PTH.
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Além disso, observou-se que os galhos apresentaram concentragdes proximas de acido
acético as atingidas no PTH a 190 °C/ 22, 5 min e 205 °C/ 5 min, enquanto o furfural foi
produzido em baixas concentracdes em relagdo aos ensaios realizados a partir de 190 °C/ 15
min. Por sua vez, as maximas concentragdes de acido acético e furfural formados pelas cascas

foram significativamente menores do que as concentragdes obtidas a 190 °C e 205 °C no PTH.

Como foi observado anteriormente nos resultados dos ensaios de PTH, o tempo mostrou
ser um fator que tem uma grande influéncia na solubilizacao do material lignocelulosico, como
por exemplo, na solubilizacao da fra¢ao da xilana em XOS, bem como na formagao de produtos
de degradacdo, isto pode ser evidenciado por meio da Figura 36 e Figura 37, onde sdo
apresentadas as percentagens de conversdo da xilana em relagdo aos mondmeros de xilose,
arabinose e oligdmeros, e compostos de degradacao, como o furfural, produzidos pelo processo

de PTD dos galhos e cascas.

Figura 36. Solubilizagio da xilana em arabinose e seus oligdmeros, XOS, xilose e furfural pelo

PTD dos galhos.
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A solubilizacdo da fracdo da xilana foi determinada em relagdo a quantidade de xilana
presente no material de entrada para cada condi¢ao avaliada. Dessa forma, o estudo de PTD nos
residuos de eucalipto mostrou que a conversao da xilana nas amostras dos galhos ocorreu
predominantemente na forma de xilose. Em apenas 5 min, houve uma conversdo de 44,98%,

que aumentou para 61,41% e 72,91% em 10 e 15 min, respectivamente.

Além disso, foi observado que o aumento do tempo de reagao resultou em um aumento
na formagao de furfural, com uma conversao que variou de 0,64% em 5 minutos para 2,50%
em 15 min. Os valores para arabinose e seus oligdbmeros também aumentaram com o tempo de
reacdo, de 1,57% em 5 min para 2,02% em 15 min. Em contraste, a solubilizagdo da xilana em
produtos de interesse, como XOS, foi relativamente baixa, com apenas 16,78% de conversao
em 5 min. Esse valor diminuiu ainda mais para 10,30% em 10 min ¢ 6,11% em 15 min de

reacgao.

Figura 37. Solubilizacdo da xilana em arabinose e seus oligdmeros, XOS, xilose e furfural pelo

PTD das cascas.
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Os resultados obtidos a partir das amostras das cascas no PTD mostraram que, em
apenas 5 min de reagdo, houve uma conversdo consideravel da xilana em XOS, com uma
percentagem de 30,08%, tornando-os os compostos maioritarios nesse tempo de reacao,
seguidos pela xilose com 27,61%. Com o aumento do tempo para 10 min, houve uma pequena
queda na conversao em XOS, que foi de 28,77%, enquanto a conversdo em xilose aumentou
para 34,46%. No tempo de reacdo de 15 min, a percentagem de conversdo em XOS mudou
apenas ligeiramente para 28,15%, enquanto a conversdo da xilana em xilose teve um

incremento para 40,94%.

Por outro lado, os oligdmeros de arabinose e sua unidade monomérica apresentaram
valores de 9,28% a 10,92%, e a conversao nesses compostos aumentou com o incremento do
tempo de reagdo. Observou-se também que a degradacdo da xilana em furfural aumentou de

1,39% em 5 min para 2,27% em 10 min e 3,27% em 15 min.

Comparando os resultados obtidos no presente estudo com outras pesquisas,
CARVALHO et al., (2018) avaliou a producao de XOS a partir do bagaco utilizando dois
métodos diferentes: PTD em autoclave e em reator pressurizado. Para o primeiro método, foram
testadas duas temperaturas (121°C e 132°C) por 60 min e 0,1% de H>SO4. Para o segundo
método, foram utilizadas duas concentracdes de acido (0,1% e 0,5% de H»SO4) e duas
temperaturas (130°C por 30 min e 150°C por 15 min). Os rendimentos obtidos na conversdo de
xilana em XOS foram de 12,8% e 25% no método de autoclave e 2,3%, 5,7% e 24,9% no
método de reator pressurizado. Estes resultados foram inferiores aos obtidos pelo PTD das
cascas nas trés condigdes estudadas no presente trabalho, porém, a conversdo maxima atingida
pelo bagaco foi maior do que a percentagem méxima alcangada utilizando os galhos como

matéria-prima.

Enquanto, os resultados obtidos do rendimento da conversdo de xilana em XOS dos
galhos e cascas de eucalipto foram menores do que os reportados por MARCONDES;
MILAGRES; ARANTES, (2020) para o PTD do bagago de cana feito em duas etapas. Onde
foram atingidos valores maximo de 36,76% e 40,21% com 0,5% e 1% de H>SOs, nas

temperaturas de 170 °C e 150°C por tempos de 5,5 e 15 min, respectivamente.

A seguir, nas Figura 38 e Figura 39 estdo apresentados os resultados dos rendimentos
dos XOS em relagdo a quantidade de matéria-prima utilizada em cada uma das reacgdes, assim

como em relacao a xilana solubilizada no HPH.
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Figura 38. Rendimentos de XOS calculados em relacdo a biomassa de entrada e na xilana

solubilizada no HPH a partir do PTD dos galhos.
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Os resultados obtidos indicaram que PTD dos galhos resultou em um baixo rendimento
maximo de XOS em relacdo a quantidade de biomassa de entrada na reagdo, atingindo apenas
2,70%. O maximo rendimento em relacdo a quantidade de xilana solubilizada no HPH foi de
24,25%, também inferior aos valores alcangados pelo PTH nas temperaturas de 175°C e 190°C.
Além disso, os rendimentos de XOS foram significativamente reduzidos com o aumento do
fator de severidade no PTD, atingindo apenas 0,98% e 6,98% em relagcdo a biomassa de entrada
e no HPH, respectivamente, apos um tempo de reacao de 15 min. Esses valores foram inferiores

aos obtidos pelos galhos nas condi¢des de pré-tratamento na auséncia de dcido para as maiores

severidades (3,79 - 4,27).

Os resultados também demonstraram que o PTD causou uma degradagao significativa
da xilana em xilose nos galhos, indicando que o uso de 4cido diluido no pré-tratamento foi mais
severo na biomassa dos galhos do que nas amostras das cascas. Além disso, a variagdo do tempo
de reacdo foi um fator critico na formacao de XOS nos HH deste tipo de residuo. Os resultados
obtidos sugerem que no PTD dos galhos provavelmente devem ser utilizados a combinagado de

fatores que resultem em severidades menores do que as estudadas neste trabalho.
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Figura 39. Rendimentos de XOS calculados em relacdo a biomassa de entrada e na xilana

solubilizada no HPH a partir do PTD das cascas.
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Durante a analise das amostras de cascas, foi constatado que, nos intervalos de tempo
de 5 a 15 min, os rendimentos de XOS em relagdo a quantidade de biomassa utilizada
apresentaram uma média de 3,9% a 3,7%. Ja os rendimentos de XOS em relagdo a xilana
solubilizada nos HPH foram de 41,61% aos 5 min, 36,49% aos 10 min e 32,62% aos 15 min.
Esses resultados indicam que o tempo de reacdo € um fator crucial para a conversao eficiente
da xilana em diferentes produtos, e que ¢ fundamental ajustar as condi¢des de reacdo para obter

altos rendimentos de XOS ou xilose, dependendo das necessidades do processo.

Um outro trabalho utilizando a madeira de eucalipto (E. globulus) no PTD foi reportada
por LOPEZ et al., (2014). Nesse estudo, foram testadas concentragdes de H>SO4 de 0,5%,
1,25% e 2%, em periodos de 30 a 60 min nas temperaturas de 130°C a 170 °C. Os rendimentos
de XOS obtidos variaram de 0,38% a 6,93%, sendo que a maxima solubilizacdo da biomassa
em XOS foi alcancada a 150 °C, 30 min e concentra¢do de HoSO4 em 1,25%. Os rendimentos
obtidos no presente estudo para as amostras dos galhos e cascas foram inferiores aos
encontrados por LOPEZ et al., (2014). Isso pode estar relacionado as diferencas na composigo

da matéria-prima e nas condi¢des experimentais utilizadas em cada estudo.
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Na Figura 40 e Figura 41 estdo apresentadas as percentagens de distribui¢do do GP dos

XOS para cada HH produzido a partir do PTD dos galhos e cascas.

Figura 40. Distribui¢do do GP dos XOS presentes nos HH produzidos pelo PTD dos galhos.

100

S 9

§ 80

<70

=

a, 60

&

s 50

g 40

2 30

=

A 20
10
0

5 10 15
Tempo (min)
u>X5 X5 mX4 mX3 mX2

Dentro da distribuicdo do GP dos XOS os resultados revelaram que o X2 ¢ o principal
composto presente nos XOS produzidos pelo PTD dos galhos em todos os tempos de reacao,
com a sua percentagem aumentando significativamente com o incremento do tempo de reagao.
Na condi¢do inicial, o X2 representou 40,51% das moléculas, aumentando para 49,87% e
50,69% nos tempos de reacdo de 10 e 15 min, respectivamente. Além disso, foi observado que
0s XOS com tamanho de cadeia de 5 também aumentaram com a variagao do tempo de reacao,
com os X5 apresentando valores de 2,86%, 10,64% e 13,60% em 5, 10 e 15 min,

respectivamente.

Em contrapartida, os compostos X3, X4 e >X5 apresentaram diminuic¢do significativa
com o incremento do tempo de rea¢do. A concentracdo de X3 reduziu de 12,34% em 5 min para
6,78% e 3,67% em 10 e 15 min, respectivamente. Os valores de X4 foram 6,00%, 5,26% e

4,97% nos tempos de 5, 10 e 15 min, respectivamente. Enquanto os XOS de maior tamanho de
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cadeia (>X5) corresponderam ao segundo componente de maior presenca nos trés tempos de

reacdo, com valores de 38,30% em 5 min, 27,46% em 10 min e 27,07% no tempo de 15 min.

Com relagdo aos tamanhos de cadeia de interesse como X2, nos tempos de 5 ¢ 10 min
os galhos atingiram concentragdes de X2 de 1,23 g/L e 0,92 g/L, respectivamente, sendo esta
maior em comparacdo com a melhor condi¢do obtida pelo PTH dos galhos, que apresentou

apenas 0,62 g/L (6,82%).

Figura 41. Distribuicdo do GP dos XOS presentes nos HH produzidos pelo PTD das cascas.
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Na analise de distribuicao do GP dos XOS produzidos a partir das cascas, observou-se
que os X4 e XOS com tamanho maior do que 5 (>X5) sofreram diminui¢do quando o tempo de
reacdo foi aumentado. Apesar da queda na percentagem de distribuicao dos >XS5, estes foram
os componentes de maior presenca nos HH durante o PTD, representando 63,47%, 51,76% e
48,89% das fragdes nos tempos de 5, 10 e 15 min, respectivamente. Ja os X4 tiveram uma
presenga inicial de 7,92% no tempo de 5 min, que aumentou para 11,01% no tempo de 10 min,

porém diminuiram para 7,92% com 15 min de reagao.

Enquanto as demais fragdes analisadas como X2, X3 e X5, tiveram suas percentagens
de distribui¢do aumentadas com o aumento do tempo de reagdo. Os X2 foram o segundo maior

componente das fracdes de XOS nos HH, iniciando com 17,08% e atingindo 27,44% no tempo
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de 15 min. Os X3 tiveram um incremento de 10,93% para 13,76% no mesmo periodo, entretanto

os X5 apresentaram um pequeno incremento de 1,28% para 1,99%.

Nos trés HH das cascas produzidos utilizando acido diluido na reacao foram detectados
maiores concentragdoes de XOS de menor tamanho de cadeia como X2 e X3 do que os obtidos
na melhor condi¢cdo de PTH do mesmo residuo. As concentragdes de X2 obtidas no PTD foram
de 0,75 g/L, 0,93 g/L e 1,10 g/L, a0 mesmo tempo que X3 foi produzida em concentragdes de
0,48 g/L, 0,52 g/L ¢ 0,55 g/L nos tempos de 5, 10 e 15 min, respectivamente. Em contraste,
durante o PTH, as cascas apresentaram apenas 0,31 g/L de X2 ¢ 0,25 g/LL de X3, utilizando 20

min de reagdo e 175 °C.

Os XOS com tamanho de cadeia de 2 ¢ 3 (X2 e X3) sdo considerados como moléculas
de maior interesse no mercado, devido as suas propriedades bioldgicas e seu potencial
prebidtico (CARVALHO et al., 2018; UCKUN KIRAN; AKPINAR; BAKIR, 2013). Assim, o
presente estudo apresenta uma importante contribui¢ao, pois por meio do PTD dos residuos de
eucalipto foi possivel obter maiores fragdes de X2 e X3 em curtos tempos de reagdo do que as
atingidas por meio do PTH. Além disso, em condi¢cdes ndo otimizadas, os XOS totais
produzidos pelas cascas mostraram uma proximidade moderada com os resultados previamente

atingidos no PTH.

3.3.2.3. Desacetilacdo e PTC

A hemicelulose proveniente de madeiras hardwood, como o eucalipto, ¢ geralmente
considerada como uma fracdo acetilada, assim como em alguns outros tipos de biomassa
(INALBON; MOCCHIUTTTI; ZANUTTINI, 2009). Sendo que, a remog¢ao de grupos acetila da
biomassa ¢ conhecida como desacetilagdo e pode ser realizada através do pré-tratamento

alcalino (LIMA et al., 2018a).

O pré-tratamento alcalino pode promover mudancas significativas no material, como
por exemplo, quebrar as ligacdes éter entre a lignina e a hemicelulose, como também as ligagdes
éster entre a lignina, a hemicelulose e os acidos fertlico e p-cumadrico. Além disso, ¢ possivel
aumentar a acessibilidade a parede celular da biomassa, diminuir a cristalinidade da celulose e

aumentar a area de superficie. Adicionalmente, a redu¢do do contetido de acetil e acidos
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urdnicos na fracdo da xilana pode diminuir o possivel efeito inibitdrio na etapa de hidrélise

enzimatica (CARVALHO et al., 2015; JAYAPAL et al., 2013; QING et al., 2013).

Neste trabalho, o principal objetivo de realizar o pré-tratamento alcalino foi remover
parcialmente os grupos acetila presente nos galhos e cascas de eucalipto, uma vez que uma
quantidade residual pode auxiliar na hidrélises da hemicelulose. Dessa forma, o ensaio foi
conduzido como uma etapa preliminar para avaliar o efeito da desacetilagdo dos residuos de

eucalipto na produgdo de XOS pelo PTH.

Os parametros utilizados na desacetilagdo, como temperatura, tempo de reacdo e
concentragdo de NaOH, foram baseados nos resultados previamente obtidos dentro do projeto
tematico (FAPESP /BBSRC “4n integrated approach to explore a novel paradigm for biofuel
production from lignocellulosic feedstocks”, processo: 15/50612-8) do qual este trabalho
encontra-se inserido, e reportados por BRENELLI et al., (2020). Portanto, ambas fragdes dos
residuos de eucalipto foram submetidas a um tratamento alcalino com 80 mg de NaOH/ g de
biomassa (8% m/m), a uma temperatura de 60 °C por 30 min, com uma carga de solidos de 10%
m/m. Os resultados dos rendimentos das fragdes so6lidas obtida apos a etapa de desacetilacao,

assim como sua caracterizagao quimica encontram-se descritos na Tabela 13.

Tabela 13. Rendimento e composi¢ao quimica da fragdo s6lida obtida na etapa de desacetilagao

dos galhos e cascas.

Rendimento Remocio Composicao quimica da fracio solida pré-
da fracdo  de grupos tratada (% m/m)
Amostra
solida (% acetila
m/m) (% m/m) Celulose Hemicelulose Lignina  Cinzas
83,55+ 49,15 + 28,38 + 0,68 £
Galhos 91,95+ 0,18 16,00 += 0,30
0,11 0,46 0,34 0,00
64,54 + 58,05 + 20,26 £ 3,86 +
Cascas 74,79 £ 0,18 14,82 +£ 0,51

0,69 0,62 0,23 0,16
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Durante a etapa de desacetilagdo dos residuos de eucalipto, observou-se uma diferenga
acentuada no rendimento da fragdo solida entre os galhos e as cascas. Os galhos apresentaram
um rendimento de 91,95 + 0,18%, enquanto as cascas apresentaram um rendimento de 79,79 +
0,18 %, indicando uma maior solubilizacdo da biomassa nas cascas. Nos galhos, a perda de
massa nas fragdo sdlida foi principalmente devido a solubilizagdo da hemicelulose (10,77%),
seguida da lignina (6,31%), cinzas totais (3,92%) e a celulose foi o componente que apresentou

menor solubiliza¢do no licor (2,14%).

Ja nas cascas, os compostos estruturais, como hemicelulose e celulose, foram mais
afetados pelo pré-tratamento alcalino, com remogdes de 16,51% e 15,86%, respectivamente. A
lignina apresentou baixa solubilizacdo sendo de 6,02%, semelhante a observada nos galhos.
Estes resultados sdo consistentes com a literatura, que sugere que em condi¢des de baixa
severidade, a maioria dos grupos acetil da biomassa ¢ removida, juntamente com uma pequena
fragdo da lignina. No entanto, em condi¢des mais severas, ocorre uma deslignificagdo mais
intensa do material (LIMA et al., 2018a). A remocdo de compostos ndo estruturais, como as
cinzas totais, foi mais significativa nas cascas em comparagdo com os galhos. Sendo que, nas
cascas foi reduzido uma grande parte destes compostos sendo atingido 67,89% de solubilizagao

das cinzas no licor.

Por outro lado, foi observado que tanto os galhos quanto as cascas sofreram alteragdes
estruturais na fracdo da lignina apds a desacetilacdo. No material in-natura, a maior parte da
lignina (92,24% nos galhos e 85,82% nas cascas) era insoluvel, enquanto uma por¢do menor
(7,76% nos galhos e 14,18% nas cascas) era soluvel. Apos a desacetilagdo, houve uma reducao
no teor de lignina insoltivel em ambas as amostras, com valores de 88,85% nos galhos e 82,55%
nas cascas, enquanto a lignina solavel correspondeu a 11,15% nos galhos e 17,45% nas cascas.
Essa varia¢do na composi¢do da lignina indicam que a desacetilagdo teve o efeito de tornar
parte da lignina mais soluvel durante o pré-tratamento alcalino das duas biomassas. Esse
resultado ¢ positivo, pois as alteragdes na composi¢ao da lignina podem influenciar a eficiéncia

e seletividade dos processos de conversao e valorizagao da biomassa em diferentes aplicacdes.

Com relagdo a eficiéncia da remog¢ao de grupos acetila, o pré-tratamento alcalino teve
um maior impacto na desacetilacdo das amostras dos galhos, com uma remocao média de 83,55
+ 0,11%. Nas amostras das cascas, a remog¢ao média foi de 64,54 + 0,69%. Os licores obtidos
pelo pré-tratamento alcalino apresentaram concentragdes de acido acético de 4,60 g/L no licor

produzido pelos galhos € 2,51 g/L no licor das cascas. Além disso, na condi¢do de desacetilagao
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estudada, foram detectados pequenos conteudos de XOS (0,48 + 0,02 g/L) nos licores alcalinos
dos galhos, enquanto nas cascas foram observados apenas oligdmeros de arabinose (0,47 &+ 0,03
g/L). O contetdo de agticares monoméricos foi de 0,13 + 0,01 g/L nos galhos e de 3,19 + 0,17

g/L nas cascas.

Apoés a etapa de desacetilacdo, as fragdes solidas obtidas foram caracterizadas para
determinar sua composicdo quimica, tanto nas amostras dos galhos quanto nas cascas. As
concentragdes de acidos organicos foram abaixo do limite de detecdo em ambas as amostras.
Os galhos apresentaram uma composicao de 49,15 + 0,46% de celulose, 16,00 £ 0,30% de
hemicelulose, 28,38 + 0,34% de lignina ¢ 0,68 + 0,00% de cinzas totais. Enquanto isso, as
cascas apresentaram uma composi¢do de 58,05 + 0,62% de celulose, 14,82 + 0,51% de

hemicelulose, 20,26 + 0,23% de lignina e 3,86+ 0,16% de cinzas totais.

A perda de hemicelulose nas amostras dos galhos foi proxima a reportada por
JAYAPAL et al., (2013) para o pré-tratamento alcalino do bagaco de cana. Nesse estudo, a
remocao da fragdo da hemicelulose variou entre 9,15% e 11,91% em reacdes com 8% e 12%

de NaOH, respectivamente.

Quanto a remocao de grupos acetila, os resultados obtidos para os galhos e cascas foram
similares aos reportados por CHEN et al., (2012) para a desacetilacdo da palha de milho, em
que a desacetilacao foi avaliada nos intervalos de temperatura de 60 °C e 80 °C, no tempo de
reacao de 20 min e concentracao de NaOH foi de 0,4% m/m. Nesse estudo, a remogao de grupos
acetila na palha de milho foi de 73% na temperatura de 60 °C e a percentagem de remocao
aumentou para 80% na temperatura de 80 °C. Em comparacdo com BRENELLI et al., (2020),
que realizaram a desacetilacdo da palha de cana nas mesmas condi¢des deste trabalho e
atingiram uma remo¢ao de 80% dos grupos acetila. Os galhos de eucalipto apresentaram uma
percentagem de remocgdo de grupos acetila similar, porém nas cascas a remocao foi menor do

que as obtidas para os galhos e a reportada para a palha de cana.

Em geral, os resultados obtidos pela desacetilagao dos residuos de eucalipto indicam
que o pré-tratamento alcalino foi eficiente na remog¢ao de grupos acetila, com diferengas
observadas entre os galhos e cascas em termos de solubilizacdo da biomassa e na composi¢ao
dos licores produzidos. Além disso, tanto os resultados obtidos quanto os dados reportados pela

literatura sugerem que a eficiéncia da desacetilagdo pode depender do tipo de biomassa



138

empregado no pré-tratamento e ndo apenas dos parametros escolhidos na reacdo (temperatura,

tempo e concentracao de NaOH).

Por outro lado, apds a desacetilacdo dos residuos de eucalipto, a recuperagao de XOS
foi avaliada pelo PTC. Nesta etapa, o meio reacional consistiu em 10% m/m de cada fragdo
solida obtida na etapa de desacetilagdo e tratada com agua a altas temperaturas (175 °C e 190
°C, em tempos de retencdo de 20 a 25 min e 7,5 a 15 min, respectivamente). Os rendimentos
das fracodes solidas obtidas apos a etapa de PTC dos galhos e cascas, relacionados com o fator

de severidade de cada condicdo de ensaio estdo apresentados na Figura 42.

Figura 42. Rendimento da fragdo sélida obtida pelo PTC dos galhos e cascas de eucalipto.
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O pré-tratamento de galhos e cascas de eucalipto utilizando o PTC resultou em
rendimentos significativamente superiores das fragcdes solidas pré-tratadas em comparagdo com
os outros dois métodos de pré-tratamento (PTH e PTD) utilizados na biomassa in-natura (sem
desacetilar). Observou-se que o aumento do tempo de tratamento em cada faixa de temperatura

para ambos os residuos apresentou pouca variagdo na percentagem de solubilizagdo da fracdo



139

solida. Especificamente, os galhos apresentaram rendimentos de aproximadamente 85% a uma
temperatura de 175 °C, e de 80 e 79%, respectivamente, a uma temperatura de 190 °C. Em
contrapartida, as cascas apresentaram maior perda de massa em comparagao com as amostras
dos galhos em ambos os intervalos de temperatura. A 175 °C, as percentagens de rendimento
encontradas foram entre 83 e 82%, respectivamente, enquanto na faixa de temperatura de 190
°C, as percentagens de recuperagdo da fracdo sdlida foram de aproximadamente 76%. As
percentagens de solubilizagao da fragdo da hemicelulose e lignina pelo PTC, bem como a

composi¢ao da fracao solida pré-tratada dos galhos e cascas estdo descritos na Tabela 14.



Tabela 14. Solubilizagdo das fragdes da hemicelulose e lignina e composi¢cdo quimica dos galhos e cascas obtidos pelo PTC.
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Composicao Quimica da biomassa pré-tratada (% m/m)

Amostra Temperatura Tempo  Solubilizagio  Solubilizagio
(°C) (min)  ga hemicelulose da lignina Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas
(% m/m) (% m/m)

Galhos
PTC-GO1 20 47,20 10,85 58,54 £ 0,25 10,20 + 0,94 30,54 £0,67 0,47 +0,02
PTC-GO02 7 25 50,31 9,03 58,52 £0,59 9,65 + 0,54 31,34+ 145  0,48+0,00
PTC-GO03 7,5 56,85 19,08 61,40+ 0,79 8,94 + 0,03 29,72 +£0,13  0,33+£0,02
PTC-G04 o0 15 64,08 19,41 61,68 £0,77 7,51 £ 0,49 29.87+1,02 0,31 +0,01

Cascas
PTC-CO1 20 36,21 31,25 68,70 £ 0,84 11,89 £ 0,07 17,52 + 0,41 2,28 £0,09
PTC-C02 7 25 39,51 25,12 67,17+ 0,79 11,40+ 0,20 19,29+ 1,34 2,46+ 0,07
PTC-C03 7,5 51,81 35,32 70,30 £ 1,08 9,69 + 0,16 17,79 +0,85 2,46+0,13
PTC-C04 o0 15 55,00 33,88 69,98 £ 1,30 9,06 + 0,17 18,20+ 0,07 2,76+ 0,13
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Ao analisar a Tabela 14, foi possivel observar que os galhos apresentaram uma
recuperagdo maior da fragdo da hemicelulose no licor quando comparado as cascas. Os galhos
obtiveram uma solubilizacdo de 47,20% no inicio dos experimentos, que aumentou para
64,08% no ensaio com maior severidade. Ja as cascas apresentaram percentagens de
solubilizacao da hemicelulose entre 36,21% ¢ 55%, nos ensaios de menor e maior severidade,

respectivamente.

Além disso, os resultados mostraram que a remogao de grupos acetil atingida na etapa
de desacetilacdo de cada residuo seguido do PTC, promoveu uma baixa recuperacdo ou
solubilizagdo da fracdo da hemicelulose no licor em compara¢do com os resultados obtidos no
PTH, sem passar pela etapa de desacetilagdo. Uma vez que sob as mesmas condigdes de ensaio
nos residuos in-natura (PTH: G03 - G06 e C03 — C06), as percentagens de solubiliza¢dao foram
de aproximadamente 65% a 87% nos galhos e aproximadamente 77% a 88% nas cascas,

respectivamente.

Com relacdo a solubilizacdo da fragdo da lignina, os galhos apresentaram uma remogao
maxima de até 19,41% a 190 °C com 15 min, valor menor do que o alcangado nas amostras das
cascas, que corresponderam a 35,32% no mesmo intervalo de temperatura, mas com 7,5 min de
tempo de reagdo. Nos ensaios PTC-G02 e PTC-C02 e C04, foi observada a formagao de pseudo-
lignina na fracao solida obtida apds o PTC, o que resultou em uma queda nas percentagens de

solubilizagao da lignina.

Ao comparar os resultados da biomassa sem desacetilar, a combinacdo do pré-
tratamento alcalino seguido do tratamento hidrotérmico favoreceu a solubilizagdo da lignina
nas cascas, apresentando uma alta remog¢ao deste componente da fragdo solida, pois os valores
alcancados foram superiores aos obtidos na biomassa apenas utilizando uma etapa de pré-
tratamento (PTH), a qual apresentou percentagens de remog¢ao da lignina de 3% a 6% nos
mesmos intervalos de temperatura e tempo. Porém, o PTC nas amostras dos galhos ndo
apresentou um aumento da remogao da lignina em relagdo aos dados obtidos no PTH dos galhos

in-natura, que apresentaram uma remocao de até 38,72% a 175 °C no tempo de 25 min.

Quanto a composicao quimica das fragdes solidas geradas apos o PTC em cada condi¢do
de ensaio avaliada por este método, tanto os galhos quanto as cascas pré-tratadas apresentaram

um alto contetido de componentes estruturais (celulose, hemicelulose e lignina). Portanto, esses
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residuos recuperados podem ser reaproveitados em outros processos como uma fonte de
matéria- prima para obtencao de subprodutos, como por exemplo agucares C5, C6, e derivados

da lignina.

A seguir, na Figura 43 e Figura 44 estdo apresentados os resultados da conversdo da
fragdo da arabinoxilana em aglicares monoméricos e oligdmeros, bem como em compostos de
degradagdo, em funcdo do fator de severidade. As percentagens de conversdo foram
determinada em relagdo a quantidade de arabinoxilana presente na biomassa de entrada em cada

uma das condic¢oes de ensaio.

Figura 43. Solubilizacdo da xilana em arabinose e seus oligdmeros, XOS, xilose e furfural pelo

PTC dos galhos.
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Figura 44. Solubilizagio da xilana em arabinose e seus oligdmeros, XOS, xilose e furfural pelo

PTC das cascas.
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A conversdo da arabinoxilana durante o PTC dos residuos de eucalipto se deu
principalmente na forma de XOS em ambos os tipos de residuos. Entretanto, os galhos foram a
matéria-prima que apresentou maior hidrolise dessa fragdo em oligdmeros de xilose, com um
valor de 38,67%, frente a 31,29% alcangado pelas cascas. Nas condi¢des de ensaio estudadas,
os galhos e cascas mostraram o mesmo comportamento na obten¢do dos XOS, sendo que na
temperatura de 175 °C os XOS apresentaram um pequeno incremento com o aumento do tempo
de 20 min para 25 min. Ja na temperatura de 190 °C com 7,5 min (severidade de 3,52) foram
atingidas as maiores conversdoes em XOS, as quais diminuiram para 35,51% nos galhos e

28,17% nas cascas quando o tempo foi aumentado para 15 min (severidade de 3,83).

Por outro lado, foi observada uma diferenca significativa na formagao de xilose e em
arabinose e seus oligdmeros. A xilose apresentou uma maior presen¢a nos HH dos galhos, sendo
este o segundo componente de maior presenca neste residuo com valores de 1,14%, que

aumentaram com o aumento da temperatura e/ou do tempo até atingir 4,6%. Ja nos HH das
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cascas, a xilose teve percentagens de conversdo de 0,55% até 1,81% na maior severidade,
enquanto o segundo componente de maior presenca neste residuo foi a arabinose e seus
oligdbmeros, com valores aproximadamente de 6,07% na temperatura de 175 °C, que
diminuiram para 4,69% e 3,69% em 190 °C com 7,5 min e 15 min de reagdo, respectivamente.
Nos galhos, a formagao de arabinose e oligdmeros de arabinose foi no maximo de 1,08%, obtido
no ensaio com 175 °C e 25 min, enquanto a menor percentagem obtida foi de aproximadamente
0,97% no tempo de 20 min, valor que foi igual para os dois ensaios feitos na temperatura de

190 °C.

Enquanto a hidrélise da arabinoxilana em compostos de degradacdo, como o furfural,
apresentou 0 mesmo comportamento e valores proximos de conversao entre os dois residuos, o
furfural foi incrementado com o aumento das condi¢des de reagdo (tempo e/ou temperatura).
Nos galhos, as percentagens de conversdao em furfural foram de 0,16% até 1,32%, enquanto nas
cascas a conversao em furfural foi de 0,16% até 1,13%. Os resultados obtidos mostraram que
o método de PTC foi mais eficiente do que o método de PTD para converter a xilana em XOS
em ambos os residuos, galhos e cascas. No entanto, foram observadas diferencas significativas
nas conversoes da fracdo da arabinoxilana em XOS no PTC dos galhos em comparagdo com o
PTH dos galhos sem desacetilar (50% e 42%), usando os mesmos intervalos de temperatura e

tempo.

Em contraste, no PTC das cascas, ndo foi observada uma diferenca tdo acentuada na
percentagem maxima de conversdo da xilana em XOS do que a alcangada pelas cascas sem
desacetilar empregando o método de PTH (39,59%, a 175 °C/ 25 min). Além disso, foi
observado que no intervalo de temperatura de 190 °C e nos tempos de 7,5 e 15 min, as cascas
desacetiladas apresentaram maiores percentagens de XOS (31,29% e 28,17%) do que os valores
atingidos na casca sem passar pela etapa de desacetilacdo e tratados pelo PTH (22,28% e
17,78%). Isso pode ser explicado pelo fato de que os residuos das cascas, durante a etapa de
pré-tratamento alcalino, sofreram menor remocao de grupos acetil do que os galhos, e, portanto,
o conteudo remanescente de grupos acetil nas cascas serviu como catalisador para hidrolisar a
fracdo da xilana em XOS, alcangando uma conversdo maxima de XOS proxima a atingida na

casca sem passar pela desacetilagdo e tratados pelo PTH.

Em contrapartida, a limitada disponibilidade de grupos acetila nos galhos foi ineficiente
para promover uma maior solubilizagdo da hemicelulose e atingir uma maior conversdo de

fragdo da xilana nos compostos desejados (XOS). Além disso, a remog¢ao parcial de grupos
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acetila de ambos os residuos também resultou em um aumento da temperatura de reagao durante
o PTC, ja que tanto os galhos quanto as cascas, pelo PTC, alcangaram os maiores rendimentos
em XOS na temperatura de 190 °C frente ao método de PTH dos residuos in-natura (sem
desacetilar) que produziram os maiores conteidos de XOS, bem como maiores percentagens
de solubilizagdo da hemicelulose e dos s6lidos no licor na temperatura de reagdo de 175 °C. Isto
concorda com o encontrado por VAZQUEZ et al., (2005), quem descreve que em pré-
tratamentos sequenciais, a desacetilacdo parcial da biomassa durante a primeira etapa de pré-
tratamento resulta numa cinética mais lenta no posterior pré-tratamento devido a pouca
disponibilidade de catalisador. A composi¢ao dos hidrolisados obtidos em diferentes condigdes

durante o PTC dos galhos e cascas de eucalipto esta apresentada na Tabela 15.

Tabela 15. Composi¢dao dos HH obtidos pelo PTC dos galhos e cascas.

Galhos Cascas
Compostos  prc. prCc- PTC- PTC- PTC- PTC- PTC- PTC-
GOl G02 G03 G04 CO1  CO02  CO3 Co04
Glicose 0,02 004 003 003 003 003 nd n.d"
Celobiose nd® nd n.d” n.d’ n.d’ n.d’ n.d’ n.d’
HMF 0,02 002 004 005 004 004 006 005

Acido férmico 0,04 0,04 0,05 0,04 0,02 0,03 0,03 0,03

éiﬁ‘i’mco nd®  nd®  nd”® nd® 073 083 143 1,70
Xilose 024 028 068 08 010 011 027 034
Arabinose 006 006 010 010 018 018 0,19 02l
X0S 509 614 706 639 463 471 527 470
Furfural 002 003 012 017 002 002 011 0,14

Acido acético 0,22 0,24 0,48 0,59 0,85 0,84 1,27 1,56

n.d": ndo detectado, concentracdo menor do que 50 ppm.

n.d”": ndo detectado, concentragio menor do que 10 ppm.
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Foi observado que tanto os HH dos galhos quanto os das cascas apresentaram baixas
concentragdes de glicose. A quantidade de glicose gerada pelos galhos foi similar a das cascas
na temperatura de 175 °C, mas na temperatura de 190 °C, a presenca deste acticar nao foi
detectada nos HH produzidos pelos residuos das cascas. Os compostos de degradagdo da fragao
da celulose, como o HMF ¢ acido formico, foram detectados em baixas concentragdes em todos
os HH gerados pelo PTC dos dois tipos de residuos, com valores proximos entre eles. Ja acido
levulinico foi detectado apenas nos HH das cascas, com concentragdes de 0,73 e 0,83 g/L na
temperatura de 175 °C, e valores mais elevados de 1,43 e 1,70 g/L com o aumento da

temperatura para 190 °C.

As baixas concentragdes de agticares e compostos de degradagdo da celulose indicaram
que as condicdes avaliadas durante o PTC dos galhos e cascas foram ineficientes ou tiveram
um baixo impacto na solubilizag¢ao da celulose. Isto ¢ respaldado pela diferenca na composi¢ao
quimica da biomassa desacetilada utilizada como matéria prima para os ensaios de PTC ¢ a
composicao obtida apds a caracterizacdo quimica dos residuos solidos gerados ap6s o PTC. Os
resultados mostraram que a celulose remanescente na biomassa pré-tratada dos galhos foi de
98,11% e 96,10% nas temperaturas de 175 °C e 190 °C, respectivamente, enquanto nas amostras

das cascas essa quantidade variou entre 90,98% e 88,73%.

Com relagdo as concentracdes de acucares e compostos de degradagdo da cadeia da
hemicelulose, os resultados indicaram que durante o PTC dos galhos e cascas, foram geradas
menores concentragdes de arabinose, xilose e furfural em compara¢do com outros métodos de
pré-tratamento avaliados. As concentragdes de XOS produzidas pelos PTC dos galhos variaram
de 5,99 g/L e 7,06 g/L, valores maiores do que o PTD, porém menores do que o PTH. Ja nas
cascas, as concentracdes de XOS atingiram valores de 4,63 g/L a 5,27 g/L, sendo maiores do
que o PTD, mas ligeiramente menores do que o valor maximo atingido pelo PTH. Além disso,
como era esperado, o acido acético foi gerado em maiores concentragdes nos HH das cascas,
uma vez que esta amostra havia sofrido uma menor desacetilacdo durante a etapa de pre-
tratamento alcalino. As concentragdes de acido acético nos HH das cascas pelo PTC foram
menores do que no PTH, mas maiores do que o PTD. Por outro lado, em todos os HH
produzidos pelo PTC dos galhos, o acido acético foi formado em menores concentragdes em

comparag¢ao com outros tipos de pré-tratamento da biomassa in-natura avaliados neste trabalho.

Finalmente, as fragdes de XOS presentes nos HH obtidos pelos ensaios realizados no

PTC dos residuos de eucalipto estdo apresentadas na Figura 45 e Figura 46.
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Figura 45. Distribui¢do do GP dos XOS presentes nos HH produzidos pelo PTC dos galhos.
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Figura 46. Distribui¢do do GP dos XOS presentes nos HH produzidos pelo PTC das cascas.
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Durante a obtengdo dos HH a partir dos residuos de eucalipto tratados pelo PTC, foi
observado que a maioria dos XOS consistia principalmente em oligomeros de xilose de alta

massa molecular. Em todas as condi¢des de ensaio avaliadas, os XOS com GP maior que 5
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foram os mais abundantes tanto nos galhos quanto nas cascas. A temperatura de 175 °C
apresentou valores similares entre os galhos e cascas, com cerca de 97% - 98%,
respectivamente. Esses valores diminuiram com o aumento da temperatura e/ou o tempo,
resultando em redugdo significativa para os galhos (78 - 58,01%) em comparagdo com as cascas

(89 -77%).

Os XOS de GP de X2 a X5 aumentaram em relacdo a severidade do pré-tratamento. Os
galhos apresentaram uma maior percentagem de X4 (0,91-11,28%) em comparacdo com as
cascas (0,65-5,53%), enquanto o X5 variou de 0,88% a 12,64% nos galhos e de 0,55% a 6,96%
nas cascas. Em relagdo aos outros métodos de pré-tratamento estudados, o aumento da
severidade do PTC teve pouco efeito na degradagdo de oligomeros de xilose de maior massa
molecular em XOS de menor tamanho como X2 e X3, sendo estes os compostos de menos
abundantes nos licores. Nesse sentido, os galhos apresentaram um pequeno aumento na
percentagem de X2 (0,53% -7,57%) e de X3 (0,81-10,42%), enquanto nas cascas apresentaram
um aumento de X2 de apenas 0,37% para 4,69% e os X3 de 0,55% para 6,03%.

Os ensaios PTC-G3 e PTC-C3 (190 °C/7,5 min) resultaram nas maiores concentragdes
de XOS para as biomassas desacetiladas, a concentragao das fragdes de XOS nos licores foi de
1,56 g/L de X2 a X5 e de 5,49 g/L para XOS com GP >X5 nos galhos. J& nas cascas, a
concentragao das fragdes X2 a X5 foi1 significativamente menor, com apenas 0,57 g/L, enquanto

a concentracdao de XOS com GP >X35 foi de 4,70 g/L.

A respeito dos rendimentos de XOS obtidos em relagdo a quantidade de biomassa
desacetilada utilizada para o PTC, observou-se que na temperatura de 190 °C/7,5 min os
rendimentos foram de 6,19% nos galhos e de 4,64% nas cascas, tendo uma diminuigdo desses
rendimentos com o aumento do tempo para 15 min, alcancando valores de 5,68% e 4,47% para
os galhos e cascas, respectivamente. Para a temperatura de 175 °C, os dois tempos avaliados
apresentaram rendimentos similares, com valores de 5,26% e 5,42% nos galhos, enquanto nas
cascas esses rendimentos foram de 4,10% e 4,17%, proximos aos atingidos no tempo de 15 min

com a temperatura de 190 °C.

Além disso, os rendimentos de XOS em fungdo da xilana solubilizada no HPH foram
determinados para os dois residuos, apresentando valores de 88,11% e 87,20% nos galhos pré-
tratados nas condi¢des avaliadas na temperatura de 175 °C e de 82,88% e 79,06% nos ensaios

realizados em 190 °C. Para as cascas, os rendimentos de XOS quantificados pelo HPH foram
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similares na temperatura de 175 °C (76,04% e 76,06%), ¢ em 190 °C foram de 77,55% e
76,56%. Os rendimentos calculados pela quantidade de xilana solubilizada no HPH pelo PTC
dos galhos e cascas foram maiores do que os obtidos para as mesmas condi¢des durante o PTH

das biomassas sem passar pela desacetilagao, bem como para a biomassa tratada pelo PTD.

Os HH produzidos nas condi¢des avaliadas no PTC apresentaram uma alta seletividade
de XOS sobre a xilose, sendo que os galhos tiveram uma percentagem de seletividade de
96,64% e 96,15% nos tempos de 20 e 25 min a temperatura de 175 °C. Na temperatura de 190
°C, as percentagens de seletividade apresentaram uma pequena diminui¢ao para 92,15% em 7,5
min de reacdo, entretanto, no ensaio feito com 15 min na mesma faixa de temperatura, a
seletividade teve uma diminuicdo mais acentuada, caindo para 89,07%. Ja as amostras das
cascas apresentara uma maior seletividade para as quatro condi¢des avaliadas (98,06%,

97,93%, 95,75% e 93,95%, respectivamente) do que as obtidas pelos galhos durante o PTC.

Em comparagdo com os outros métodos de pré-tratamento testados, o PTC das cascas
apresentou maiores percentagens de seletividade do que as obtidas em ambos os residuos sem
desacetilar e tratados pelo PTH e PTD. Enquanto os galhos tratados pelo PTC atingiram maiores
seletividades de XOS do que as obtidas nas trés condi¢des de PTD, porém menores do que as

alcancadas pelos galhos sem desacetilar e tratados a 175 °C por 10 ¢ 15 min durante o PTH.

Os resultados obtidos neste capitulo forneceram informacdes importantes sobre a
eficiéncia do pré-tratamento dos galhos e cascas de eucalipto em relacdo a hidrolise da
arabinoxilana e permitiram avaliar a influéncia das condi¢des de operacdo na obtencdo dos
produtos de interesse deste trabalho, como os XOS, bem como na composi¢do de outros
produtos obtidos a partir dessa fragdo. Nesse sentido, a pesar da desacetilacao prévia dos galhos
e cascas pelo pré-tratamento alcalino tenha apresentado relativamente um baixo impacto na
solubilizacdo da fragdo da hemicelulose e tenha apresentado vantagens em termos de
diminui¢do de componentes de degradagdo, os quais podem apresentar efeito inibitorio nas
subsequentes etapas, os resultados sugerem que a quantidade remanescente de grupos acetila
ndo foram eficientes para aumentar a conversdo de arabinoxilana em XOS nas condigdes
estudadas durante o PTC. Dessa forma, pode ser realizado um estudo utilizando menores faixas
de temperatura e/ou tempo para o PTC dos residuos desacetilados, com o intuito de avaliar a

possibilidade de aumentar a concentragdo de XOS nos licores produzidos.
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3.3.3. Balanc¢o de massa do pré-tratamento

O balanco de massa foi apresentado com maior detalhe para as fragdes obtidas na
condi¢do escolhida de pré-tratamento para a produgao dos licores ricos em XOS a partir dos
residuos de eucalipto. A Figura 47 e Figura 48 descrevem o esquema das correntes do processo

obtidas durante o PTH dos galhos e cascas, respectivamente.

Figura 47. Balanco de massa da obtencao de XOS pelo PTH dos galhos.
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Figura 48. Balango de massa da obtencdao de XOS pelo PTH das cascas.
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Determinar a composicao quimica das correntes de processo geradas durante o pre-
tratamento ¢ crucial para valorizar a biomassa lignocelulésica (CARVALHO et al., 2018).
Durante o pré-tratamento dos residuos de eucalipto para a producdo de XOS, a determinagdo
do balanco de massa do processo pode fornecer informagdes relevantes sobre os componentes
presentes tanto no hidrolisado hemiceluldsico quanto na fragdo solida pré-tratada, que ¢
considerada um residuo. Essa biomassa tratada pode ser posteriormente hidrolisada para
obtencdo de subprodutos valiosos, como celo-oligossacarideos (COS) (CHU et al., 2014),
monossacarideos, lignina, composto fendlicos e acidos organicos (MODENBACH; NOKES,

2012), oferecendo oportunidades para a coproducao de produtos de valor agregado e bioenergia.
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Apbs a filtracdo das fracdes obtidas durante o pré-tratamento, os galhos de eucalipto (in-
natura) pré-tratados nas condi¢des de PTH de 175 °C por 20 min resultaram em uma fracao
solida com alto teor de celulose remanescente de 91,92%, juntamente com quantidades
consideraveis de lignina (73,69%), xilana (34,67%), e cinzas (23,98%), conforme Figura 47. A
recuperagdo de solidos ap6s o PTH dos galhos resultou em 13,45 g, contendo 8,29 g de celulose,
4,01 g de lignina, 1,12 g de xilana e 0,03 g de cinzas totais. No licor, foi possivel recuperar
mondmeros de glicose e xilose em 0,02 g e 0,25 g, respectivamente. Além disso, furfural e
grupos acetila, totalizaram um contetdo de 0,10 g. Outros componentes solubilizados no HH,
como lignina, cinzas e extrativos, entre outros, corresponderam a 3,10 g. Ademais, 1,60 g de
XOS totais foram recuperados no HH, dos quais 0,11 g corresponderam a X2, 0,08 ga X3, 0,10
gaX4,0,05gaX5e 1,26 gas fragoes de XOS de maior GP (> X5). A partir dos galhos de
eucalipto, foram obtidos rendimentos de XOS de 8% em relagdo a quantidade de biomassa de
entrada e de 49,70% em relacdo a quantidade de xilana contida no material, além de 77,13%

em relacdo a xilana solubilizada no HPH.

Por outro lado, como ilustrado na Figura 48, ap6s o PTH das cascas foram recuperados
11,00 g no residuo solido pré-tratado. Esse residuo ¢ composto de 6,95 g de celulose, 2,97 g de
lignina, 0,70 g de xilana e 0,39 g de cinzas, representando percentagens remanescentes de
69,04%, 94,36%, 27,05% e 22,17%, respectivamente. No licor, foram recuperados 0,32 g de
xilose, 0,17 g de glicose, 0,10 g de grupos acetila e 0,05 g de furfural. Além disso, outros
componentes estruturais e ndo estruturais da biomassa das cascas foram solubilizados,
totalizando 5,96 g. Com relagdo a produgdo de XOS, 1,00 g de XOS totais foi recuperado no
HH, sendo 0,06 g de X2, 0,04 g de X3, 0,05 g de X4, 0,03 g de X5 ¢ 0,82 g de XOS >X5. Os
rendimentos de XOS obtidos a partir das cascas foram de 4,98% em relacdo as quantidade de
cascas de entrada, 38,51% em relagdo a xilana presente no residuo e de 63% em relacdo a xilana

quantificada no HPH.

Portanto, a partir de 1 kg de residuo de eucalipto pré-tratado pode-se obter 80 g de XOS
totais a partir dos galhos e 50 g de XOS a partir das cascas. Essas variacdes nas composi¢oes
das fragdes resultantes do pré-tratamento dos galhos e cascas, que foram submetidos ao mesmo
processo e as mesmas condi¢des de reagdo, destacam as caracteristicas distintivas de cada parte

da biomassa.

Os resultados obtidos neste trabalho apresentam um potencial para a exploracao dos

galhos e cascas para a produgdo de XOS pelo PTH, uma vez que este método de pré-tratamento
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se mostra interessante em virtude que ¢ realizado sem a adi¢do de produtos quimicos o que
reduz os custos operacionais (VAN DER POL et al., 2015). Além disso, a hidrélise enzimética
pode ser empregada posteriormente para aumentar a recuperagdo de XOS de menor tamanho,
como X2 e X3, ja que estes compostos sao mais valorizados na industria por apresentarem

potencial prebiotico.

Em comparagdo com a literatura, a produg¢ao de XOS obtida pelos galhos supera outras
fontes de biomassa, como serragem de alamo (SU et al., 2021), palha de milho (ZHANG et al.,
2022), madeira de bétula (ZHU et al., 2022) e bagaco de cana (MONTEIRO et al., 2022).
Embora o valor produzido pelas cascas de eucalipto seja menor do que o dos galhos, ainda ¢
comparavel aos resultados encontrados em outros estudos, como a partir da planta de bambu
(GUO et al., 2022) e dos cavacos de madeira hibrida de eucalipto E. grandis x E. urophylla
(NETO et al., 2020).

Os resultados apresentados neste capitulo demonstram o potencial dos residuos
florestais de eucalipto, provenientes dos processos de corte e abate das arvores na industria de
papel e celulose, como matérias-primas viaveis para a producdo de XOS e outros bioprodutos.
A utilizagdo de galhos e cascas possibilita ndo apenas a geracao de valor adicionado para o setor
industrial, mas também oferece alternativas para a reutilizacdo e redugdo do actmulo de
residuos nas florestas, promovendo assim a economia circular e gerando beneficios ambientais
e econdmicos. Essa pratica estd em conformidade com as novas politicas de gestao de residuos,
que estdo cada vez mais voltadas para a valorizagdo de residuos lignoceluldsicos por meio da
producdo de bioprodutos e bioenergia. Essas abordagens ndo s6 contribuem para a
sustentabilidade e a gestdo de residuos em diversos setores industriais, mas também ajudam a

reduzir a competi¢do por terras araveis (MARTINS et al., 2023).

3.3.4. Cinética do pré-tratamento

Por outro lado, os dados obtidos durante as caracterizagdes das fragdes resultantes
durante o PTH foram utilizados no desenvolvimento do modelo cinético para a conversao da
hemicelulose presente nos residuos de eucalipto. Assim nas Figuras 49 - 51 encontram-se
apresentados os perfis de solubilizacdo dos componentes da fragdo da xilana durante o PTH dos

galhos.
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Figura 49. Perfil de solubilizagao dos componentes da xilana dos galhos pelo PTH a 175°C: (a) xilana, (b) XOS, (c) xilose e (d) furfural. Dados
experimentais representados por simbolos e dados tedricos em linhas.
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Figura 50. Perfil de solubilizagdo dos componentes da xilana dos galhos pelo PTH a 190°C: (a) xilana, (b) XOS, (c) xilose e (d) furfural. Dados
experimentais representados por simbolos e dados tedricos em linhas.
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Figura 51. Perfil de solubilizacao dos componentes da xilana dos galhos pelo PTH a 205°C: (a) xilana, (b) XOS, (c) xilose e (d) furfural. Dados
experimentais representados por simbolos e dados tedricos em linhas.
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As Figura 49 - Figura 51 mostraram os valores experimentais e os valores preditos pelo
modelo cinético para a degradagdo da fracao da xilana em XOS, xilose e furfural em diferentes
temperatura durante o PTH dos galhos. Esses resultados indicam que as condi¢des avaliadas no
pré-tratamento foram eficazes na remocao da xilana, a qual foi aumentando a solubilizagao com
o aumento da temperatura de reacdo. Na Tabela 16 sdo apresentados os valores das constantes
de velocidade relacionadas a degradacdo da xilana. A constante k; estd associada a conversao
da xilana em XOS, a constante k; refere-se a solubilizacdo de XOS em mondmeros de xilose e,

por fim, a constante k3 descreve o processo de degradagao da xilose em furfural.

Tabela 16. Constantes de velocidade de hidrolise da xilana durante o PTH dos galhos.

Temperatura (°C) k; (min) k> (min) k3 (min)
175 0,0430 0,0138 0,0109
190 0,1099 0,0653 0,0255
205 0,1900 0,9372 0,0475

Foi observado que as constantes k;, k2 e k3 aumentaram a medida que a temperatura de
reacdo € incrementada. As temperaturas de 175°C e 190°C se mostram mais adequadas para a
formacao de XOS durante o PTH, uma vez que a constante k; ¢ maior do que as constantes k>
e k3. Entretanto, a temperatura de 205°C, ocorre uma mudanga nas reacdes predominantes. Essa
temperatura se mostra ser alta para a formac¢dao dos XOS, favorecendo, em vez disso, a

degradacao dos XOS em xilose, com a constante k> superando a constante k; nessa temperatura.

O aumento da temperatura de reagao de 175°C para 205°C resultou em um aumento de
4,42 vezes na constante de velocidade relacionada a transformagao da xilana em XOS (k;) e um

aumento de 67,91 vezes na formagao de xilose a partir dos XOS (k).

Além disso, em todas as faixas de temperatura avaliadas, a degradagdo de xilose em
compostos de degradagdo, como o furfural, ¢ a etapa que ocorre com menor velocidade,
conforme indicado pelas menores constantes k3. Isso implica que a formacao de furfural a partir

da xilose ¢ um processo mais lento em comparagdo com as outras transformacdes quimicas
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envolvidas na degradacdo da xilana. Quando a temperatura de pré-tratamento foi aumentada de
175°C para 205°C, foi observado um aumento de 4,36 vezes na constante de velocidade
relacionada com a degradacdo da xilose em furfural (k3). A partir dos dados obtidos das
constantes de velocidade foram calculados os parametros cinéticos de acordo com a equagao

de Arrhenius (eq. 25), os resultados estdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17. Estimac¢ao da energia de ativacao e o fator pré-exponencial para a hidrolise da xilana

durante o PTH dos galhos.
Velocidade de reaciao E, (kJ/mol) In (4) R?
ki 88,45 20,65 0,983
k> 236,62 59,06 0,979
ks 87,53 19,00 0,995

A energia de ativagdo ¢ um parametro crucial na avaliagdo de estudos cinéticos, uma
vez que influencia o comportamento cinético da etapa de reagdo (NAKASU et al., 2017). Os
resultados obtidos para o PTH dos residuos de eucalipto mostraram que a formacao de xilose
pode exigir de uma etapa subsequente de hidrolise, uma vez que a energia de ativagdo na etapa
de degradacdo dos XOS em monomeros teve um valor de 236,62 kJ/mol, sendo este valor
superior aos obtidos para a conversao da xilana em oligdbmeros de xilose e na formacao de

furfural a partir da xilose.

Os resultados obtidos indicam uma concordancia entre o modelo proposto e os dados
experimentais. Os valores de R? variaram entre 0,979 ¢ 0,995 para os parametros cinéticos,
sugerindo que o modelo ¢ confiavel e pode ser aplicado na otimizacdo de processos que

envolvem a conversao da biomassa durante o pré-tratamento.

Por outro lado, os resultados encontrados sdo consistentes com estudos prévios
reportados na literatura, confirmando a influéncia da temperatura nas reagdes de conversao da
xilana nos diferentes produtos intermedidrios, como oligossacarideos, monossacarideos e

produtos de degradagdo. Os valores encontrados na etapa 1 (k;) para Eq, e InA foram proximos
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aos valores obtidos para a auto-hidrélise da xilana do bagaco de agave com valores de 75,02
kJ/mol e 16,88, respectivamente (SHIVA et al., 2023). DOS SANTOS ROCHA et al., (2017)
reportaram valores de 220,23 kJ/mol para a E, e de 53,66 para o /n4 durante a etapa 2 (k2) no
PTH da palha de cana-de-actcar. Entretanto, (BORREGA; NIEMINEN; SIXTA, 2011;
GULLON et al., 2010; SANTUCCI et al., 2015) apresentaram valores superiores para os
parametros cinéticos como a energia de ativacao e o fator pré-exponencial para a conversao da

xilana em XOS durante o pré-tratamento de diferentes tipos de biomassas.

3.3.5. Caracterizacio morfologica dos residuos pré-tratados por Microscopia

Eletronica de Varredura (MEV)

Os residuos de eucalipto in-natura e os solidos recuperados nas condigdes de reacdo que
resultaram nas maiores concentragdes de XOS (PTH: G03 e C04) foram analisados por MEV
para investigar as alteragcdes na morfologia dos galhos e cascas apos a etapa pré-tratamento. No
entanto, ¢ importante ressaltar que o aprofundamento das mudangas estruturais dos residuos de

eucalipto ndo era o objetivo principal desta tese.

A seguir na Figura 52 estio apresentadas as micrografias para a amostra dos galhos in-

natura, com ampliagdes de 500x na superficie, e de 1000x e 5000 na fratura.
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Figura 52. Micrografias no galho in-natura para amplia¢des de: A) 100x da superficie, B) 1000x
da fratura e C) 5000% da fratura.

ol { < 4
LRAC/FEQ | 28un EHT-10.88 kU LRAC/FEQ
25 mm Detector= SE1 UNICAMP | Mag- 1.88 KX [ Prohe- 108 pA W= 25 mm  Detector- SE1 UNICAMP

| Mag= G5B X L Pr 168 ph Wn=

— EHT=10.08 kV

E
LRAC /FEQ
| Mag= G5.88 K X I Frobe= 188 pA W= 25 mm Detector= SE1 UNICAMP



161

Através da analise de MEV, foi possivel obter informagdes detalhadas sobre a
morfologia dos residuos de eucalipto. Na amostra dos galhos in-natura (Figura 52), pode ser
observado que a amostra apresenta uma maior organizagao na matriz lignoceluldsica presente
nesse material. Os galhos apresentam uma superficie rigida, sugerindo uma forte interligagao
dos componentes da matriz lignocelulosica. Os feixes das microfibrilas da celulose, que
compdem parte importante da matriz, estdo compactos e dispostos predominantemente de

forma paralela, o que indica uma maior organizacgao da fibrilas da celulose.

Por meio da Figura 52-A, foram observadas alteragdes em algumas regides da superficie
dos galhos. Essas alteragdes podem estar atribuidas a etapa de acondicionamento das amostras,
na qual os galhos foram submetidos a uma etapa prévia de moagem para a diminui¢do do
tamanho de particula para posterior pré-tratamento. Durante o processo de moagem, ¢ possivel
que ocorra a quebra de algumas partes da matriz lignoceluldsica, resultando na desestruturagao
do material original (HAGHIGHI et al., 2013). Portanto, é possivel que a moagem esteja

relacionada aos fragmentos detectados na superficie da amostra dos galhos in-natura.

Na Figura 53 estdo apresentadas as micrografias para os galhos submetidos ao pré-
tratamento na temperatura de 175°C por 20 min. Nessa analise foram feitas ampliagdes para a

superficie em 500% e de 1000x e 5000% para a fratura.
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Figura 53. Micrografias do galho apds PTH a 175°C por 20 min, para amplia¢des de: A) 100%
da superficie, B) 1000x da fratura e C) 5000x da fratura.
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As micrografias dos galhos pré-tratados pelo PTH mostraram modificagdes na estrutura
dos residuos sélidos recuperados, evidenciando rupturas e desestruturacdo na superficie da
amostra. Essa superficie se apresentou mais corrugada do que a dos galhos nao pré-tratados,
com as microfibrilas da celulose mais expostas e as fibras alongadas desorganizadas. Essas
alteragdes possivelmente ocorreram devido a expansao das fibras e a mudangas na cristalinidade

da matriz lignocelulosica.

Além disso, foi observado um aumento na porosidade do material. Conforme indicado
por JAICHAKAN et al., (2021), o processo de PTH pode resultar na hidrdlise das regides
amorfas das microfibrilas, contribuindo para esse aumento na porosidade do material. Esses
espacos vazios podem estar relacionados a solubilizagdo de componentes da celulose com baixa
cristalinidade e componentes da fragdo da hemicelulose (CANILHA et al., 2012). Na Figura
53-C, ¢ possivel observar a presenga de formagdes esféricas, de acordo com GALLINA et al.,
(2016), podem estar relacionadas a goticulas de lignina-carboidrato que migram da parede

celular da biomassa e se depositam na superficie do material pré-tratado.

Por outro lado, nas Figura 54 e Figura 55, estdo apresentadas as micrografias das
amostras das cascas in-natura e pré-tratadas pelo PTH a 175°C por 25 min respectivamente.

Para essas amostras, sio mostradas ampliagdes de 500% na superficie de 5000x na fratura.
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Figura 54. Micrografias das cascas in-natura: A) ampliagdo de 500% na superficie, B) ampliacdo

de 5000x% na fratura.
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Figura 55. Micrografias das cascas pré-tratadas pelo PTH a 175 °C por 25 min: A) ampliagao
de 500x na superficie, B) amplia¢ao de 5000% na fratura.
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As micrografias da amostra das cascas in-natura (Figura 54) mostram uma superficie
lisa e uma notéavel organizagdo das microfibrilas unidas pelo complexo lignina-carboidrato.
Entretanto, apdés o pré-tratamento (Figura 55), a superficie das cascas se torna mais
desordenada, com as fibras desmanteladas e as microfibrilas mais expostas, sugerindo
alteracdes na organizagdo dos componentes da matriz lignoceluldsica e na cristalinidade do
material. Na Figura 55-B, pode ser observado espacos vazios no meio das fibras, resultantes da

remogao de componentes da celulose e hemicelulose.

A analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) proporcionou uma maior
compreensdo das transformagdes que ocorreram na estrutura da lignocelulose dos galhos e
cascas, ampliando as informagdes sobre o impacto nas caracteristicas morfoldgicas dos residuos

de eucalipto submetidos ao PTH.
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CAPITULO IV

4. DESTOXIFICACAO DOS HH COM CARVAO ATIVADO

4.1. Introducao

Os XOS sao considerados compostos promissores devido as suas propriedades e estdo
sendo amplamente investigados para diversas aplicacdes, incluindo na formulacao de alimentos
e em produtos relacionados a saide (PINALES-MARQUEZ et al., 2021; QING et al., 2013).
Para garantir a obtencdo de XOS puros a partir de hidrolisados hemicelulosicos, pode ser
necessario empregar técnicas de separagao ou purificagdo, que podem envolver varias etapas.
A complexidade desse processo pode variar consideravelmente, dependendo do grau de pureza
desejado. Dentre essas técnicas, destaca-se a adsor¢@o por materiais ativos de superficie, como
o carvao ativado (GULLON etal., 2011; QING et al., 2013; VAZQUEZ et al., 2005) que tem
sido amplamente empregada para separar agiicares monoméricos e oligdmeros, desempenhando
uma fun¢ao primordial na remog¢ao de compostos indesejados presentes nos hidrolisados, como
extrativos, componentes derivados da lignina e produtos de degradacao dos carboidratos (QING

etal., 2013).

4.2.Materiais e métodos

O HH rico em XOS derivados do pré-tratamento dos galhos e das cascas foram
destoxificados empregando carvao ativado. As condi¢des para destoxificar o HH dos galhos
foram desenvolvidas em colaboracdo com o trabalho previamente publicado em parceria com
MOREIRA; PENA; FRANCO, (2023). No caso do HH proveniente das cascas, foram avaliados

os tempos de destoxifica¢do de 30, 60 e 120 min.

Os ensaios foram realizados em Erlenmeyer de 100 mL contendo 30 mL do HH e 4%
m/v de carvao ativado em p6 P.A da Synth (Lote: 235611), sob agitagdo em incubadoras a 150
rpm, mantidos a 30 °C pelo periodo de cada ensaio. Finalizado o tempo de adsorcdo, as amostras
foram transferidas para tubos falcom de 50 mL e centrifugadas por 20 min a 4200 rpm.
Posteriormente, com auxilio de uma pipeta Pasteur o sobrenadante (HH ) foi cuidadosamente
coletado e filtrado com papel filtro qualitativo, o HH coletado em tubos falcom e novamente

centrifugado nas mesmas condigdes. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes para
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completa remoc¢do do remanescente do carvdo ativado. Finalmente, as amostras foram

congeladas para posteriores analises.

4.2.1. Determinac¢io da remoc¢io dos compostos de degradacio

A eficiéncia da destoxificagdo do HH das cascas foi determinada pela quantificagdo da
lignina soluvel por espectrofotometria (item 3.2.4.6). Também foi verificado a concentracao de
compostos fenolicos totais, como apresentado a seguir no item 4.2.2. Acido acético, acido
formico, acido levulinico, furfural e 5S-HMF foram determinados por HPLC (item 3.2.4.7). Foi
verificada por pos-hidrolise (item 3.2.7) a possivel adsor¢do dos XOS totais pelo carvao

ativado, posteriormente o contetido de xilose foi quantificado por HPLC (item 3.2.4.7).

4.2.2. Determinacio do contetido de compostos fendlicos totais

Os compostos fenodlicos totais (presente no HH destoxificado e sem destoxificar) foram
determinados utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu, segundo a metodologia de
SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENT®6S, 1999. Uma curva de calibracdo foi
construida utilizando acido galico monoidratado (C7HsOsH20) em concentragdes de 1 a 30

ppm, dgua destilada foi utilizada como branco.

Aliquotas de 3 mL do HH na dilui¢do adequada, foram transferidas para tubos de ensaio,
em seguida, foi adicionado 0,2 mL do reagente de Folin-Ciocalteu, ap6s 5 min, adicionou- se
0,8 mL da solug@o 15% m/v do Na;COs, os tubos foram agitados por 1 min em vortex e depois
incubados no escuro por 30 min a 26 °C. Finalmente, em ambiente com baixa luminosidade,

foi feita a leitura da densidade otica a 760 nm.

4.3. Resultados

A produgdao de XOS a partir de biomassa lignoceluldsica t€ém sido objeto de estudos
recentes, empregando diferentes métodos de pré-tratamento e fontes variadas de matéria-prima
(ALVAREZ etal., 2023; BRENELLI et al., 2020; CORBETT et al., 2019; XU et al., 2017). O
pré-tratamento hidrotérmico ¢ um método adequado, mas as altas temperaturas empregadas
durante o processo resultam na formacdo de uma mistura de monossacarideos e oligdmeros

provenientes das fracdes da celulose e hemicelulose, bem como uma variedade de compostos
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de degradagdo ou subprodutos (VAZQUEZ et al., 2005), os quais dependendo da sua origem

podem ser divididos em:

1. Acido acético, formado pela desacetilagio da fracio da hemicelulose;
2. Fendlicos e outros compostos aromaticos, formados a partir da degradagao parcial da lignina;

3. 5-HMF e furfural, furanos formados pela degradacao de pentoses e hexoses.

Além disso, outros acidos organicos como formico e levulinico podem ser formados
devido a degradagdao de furanos. Esses compostos podem ser toxicos ou inibitérios em
processos de fermentagdo, tornando-se um dos principais gargalos em biorrefinarias
lignoceluldsicas. Portanto, para que os hidrolisados possam ser utilizados em processos de
bioconversao de forma efetiva, € necessario que os compostos de degradagao sejam removidos
ou que suas concentragdes sejam reduzidas (AMIT et al., 2018; MARTON et al., 2006;
MODENBACH; NOKES, 2012).

Nesse contexto, apds encontrar a condicao ideal para a producdo de XOS a partir dos
residuos de eucalipto, varias bateladas de pré-tratamento hidrotérmico foram realizadas para
aumentar a quantidade de licor disponivel para as proximas etapas, como o aumento de X2 e
X3 por meio da hidrdlise enzimatica e a avaliagdo da atividade prebiodtica. Durante o processo
de producdo dos hidrolisados, foram identificados compostos indesejados nos licores

resultantes, conforme apresentado na Tabela 18.

Tabela 18. Concentracdo (g/L) dos compostos de degradacao formados na produgdo de XOS

pelo PTH dos galhos e cascas de eucalipto.

HH galhos
Composto de degradacao HH cascas (g/L)
(g/L)
Acido acético 0,44 0,79
Acido férmico 0,58 0,34
Compostos fendlicos totais 0,98 2,91
HMF 0,04 0,18
Furfural 0,13 0,19

Lignina soluvel 0,02 0,02
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Ambos os hidrolisados apresentaram altas concentragdes de compostos fendlicos totais,
sendo que as cascas exibiram um conteudo aproximadamente 66,32% maior em comparagao
com os galhos. Esse alto contetdo de compostos fendlicos concorda com MONTANE et al.,
(2006), que relata que os compostos formados pela degradacao da lignina sdo as principais
impurezas encontradas na producdo de XOS através do pré-tratamento de biomassa
lignoceluldsica. Os acidos organicos foram o segundo maior componente nos hidrolisados,
seguidos pela lignina soluvel, furfural e HMF, que foram encontrados em concentragdes

relativamente baixas.

Na literatura sdo reportadas diferentes concentragdes dos compostos de degradacao para
serem considerados inibitorios, porém a maioria dos dados reportados sdo para a plataforma de
producao de biocombustiveis, como o etanol. Além disso, ndo ha consenso sobre o limite de
concentragdo desses compostos, ja que a toxicidade depende de vérios fatores, como o tipo de
composto, a concentracdo, o efeito sinérgico entre os compostos presentes no hidrolisado, o

tipo de microrganismo e o método de fermentagdo empregado (MUNOZ-PAEZ et al., 2019).

As concentragdes minimas reportadas como inibitorias a acdo de microrganismos em
trabalhos desenvolvidos por PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, (1997) e PARAJO;
DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, (1998) foram de 0,35 - 1,3 g/L e de 0,25 - 0,5 g/L para o
furfural e acido acético, respectivamente. DO NASCIMENTO et al., (2021) relata que
concentragdes de furanos de aproximadamente 1 g/L apresentam efeito nocivo, sendo que o
HMF apresenta uma maior toxicidade do que o furfural. Enquanto aos compostos fenolicos,
apresentam uma alta toxicidade com concentragdes de 0,2 g/ e incluso concentragdes
inferiores a 0,1 g/L consideradas como inibitorias, considerando-se como compostos com efeito
mais toxico do que os furanos (JONSSON; MARTIN, 2016; PARAJO; DOMINGUEZ;
DOMINGUEZ, 1998).

Os produtos de degradagdo presentes nos hidrolisados hemiceluldsicos utilizados em
processos de downstream podem ocasionar diferentes efeitos nos microrganismos (VAN DER
POL et al., 2015). Dentre eles, os furanos, dependendo da sua concentracdo no meio de cultivo
e do tipo de microrganismo empregado na fermentagdo, podem promover um estresse quimico
para as células, resultando em um aumento da duragdo da fase lag durante o crescimento celular
(HEER; HEINE; SAUER, 2009). Enquanto os compostos fendlicos, considerados os principais
subprodutos inibitoérios em substratos de origem lignoceluldsica, os efeitos toxicos estdo

relacionados com a diminui¢do da permeabilidade da membrana celular o que impede atuar
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como barreira seletiva, além de reduzir o metabolismo dos agtcares utilizados como substrato

e diminuir o crescimento celular (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).

Para mitigar esses efeitos, nos HH dos residuos de eucalipto produzidos na melhor
condi¢do de pré-tratamento para producdo de XOS foi utilizado carvao ativado para a
destoxificacdo, uma vez que esse método apresenta uma alta eficiéncia na remocao de
compostos indesejaveis e ¢ considerado de facil operacao e de baixo custo (PREECHAKUN et
al., 2022). Em colaboragio com MOREIRA; PENA; FRANCO, (2023), foram avaliadas as
condicdes para a remoc¢do desses compostos no licor dos galhos, sendo 4% (m/v) de carvao
ativado em po, sem necessidade de ativagdo prévia, combinada com uma temperatura de 30 °C
e tempo de adsorcdo de 120 min, a condi¢do ideal para remover compostos indesejados
presentes no licor obtido no pré-tratamento PTH-GO03, os resultados encontram-se descritos na

Tabela 19.

Tabela 19. Composi¢ao do licor dos galhos ap6s a etapa de destoxificacao.

HH Bruto HH destoxificado

Composto Remocao (%)
Concentracao (g/L)
Acido acético 0,44 0,20 54,82
Acido formico 0,58 0,04 92,92
Compostos Fendlicos totais 0,98 0,06 93,57
HMF 0,04 < 0,001 >99
Furfural 0,13 <0,001 >99
Lignina soluavel 0,02 2.2 x 107 99,89
XOS totais 9,00 7,82 13,08

A partir da condigdo 6tima identificada para o HH dos galhos, foram conduzidos ensaios
em duplicata para testar diferentes tempos de adsor¢ao (30, 60 ¢ 120 min) no HH das cascas
(obtido no pré-tratamento hidrotérmico PTH-CO03). A eficacia da destoxificagcdo foi avaliada
pela remocdo de compostos como acidos organicos, HMF, furfural, fenolicos totais e lignina

soluvel, segundo ilustrado na Figura 56.
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Figura 56. Composi¢do (g/L) dos hidrolisados das cascas apods destoxificacdo em diferentes
tempos: A) Hidrolisado bruto, B) Destoxificado por 30 min, C) Destoxificado por 60 min e D)

Destoxificado por 120 min.

= Acido formico ® Acido acético » HMF » Furfural = Lignina soliivel = Fenélicos totais

No HH das cascas, a destoxificagdo realizada por 30 min mostrou uma remogao de 23,29
+ 0,04% de acido férmico e de 41,19 = 0,01% de acido acético. Nesse mesmo tempo, foram
atingidas altas percentagens de remo¢ao de HMF e furfural, sendo 90,17 = 0,12% e 92,26 +
0,20%, respectivamente, bem como a redu¢do do conteido de compostos fendlicos totais em

92,01 £ 0,08%, enquanto a lignina soltuvel foi reduzida em apenas 1,27 + 0,09%.



172

J& a destoxificacao realizada por 60 min apresentou um aumento consideravel na remogao
de 4cidos organicos e lignina soltivel. Assim, o 4cido formico foi removido em 32 + 0,16%, o
acido acético atingiu uma reducdo de 60,56 + 0,03% e o conteudo de lignina soluvel alcangou
uma remocao de 7,21 + 0,03%. Entretanto, o HMF, furfural e os compostos fenolicos totais
mostraram um pequeno incremento na remog¢do de suas concentracdes, alcancando 92,52 +

0,02%, 93,38 £ 0,05% e 92,46 £ 0,06%, respectivamente.

Apos a destoxificagdo com carvao ativado por 120 min, as percentagens de remocao dos
acidos foram de 39,15 + 0,87% do foérmico e o acético teve uma reducao consideravel de 62,51
+ 0,08%. O HMF, furfural e compostos fendlicos mostraram um pequeno aumento na remogao
em comparacdo com os outros tempos de destoxificacdo, atingindo 94,29 + 0,52%, 93,88 +
0,01% e 93,36 £ 0,04%. A concentracdo de lignina soliivel apresentou uma redugdo
significativa em comparagdo com os valores atingidos nos tempos de 30 e 60 min de adsorc¢ao,

sendo a percentagem removida de 20,13 + 0,02%.

Além disso, foi observado que independentemente do tempo de adsorcdo empregado, o
carvao ativado apresentou uma alta capacidade de remocdo das concentragdes de furanos e
compostos fendlicos, sendo que em um curto periodo (30 min) foram atingidas altas
percentagens de remocao desses componentes, com valores superiores a 90%. Esses compostos
foram os principais removidos nos trés tempos de adsor¢ado. Isto pode ser explicado devido que
os furanos e os compostos derivados da lignina apresentam uma forte hidrofobicidade. Essa
propriedade promoveu uma maior eficiéncia na remog¢ao em comparagdo com outras espécies
de compostos (ZHANG et al., 2018). Ademais, a adsor¢do com carvao ativado de misturas de
solutos organicos envolve uma dindmica complexa influenciada por varios fatores inter-
relacionados como a quimica da superficie do carvdo, as interacdes entre os solutos e a
superficie do carvdo, a massa molar do soluto e a distribui¢do dos didmetros dos poros do
carvao, todos esses fatores desempenham um papel importante na acessibilidade do soluto a

superficie do carvio (MONTANE et al., 2006).

Os resultados indicam que a destoxificacdo do HH das cascas de eucalipto com o carvao
ativado foi eficiente, reduzindo consideravelmente as concentragdes dos compostos
indesejados. O tempo de 120 min foi escolhido para realizar a destoxificagdo, e o hidrolisado
destoxificado foi submetido a uma pods-hidrolise acida para quantificar o conteido de XOS
totais. A concentragdo final encontrada de XOS no HH destoxificado foi de 4,75 g/L, o que

representa uma perda no conteido de XOS totais de 14,78% =+ 0,05%. Essa perda ¢
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aproximadamente duas vezes menor do que a relatada para a destoxificagdo com carvao ativado
do hidrolisado de bagaco de cana (PREECHAKUN et al., 2022; YU et al., 2015b). De acordo
com LLANO; QUIJORNA; COZ, (2017) a perda de carboidratos ¢ um efeito inerente a

qualquer técnica de destoxificagdo empregada.

Houve algumas diferengas na remoc¢ao dos compostos indesejados entre as amostras das
cascas e dos galhos. Em particular, nas cascas o acido féormico e a lignina soltvel apresentaram
uma menor afinidade com o carvao, com valores de remog¢ao de cerca de 39% e 20%,
respectivamente, em comparacao com valores superiores a 90% nos galhos. Por outro lados, a
remog¢ao do acido acético foi maior nas cascas (cerca de 63%). A remoc¢do de compostos
fenolicos totais, HMF, furfural e a perda de XOS totais apresentaram valores préximos entre as

duas amostras.

Comparando com a literatura, os resultados deste estudo sao comparaveis com os dados
reportados na literatura para a destoxificagdo de hidrolisados hemiceluldsicos com carvao
ativado. PREECHAKUN et al., (2022) empregou 5% m/v de carvao ativado no hidrolisado de
bagaco de cana, removendo apenas 17,1% de 4cido acético e 43,8% de acido férmico, a
remogao de furanos alcancada foi de 85,5% de HMF e de 92,8% de furfural, os compostos
fendlicos foram reduzidos em 61,1%. Com o aumento da carga de carvao ativado para 10%
m/v, foram obtidos maiores remogdes de impurezas no hidrolisado aumentando as percentagens
em 45,3%, 60,7%, 98,9%, 98,6% e 77%, respectivamente, porém foi apresentada uma perda de
XOS de 28,6%.

A remogao de compostos de degradacdo do hidrolisado do bagago de sisal com 7% m/v
de carvao ativado foi investigada por DO NASCIMENTO et al., (2021), nesse trabalho o 4cido
acético foi removido em 40,39%, o furfural diminuiu a sua concentragcdo em 52,83%, enquanto

o HMF foi totalmente removido do hidrolisado, as perdas de arabinoxilana foram de 16,94%.

Finalmente, para o hidrolisado destoxificado no tempo de 120 min, foram calculadas as
seletividades de remogdo dos compostos indesejaveis (Figura 57) sobre o conteudo de XOS por

meio da equacao reportada por CORBETT et al., (2019):

I

Seletividade da remogao = XOrSr (26)

I; = Conteudo de composto indesejavel removido, em g/L; XOS,; = Contetido XOS totais
removidos, em g/L.
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Figura 57. Seletividade da remog¢ao de compostos de degradacao sobre XOS nos HH dos

residuos de eucalipto.
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Na destoxificacdo dos HH dos residuos de eucalipto a lignina soluvel apresentou as
menores seletividades de remocdo em relacio aos XOS. Nos galhos, a seletividade
correspondeu a 0,02, enquanto nas cascas, esse valor foi ainda menor, correspondendo a 0,005.
Isso sugere que a adsor¢do da lignina soluvel foi menor do que a quantidade de XOS adsorvida
pelo carvao. Nas amostras das cascas, a remogao desse compostos indesejavel foi ainda menos

seletiva com o material adsorvente empregado na destoxificagao.

Os furanos apresentaram seletividades proximas na amostra das cascas (0,21), enquanto
nos galhos esses valores foram inferiores, correspondendo a 0,03 de HMF e 0,11 de furfural.
Com relacdo as seletividades da remog¢do dos dacidos organicos, o acido acético teve
seletividades de 0,60 e 0,2034 e o férmico apresentou 0,16 e 0,46 para as cascas e galhos,

respectivamente.

Por outro lado, foi possivel obter altas percentagens de remog¢ao de compostos fenolicos
com uma alta seletividade. Isto ¢ um fator importante, ja que a presenca desses compostos nos
hidrolisados hemiceluldsicos podem apresentar uma maior toxicidade a acdo dos
microrganismos. Nos galhos, a seletividade teve um valor de 0,78, enquanto nas cascas, a

seletividade de remogdo desses compostos foi de 3,30, indicando que a quantidade de
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compostos derivados da lignina removidos foi aproximadamente trés vezes maior do que a

quantidade de XOS adsorvida.

Na produgao de XOS, a destoxificagdo com carvao ativado pode ser uma oportunidade
para a recuperagao de subprodutos que sao considerados impurezas nesse processo. Essa pratica
estd alinhada com o conceito de biorrefinaria, que visa o aproveitamento maximo dos recursos
disponiveis e gerar produtos de valor em diversas areas. Conforme relatado por BAKTASH;
AHSAN; NI, (2015), o furfural ¢ um produto quimico verde que possui diversas aplicagdes em
diversos setores, desde plasticos até resinas furanicas. Desse modo, a produgao de XOS a partir
de residuos florestais de eucalipto e a destoxificagdo do hidrolisado hemicelul6sico com carvao
ativado pode trazer beneficios possibilitando a utilizacdo de subprodutos para gerar

oportunidades de negocio em diferentes setores industriais.
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CAPITULO V

5. PRODUCAO DA ENDO-1,4-B-XILANASE DO Aspergillus nidulans
GENETICAMENTE MODIFICADO

5.1. Introducao

No presente Capitulo V, foi explorada a producdo da enzima endo-1,4-B-xilanase,
pertencente a familia GHI10, por meio do cultivo em shaker do fungo A. nidulans,
geneticamente modificado para super expressar a xilanase no meio de cultivo sob a influéncia
da maltose. A producao enzimatica a partir de agucares purificados pode ser economicamente

desafiadora, dado o alto custo desses substratos (XIA et al., 2015).

Sendo assim, neste trabalho foi avaliado o potencial de uma alternativa & maltose
purificada como indutor, explorando a high maltose, derivada do milho e amplamente
empregada na fabricagdo de alimentos, conforme relatado por HADNADEV; DAPCEVIC-
HADNADEV; L. DOKIC, (2018). Para aumentar a atividade enzimatica da xilanase durante o
cultivo do A. nidulans, foram variadas a concentragdo de high maltose e a concentracdo de
esporos. Desta forma, este estudo ndo apenas teve como objetivo a producdo da xilanase, mas
também buscou identificar alternativas mais econdmicas para a fonte de indutor no processo de

fermentacdo, visando aprimorar a eficiéncia da producdo enzimatica.

5.2. Materiais e métodos

5.2.1. Microrganismo e condi¢des de cultivo

A enzima foi produzida pelo cultivo da cepa recombinante do Aspergillus nidulans A773
(pyrG89; wA3,; pyroA4), cedida pelo laboratorio de Biologia Sintética e Molecular do Prof. Dr.
Fernando Segato do Departamento de Biotecnologia da Escola de Engenharia de Lorena da
Universidade de Sao Paulo. O fungo 4. nidulans A773 (pyrG89; wA3; pyroA4) foi transformado
utilizando o plasmideo de expressdao pEXPYR. O gene heterologo inserido no vector foi do
Aspergillus fumigatus var niveus (AFUMN-GH10) que codifica a enzima endo-1,4-p-xilanase
da familia GH10. O vector pEXPYR contém um gene pyrG e um promotor de glicoamilase,
usados para selecionar, super expressar e secretar a enzima no meio, utilizando a maltose como

indutor (COUGER et al., 2018).
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e Condig¢des de cultivo:

Os esporos foram mantidos numa solu¢do estoque em criotubos, contendo 20% de
glicerol e 10% de lactose e congelados no ultrafreezer a -80 °C. Os criotubos foram
descongelados e a cultura foi inoculada com auxilio de swab em placas de Petri contendo 15
g/L de 4gar e meio minimo de glicose (MG) em pH 6,5 e previamente autoclavado a 121 °C
por 20 min. O meio MG ¢ composto por: 15 g/L de glicose, 50 mL/L da solugao de Clutterbuck
(240 g/L. de NaNO:s3, 40 g/L de KCL, 20 g/L de MgSO4 7H>0, 10 g/L de KH2PO4), 2 mL/L da
solucdo de elementos tracos (22 g/L de ZnSO4 7TH20, 11 g/L de H3BO3, 5 g/ de MnCl» 4H;0,
5 g/L de FeSO4 7H>0, 1,6 de g/L de CoClz 5H>0, 1,6 g/ de CuSO4 5H20, 1,1 g/L de Na;MoO4
4H0, 50 g/L de Na;EDTA) e 1 mL/L da solugdo 1000% de piridoxina (ABDELLA; SEGATO;
WILKINS, 2019; SEGATO et al., 2012). As placas foram incubadas a 37 °C por 72 a 96 h.

5.2.2. Contagem de esporos

Finalizado o periodo de incubagdo do A. nidulans nas Placas de Petri, os esporos foram
contados no fluxo laminar. Foram adicionados 5 mL de 4dgua estéril a cada placa de Petri para
a suspensdo dos esporos ¢ a superficie da placa foi cuidadosamente raspada com alca de
inoculagdo estéril. Para separar os micélios dos esporos, a fase liquida foi filtrada em filtro
Miracloth da Millipore® e o filtrado coletado em tubos falcom de 50 mL estéreis e a fase solida
retida no filtro (contendo os micélios) foi descartada. Um sistema de filtragdo (Miracloth + tubo
falcom) foi usado para cada 5 placas de petri. Os tubos falcom contendo os esporos foram
centrifugados a 5000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi removido e os esporos sedimentados
foram resuspensos em vortex em 1,5 mL de dgua estéril. Posteriormente, foi misturado o
conteudo de 2 falcom para obter a solugdo mae de esporos com volume final de 3 mL.
Finalmente, em tubos Eppendorf foram feitas dilui¢des de 10, 100 e 1000 vezes da solu¢do mae

para a contagem dos esporos em Camara de Neubauer.

5.2.3. Preparo do indculo

O inoculo foi preparado em triplicata, em frascos Erlenmeyer de 500 mL, com volume
de trabalho de 100 mL contendo o meio MG com pH 6,5, esterilizado em autoclave a 121 °C
por 20 min. Apos, em ambiente estéril foi adicionado a cada Erlenmeyer o volume necessario

da solugcdo mae de microrganismos (obtida no item 5.2.2) para ter a concentracdo de esporos
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no cultivo nas condigdes definidas para cada ensaio. As culturas foram incubadas em shaker

por 48 h a 37 °C, mantidas sob agitacao a 225 rpm.

5.2.4. Fermentacio

O aumento da produ¢do da enzima xilanase foi avaliada variando a concentracdo de
esporos € a concentragdo de indutor no meio, conforme apresentado na Tabela 20. A
percentagem de indculo foi mantida em 10 % (v/v) para todos os experimentos. O meio MG
contém glicose, sendo utilizada como fonte carbono para crescimento celular, e a high maltose

como indutor do promotor do gene para expressar a endoxilanase.

Os ensaios foram realizados em Erlenmeyer de 100 mL, com volume de trabalho de 10
mL. Em ambiente estéril, foi adicionado a cada Erlenmeyer o meio MG previamente
autoclavado, contendo a high maltose na percentagem de cada ensaio (Tabela 20).
Posteriormente, foi adicionado 1 mL do indculo obtido anteriormente com a concentragao de
esporos definida para cada experimento (Tabela 20). O fungo foi incubado em shaker sob

agitacdo a 225 rpm, com temperatura de 37 °C, por 120 h.

Tabela 20. Condigdes de ensaio avaliadas para a producdo da xilanase recombinante.

Ensaios Concentracio de Concentracio de high
esporos (esporos/mL) maltose (% m/v)
1 5 x10* 4
2 5 x10° 4
3 5 X 10* 20
4 5 X10° 20
5 5 X10° 12
6 5 %X10° 12
7 5 %X10° 12

5.2.5. Determinac¢ao da concentraciao de biomassa

Na etapa de fermentagdo do A. nidulans foi utilizado o sistema de Erlenmeyer de

sacrificio para facilitar a retirada dos pontos e manter homogeneidade na amostragem, devido
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a variagdo dos pellet formados ao longo do periodo de fermentagdo. A retirada dos pontos foi

feita as 0, 6, 24, 36 h e posteriormente cada 24 h.

Para a determinagdao da concentracao celular o conteido do Erlenmeyer (de cada
intervalo de tempo) foi transferido para tubos falcom de 50 mL, previamente pesados. As
amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 min. Em seguida, o sobrenadante foi coletado
com pipeta Pasteur e armazenado no congelador para posteriores analises de atividade

enzimatica, proteinas totais, atividade especifica da enzima e consumo de substrato.

Os pellet foram lavados duas vezes com 10 mL de 4gua destilada e centrifugados nas
mesmas condi¢gdes. Posteriormente, as amostras foram mantidas na estufa a 60 °C até massa

constante, depois resfriadas em dessecador e pesadas. A massa celular ¢ calculado como:
C = mFA - mF (27)

Onde:
C= Massa celular, em g; mra= Massa do tubo falcom com a amostra seco, em g; mg= Massa

do tubo falcom vazio seco, em g.

5.2.6. Determinac¢ao da atividade enzimatica

A quantificacdo da atividade enzimadtica da xilanase foi realizada colorimetricamente,
testes em triplicata. A reacao foi feita em placas de 96 pocos contendo 50 puLL (amostra da enzima
e tampao de acetato de sédio 100 mM em pH 5,0) e 50 uL de substrato 0,5% m/v de Beechwood
xylan (xilana de faia) da Megazyme® diluido em tampdo. As placas foram incubadas em
termociclador (Gene Pro BIOER®) a 50 °C / 10 min. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de
100 pL de 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), e fervida a 99 °C / 5 min no termociclador. Para
medir os agucares redutores liberados, foram transferidos 100 pL da reagdo para placas Eliza e
feita a leitura da absorbancia a 540 nm no espectrofotdometro. Previamente as andlises foi
realizada uma curva de calibragdo utilizando xilose como padrao. Uma unidade (U) de atividade
de xilanase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de xilose

por minuto nas condigdes do ensaio.
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5.2.7. Determinacio de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas totais da xilanase foi realizada utilizando o kit BCA Protein
Assay (Thermo ScientificTM ), segundo o método estabelecido por SMITH et al., 1985. Em
placas de 96 pogos foram adicionados 25 plL da amostra diluida e 200 pL. de BCA e
imediatamente incubadas no termociclador a 37 °C por 30 min. Posteriormente, foram
transferidos 100 pL. da amostra da reagdo para placas Eliza para leitura espectrofotométrica a
560 nm. Uma curva de calibragao utilizando o soro de albumina bovina (BSA) com padrao foi

construida previamente.

5.3. Resultados

A enzima endo-1,4-B-xilanase, a partir de agora denominada xilanase, foi produzida a
partir do fungo filamentoso A. nidulans A773, que foi transformado através da expressao
heterdloga no trabalho anterior desenvolvido por (COUGER et al., 2018), onde o fungo ¢ capaz

de expressar a xilanase na presenca de maltose.

Em processos fermentativos, os agticares refinados, como glicose, sacarose e maltose, sdo
considerados uns dos principais componentes nutricionais. No entanto, em escala industrial, o
uso desses acucares refinados ndo sao uma fonte de substrato econdmica (XIA et al., 2015). A
maltose, em particular, possui um alto valor de mercado (R$ 2476/kg, SIGMA-ALDRICH®),
o que aumenta significativamente o custo de producdo da xilanase, uma vez que esse
dissacarideo ¢ utilizado como indutor. Portanto, neste estudo, foi investigado o uso de high

maltose (Cargill® - glicose de milho) como uma alternativa mais econdmica a maltose pura.

A high maltose ¢ comumente utilizada na industria alimenticia como substituta da maltose
na fabricagdo de doces, panificagdo, molhos, entre outros (HADNADEV; DAPCEVIC-
HADNABEV; L. DOKIC, 2018). Sua composi¢do inclui maltose, glicose, maltotriose e outros
oligossacarideos (OH et al., 2022). Neste estudo, a high maltose adquirida da Lamas Brew
Shop® (R$ 14,75/ kg) foi analisada por HPLC para determinar as concentragdes de maltose e

glicose, que corresponderam a 10% e 16% , respectivamente.

Com o objetivo de aumentar a producdo da xilanase no cultivo do A. nidulans, foram
avaliadas a quantidade de esporos e a concentracao de indutor (high maltose). A concentragao

de esporos foi variada entre 5 x 10%, 5 x 10°e 5 x 10° (esporos/mL), enquanto a concentragio
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de indutor foi ajustada para 4, 12 e 20% m/v. Na Figura 58, estdo apresentados os resultados de

concentragdo de biomassa e atividade enzimatica obtidos para cada condicao de ensaio.

Figura 58. Resultados obtidos no cultivo do A. nidulans a) Perfil de crescimento celular por

gravimetria b) Atividade enzimadtica da xilanase.
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Os resultados obtidos do cultivo do A. nidulans demostraram que as menores
concentragdes de biomassa foram apresentadas nos ensaios com 4% de high maltose
(Experimento 1 e 2). No experimento 1, utilizando a menor concentracdo de esporos, o A.
nidulans apresentou tanto a menor concentracdo de biomassa quanto a menor producao de
xilanase. Durante as primeiras horas de cultivo, houve um pequeno aumento na concentragao
de biomassa, e a fase exponencial comegou apds 48 h, em 96 h o fungo apresentou uma
concentracdo de biomassa de 22,47 g/L. Essa concentracao teve um ligeiro aumento para 24,10
g/L no tempo de 120 h, indicando estabiliza¢ao do crescimento celular. A atividade enzimatica
da xilanase foi de 5,05 U/mL as 6 h, aumentando para 47,49 U/mL as 96 h e terminando em

43,02 U/mL ap6s 120 h.

Com o aumento da concentracdo de esporos (Experimento 2), o fungo entrou na fase
exponencial em 24 h, atingindo uma concentracdo de biomassa de 10,84 g/L, que atingiu o
maximo de 20,31 g/ em 48 h e diminuiu ligeiramente para 16,24 g/L. em 120 h. A concentragdo
maxima de biomassa neste ensaio foi 15,73% menor do que no ensaio com menor quantidade
de esporos e 4% de high maltose. No entanto, foi observado que o Experimento 2 conseguiu
aumentar a atividade enzimadtica da xilanase para 73,60 U/mL em 48 h, que foi quando a maior
concentragdo de biomassa foi alcangada neste ensaio. O aumento da concentragdo de esporos
com 4% de high maltose resultou em um incremento de aproximadamente 55% em comparagao

com o Experimento 1.

Nos experimentos realizados com 20% de high maltose (Experimentos 3 e 4), foi
observado que, em 96 h, o fungo atingiu as maiores concentracdes de biomassa. O aumento da
concentracdo de biomassa pode ser atribuido ao fato de que o produto usado como substituto
da maltose (high maltose) também contém glicose em sua composi¢do. Portanto, ¢ provavel
que o aumento na concentracao de glicose proveniente da high maltose tenha contribuido para
0 aumento na concentragdo de biomassa, uma vez que a glicose ¢ utilizada pelo fungo para o
crescimento celular. No Experimento 3, utilizando a menor concentragdo de esporos, a
concentracdo de biomassa comecou em 3,08 g/L e aumentou progressivamente até atingir a
concentracdo maxima de 113,83 g/L. No entanto, a atividade enzimdtica maxima alcancada
nesse ensaio (55,52 U/mL) foi apenas ligeiramente maior do que o experimento 1 (utilizando
as menores concentragdes de indutor e esporos). Isso pode ser devido de que a alta concentragao

de maltose pode ter reprimido o gene responsavel pelo metabolismo dessa fonte de carbono,
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resultando em um metabolismo mais lento da maltose e, consequentemente, em uma menor

produgdo da xilanase (PEREIRA et al., 2018).

Por outro lado, no Experimento 4, no qual a concentragdo de esporos foi aumentada para
5 x 10% esporos/mL, a concentragio maxima de biomassa atingiu 106,08 g/L, um valor proximo
ao maximo alcancado no experimento 3. No entanto, neste ensaio, a xilanase apresentou uma
alta atividade enzimatica de 107,79 U/mL em 72 h de cultivo, superando as obtidas nas

condicdes estudadas nos ensaios 1 a 3.

A condicdo de ensaio com 12% de indutor e 5 x 10° esporos/mL foi avaliada em triplicata
(Experimentos 5 a 7). Nessa condi¢do, o A. nidulans apresentou, em média, uma concentra¢ao
maxima de biomassa de 64,49 g/ em 96 h. Apesar de apresentar uma menor concentracao
celular em compara¢do aos resultados obtidos com 20% de high maltose, os resultados
indicaram que 12% de indutor e 5 x 10° esporos/mL foram os melhores pardmetros para a
produgdo da xilanase. A atividade enzimatica foi aumentada para 120,82 + 0,35 U/mL em 72 h
de cultivo, um valor aproximadamente 12% maior do que o atingido no Experimento 4, que
utilizou uma maior concentracdo de high maltose. Esse resultado representa uma opgao mais

econOmica devido a menor necessidade de consumo de substrato.

Durante a produgao da xilanase do A. nidulans, foi observado que a duragdo do cultivo
afetou a producao da enzima. Apos cada ensaio atingir a méxima atividade enzimatica (48, 72
ou 96 h), a atividade da xilanase diminuiu com o incremento do tempo de fermentacdo. Essa
diminui¢cdo pode ser devido que, em processos de crescimento celular com duragdes
prolongadas de cultivo, os fungos filamentosos podem produzir proteases que tém a capacidade
de degradar a xilanase, resultando na diminuicao da atividade enzimatica. No entanto, a redugao
na producdo da xilanase durante o cultivo ndo ¢ exclusivamente causada pela agdo das
proteases, uma vez que a produ¢do de enzimas durante a fermentacdo ¢ um processo complexo
que depende de diferentes fatores, como disponibilidade de nutrientes no meio de cultivo, pH,
temperatura, composi¢ao do meio, entre outros (EL ENSHASY et al., 2016; HECK; HERTZ;
AYUB, 2002; MARTINEZ-PACHECO et al., 2020).

Por outro lado, nos experimentos 5 a 7, o cultivo do 4. nidulans apresentou, em média,
uma concentra¢ao de proteina total de 14,82 + 0,72 mg/mL, enquanto a atividade especifica da
xilanase foi de 8,17 = 0,38 U/mg. A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos para as

produtividades do cultivo do fungo nos ensaios utilizando 12% de high maltose.
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Tabela 21. Resultados obtidos no cultivo do 4. nidulans com 12% de indutor.

Atividade
Xinicial Px Pex
Experimento Xmax (g/L) enzimatica
(g/L) (g/L.d) (U/mL.d)
(U/mL)
5 2,24 63,46 121,18 15,30 40,39
6 2,19 64,98 120,50 15,70 40,17
7 2,52 65,02 120,77 15,63 40,26
Média 2,32+ 0,18 64,49+0,89 120,82+0,35 15,54+0,21 40,27+0,12

Xinicial (g/L): concentracdo inicial de biomassa; Xmax (g/L): maxima concentragdo de biomassa;

Px (g/L.d): produtividade de biomassa; Pex (g/L.d): produtividade da xilanase.

A Tabela 22 apresenta os resultados obtidos neste trabalho para os valores maximos de

produgdo de xilanase pelo A. nidulans recombinante comparada com dados reportados na

literatura.

Tabela 22. Comparagao dos resultados de produgdo de xilanase pela FSm do A4. nidulans

recombinante com dados da literatura.

Producio de

Microrganismo Condicoes de cultivo Referéncia
xilanase
12% m/v de high maltose, 5x10° 120,82 U/mL,
A. nidulans A773 o
esporos/mL, pH 6,5, 37 °C, 225 produtividade = Neste trabalho
recombinante
rpm, 72 h. 40,27 U/mL.d
20% m/v de high maltose, 5x10° 107,79 U/mL,
A. nidulans AT773 o
. esporos/mL, pH 6,5, 37 °C, 225 produtividade  Neste trabalho
recombinante
rpm, 72 h. 35,93 U/mL.d
Aspergillus 0,5% m/v de bagacgo de cana, 30,05 U/mL,
o (SALES et al.,
aculeatus URM 1x10*esporos/mL, pH 8, 30 °C, produtividade 2010)
4953 (A. aculeatus) 180 rpm, 72 h. 10,02 U/mL.d
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3% m/v de arabinoxilana, 1x10® 40,2 U/mL,

. (CARVALHO
A. fumigatus M51 esporos/mL, pH 5, 31,5 °C, 180 produtividade
et al., 2020)
rpm, 144 h. 6,7 U/mL.d
. 152 U/mL,
1% m/v de casca de trigo, 1x10° o (JAGTAP et
A. fumigatus R1 produtividade
esporos/mL 37 °C, 100 rpm, 96 h. al., 2017)
38 U/mL.d
(ABDELLA;
12% m/v de maltose pura, 4x10° 1620 U/mL,
A. nidulans A773 o SEGATO;
esporos/mL, pH 6,5, 37 °C, 225 produtividade
recombinante WILKINS,
rpm, 120 h. 324 U/mL.d
2019)
Cascas de espigas de milho, 1x10° 294 U/mL,
Aspergillus niger o (BAKRI et al.,
esporos/mL, pH 8, 43 °C, 120 produtividade
(A. niger) SS7 2020)
rpm, 120 h. 58,8 U/mL.d
5% m/v de hemicelulose 10 U/mL,
Pichia stipitis (P. _ o (BIAN et al.,
purificada de bagaco de cana, produtividade
Stipitis) 2013)
30°C, 168 h, 1,43 U/mL.d

Fonte: Autor, 2023.

Os resultados obtidos para o cultivo do fungo recombinante 4. nidulans A773 utilizando
high maltose como indutor demostraram seu potencial para a produ¢do da xilanase. A maxima
atividade enzimatica e produtividade da xilanase atingida neste trabalho mostraram um
aumento significativo em comparagdo com os resultados obtidos para os cultivos do A.
aculeatus, A. fumigatus M51 e P. stipitis desenvolvidos por BIAN et al., (2013), CARVALHO
et al., (2020) e SALES et al., (2010), respectivamente.

Além disso, a atividade e produtividade da xilanase foram préximas as obtidas por
JAGTAP et al., (2017) no cultivo do A. fumigatus R1. Embora a atividade enzimdtica alcancada
por BAKRI et al., (2020) no cultivo do 4. niger seja maior, a diferenga observada na
produtividade enzimatica da xilanase foi apenas 1,5 vezes, uma vez que o A. nidulans neste
estudo atingiu a maxima producdo da enzima em apenas 72 h de cultivo, em comparagao com

as 120 h de fermentagao do A. niger.
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No entanto, os resultados para a produgdo da enzima foram superados por ABDELLA;
SEGATO; WILKINS, (2019) no cultivo do A. nidulans A773 utilizando 12% m/v de maltose
pura em 120 h de fermentacdo. Neste estudo, a enzima foi produzida utilizando high maltose
como indutor do promotor de gene para expressar e secretar a xilanase no meio de cultivo,
sendo este um substrato mais econdmico (R$ 14,75/ kg), o que resultou em uma alta atividade
xilanasica com um custo aproximadamente 167,86 vezes menor do que a maltose pura (R$
2476/kg) e em um periodo de cultivo mais curto (72 h). Os resultados obtidos neste trabalho
destacam as condigdes ideais de concentragdo de esporos e concentragdo de indutor para o
crescimento do A. nidulans recombinante visando a produ¢ao de xilanase utilizando uma fonte

de substrato econdmica e substituta a maltose pura.
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CAPITULO VI

6. AUMENTO DA PRODUCAO DE X2 e X3 ATRAVES DA HIDROLISE
ENZIMATICA DOS HH DOS RESiDUOS DE EUCALIPTO

6.1. Introducao

A composicao dos HH produzidos neste trabalho, por meio do pré-tratamento dos
residuos de eucalipto apresentou XOS de diferentes GP. Os XOS, amplamente utilizados em
diferentes setores industriais, com destaque os XOS de baixa massa molar, como X2 e X3,
devido ao potencial prebidtico (CAPETTI et al., 2021; UCKUN KIRAN; AKPINAR; BAKIR,
2013). Aproveitando essa abordagem, no contexto industrial se faz necessério a hidrolise da
xilana em moléculas de menor tamanho de cadeia, o qual pode ser atingida por meio da hidrolise

enzimatica.

Nesse contexto, o presente Capitulo apresenta os resultados atingidos na hidrélise
enzimdtica dos HH provenientes de galhos e cascas de eucalipto, visando o aumento da
concentragdo de X2 ¢ X3, moléculas consideradas nobres. Neste trabalho, foram inicialmente
avaliadas duas enzima xilanase, uma pertencente a familia GH10 e outra 8 GH11. A partir do
melhor resultado, foi investigado o aumento da producdo de XOS de baixa massa molar,

explorando variagdes no substrato e na dosagem enzimatica em diferentes concentragdes.

6.2. Materiais e métodos

O HH com o maior contetdo de XOS obtido a partir de residuos de eucalipto e
posteriormente destoxificado (descrito no item 4.3) foi hidrolisado visando aumentar a
concentracdo de X2 e X3. Para a escolha das condigdes de processo enzimatico foi feito um
teste preliminar utilizando os parametros reportados por BRENELLI et al., 2020 (0,075 U/mg
de XOS e 1% v/v de HH). A enzima comercial endo-1,4-B-xilanase de Neocallimastix
patriciarum (GHI11) da Megazyme® e a enzima endo-1,4- PB-xilanase de A. nidulans

recombinante (GH10) produzida no presente trabalho (CAPITULO V) foram empregadas.

Os ensaios foram feitos em Erlenmeyer de 125 mL, com volume de trabalho de 60 mL
contendo tampao citrato-fosfato (50 mM, pH 5,0), HH previamente filtrado em filtro estéril
PVDF 0,22 um (Millex) e azida sodica (0,02% v/v). A seguir os frascos foram transferidos para

o agitador a 220 rpm e mantidos a 50 °C por 30 min. Apds ambientagao, foi adicionado o volume
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adequado de enzima, com atividades enzimaticas de 11,74 U/mL da enzima comercial e de 15
U/mL da enzima recombinante, ¢ a rotacdo foi aumentada para 250 rpm. Aliquotas de 3 mL
foram coletadas nos intervalos de tempo de 0, 3, 6, 24, e 48 h, e transferidas para tubos
Eppendorf e fervidas a 99 °C por 5 min para a desnaturagdo da enzima. As amostras foram
centrifugadas a 3500 rpm por 10 min e o sobrenadante foi coletado e armazenado no congelador

para posterior analise no HPLC.

6.3. Resultados

As xilanases desempenham um papel fundamental na conversao da hemicelulose em
XOS (AVILA etal., 2020a; WAN AZELEE et al., 2016). O mecanismo de agao dessas enzimas
varia, e dependendo dele, a xilanase pode romper a xilana em locais distintos ao longo de sua
cadeia. Isso resulta na obten¢do de uma variedade de XOS com diferentes GP e estruturas
(MALGAS et al., 2019). O estudo preliminar de hidrélise enzimatica utilizou duas xilanases: a
enzima comercial da familia GH11 e uma xilanase recombinante da familia GH10, produzida

neste trabalho a partir do fungo A. nidulans.

Para avaliar o aumento na concentracdo de X2 e X3 no licor destoxificado dos galhos
(HHG-destoxificado), foram empregadas as seguintes condi¢des de reagdao: uma dosagem de enzima
de 0,075 U/mg de XOS e uma proporcao de 1% v/v de HHg-destoxificado. ESses parametros foram
estabelecidos por BRENELLI et al., (2020) para a produgdo de XOS de baixo GP a partir da
palha de cana-de-agucar. A Figura 59 apresenta os resultados da hidrélise enzimatica utilizando

a xilanase comercial (GH11) e a xilanase recombinante do 4. nidulans (GH10).
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Figura 59. Hidrolise enzimatica do HHg-destoxificado cOm as xilanases: comercial GHI11 e

recombinante GH10.

1.2 ~
1.0
5 081 M
X : +— ’
e 0.6+ %___ _____ _m
{3 - o oCoooszee===zz=227770
= 04 R S et
= _--_-----:ZZ::::::::::+-----===: --------------------- A
S
= 02
S
@)
0.0
0 12 24 36 48
Tempo (h)
—+— X2 GHI1 —m— X3 GHI1 —e— X4 GHI1 —a— X5GHI1
--4---X2 GH10 --®--X3 GHI10 --@--X4 GH10 --4---X5 GH10

O HHGg.destoxificado continha inicialmente 7,82 g/L de XOS totais. Dessa quantidade, X2
correspondeu a 0,23 g/L, X3 e X4 foram encontrados em concentragdes de 0,34 g/L e X5 em
0,51 g/L. No ensaio de hidrdlise enzimatica com a enzima comercial, apos 48h, a concentragao
de X2 e X3 aumentou significativamente, atingindo 1,48 + 0,05 g/L, o que representou um
aumento de 159,65% em relacdo a concentracado inicial de 0,57 g/L de X2+X3. Os XOS com
GP de X4 aumentaram de 0,34 g/L para 0,87 + 0,08 g/L, enquanto os XOS de GP X5
finalizaram com 0,57 £ 0,01 g/L, um pequeno incremento de aproximadamente 0,06 g/ em

relagdo ao contetudo inicial de X5.

O ensaio de hidrélise enzimatica usando a xilanase produzida pelo fungo filamentoso
A. nidulans (GH10) mostrou resultados promissores para a producao de X2 e X3. Apo6s 48 h de
tratamento enzimatico, a concentragdao de X2 e X3 atingiu 1,01 + 0,04 g/L, uma diferenca de
0,47 g/L em comparagdo com a concentracdo obtida pela xilanase purificada (GH11). Em
relacdo aos XOS de GP X4 e X5, esses compostos apresentaram concentracdes menores em
compara¢do com o resultado obtido pela enzima GHI11. Isso ¢ favoravel, pois os principais

produtos desejados neste trabalho sao os XOS de menor GP (X2 e X3).
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A diferenca na formacdo dos diferentes XOS apods a hidrdlise enziméatica pode ser
explicada pelos diferentes mecanismos de acao destas classes de enzimas, atuando em posicdes
especificas ao longo da cadeia da xilana (BIELY; SINGH; PUCHART, 2016). As xilanases da
familia GH10 tém maior afinidade por ligagcdes em xilanas de cadeia curta, resultando na
producdo de XOS com menor GP (X2 a X5), enquanto as enzimas da familia GH11 t€ém melhor
acesso a estruturas complexas da xilana, o que resulta na formagao de XOS de maior GP (X2 a

X6) (LINARES-PASTEN; ARONSSON; KARLSSON, 2018).

Devido a menor concentracdo de XOS com GP > X3 obtida pela enzima produzida pelo
A. nidulans, essa xilanase foi selecionada para os ensaios posteriores, variando a dosagem de
enzima em 0,1 a 0,34 U/mg de XOS ¢ o volume de HH em 2 a 8% v/v. Assim, inicialmente o

efeito da dosagem de enzima foi avaliado fixando a relagdo entre enzima e XOS em 0,04 v/v

(Tabela 23).

Tabela 23. Concentracao de X2-X5 inicial no meio reacional para os ensaios com relagao de

enzima/substrato de 0,04 v/v.

o Concentracao (g/L) inicial no meio
) Concentragio de ¢do (g/L)
Dosagem de enzima reacional da hidrolise enzimatica
HHG-destoxiﬁcado

(U/mg de XOS) .
(%o VIV) X2 X3 X4 X5
2 0,0046 00068 00068 0,0102
0.10 5 00115 00170 00170  0,0255
8 00184 00272 00272 0,0408

Os resultados obtidos para a hidrolise enzimatica do licor dos galhos (HHg.-destoxificado)

utilizando uma dosagem da enzima em 0,10 U/mg de XOS estdo apresentados na Figura 60.
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Figura 60. Hidrdlise enzimatica com dosagem de enzima em 0,10 U/mg de XOS e variacao

do HHg.destoxificado €M: @) 2, b) S5ec)8% v/v.
a) 1.0 -

0.9 - A"'\

0.8
0.7

061 o
05 o 4 :0=—<:
0.4

03
02

0.1
0.0

——X2
—|—X3
—&— X4
——X5

Concentracao (g/L)

Tempo (h) 48 72

=3

)1.2

1.1
1.0

——————
—mm—————

-——
-
——
-
-
-
-

0.8 1 W g e

0.7 1 ¢
061 o .
I I S *
04| *®

0.3 A
0.2 A A

014 T
0.0

-~
Sso
~
~
~
~
~
~
~
~
~
~
~
~
~
~
S
~

Concentracio (g/L)

)
-

1.0 4

0.9 ~
B mim e -

S St S

0.7 + .

0.6 ./

051 *a.

04 1 @ l.“-\_

03 4 .."&‘""“—'\‘_ ........... 2 - .

/ Sl

0.2 . " ~.

0.1 4 m

0.0

. -
B
- -
- -

- -
-
- -

Concentracio (g/L)




192

Os resultados obtidos apds a hidrolise enzimética com a xilanase GH10 em uma
dosagem de 0,10 U/mg de XOS mostrou que com 2% v/v de HHG.destoxificado f01 possivel atingir
uma concentracao de X2+X3 em até 1,31 e 1,35 g/L apos 48 ¢ 72h de tratamento enzimatico,
respectivamente (Figura 60 - a). Esses valores representam aumentos significativos em
comparagdo com a concentracdo de X2+X3 presente no licor advindo da etapa de
destoxificacdo (0,57 g/L), sendo esses aumentos de aproximadamente 128,90% (48h) a
135,89% (72h). No entanto, a concentragdo final de X2+X3 obtida com 2% de substrato foi
menor do que as alcancadas com os volumes maiores de hidrolisado (Figura 60: b e c). Isso
pode ser devido, a que com 2% de HH.destoxificado, O Substrato apresenta uma menor quantidade
de ligagoes de xilana disponiveis para a acdo da enzima, resultando em uma menor formagao

dos compostos de interesse como os X2 e X3.

Enquanto, utilizando o substrato em 5%, a somatoria de X2 e X3 atingiu valores de 1,91
g/l em 48h, o qual aumentou para 2,09 g/L ap6és 72h de tratamento (Figura 60b). Em
comparagdo com 0 HHg-destoxificado S€M passar pela etapa de hidrolise enzimatica, a concentragao
de X2+X3 teve um aumento expressivo. Apos 48h de hidrélise, houve um aumento de 233,74%,
o que significa que a concentracao de X2+X3 foi mais do que 3 vezes maior em relagdo ao teor
inicial. Apds 72h, o aumento foi ainda maior, chegando a 265,19%. Comparando esse ensaio
com o conduzido com 2% de HHg-destoxificado, fO1 Observado que a concentracao de X2+X3 apos

48h teve um incremento de 45,80% e apds 72h, esse incremento chegou a 54,81%.

Entretanto, quando o substrato foi aumentado para 8%, a concentragcdo de X2+X3 apos
48h de hidrolise foi de 1,58 g/L e de 1,73 g/L apds 72h (Figura 60c). Embora tenha um aumento
em relacdo a concentracao inicial no HHg.destoxificado, fO1 observada uma diminuigdo de
aproximadamente 17% em comparacao com os valores obtidos no ensaio anterior, onde foi
utilizando um menor volume de hidrolisado, 5%. Essa diminui¢ao na formacao de X2+X3 pode
ser devido a possibilidade de que a dosagem de enzima (0,10 U/mg de XOS) nao tenha sido
suficiente para atuar com a maior quantidade de xilana presente quando 8% de HHg.destoxificado
foi utilizado como substrato, o que pode requerer uma dosagem maior de xilanase para
hidrolisar uma maior quantidade de substrato nos compostos de interesse durante o tratamento

enzimatico.

Os resultados obtidos indicaram que a concentracdo de 5% de substrato proporcionou
as melhores concentragdes de X2+X3, além disso, a formacdo de XOS de maior GP como

X4+X35, foi relativamente baixa, apresentando concentragdes de apenas 0,74 a 0,52 g/L apos
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48 e 72h de hidroélise enzimatica. Com isso, posteriormente foi avaliado o aumento de X2+X3
por meio da variagdo da dosagem de enzima em 0,2 U/mg de XOS (Figura 61a) ¢ 0,34 U/mg
de XOS (Figura 61b), enquanto a concentracao volumétrica de HHg.destoxificado fO1 fixado em 5%

v/v, resultando em relagdes de enzima/substrato de 0,08 e 0,14 v/v, respectivamente.

Figura 61. Hidrdlise enzimatica do HHG.destoxificado cOm concentragdo de 5% v/v e variagdo na

dosagem de enzima em: a) 0,20 U/mg de XOS ¢ b) 0,340 U/mg de XOS.
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Por meio da Figura 61a, pode ser observado que a concentracao de substrato em 5% e o

aumento da dosagem enzimatica para 0,2 U/mg de XOS permitiu obter altas concentragdes dos
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produtos de interesse em comparagdo com os anteriores ensaios. Sendo assim, foram obtidas
em média concentragdes de 2,57 g/l de X2+X3 apds 48h de tratamento enzimatico, essa
concentracdo foi aumentada para 2,70 g/LL ap6s 72h. Enquanto, sob os mesmos tempos de
hidrolise as concentragdes de X4+X5 resultaram em 0,63 g/L e 0,57 g/L, respectivamente. Os
resultados obtidos para o contetdo de X2+X3 nessa condi¢do de ensaio foi aproximadamente
5 vezes maior em comparagdo com o conteido de X2+X3 no hidrolisado de entrada e de até
1,35 vezes maior do que o obtido utilizando 0,1U/mg de XOS na mesma concentragao de

substrato.

Quando a dosagem de enzima foi utilizada em 0,34 U/mg de XOS (Figura 61b) foram
atingidas as maiores concentragdes dos XOS de interesse. Isso pode ser devido a que o aumento
na concentragdo da enzima permitiu uma maior quantidade de enzimas disponiveis para
degradar o hidrolisado, resultando em uma maior quebra das ligacdes da xilana de maior
tamanho, levando a uma maior produgdo de X2+X3. Sendo assim, apds 48h de hidrélise os
X2+X3 foram produzidos em 3,63 g/L. Essa concentragdo teve um pequeno incremento quando
o tempo de tratamento enzimatico foi estendido para 72h, apresentando um contetudo final de
3,71 g/L. Enquanto aos XOS de maior tamanho quantificados (X4+X5) finalizaram em baixas

concentragdes, aproximadamente 0,33 g/L.

Os resultados alcangados com 5% de HHg-destoxificado € 0,34 U/mg de XOS se mostraram
ser mais eficientes na producao de XOS de cadeia curta (X2+X3) em comparacdo com as
diferentes condi¢des avaliadas anteriormente neste trabalho. Aumentar a dosagem de enzima
de 0,2 U/mg de XOS para 0,34 U/mg de XOS resultou em um incremento de até 41,25% na
concentracdo de X2+X3. Além disso, essa concentragdo foi aproximadamente 6,5 vezes maior

do que a encontrada no HHg.destoxificado inicial.

Por outro lado, durante a avaliacao de diferentes condi¢des de hidrolise enzimatica, foi
observado que estender o tempo de tratamento de 48h para 72h resultou em um aumento ligeiro
na concentragao de X2+X3. No entanto, segundo a literatura, embora seja possivel obter um
rendimento um pouco maior dos produtos de interesse com um tempo de reagdo mais longo,
essa abordagem ndo ¢ economicamente vantajosa na produgdo em grande escala. Isso se deve
ao fato de que um tempo de hidrélise enzimatica maior do que 48h resultaria em custos
adicionais de capital, pois seria necessario investir em capacidade adicional de armazenamento

para manter o substrato por um periodo prolongado (WAN AZELEE et al., 2016). Portanto, o
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tempo 48h foi escolhido para o tratamento enzimatico do HHaestoxificado dos residuos de

eucalipto.

Além disso, devido a maior producao de X2+X3 obtida com 5% de substrato ¢ 0,34
U/mg de XOS, esses parametros foram escolhidos para produzir uma maior quantidade de
hidrolisado dos galhos, para ser utilizado posteriormente como substrato para o crescimento da
bactéria S. epidermidis. Esses mesmos parametros também foram empregados na hidrolise

enzimatica do HH destoxificado das cascas (HHc-destoxificado) (Figura 62).

Figura 62. Hidrolise enzimatica do HHc-destoxificado cOm concentragdo de 5% v/v e dosagem de

enzima em 0,340 U/mg de XOS.
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Os resultados obtidos na hidrolise enzimatica das cascas demostraram a obtengao de
altas concentragdes de XOS de cadeia curta (X2+X3). Apds 48h de tratamento, a concentra¢ao
final desses compostos desejados foi de 2,09 + 0,05 g/L, sendo estd concentracdo aumentada
em até 6,74 vezes em relagdo ao conteudo desses componentes no HHc-destoxificado (0,31 g/L).

Enquanto, os X4+X35 finalizaram com uma concentracao de 1,08 + 0,03 g/L.

Comparando esses resultados com os obtidos no tratamento enzimatico dos galhos sob
as mesmas condi¢des de analise, foi observado que as cascas apresentaram um padrdo distinto
na formacao dos XOS. Essa variagdo pode ser devido ao fato de que os hidrolisados iniciais

possuiam concentragdes diferentes de XOS totais, bem como diferentes contetidos de X2 a XS5.
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Além disso, a fracdo da xilana provém de fontes distintas de matéria-prima, mesmo que ambas
pertencam a mesma espécie vegetal, o que pode resultar em caracteristicas diferentes na cadeia

da xilana.

Além disso, durante o pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica, podem ser gerados
outros compostos derivados das fragdes da celulose e lignina. Esses compostos secundarios
também podem afetar a eficiéncia da hidrélise enzimatica (MALGAS et al., 2019). A variacao
nos resultados encontrados entre ambos os residuos pode ser justificada pelo que foi
previamente relatado por LINARES-PASTEN; ARONSSON; KARLSSON, (2018), que
descreve que a eficiéncia da hidrdlise enzimatica pode variar ndo apenas devido as condigdes

de reacdo, mas também em fung¢do da estrutura da xilana empregada.
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CAPITULO VII

7. ATIVIDADE PREBIOTICA UTILIZANDO XOS COMO SUBSTRATO NO
CRESCIMENTO DA Staphylococcus epidermidis

7.1. Introducio

A avaliacao da atividade prebiotica dos XOS foi conduzida por meio do crescimento da
bactéria S. epidermidis utilizando 0 HHg-destoxificado rico em XOS de cadeia curta como substrato,
obtido por meio da hidrélise enzimatica (descrito no item 6.3). Neste estudo, foi empregado o
meio de cultura caldo nutriente (NA), no qual as concentracdes dos seus componentes foram
reduzidas em trés vezes (NAmodificado), COM 0 proposito de obter um meio basal com menor
disponibilidade de carbono e nutrientes. O efeito dos XOS adicionados em diferentes

concentragdes a0 meio NAmodificado NO crescimento da bactéria foi avaliado.

7.2. Materiais e métodos

7.2.1. Microrganismo e condices de cultivo

S. epidermidis ATCC 12228 foi adquirida da Cole¢do de Cultura Tropical (CCT) da

fundacao André Tosello, Campinas, Sdo Paulo, Brasil.
e Condigdes de cultivo

S. epidermidis ATCC 12228 foi mantida em uma solugdo estoque em criotubos, contendo meio
liquido NA e glicerol (15%) e congelados no ultrafreezer a -80 °C. Em ambiente estéril, os
criotubos foram descongelados e 75 pL da cultura foi inoculada em placas de Petri contendo
meio solido NA, previamente esterilizado a 121 °C por 20 min. A composi¢ao do meio consistiu
em 15 g/L de agar nutriente, 1 g/LL de extrato de carne, 2 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de
cloreto de sodio e 5 g/L de peptona A (peptic digest of animal tissue), pH 7,2. As placas foram
incubadas a 37 °C por um periodo de 48 a 72h.

7.2.2. Preparo do preé-inoculo

O pré-indculo foi preparado em triplicata, em frascos Erlenmeyer de 1000 mL, com
volume de trabalho de 250 mL contendo meio liquido NAmodificado com pH ajustado para 7,2,

previamente esterilizado em autoclave a 121 °C por 20 min. O meio NAmodificado € COMPOStO
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por: 0,33 g/L de extrato de carne, 0,67 g/L de extrato de levedura, 1,67 g/L de cloreto de sodio
e 1,67 g/LL de peptona A. Em ambiente estéril as células cultivadas em placas de Petri foram
transferidas com auxilio de alcas de inoculagdo descartaveis para cada Erlenmeyer.
Posteriormente, as culturas foram incubadas em shaker a 37 °C por 24h, mantidas sob agitagao
a 250 rpm. Amostras foram retiradas a cada 12h para leitura da densidade optica por

espectrofotometria a 600 nm.

7.2.3. Preparo do indculo

O indculo foi preparado em triplicata, em frascos Erlenmeyer de 1000 mL, com volume
de trabalho de 250 mL. Em ambiente estéril foi adicionado a cada Erlenmeyer o volume
necessario de meio liquido NAmodificado cOm pH 7,2, previamente esterilizado e 30% (v/v) do
pré-indculo. As culturas foram incubadas em shaker a 37 °C, mantidas sob agitacdo a 250 rpm

por 24h e posteriormente foi feita leitura da absorbancia a 600 nm.

7.2.4. Crescimento da S. epidermidis

O sistema de “Erlenmeyer de sacrificio” foi utilizado para facilitar a amostragem ao
longo do crescimento microbiano e evitar uma dilui¢do significativa dos XOS no meio e
dificuldades analiticas por cromatografia liquida. Assim, o crescimento da S. epidermidis foi

avaliado em diferentes composi¢des de meios de cultura:

- Controle negativo (CN): meio NAmodificado S6m suplementacao de fonte de carbono.
- Controle positivo (CP): meio suplementado com glicose em 3 g/L.

- Meio suplementado com XOS (MXs;): X2+X3 em 0,70 g/L.

- Meio suplementado com XOS (MXs2): X2+X3 em 1,40 g/L.

- Meio suplementado com XOS (MXs3): X2+X3 em 2,10 g/L.

O crescimento bacteriano foi conduzido em duplicata, utilizando frascos Erlenmeyer de
100 mL, com volume de trabalho de 10 mL. Em ambiente estéril, foi adicionado o meio de

cultura com pH 7,2, previamente esterilizado, na propor¢do adequada para cada ensaio. Em
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seguida, foi adicionado 30% (v/v) do indculo obtido anteriormente e incubados em shaker sob

agitacdo a 250 rpm e 37 °C por 48h.

7.2.5. Metodologia analitica

A atividade prebiotica dos XOS produzidos neste trabalho foi por andlise da
concentracao celular, das variagdes no pH e do consumo de XOS durante o crescimento da S.
epidermidis. Durante o periodo de cultivo, foram coletadas amostras em intervalos de tempo de

0,2,4,6,12,24,36 ¢ 48h.
e Concentragao celular

A determinacdo da concentracao celular foi realizada por medida da densidade optica
(OD) (TAPIA V et al, 2012), com a leitura da absorbancia a 600 nm usando um
espectrofotometro digital UV-VIS, (Genesys-10 UV). Agua destilada foi utilizada como
referéncia de calibragdo. Uma curva de calibracdo foi previamente construida a partir de certa
quantidade do inoculo, estabelecendo uma correlagdo entre a absorbancia e o peso seco das

células liofilizadas.
e pH e consumo dos XOS

Os sobrenadantes coletados em cada intervalo de tempo tiveram valor de pH
monitorados visando avaliar o consumo de XOS. As leituras foram feitas em um pHmetro
digital (K39-1014B, Kasvi, Brasil). Enquanto o consumo dos XOS foi quantificado por HPLC,

seguindo a metodologia anteriormente descrita no item 3.1.8.

7.3. Resultados

7.3.1. Crescimento da S. epidermidis

A S. epidermidis ¢ uma bactéria naturalmente presente na pele saudavel que libera
metabolitos benéficos essenciais para manter o equilibrio da microbiota cutanea e proteger
contra patogenos (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018; FOURNIERE et al., 2020). A relagio
entre a saude da pele e sua microbiota despertou o interesse crescente da industria cosmética
no uso de ingredientes ativos, como os prebidticos. Em formula¢des cosméticas, esses

ingredientes podem ser usados topicamente servindo como  nutrientes especificos para
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microrganismos benéficos, contribuindo para a preservacdo da saide cutdnea (AL-

GHAZZEWTI; TESTER, 2014; FOURNIERE et al., 2020).

Nesse contexto, os XOS apresentam propriedades adequadas para aplicagdes em
produtos cosméticos, que incluem potencial prebiotico, capacidade antioxidante, propriedades
emoliente ¢ hidratantes (AMORIM et al., 2019; CAPETTI et al., 2021). Sendo assim a atividade
prebiotica dos XOS derivados da melhor condi¢do de hidrélise enzimatica (5% HHG-destoxificado
e 0,34 U/mg de XOS de enzima) foi avaliada por meio da comparacao do crescimento celular
da S. epidermidis ATCC 12228 em diferentes concentragdes de X2 e X3 presentes no meio de
cultura. Além disso, foram avaliados meios de cultura com ou sem adi¢do a suplementacdo da

fonte de substrato, como ilustrado na Tabela 24.

Tabela 24. Composi¢ao dos meios de cultura avaliados no crescimento da S. epidermidis.

Concentraciao dos componentes (g/L) nos diferentes meios

Meios
avaliados  Extrato  Extrato de NaCl Peptona A Glicose X2 X3
de carne  levedura

CN 0,33 0,67 1,67 1,67 na' na’ na’
CP 0,33 0,67 1,67 1,67 3 na’ n.a’
MXsi 0,33 0,67 1,67 1,67 na 0,42 0,28
MXs> 0,33 0,67 1,67 1,67 na’ 0,84 0,55
MXs3 0,33 0,67 1,67 1,67 na 1,26 0,83

n.a*: ndo adicionado no meio de cultura

A quantificag¢@o da concentragdo de carbono, originada tanto dos componentes do meio
de cultura NAmodificado quanto dos XOS adicionados nos meios suplementados, foi devidamente

calculada e esta apresentada na Tabela 25.
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Tabela 25. Concentragdo de carbono nos meios de cultura avaliados no crescimento da S.

epidermidis.
Fracao Concentracao de carbono (g/L) nos diferentes meios
Componentes massica avaliados
no meio de de
cultura carbono CP MXS1 ~ MXS2  MXS3
(%)
Extrato de
50 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17
carne
Extrato de
50 0,34 0,34 0,34 0,34 0,34
levedura
NaCl na’ na’ na’ na’ na’ na’
Peptona A 50 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
Glicose 40 na 1,20 na' na' na
X2 42,26 na n.a* 0,18 0,36 0,53
X3 43,48 na' na’ 0,12 0,24 0,36
Carbono total 1,35 2,55 1,65 1,95 2,24

n.a*: ndo adicionado no meio de cultura

Na Figura 63 encontram-se os resultados para o cultivo da bactéria em diferentes

composicdes de meios de cultura.
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Figura 63. Perfil de crescimento celular e consumo de XOS pela S. epidermidis em
diferentes meios de cultura: médias dos ensaios em duplicata com desvio padrdo inferior a

0,023.

X2+X3 (g/L)

Concentracao celular (g/L)

Tempo (h)
—e— MXSI e MXS2 MXS3 —#— CP
== CN — @ XOS-MXSl —-e- XOS-MXS2 —-A&— XOS-MXS3

No ensaio MXs1, a concentragcdo de carbono total no meio foi de 1,65 g/L, do qual
aproximadamente 0,3 g/L foram fornecidos pelos XOS. A concentragdo de X2+X3 utilizada
nesse ensaio, mostrou-se ideal para que a bactéria utilizara eficientemente esses componentes
como fonte de substrato resultando em um crescimento notavel no cultivo. Nas primeiras 6h, a
S. epidermidis entrou na fase exponencial, atingindo uma concentracao celular de 1,47 + 0,002
g/L. Apds 12h, foi obtida a maxima concentracdo celular, sendo de 1,51 + 0,007 g/L,
diminuindo ligeiramente para 1,26 + 0,001 g/L ap6s 48h. A produtividade de biomassa atingida
nesse ensaio foi de 2,80 g/L.d.

Por outro lado, no ensaio MXs,, com uma concentracdo de 1,40 g/l de X2+X3, a
concentragdo de carbono total no meio foi de 1,95 g/L, sendo que 0,6 g/L de carbono foi
proporcionado pela suplementagdo com XOS, onde a bactéria apresentou uma fase lag durante
as primeiras 6h de cultivo atingindo a méxima concentracao celular em 24h, com apenas 0,56
+ 0,001 g/L, cerca de 63% menos do que o valor maximo no ensaio MXs; € com uma

produtividade de biomassa de apenas 0,44 g/L.d.
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Entretanto, no ensaio MXs3, com a maior concentracdo de X2+X3 no meio de cultura
(2,10 g/L), a S. epidermidis nao apresentou crescimento. Os resultados obtidos para os ensaios
MXs> e MXs3 podem sugerir que as concentragdes de XOS estavam em excesso no meio de
cultura, o que dificultou a bactéria processa-los de forma efetiva, resultando em um baixo
crescimento celular durante o ensaio MXs: e a inibi¢do do crescimento da bactéria no ensaio

MXss.

Nos ensaios realizados como controle, o meio com glicose (CP) apresentou uma
concentracdo maxima celular de 1,55 + 0,01 g/L, valor proximo ao obtido no ensaio MXsi. A
concentragdo celular caiu progressivamente até finalizar com 0,88 + 0,01 g/L apds 48h. Essa
reducdo pode ser devido pela provavel diminui¢ao dos nutrientes disponiveis no meio de cultivo
do CP, os quais podem ter sido consumidos nos estagios iniciais do crescimento, quando a
bactéria estava se multiplicando ativamente. A concentracdo de carbono proveniente da glicose
foi de 1,20 g/L e 1,35 g/L foi proporcionado pelos componentes do meio. Nesse ensaio a
produtividade de biomassa foi de 2,82 g/L.d, valor similar ao atingindo no meio suplementado

com XOS em uma concentragdo de 0,70 g/L (MXs).

Entretanto, o ensaio realizado como CN a bactéria mostrou um crescimento muito
limitado, atingindo apenas 0,30 = 0,02 g/L em 24h. Isso pode sugerir que os nutrientes no meio
de cultura NAmodificado podem nao ter sido suficientes para sustentar o crescimento da bactéria,
destacando a necessidade da suplementacdo com fontes de carbono, como XOS ou glicose. A
maxima concentracdo celular produzida no ensaio CN foi 80% menor em comparagdo com o
maximo atingido no MXs; e 46,43% inferior em compara¢do com o maximo valor observado

no MXs». A produtividade de biomassa obtida foi de apenas 0,19 g/L.d.

Os resultados sugerem que os X2+X3 produzidos neste trabalho apresentaram
beneficios no crescimento da S. epidermidis, especialmente no ensaio MXsi, onde o

crescimento foi comparavel ao obtido com glicose (CP).

7.3.2. Consumo dos XOS durante o cultivo

A seguir na Figura 64 encontra-se ilustrado o consumo de X2 e X3 e os perfis de

crescimento celular durante o cultivo da S. epidermidis em meios suplementados com XOS.
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Figura 64. Consumo de X2 ¢ X3 e perfil de crescimento da S. epidermidis nos meios suplementados com XOS: a) MXS1: 0,70 g/L, b) MXS2:
1,40 g/L e ¢c) MXS3: 2,10 g/L.
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Por meio do perfil de consumo dos XOS (Figura 64), pode ser observado que tanto X2
como X3 foram consumidos pela S. epidermidis ao longo do tempo de cultivo durante o ensaio
MXsi. Nas primeiras 2h de cultivo, a bactéria demostrou um consumo notavel de X2, que
representou cerca de 47,58% da fonte de substrato consumida, em comparagao com 20,50% de
X3. Conforme o tempo avangou, a disponibilidade de X2+X3 no meio de cultura diminuiu

progressivamente, com aproximadamente 70% de X2 e cerca de 89% de X3 sendo consumidos.

A diferenca nas concentracdes residuais observadas nos tempos de 36 e 48h entre os
dois compostos pode ser atribuida as concentragdes iniciais no meio de cultivo. Inicialmente, a
concentragdo de X2 era aproximadamente 1,82 vezes maior em comparagdo com X3. Isso
sugere que a bactéria utilizou preferencialmente X2 em estagios iniciais do cultivo até um

tempo de 12h em que o consumo de X2 foi constante ¢ a bactéria passou a consumir mais X3.

Como esperado, no ensaio MXsp, a bactéria apresentou um baixo consumo de X2+X3.
Durante o ensaio foi observado que a bactéria demorou um pouco mais para comegar a
consumir X2. Sendo assim, apds 4h de cultivo o consumo de X2 pela bactéria teve inicio mais
pronunciado com um valor aproximado de 12,08% de consumo, ¢ 30,57% ao final de 48h. Em
relacdo a X3, a bactéria consumiu cerca de 11,40% de X2 nas primeiras 2h de cultivo e finalizou
com um consumo de 32,63%. O consumo de X2 e X3 observado foi menor em comparagao
com o ensaio MXs, 1sso pode ser atribuido a alta concentragdo dos XOS adicionados ao meio

de cultura, o que pode ter impactado o ritmo de consumo pela bactéria.

Enquanto ao ensaio MXs3, a alta concentragdo de XOS pode ter atuado de forma
inibitoria, impedindo o crescimento da bactéria. Como resultado, a bactéria ndo consumiu esse
substrato, apresentando concentragdes relativamente estaveis dessas fragoes dos XOS ao longo
do ensaio. O que sugere a importancia do uso de concentragdes adequadas de X2+X3 para o

crescimento da S. epidermidis.

7.3.3. Monitoramento do pH dos meios de cultura

Uma maneira de avaliar a atividade metabdlica das cepas probiodticas ¢ monitorar a
variagdo do pH do meio durante o cultivo (AVILA et al., 2020b). Os valores do pH para cada
intervalo de tempo avaliado durante o cultivo da bactéria nos diferentes meios de cultura estao

apresentados na Tabela 26.
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Tabela 26. Variacdo do pH durante o crescimento da S. epidermidis em diferentes condigdes

de meio de cultura.

Tempo

(min) Cp CN MXs1 MXs2 MXs3

0 7,40+0,00 7,58 +0,01 7,37 +£0,01 7,54+ 0,01 7,42 £0,01
2 7,31+ 0,01 7,43 +£0,02 7,55+ 0,01 7,58+0,04 7,44 +0,01
4 7,16 0,02  7,46+0,04  7,65+0,01 7,59 £0,01 7,44 + 0,01
6 6,93 + 0,05 7,54 + 0,00 8,21 +0,03 7,73 £ 0,03 7,46 £ 0,02
12 6,53 +0,01 7,91 +0,01 8,25+0,01 7,91+ 0,01 7,46 £ 0,02
24 6,43 + 0,00 8,26 +£0,04 8,34 £0,02 8,02+ 0,01 7,45 +£0,01
36 6,33 +0,03 8,36 0,06 8,42+ 0,01 8,15+0,01 7,47 £0,01
48 6,05+ 0,02 8,44 +0,01 8,52 +0,05 8,14+ 0,01 7,48 £0,01

Durante o cultivo da S. epidermidis foi observado variagdes nos valores de pH nos
diferentes meios de cultura. As variagdes encontradas nos valores de pH neste estudo indicam
as diferentes atividades metabolicas da S. epidermidis nos diferentes meios de cultura,

influenciadas pelos componentes especificos de cada meio.

O meio com glicose (CP) mostrou uma diminuic¢ao nos valores do pH, come¢ando em
7,40 £ 0,00 e finalizando com 6,05 =+ 0,02. Durante os processos de fermenta¢do podem ser
produzidos alguns &cidos graxos de cadeia curta, os quais podem diminuir o valor do pH
(NGUYEN et al., 2019). No cultivo de microrganismos prebidticos, esses acidos t€m a
capacidade de acidificar o meio e, assim, inibir o crescimento de microrganismos patogénicos.
Alguns produtos produzidos pelo metabolismo da S. epidermidis sdo os acidos acético, butirico

lactico e succinico (FOURNIERE et al., 2020; LEW; LIONG, 2013).

Por outro lado, no ensaio MXs3, ndo houve variagdo significativa nos valores do pH,

pois a bactéria ndo cresceu nesse meio de cultura. Entretanto, nos ensaios MXs; e MXs», bem
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como no CN, houve um aumento acentuado nas faixas dos valores de pH ao longo do tempo de
fermentagdo. O ensaio MXs; apresentou a maior variacdo de pH, atingindo 8,52 + 0,05 apos
48h de cultivo. Os valores de pH para o ensaio MXs> ¢ CN foram 8,14 + 0,01 e 8,44 + 0,01,
respectivamente, apos o mesmo periodo. O aumento do valor do pH pode ter ocorrido devido a
metabolizacdo das proteinas provenientes dos componentes do meio de cultura pela S.
epidermidis. Quando essas proteinas sdo quebradas, liberam aminodcidos que podem ser
convertidos em substancias que elevam o pH do meio. Isso devido a formagao de amonia
durante a etapa de desaminagao, na qual os grupos amino dos aminoacidos sao removidos. A

amonia atrai protons, o que resulta no aumento do pH do meio (NELSON; COX, 2014).

A diferenga na variacdo dos valores de pH pode ser atribuida a preferéncia da bactéria
cultivada no meio CP por utilizar a glicose como fonte de substrato, por ser um aglicar mais
acessivel no meio em comparacdo com os XOS. O que pode ter levado a produgdo de
metabolitos acidos que influenciaram a redu¢do do pH no meio de cultura. Por outro lado, no
meio CN, a fonte de carbono se originou exclusivamente dos componentes do meio N A modificados

o que pode ter resultado no aumento do pH no decorrer desse ensaio.

No meios suplementados com XOS, como MXsi ¢ MXs, os componentes do meio,
como os extratos de carne, levedura e peptona A, contribuiram para uma maior concentragao
de carbono. Portanto, a bactéria pode ter utilizado para seu crescimento tanto os XOS quanto
as fontes de carbono provenientes do proprio meio NAmodificado, 0 que pode ter levado ao

aumento das faixas de pH.

Na literatura, a maioria dos estudos relacionados o uso de oligossacarideos com
aplicagdes prebiodticas esta focada no estimulo do crescimento seletivo da microbiota intestinal.
Isso ¢ alcangado por meio da utilizacdo de oligossacarideos para promover o crescimento de
cepas benéficas, como Lactobacillus e Bifidobactérias (AVILA et al., 2020b; CARVALHO et
al., 2020; JAICHAKAN et al.,, 2021; NASCIMENTO et al., 2022; RAJAGOPALAN;
SHANMUGAVELU; YANG, 2017; REDDY; KRISHNAN, 2016). Essas pesquisas estao
direcionadas a aplicacao prebidtica dos XOS visando sua aplicacao em produtos funcionais no

mercado alimenticio.

Apesar do amplo estudo dos XOS e sua atividade prebidtica, o estudo dessas
biomoléculas para aplicagdes cosméticas € escasso. Uma estudo recente desenvolvido por

MARTINS et al., (2023) aponta a necessidade desenvolver produtos, entre estes relacionados a
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saude que contenham XOS como parte de sua formulagdo. Com a finalidade de torna-los mais
disponiveis no mercado e realizar pesquisas adicionais para compreender melhor as atividades
biologicas e os beneficios dessas biomoléculas, tanto para a saide quanto para outros usos
especificos. Isso envolve a expansao do uso e da pesquisa sobre os XOS em diversas aplicagoes,

aproveitando seu potencial em diferentes setores.

Nesse sentido, os dados produzidos neste trabalho fornecem informagdes valiosas sobre
as metodologias de desconstrugao da biomassa dos residuos de eucalipto para produgao de XOS
e a avaliagdo do seu potencial para ser usado como prebidticos. Durante os ensaios do cultivo
da S. epidermidis demostrou a capacidade da bactéria crescer na preseng¢a de concentragdes
adequadas de XOS de cadeia curta. O que ressaltam o potencial dos XOS, como prebioticos
capazes de estimular o crescimento dessa bactéria benéfica. Esses dados fornecem uma base
para futuras pesquisas voltadas para a aplicagdo de XOS no cultivo de microrganismo

probidticos presentes na microbiota da pele.
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CAPITULO VIII

8. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

8.1. Conclusdes gerais

Os resultados obtidos neste trabalho destacam a importancia de uma abordagem
cuidadosa e estratégica no pré-tratamento de galhos e cascas de eucalipto, visando maximizar
a eficiéncia na conversdo da fragdo da xilana em produtos de valor agregado como os XOS.
Dessa forma, o pré-tratamento hidrotérmico nas condig¢des de temperatura de 175 °C e tempo
de residéncia de 20 min foi identificado como a melhor estratégia para a producdao de XOS a
partir dos residuos de eucalipto. Principalmente, os galhos apresentaram concentracdes mais
elevadas de XOS totais em comparagdo com as cascas, indicando seu potencial como uma

matéria-prima mais atrativa para a produgdo de XOS com potencial prebiotico.

Os diferentes métodos de pré-tratamento investigados forneceram informacdes valiosas
sobre a composi¢do dos solidos recuperados apos o pré-tratamento. Esses solidos podem ser
submetidos a hidrolise posterior, resultando na produgdo de subprodutos a partir da celulose e

lignina, contribuindo para o aumento da eficiéncia global do processo.

A destoxificacao utilizando carvao ativado mostrou-se eficiente na remogdo de
compostos de degradacdo, principalmente os fendlicos totais, que possuem elevada toxicidade
para os microrganismos. ApoOs a destoxificagdo, esses compostos foram reduzidos em
aproximadamente 93,4%. Esta etapa foi crucial para a obtengdo de um licor adequado para o

aumento da producao de X2 e X3.

A utilizagdo de um produto substituto a maltose como indutor para a produgdo da
xilanase pelo fungo A. nidulans mostrou-se eficiente, resultando em uma alta produtividade da
enzima. Essa estratégia pode ser uma alternativa promissora para a producao de xilanase a partir

de uma fonte de substrato mais econdmica.

Os resultados da hidrolise enzimatica indicaram que por meio da xilanase recombinante
da familia GH10, produzida neste trabalho, foi possivel aumentar a concentracdo de X2 e X3
com uma baixa producao de XOS com tamanho de cadeia >X3. A variacdo dos parametros no
tratamento enzimatico permitiu aumentar a eficiéncia da enzima produzida na producao de XOS

de baixo GP.
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Os licores enriquecidos em XOS de cadeia curta foram utilizados como substrato no
crescimento da bactéria Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis), demostrando um
estimulo ao crescimento de bactérias pertencentes a microbiota da pele. Esses resultados
demostram o potencial de aplicacao dos residuos de eucalipto para a producdao de XOS com

propriedades prebidticas.

Os resultados apresentados até o momento fornecem informagdes relevantes para a
obteng¢do de XOS a partir de residuos florestais de eucalipto como fonte de matéria-prima. Isto
pode contribuir para a redu¢ao do acumulo de residuos no setor florestal e pode resultar em
beneficios tanto para a industria quanto para a sociedade, através da producdo de bioprodutos

que valorizam os recursos naturais renovaveis.

8.2. Sugestoes para trabalhos futuros

v' Auvaliar a condi¢do de menor severidade do PTH com a biomassa desacetilada objetivando

maiores rendimentos na conversao da hemicelulose em XOS.
v Avaliar métodos de purificagio das fragdes dos XOS.

v Estudar a obten¢do de oligdmeros da fragdo da celulose a partir dos residuos solidos

recuperados apos a etapa de PTH.

v" Realizar uma analise técnico-econdmica do processo de producdo de XOS pelo método de

PTH e hidrdlise enzimatica a partir dos galhos e cascas de eucalipto.

v' Avaliar a atividade prebidtica dos XOS através do cultivo de um consorcio reduzido de

bactérias da microbiota da pele.
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> 6,35 6,35-3,35 3,35-1,70 1,70-0,85 0,85-0,42 0,42-0,21 0,21-0,11

Didmetro médio da particula (mm)

0,11



