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RESUMO

Os xilooligossacarideos (XOS) podem ser obtidos a partir de biomassas lignocelulésicas, tais como
residuos agroindustriais. Possuem aplicagcdo na industria de alimentos por apresentarem atividade
prebidtica, atuando na melhora das fungdes gastrointestinais, além de agdo imunoldgica e outros
beneficios a saude. Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi estudar a extracdo de XOS a partir
do envoltorio do carogo de manga (ECM) e bagago de cana (BC) utilizando tratamento hidrotérmico.
Um estudo cinético nas pressdes de 25 e 100 bar foi realizado por um periodo de 30 min para
determinar o tempo de extragdo de XOS. A melhor condi¢ao foi avaliada quanto aos agtlcares
redutores (AR), agucares redutores totais (ART) e os compostos fendlicos (CFT). Baseados nos
resultados de AR, ART, pH e CFT, a condi¢do de 15 min e 25 bar foi escolhida como a melhor
condicdo de extragdo de XOS. Obteve-se 19,3 mg XOS/g residuo no envoltorio do carogo de manga
(ECM) e 13,6 mg XOS/g residuo para o bagago de cana (BC) com grau de polimerizagao entre X2-
X6. Além disso, foram obtidos 61,2 ¢ 57,0 mg XOS/g residuo com grau de polimerizagdo X>6 para
ECM e BC, respectivamente. Isso representa uma conversao da hemicelulose de XOS totais de 40,2%
no ECM e 36,4% no BC. XOS com grau de polimerizagdo X3 para ambos os residuos foram obtido
em maior concentracao representando 41,4% dos XOS extraidos para envoltdrio do carogo de manga
e 33,3% para o bagaco de cana, respectivamente. No balango de massa utilizando como base de
calculo uma entrada de 100 kg obteve-se 8,05 kg e 7,05 kg de XOS totais para ECM e BC,
respectivamente. Assim, destaca-se a importancia deste trabalho, uma vez que ndo ha relatos na
literatura de estudos de extra¢do de XOS a partir do EMC e do processo de extragao aplicado.

Palavras-chave: Envoltorio do carogo de manga; Bagaco de cana; Xilooligossacarideos (XOS);

Tratamento hidrotérmico; Residuo agroindustrial.



ABSTRACT

Xylooligosaccharides (XOS) can be obtained from lignocellulosic biomass, such as agro-industrial
waste. It has applications in the food industry because they present prebiotic activity, acting in the
improvement of gastrointestinal functions, in addition to immunological action and other health
benefits. In this context, this work aimed to study the extraction of XOS from the mango seed shell
(MSS) and cane bagasse (CB) using a hydrothermal treatment. A kinetic study at pressures of 25 and
100 bar was performed for 30 min to determine the extraction time of XOS. The best condition was
evaluated for reducing sugars (RS), total reducing sugars (TRS), and phenolic compounds (PC).
Based on the results of RS, TRS, pH, and PC, the 15 minute and 25 bar condition were chosen as the
best XOS extraction condition. 19.3 mg XOS /g residue was obtained in MSS and 13.6 mg XOS/g
residue for CB with a degree of polymerization between X2-X6. Also, were obtained 61.2 and 57.0
mg XOS/g residue with a degree of polymerization X> 6 for MSS and CB, respectively. It represents
a conversion of hemicellulose from total XOS of 40,2% in MSS and 36.4% in CB. XOS with a degree
of polymerization X3 for both residues was obtained in higher concentrations representing 41.4% of
the XOS extracted for MSS and 33.3% for CB, respectively. In the mass balance using a 100 kg input
as a calculation basis, 8.05 kg and 7.05 kg of total XOS were obtained for MSS and CB, respectively.
Therefore, for the 25 bar condition, the more significant potential for getting XOS was achieved for
MSS with values higher than those found for CB. Thus, the importance of this work stands out since
there are no reports in the literature of studies on XOS extraction from this biomass and the applied
extraction process.

Keywords: Mango seed shell (MSS); Cane Bagasse (CB); Xylooligosaccharides (XOS);
Hydrothermal treatment; Agro-industrial waste.
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1 INTRODUCAO

As industrias de alimentos geram por dia uma grande quantidade de biomassa
lignocelulodsica. Por sua vez, esta € rica em celulose, lignina e hemicelulose. Esses compostos podem
gerar diferentes produtos de alto valor agregado, como por exemplo, os xilooligossacarideos (XOS).
Apesar dos residuos serem muito estudados, ainda sim sdo pouco aproveitados para obten¢do de XOS.
Deste modo, a exploracao de residuos por parte das industrias pode ser interessante do ponto de vista
econdmico e ambiental, pois trata-se de um recurso que ¢ abundante e renovavel.

Os XOS sao acucares nao digeriveis que tem agdo prebiotica (OTIENO; AHRING, 2012b).
Esses oligossacarideos sdo obtidos da biomassa lignoceluldsica, sendo extraidos da fracdo da xilana,
principal constituinte da estrutura da hemicelulose. Os residuos que sdo utilizados industrialmente
para producao de XOS sdo sabugo de milho e bagago de cana (AMORIM et al., 2019; POLETTO et
al., 2020). No entanto, novos estudos vem sendo realizados para obtencdo de XOS a partir de outras
biomassas, dentre elas: casca de abacaxi, residuos de cervejaria, casca de castanha, entre outros
(BANERIJEE et al., 2019; GONZALEZ-GARCIA; MORALES; GULLON, 2018a; GULLON et al.,
2018).

Residuos proveniente do processamento de manga constituem parte do volume de residuos
lignocelulosicos disponiveis. Segundo estimativas da FAO, (2019) a produgdao mundial dessa fruta
foi estimada em aproximadamente 100 milhdes de toneladas em 2018. Os principais residuos gerados
sd0 a casca e 0 carogo, que representam aproximadamente 35 a 60% do fruto (DORTA; LOBO;
GONZALEZ, 2012). O carogo é destinado principalmente para a producio de ragdo animal
(HENRIQUE et al., 2013), extragio de glicose e carvdo ativado (ELIZALDE-GONZALEZ;
HERNANDEZ-MONTOYA, 2007). Além disso, tem atraido consideravel interesse para produgio
de manteiga vegetal devido seu teor de gordura (cerca de 15%) (JAHURUL et al., 2015). Um
componente que faz parte do caroco € o seu envoltdrio (ECM — envoltorio do carogo de manga) que
contém aproximadamente 16% de hemicelulose (ELIZALDE-GONZALEZ; HERNANDEZ-
MONTOYA, 2007). Esse percentual € proximo ao valor do bagaco de cana (~19 a 54%) (LALUCE
et al., 2019), que por sua vez, ja vem sendo explorado para producao de XOS.

Ha diversas maneiras de extrair XOS, sendo que o tratamento hidrotérmico vem ganhando
destaque frente a outras metodologias, pois possui varias vantagens em relacao aos métodos quimicos
e enzimaticos (CHEN et al., 2014). No entanto, sua principal limitacao € saber qual a melhor condicao
de processo a ser usada, para evitar liberagao de xilose e, além disso, avaliar a composicao dos XOS
extraidos quanto ao seu grau de polimerizagdo. Portanto, nesse trabalho o processo hidrotérmico foi
avaliado quanto as condi¢des de extragdao de XOS a partir do ECM. Além disso, bagaco de cana (BC)

foi usado nas mesmas condi¢des de extracao para comparagao dos rendimentos obtidos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a extracdo de xilooligossacarideos a partir dos
residuos envoltorio do caroco de manga (ECM) e bagago de cana (BC) utilizando processo

hidrotérmico.

1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar a cinética de extragdo de aglcares redutores totais para determinagdo do
tempo e pressao do tratamento hidrotérmico;

e Caracterizar a composi¢do lignocelulosica do envoltorio da manga in natura € ap6s
o tratamento hidrotérmico na condi¢ao de operacdo selecionada;

e Avaliar a conversao de hemicelulose em XOS com grau de polimerizagdo entre 2 a
6;

e Calcular o balan¢o de massa para condi¢ao do tratamento escolhido.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 XILOOLIGOSSACARIDEOS

Nos ultimos anos, cresceu o interesse comercial em alimentos funcionais, particularmente
relacionados a ingredientes prebidticos. Dentre os principais efeitos benéficos pode-se citar a inibicao
de bactérias patogénicas e a regulacdo das fungdes intestinais (AMORIM et al., 2020). Os
xilooligossacarideos (XOS), por exemplo, ganharam consideravel atencao, pois seu consumo tem sido
associado a inimeros beneficios a satde.

De acordo com Samanta et al., (2015), prebidticos sdo definidos como ingredientes alimentares
ndo digeriveis que afetam positivamente o hospedeiro ao estimular seletivamente o crescimento e/ou
atividade de um niimero limitado de bactérias no colon. Por sua vez, sdo geralmente carboidratos nao
digeriveis sendo polissacarideos e oligossacarideos. Devido a alteragdo da composi¢ao da microbiota do
intestino sdo capazes de exercer fungdes seletivas do crescimento de Bifidobacterium e outras bactérias
produtoras de acidos graxos de cadeia curta (ZHANG et al., 2018a). Estudos demonstraram sua
capacidade de estimular seletivamente o crescimento de bactérias probioticas presentes no trato
gastrointestinal (DOMINGUEZ et al., 2017).

As xilanas, que constituem as hemiceluloses, sdo moléculas compostas de unidades de xilose
ligadas por ligagdes -1,4. A partir da extracdo da xilana ¢ possivel obter XOS com diferentes graus de
polimerizagao, variando conforme o numero de unidades de xilose presente na molécula. Os XOS sao
produzidos a partir de biomassa lignoceluldsica (ANTOV; DPORDEVIC, 2017). Dentre os residuos mais
comuns para produgdo de XOS pode-se citar espiga de milho, madeiras nobres, palha e bagago de cana,
bambu e farelo de trigo (JAGTAP et al., 2017). Sdo derivados da fragdao de hemicelulose e estdo
presentes na parede celular das plantas (ZHANG et al., 2018b). A Figura 1 representa a estrutura
esquematica da xilose e do XOS que incluem principalmente xilobiose (DP2), xilotriose (DP3),
xilotetrose (DP4), xilopentose (DPS5) e xilohexose (DP6) (ZHOU; XU, 2019a). Para que os XOS
apresentem efeito prebidtico devem ter baixo grau de polimerizacio (AACHARY; PRAPULLA, 2009),
principalmente entre 2 a 6 moléculas de xilose (BIAN et al., 2013).
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Figura 1 - Estrutura esquematica da xilose e XOS.
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Fonte: Adaptada de Brienzo, 2016.

Os XOS se diferenciam de outros prebiodticos mais conhecidos como frutooligossacarideos e
galactooligossacarideos por serem constituidos por pentoses e ndo por hexoses (OTIENO; AHRING,
2012b). Isso implica, em menor peso molecular comparativamente as hexoses. Dessa forma, sdo capazes
de regular a composicao e a atividade microbiana (FARIAS et al., 2019). Estudos apontam como
propriedades fisioldgicas dos XOS a reducdo do colesterol no corpo humano, a melhora do sistema
digestivo, o aumento da absor¢ao de célcio e o estimulo do crescimento de bactérias promotoras da satide
no sistema intestinal (MAZLAN et al., 2019). Devido ao seu papel como prebidtico melhoram o
crescimento de microrganismos probidticos, como Bifidobacterium e Lactobacillus, cepas bacterianas
que sao encontradas no sistema digestivo humano (MENEZES et al., 2018). Em estudos realizados em
camundongos sobre os efeitos da suplementagdo dietética de XOS o consumo de 2,1 e 7,0% alterou
beneficamente a composi¢do microbiana do intestino (MUTHURAMALINGAM et al., 2019). De
acordo com Valls et al., (2018) os XOS produzidos a partir da madeira do eucalipto também
apresentaram alta atividade antioxidante.

Além disso, XOS tém sido aplicados como ingrediente funcional alimentar. Yamamoto et al.,
(2019) utilizou XOS como adogante dietético. A xilobiose possui grau de dogura de 30% quando
comparado a sacarose € as suas caracteristicas de baixa caloria (MANDELLI et al., 2014). Ferrao et al.,
(2018) adicionou XOS em requeijao cremoso € obteve melhorias nas caracteristicas fisico-quimicas,

reologicas e sensoriais. Em outro estudo, Souza et al., (2019) avaliou o efeito da adicdo de XOS na
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bebida de soro de leite com sabor de morango. Observou-se melhores caracteristicas funcionais como
maior atividade antioxidante, maior viscosidade e aceita¢ao sensorial.

Atualmente o prego de mercado dos XOS ¢ relativamente alto, de U$ 22 a 50/kg, variando
conforme o nivel de purificacao do produto (JAIN; KUMAR; SATYANARAYANA, 2015). Porém, os
XOS sao considerados o ingrediente prebidtico com prego mais competitivo em termos de dose
recomendada, devido ao menor requisito para atingir o efeito prebidtico, 1,4 - 2,8 g/dia quando
comparado com outros prebidticos (AMORIM et al., 2019).

Para a obteng¢dao dos XOS, o método mais comum ¢ a aplicagdo de um pré-tratamento para
extracdao de xilana, seguido de hidrolise enzimatica para que ocorra a despolimerizagdo das cadeias
(Figura 2). Os principais pré-tratamentos utilizados compreendem métodos quimicos e hidrotérmicos

(AZELEE et al., 2016; POLETTO et al., 2020).

Figura 2 — Representacdo esquematica das etapas de obtencdo de XOS com diferentes biomassas.
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Fonte: Elaborada pela autora.

2.2  RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS LIGNOCELULOSICOS

Residuos agroindustriais sdo fontes potenciais de fibra alimentar (BURUIANA et al., 2017). A
producao mundial anual de biomassa lignoceluldsica ¢ estimada de 10 a 50 bilhdes de toneladas sendo
este o material organico mais abundante na natureza (BURUIANA; VIZIREANU, 2014). Por sua vez,
os residuos agricolas sdo amplamente considerados como uma das principais fontes possiveis de
biomassa lignocelulésica para a producdo de biomateriais e etanol (LI et al., 2018). As matérias-primas
lignocelulosicas para as biorrefinarias industriais sdo principalmente residuos de madeira, subprodutos
agricolas, gramineas e residuos so6lidos urbanos (DIETRICH et al., 2019). Esses materiais sio

constituidos majoritariamente por trés biopolimeros estruturais (Figura 3): celulose (40-60%), lignina
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(10-25%) e hemicelulose (15-30%) (CHEN et al., 2018), sendo que estas por¢des dependem do tipo de

biomassa.

Figura 3- Estrutura simplificada das fibras de materiais lignoceluldsicos.

Hemicelulose

Celulose

Fonte: Adaptado de Brandt et al., (2013).

Entre os residuos ja estudados para a producao de XOS estdo bagago e palha de cana, sabugo
de milho, casca de abacaxi, casca de castanha, casca de arroz, grdos de cervejaria, entre outros
(BANERJEE et al., 2019; BRIENZO; CARVALHO; MILAGRES, 2010; GONZALEZ-GARCIA;
MORALES; GULLON, 2018b; GULLON et al., 2018; MENEZES et al., 2018; SAMANTA et al.,
2012). A composicao lignoceluldsica desses residuos € apresentada na Tabela 1. Os residuos com maior
teor de hemicelulose sdo sabugo de milho e casca de abacaxi. Atualmente, a China produz XOS a partir
de sabugo de milho. Utiliza o pré-tratamento hidrotérmico e acido acético para quebrar a hemicelulose
e, em seguida, por via enzimatica introduz a xilanase para hidrolisar as cadeias de xilana em oligdmeros.
Por tltimo, hd uma etapa de purificacdo, na qual utilizam carvao ativado e nanofiltragao (TURCK et al.,
2018).

E importante compreender a fun¢io de cada componente da estrutura lignocelulésica e como
eles podem influenciar o processo de obtencao de XOS. A seguir as principais caracteristicas da celulose,

lignina e hemicelulose sdo descritas.
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Tabela 1 - Composicao percentual de materiais lignoceluldsicos agroindustriais.

Composicao %

Resid Referénci
es1auos Celulose % Lignina % Hemicelulose % clerenclas
B
agaco de 37,22 20,19 19,38 (XUE et al., 2016)
cana-de acucar
Farelo de soja 34,7% 11,5% 19,8% (FONSECA, 2015)
Sabugo de (SEESURIYACHAN;
u
miigho 41,8% 16,3% 33,4% KAWEE-AI,
CHAIYASO, 2017)
o (MENEZES et al.,
Casca de arroz 17,9% 19,9% 2018)
Casca de (BANERIJEE et al.,
20,99 10,49 1,99
abacaxi 0,9% 0.4% 31.9% 2019)
LLC 1.
Casca de 20,63% 48,29% 13,44% (GULLON et al,
castanha 2018)

Fonte: Elaborada pela autora.

2.2.1 Celulose

A celulose representa 30 a 40% da parede celular de vegetais. E um dos principais constituintes
dos materiais lignoceluldsicos. Sua principal fun¢do ¢ manter a base estrutural da parede vegetal. A
unidade repetitiva da sua estrutura ¢ a celobiose, que possui duas moléculas simples de glicose, formada
por anéis B-D-glicopiranose unidos, por ligacdes glicosidicas 3-D1,4. Sua estrutura € cristalina devido a
forca de Van der Waals e ligagdes de hidrogénio, resultando em um biopolimero de alta massa molecular
(BRIENZO, 2010; RABELO, 2010).

Os feixes vasculares de celulose se agregam na forma de microfibrilas, nas quais se dividem
em regides cristalinas e regides amorfas. Porém, devido a sua rigidez ¢ altamente insoliivel e altamente
resistente ao ataque de solventes organicos (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014). Devido suas
propriedades especificas ¢ capaz de gerar produtos com ampla variedade e aplicacdo na industria téxtil,

materiais e quimica (UMMARTYOTIN; MANUSPIYA, 2015).

2.2.2 Lignina

Na parede celular da planta, a lignina estd associada a celulose e hemicelulose atuando como
uma “cola”, preenchendo a lacuna entre e ao redor delas (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014). Seu
percentual varia de 10 a 30% na biomassa lignocelulosica (KHAN; AHRING, KIAER, 2020). A lignina

¢ um composto amorfo, aromatico e opticamente inativo que constitui principalmente de unidades de
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fenilpropano, como alcool coniferilico, alcool p-camarilico e alcool sinapilico incorporado por meio de
ligagdes ndo hidrolisaveis (BANU et al., 2019). E formada por uma estrutura complexa com redes
tridimensionais sendo responsavel pela resisténcia mecéanica nas plantas. Possui natureza hidrofobica e
¢ muito resistente a degradacdo quimica e enzimatica. A lignina ndo se apresenta distribuida de forma
uniforme na parede celular, sendo ausente na parte primaria e encontra-se em grande concentra¢ao na
lamela média e na parede celular secundéria (QUINELATO, 2016).

A maioria da lignina gerada industrialmente vem do subproduto da industria de papel e celulose.
A valorizagdo da lignina ganhou atencao crescente nas ultimas décadas. At¢ o momento, estudos vem
modificando sua estrutura para incorpora-la como dispersantes de corantes, fibra, aditivos para
medicamentos, misturas de polimeros, entre outros. No entanto, a maior parte da lignina ainda é

queimada como recurso térmico em fabricas de papel (LI et al., 2019a).

2.2.3 Hemicelulose

A hemicelulose ¢ considerada o segundo componente mais abundante apés a celulose,
representando cerca de 15 a 35 % da biomassa lignocelulésica. De acordo com Saha, (2003) a
hemicelulose possui grau de polimeriza¢do baixo e ndo forma arranjo fibroso. Possui uma conformacao
amorfa e, portanto, menos resistente a agentes quimicos (RABELO, 2010). Hé trés principais subgrupos
de hemiceluloses que podem ser constituidos de xilanas, mananas ou xiloglucanas (NAIDU;
HLANGOTHI; JOHN, 2018). As xilanas sdo as hemiceluloses mais abundantes na natureza. E um
heteropolissacarideo composto de ligagdes B3-1,4 altamente ramificado, o que permite sua facil conversao
(BANERIJEE et al., 2019). Possui uma composi¢ao heterogénea, incluindo pentoses (xilose e arabinose),
hexoses (como glicose, manose e galactose) e dcidos urdnicos (acido 4-O-metilglucuronico e

galacturdnico) (Goldbeck et al., 2016), conforme mostra a Figura 4.
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Figura 4 - Estrutura dos monossacarideos que formam a hemicelulose.
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Fonte: Adaptado de Dodd & Cann, (2009).

Dependendo do tipo da biomassa o grau de polimeriza¢dao das xilanas varia entre 70 a 200
residuos. Palha, caules, cascas e farelos sdo materiais lignoceluldsicos ricos em xilana (JAIN; KUMAR;
SATYANARAYANA, 2015). Suas ramificagdes da cadeia principal determinam a conformagao fisica
da molécula com os demais componentes lignoceluldsicos (POLIZELI et al., 2005). A hemicelulose
presente na madeira, por exemplo, € um subproduto industrial abundante na industria de papel e celulose,
mas ainda pouco explorado. Esse setor utiliza mais de 300 milhdes de toneladas de madeira por ano em
todo no mundo, dos quais 20 a 30% sao hemicelulose (DELOULE et al., 2019). Alguns estudos apontam
a aplicacao potencial da xilana presente na hemicelulose, como biocomposto na producao de biofilmes
que podem atuar como barreira para oleos e gorduras, produtos quimicos de alto valor, como xilitol,
furfural ou etanol por vias quimicas ou bioquimicas, além de ser convertido em XOS (BANERJEE et

al., 2019).

2.3 ESTRATEGIAS DE PRODUCAO DE XOS

Biomassas lignocelulosicas, como residuos agroindustriais sdo fontes ricas em hemicelulose,
que ¢ constituida de xilana, principal componente para producdo de XOS (AMORIM et al., 2019).
Existem varios métodos de extragdo, tais como quimicos, enzimatico e hidrotérmico, que combinados
apresentam uma proposta para producao desse oligdmero (ZHOU et al., 2019). Muitos estudos sobre
XOS concentram-se na otimizagdo das etapas de producdo para maximizar rendimentos, além da
obtencdo do composto com grau de polimerizacdo menor que 20 (CHEMIN et al., 2015). O tratamento
alcalino ¢ usualmente utilizado para se extrair primeiro a xilana que possui alto peso molecular (grau de

polimerizacao superior a 120). Em seguida, ¢ necessario passar por uma etapa de hidrélise acida ou
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enzimatica (CARVALHO et al., 2018a). Atualmente, o 4cido sulfurico diluido ¢ usado como pré-
tratamento em escala comercial. A presenca do acido faz com que a hemicelulose seja solubilizada e
despolimerize a estrutura da biomassa (AVILA et al., 2020). Muitos estudos estdo sendo desenvolvidos,
avaliando novas técnicas para obtengao de XOS com menor custo de processo e para alcancar melhores

rendimentos, considerando melhorias na diminui¢do de produtos quimicos (FIGUEIREDO et al., 2017).

2.3.1 Pré-tratamentos para extracido da hemicelulose

O pré-tratamento ¢ uma abordagem obrigatéria para fracionar os lignoceluldésicos em uma
variedade de produtos dentro de uma perspectiva de biorrefinaria (AHMAD et al., 2018). Muitas
abordagens diferentes tém sido utilizadas para a produgdo de XOS a partir de materiais lignoceluldsicos
contendo xilanas, sendo possivel aplicar pré-tratamentos quimicos e hidrotérmicos (MANRICH, 2012).
De acordo com Brienzo, (2010) ¢ desejavel que o pré-tratamento apresente caracteristicas operacionais
e efeitos baseado no componente que se deseja isolar. Quando o foco ¢ a obtencdo de XOS pode-se citar
como objetivos do pré-tratamento: a producdo de oligossacarideos de baixo peso molecular, a nao
formagdo de compostos de degradacdo e que apresente minima geracao de residuos (NAIDU;
HLANGOTHI; JOHN, 2018). Os principais métodos utilizados como pré-tratamento sdo apresentados
de forma simplificada na Tabela 2. Suas principais vantagens e desvantagens sdo descritas por Chen et

al., (2017) e Naidu et al., (2018).



Tabela 2 - Principais pré-tratamentos aplicados na produgdo de XOS.
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Métodos

Procedimento

Materiais pré-
tratados

Vantagens

Desvantagens

Referéncias

Método fisico

Método térmico

Método quimico

Me¢étodo bioldgico

Ultrassom

Hidrotérmico ou
autohidrolise

Acido e alcalino

Fermentacao direta da

biomassa

Joio de trigo

Sabugo de milho,
graminea, bagaco
de cana-de-acucar

Sabugo de milho,
cana-de-acgucar,
bagago do dleo de
palma e palha do
arroz

Graos de
cervejaria

Alta conversao de
agucares

Dispensa o uso de
catalizador

Condigodes de
operacao (pressao e

temperatura) amenas

Nao requer a adi¢do
de enzimas, reduz o
numero de etapas

Aumento de escala

O hidrolisado pode
conter alto teor de
lignina soluvel, xilose,
furfural e
hidroximetilfurfural
Corrosao de
equipamentos, formacao
de inibidores, polui¢do
ambiental, incorporacao
de sal na biomassa

Baixo rendimento de
hidrolise

(ANTOV; DORDEVIC, 2017;
OLIVER et al., 2014)

(FOCKINK et al., 2018;
SEESURIYACHAN; KAWEE-
Al; CHAIYASO, 2017)

(BOONCHUAY et al., 2018;
MAZLAN et al., 2019)

(AMORIM; SILVERIO;
RODRIGUES, 2019)

Fonte: Elaborada pela autora.
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Na Figura 5 ¢ esquematizado o efeito do pré-tratamento, aplicado no fracionamento da
biomassa. De forma geral, o pré-tratamento tem como objetivo romper a estrutura rigida do complexo
lignoceluldsico, consequentemente despolimerizando a hemicelulose em cadeias menores em forma de
oligdmeros. E uma etapa crucial do processamento, ja que além de despolimerizar a hemicelulose,
aumenta a porosidade e reduz a recalcitrancia da fra¢ao solida resultante (celulignina), facilitando a sua

desconstrugdo para a produgdo de biocombustiveis e bioquimicos (BHATIA et al., 2020).

Figura 5 — Efeito do pré-tratamento na ruptura da estrutura da biomassa: despolimerizag¢ao da
hemicelulose para produgao de XOS.

Lignina

/‘ Celulose

Fonte: Adaptado de Brandt et al., (2013).

Espera-se como resultado do pré-tratamento altos rendimentos em XOS. No entanto,
dependendo das condi¢des em que sdo realizados sdo capazes de produzir altos teores de xilose e ainda
produtos de degradacdo como o furfural, o que implica diretamente em menores rendimentos (ZHOU;
XU, 2019b). Portanto, a severidade da reacdo, frequentemente representada por parametros que
combinam temperatura, tempo e pH da reacdo, influencia as concentragdes de XOS, bem como de xilose

que pode ser alcancada no hidrolisado (QING et al., 2013).

2.3.2 Tratamento hidrotérmico ou auto hidrolise

O tratamento hidrotérmico ¢ também conhecido como “tratamento com d4gua quente
pressurizada” (ZHANG et al., 2018c). Nas condi¢des sub e supercritica, as propriedades fisicas e
quimicas da agua podem ser modificadas ajustando a pressdo e a temperatura em torno do ponto critico,
tornando a 4gua um meio de reagdo capaz de favorecer diferentes tipos de reagdes (PIQUERAS et al.,

2017). Quando a temperatura e a pressdo aumentam acima do ponto critico, a dgua (221 bar e 374,15
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°C) atua como um solvente supercritico. J4 em condi¢gdes abaixo do ponto critico ¢ chamada de solvente
subcritico (Figura 6) (DELBECQ et al., 2018). A condigdo subcritica da 4gua varia de temperaturas entre
100 a 374 °C em funcdo da pressdo, sendo esta acima da pressao atmosférica (agua em estado liquido).
Dessa forma, a agua nessas condigdes possui capacidade de extragdao ou de reacao seletiva e atua como

um solvente ambientalmente correto, ndo toxico e acessivel (GALLINA et al., 2018a).

Figura 6 — Diagrama de fases da agua.
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Fonte: Adaptado de Delbecq et al., ( 2018).

No caso de biomassas lignocelul6sicas, a hidrolise da hemicelulose ocorre devido a formacgao
de ions de hidrogénio gerados pela autoionizacdo da dgua, bem como, pela hidrolise do acido acético
dos substituintes acetilados da hemicelulose que atuam como catalisadores in situ (OTIENO; AHRING,
2012b). O tempo de processo ¢ um fator importante combinado com a temperatura e pressdo, tendo
como resultado o rompimento das fibras presentes na biomassa (RAJENDRAN; MUTHUSAMY;
KUMAR, 2017). Esse método vem sendo amplamente utilizado na obtencdo de XOS de diferentes
biomassas (OTIENO; AHRING, 2012a).

Muitos trabalhos apresentam o tratamento hidrotérmico como forma de obter XOS no
hidrolisado (corrente liquida) em uma unica etapa. Isso pode ser citado como uma vantagem do processo
quando se compara com processos quimicos como o alcalino, em que ha a necessidade de precipitar o
XOS para remover o sal do produto (FIGUEIREDO et al., 2017). Além disso, a 4gua ¢ o inico solvente
usado no tratamento hidrotérmico, o que pode reduzir a chance de corrosdo de equipamentos, tornando
um processo de baixo custo e ambientalmente amigavel (MONIZ et al., 2013; ZHANG et al., 2018c¢).

Geralmente, faixas de temperatura de 140 a 200°C, além do tempo sdo testados para avaliar o

rendimento em XOS (CHEN et al., 2014). Quando temperaturas mais baixas sdo utilizadas, baixos
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rendimentos sdo obtidos. Em temperaturas altas pode ocorrer bons rendimentos de extracao de xilana,
porém com formacao de compostos de degradacdo como furfural, hidroximetilfurfural e xilose. No caso
da producdo de XOS, esses compostos precisam ser posteriormente removidos para atingir o grau de
pureza alimenticio. Singh et al., (2019a), utilizaram casca de améndoa e testaram diferentes temperaturas
(180, 200 e 220 °C). Os autores verificaram que a temperatura de 220 °C proporcionou os maiores
rendimentos de XOS apo6s 5 min de processo. Ja em temperaturas mais baixas, 0 mesmo tempo de reagao
proporcionou menor rendimento. Por outro lado, Chen et al., 2014 obtiveram em 180 °C e tempo de 20
min os maiores rendimentos de XOS a partir da Miscanthus giganteus. Zhang et al., (2018e), obtiveram
os maiores rendimento de XOS a partir de bagaco de cana em 200 °C e 10 min. Porém, o aumento do
tempo levou a baixos rendimentos devido a libera¢ao de xilose, além da formagdo de compostos de
degradacao de agucares.

Além do bindmio tempo e temperatura, a pressdo foi testada por Seesuriyachan; Kawee-Ai;
Chaiyaso, (2017). Os autores utilizaram o sistema ultra-high pressure (UHP) como pré-tratamento no
sabugo de milho visando a obtengdo de XOS. Como resultado, os autores obtiveram um aumento de até
2 vezes em relacdo a acessibilidade enzimatica da endoxilanase utilizando como parametros de processo
100 bar, 50 °C e 10 min o que proporcionou maior rendimento de XOS. Fockink et al., (2018) utilizaram
como pré-tratamento no bagaco de cana-de agucar um sistema high pressure (HP) com CO;a 50 bar, o
que contribuiu positivamente para remocao seletiva das hemiceluloses. O mesmo tratamento foi capaz
de liberar 17,1 g/L de pentoses na forma monomérica e oligomérica na fracao soltivel em agua.

Mayanga-Torres et al., (2017) usaram tratamento hidrotérmico com outra finalidade, onde o
objetivo foi recuperar aclicares como arabinose, glicose e xilose e, compostos fenolicos a partir de
residuos da industria de café. As condigdes avaliadas foram 22,5 e 30 MPae 150 a 250 °C. Os resultados
alcancados demonstraram que o tratamento hidrotérmico € uma técnica eficiente para recuperagdo dos
compostos bioativos e de agucares fermentesciveis. A pressao mais elevada obteve maior degradacao de
acucares redutores, sendo que seu efeito ndo foi significativo para recuperagdo de agucares da
hemicelulose.

Desse modo, o tratamento hidrotérmico ¢ considerado uma técnica promissora para obtengao
de diferentes compostos, sendo que muitas pesquisas vém sendo destinadas a otimizar esse processo €

maximizar a produtividade desses produtos de interesse (MAZZUTT] et al., 2017).

2.4 PRODUCAO DE XOS A PARTIR DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Nas ultimas décadas, a intensificagdo das praticas agricolas permitiu a melhoria significativa
na disponibilidade de alimentos para a crescente populacdo em todo mundo. Por outro lado, isso vem

gerando um volume demasiado de residuos agroindustriais (ONG et al., 2018). Pesquisas vem sendo
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desenvolvidas para o aproveitamento desses residuos e, com isso, agregar valor a diferentes biomassas.
Os XOS vem sendo explorados em diversos estudos com diferentes residuos, dentre eles, casca de café,
casca da améndoa, bagaco de cana e casca de abacaxi (BANERJEE et al., 2019; RATNADEWTI et al.,
2020; SINGH et al., 2019; ZHOU et al., 2019). O que torna os XOS um prebiotico muito promissor, ¢ a
possibilidade de poder ser obtido a partir de residuos agricolas baratos e renovaveis (SAMANTA et al.,
2015). O bagaco de cana-de-agucar e espiga de milho estdo entre os residuos mais estudados para a
produgdo de XOS. Apesar disso, muitos residuos ainda podem ser explorados e estudados. O caroco de
manga, por exemplo, ainda nao foi estudado até o presente momento para producao de XOS. Portanto,
a seguir destaca-se algumas de suas caracteristicas. Além disso, destaca-se o bagago de cana-de-actcar
devido aos diversos estudos ja publicados para obtengdo de XOS (CARVALHO et al., 2018b;
GOLDBECK et al., 2016).

2.4.1 Residuo do processamento da manga

A manga ¢ uma das mais antigas frutas tropicais e tem sido cultivada ha mais de 4000 anos.
Muito rica nutricionalmente com qualidades tnicas de sabor e fragrancia (MATHEYAMBATH;
SUBRAMANIAN; PALIYATH, 2015). A Asia responde por aproximadamente 77% da producio global
de manga, e as Américas e a Africa por aproximadamente 13% e 9%, respectivamente. A manga tem
uma longa historia de cultivo, e esta expandiu-se em diferentes paises, sendo os principais produtores de
manga a India, China, Tailandia, Indonésia, Paquistdo, Filipinas e Bangladesh, localizados na Asia. No
entanto, o cultivo também se espalhou para paises como México, Madagascar, Tanzania, Republica
Dominicana, Haiti, Brasil e Australia (MATHEYAMBATH; SUBRAMANIAN; PALIYATH, 2015).

De acordo com o IBGE, (2016), a regidao no Brasil que tem destaque em quantidade produzida
¢ a Regido Nordeste, com 70,85%. A Regido Sudeste, por sua vez, representa 27,97% da produgdo
brasileira, conforme pode ser observado na Tabela 3. Diversas variedades sdo produzidas nessas regides

dentre elas a Tommy Atkins, Haden, Palmer, Keitt, Kent, Espada, Rosa, entre outras.



Tabela 3 - Producao brasileira de manga em 2016.

Regiao Area Quantidade Rendimento Participacio na

fisiografica colhida (ha) Produzida (t) médio (t/ha) producio (%)
Norte 101 1.075 10,64
Nordeste 44.394 710.001 15,99
Sudeste 16.572 280.299 16,91
Sul 587 7.924 13,50
Centro Oeste 188 2.890 15,37
Brasil 61.842 1.002.189 16,21

Entre os residuos do processamento da manga destacam-se a casca € o carogo com volumes que
sdo estimados em mais de 1 milhdo de toneladas, produzidos anualmente, na qual 12 a 15% representam
as cascas ¢ 15 a 20% os carocos (PEREIRA; FONTES-SANT’ANA; AMARAL, 2019). Muitos
trabalhos utilizando a manga e seus residuos como matéria-prima sdo voltados para avaliacdo da
qualidade, caracterizacao, extracdo de compostos bioativos como, por exemplo, compostos fenolicos
,vitaminas E e C, antioxidantes, fibras, pectina, hemicelulose, lipideos, ¢ proteinas (AGATONOVIC-

KUSTRIN; KUSTRIN; MORTON, 2018; DO NASCIMENTO OLIVEIRA et al., 2018; RUMAINUM

Fonte: IBGE (2016).

et al., 2018), como mostra resumidamente a Figura 7.

Figura 7 - Principais compostos extraidos dos residuos do processamento de manga.
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O carogo ¢ constituido de duas partes que correspondem ao envoltorio e a améndoa (Figura 8).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 8 - Estrutura do carogo de manga com destaque para o envoltorio e a améndoa.

envoltério

améndoa

Fonte: Elaborada pela autora.

A améndoa ¢ caracterizada por compostos bioativos, enquanto o envoltorio ¢ um material
lignoceluldsico. Poucos autores até o momento caracterizaram os teores de celulose, hemicelulose e
lignina, porém os valores encontram-se na faixa de 39-50%, 15-21% e 6-23%, respectivamente. Entre
os trabalhos ja realizados com a fracdo lignoceluldsica do caroco, pode-se citar Andrade; Barrozo; Vieira,
2016; Elizalde-Gonzélez; Herndndez-Montoya, (2007) e Henrique et al., (2013), cujo objetivo dos
trabalhos realizados se resumem a produzir bio-0leo, carvao ativado e nanocristal de celulose

respectivamente. Porém nenhum trabalho avaliou a extracdo de XOS desse residuo.

2.4.2 Bagaco de cana-de-acucar

Entre os materiais lignoceluldsicos mais estudados para producdo de XOS estd o bagaco de
cana. E um residuo das usinas de aglicar e etanol e estd amplamente disponivel em areas tropicais e
subtropicais. Anualmente sao produzidos aproximadamente 54 milhdes de toneladas de bagaco de cana
em todo o mundo (ZHOU; XU, 2019a). Boa parte desse residuo ¢ destinado para alimentar caldeiras nas
industrias para fornecimento de energia. Seu outro destino ¢ para producdo de celulose (ZHANG et al.,
2018c). No entanto, devido sua composi¢ao rica em hemicelulose, contendo de 25 a 35%, inimeros
estudos tem demonstrado ser uma matéria-prima promissora na produgdo de XOS (ZHOU; XU, 2019a).

Estratégias de producdo envolvendo tratamentos alcalinos seguidos de hidrdlise enzimatica
foram estudados por Figueiredo et al., (2017); Freitas; Carmona; Brienzo, (2019); Pengilly et al., (2015).
Li et al., (2019b) utilizaram pré-tratamento por oxidacao alcalina para produc¢do de XOS seguida da
hidrolise enzimatica. Porém, outras estratégias envolvendo o pré-tratamento hidrotérmico na presenga

de catalisadores menos agressivos também foram usados por outros autores. Em estudo desenvolvido


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bagasse
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bagasse
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/sugarcane
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/residue
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/sugarcane
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por Zhou & Xu, (2019), condig¢des de temperatura (110 a 190 °C), tempo de reagao (15, 30, 45, 60 e 75
min) e concentragdes de acido acético (2,5, 5, 10 e 20 % p/p) foram avaliadas. Os resultados obtidos
pelos autores demonstraram rendimentos superiores a 30 % de XOS obtidos com todas as concentragdes
de acido acético testadas. Em destaque, o experimento que obteve um rendimento mais elevado, foi a
150°C e concentracao de 4cido acético de 10 % apods 45 min na qual obteve-se rendimento de 39,1%.
Zhang et al., (2018c) introduziram no processo hidrotérmico a bétula branca para melhorar a
seletividade da fracdo de hemicelulose do bagaco de cana. A principal vantagem foi melhorar a
seletividade da hemicelulose, pois em sua composi¢ao possui alto teor de grupo acetil, o que auxilia na
despolimerizagao das cadeias. Foram utilizadas diferentes temperaturas, tempos de reacao e dosagens
de bétula branca, que foram exploradas para obtenc¢ao de condig¢des 6timas de rendimentos de XOS com
baixo grau de polimerizagdo. Os principais resultados obtidos foram rendimentos de 50,35% para
temperatura de 200°C e 10 min de reacao, e 49,64% a 160°C por 100 min ambos utilizando uma mistura
65:35 bagaco de cana/bétula branca. Portanto, os autores concluiram que a estratégia de usar bétula
branca no tratamento hidrotérmico aumentou rendimento de XOS com baixo grau de polimerizagao. No
estudo de Carvalho et al., (2018b), foi avaliado o método de explosdo a vapor, em que se obteve altos
niveis de rendimentos a partir do bagaco de cana. As condigdes otimizadas foram 190°C, 5 min e
concentragao de 0,5 % de H2SO4 como catalizador, resultando na recuperacao de 40% de XOS.
Industrialmente, a empresa Prenexus Health (EUA) vem produzindo XOS a partir de bagago
de cana-de-acucar, e este produto foi certificado como GRAS (Generally recognized as safe) (FDA,
2019). O processo utilizado € o tratamento hidrotérmico, na qual a fra¢do liquida rica em XOS obtida,
passa por varias etapas de filtracdo, seguida de uma etapa de troca i6nica, descoloragdo e por ultimo, o
extrato ¢ concentrado e seco. Cabe destacar, que a empresa utiliza apenas o tratamento hidrotérmico
como forma de obten¢do de XOS, destacando o grau de polimerizacao de 2-20. Portanto, o tratamento
hidrotérmico demonstra um forte potencial de processo para producdo de XOS, uma vez que
industrialmente ja vem sendo explorado, sem necessidade de etapa enzimatica. E com esse processo

atingiram grau de polimerizacdo considerado satisfatorio para ter o efeito prebiotico.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIA-PRIMA UTILIZADA COMO FONTE DE BIOMASSA

O carogo de manga da variedade Palmer foi doado pela empresa PolpasTropiCéssia em
setembro de 2017, a qual encontra-se localizada em Fortaleza-CE, cujas coordenadas geograficas sao
3°4’47"" sul e 38° 3126 oeste. Em seguida, foram transportadas em caixa térmica para o
Laboratorio de Engenharia Bioldgica (LIEB), localizado na Universidade Federal de Santa Catarina,
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos. J4 o bagaco de cana foi cedido em
Julho de 2013 pela Usina Alto Mogiana, localizada na cidade de Sdo Joaquim da Barra-SP, cuja as

coordenadas geograficas, sao 20°29°30"" sul e 47° 52" 35 oeste.
3.2  PREPARO DA MATERIA-PRIMA
3.2.1 Envoltéorio do Caroco de manga (ECM)

Apo6s o recebimento do carogo de manga, fez-se a separacdo da améndoa e do envoltdrio,
como se pode observar na Figura 9. Do total de 23 kg de caroco, foram obtidos 8,5 kg de envoltorio
umido. Em seguida, ocorreram as etapas de lavagens em agua fria e quente para remogao de resquicio
polpa e actcares soluveis. Posteriormente, o envoltorio foi seco em estufa com circulagdo de ar
(TECNAL modelo TC 394/2, Piracicaba, Brasil) por 24 h a uma temperatura de 65 °C, rendendo 2,0
kg de matéria seca. Por tltimo, com uma tesoura, o envoltdrio foi cortado e, em seguida, triturado em
moinho de facas tipo Willey (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil) do qual foram obtidas particulas com

tamanho inferior a 1,5 mm.

Figura 9 — Separacdo do envoltério do carogo da manga. (A) Caroco de manga, (B) Separagdo do
caro¢o em envoltorio e améndoa, (C) Envoltério do carogo cortado e (D) Envoltério do carogo
padronizado por trituracdo.

A) ®)

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.2.1 Bagaco de cana-de-acgicar (BC)

O residuo utilizado nesse trabalho foi o mesmo usado por Bordignon, (2017) a fim de
comparag¢do do tratamento aplicado. O BC recebido, primeiramente foi lavado com 4gua corrente e,
em seguida seco em estufa com circulacao de ar a 65 °C (TECNAL modelo TC 394/2, Piracicaba,
Brasil). Foi entdo moido para obtencao de particulas de tamanho inferior a 1,5 mm. A amostra foi

armazenada em temperatura ambiente e livre de umidade até o desenvolvimento do tratamento.

3.3 COMPOSICAO LIGNOCELULOSICA DOS RESIDUOS IN NATURA E APOS-
TRATAMENTO

Ambos os residuos usados nesse trabalho foram caracterizados quanto ao percentual de
umidade, extrativos, celulose, hemicelulose, lignina e cinzas (Figura 10) a partir da hidrélise acida
com H>SO4a 72%, de acordo com os protocolos do National Renewable Energy Laboratory (NREL-
EUA), descritos por Sluiter et al., (2016). A composi¢do foi realizada antes e apds o tratamento

hidrotérmico que sera descrito na se¢do 3.4.

Figura 10 - Fluxograma da composi¢ao lignocelulosica.
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Cinzas e ] e [ Hemicelulose (xilose e arabinose)

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.1 Determinaciao de umidade e substiancias volateis

Para determina¢do da umidade e substancias volateis utilizou-se da metodologia descrita
pelo Instituto Adolfo Lutz, (1985). Para isso, pesou-se 2 g dos residuos em uma placa de Petri com
massa previamente conhecida, e esta, foi colocada em estufa a 105 °C. As amostras foram pesadas
em intervalos de tempo até a obtencdo de peso constante. O teor de umidade e substancias volateis

foi determinado utilizando-se a Equagao 1.
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M3 - M1
%Umidade = (1 - (m)) * 100% Equag:ﬁo 1

M1: Massa da placa vazia (g);
M2: Massa da placa mais amostra imida (g);

M3: Massa da placa mais amostra seca até peso constante (g).

3.3.2 Determinacio de extrativos

Primeiramente pesou-se 6 g de amostra em envelopes feitos de papel filtro que foram secos
e, posteriormente colocados em aparato Soxhlet (Figura 11). Utilizou-se baldes de fundo chato e
adicionou-se 200 mL de uma solugdo de etanol no baldo, que posteriormente foi aquecido em mantas
(Fisatom modelo 22E, S3o Paulo, Brasil). Foram registrados de 4 a 5 ciclos por hora. O tempo total
de processo foi de 8 h a partir do primeiro ciclo. Apds esse periodo, trocou-se a solucdo por dgua
destilada e o processo se repetiu por mais 24 h. Por tltimo, retirou-se o envelope, o qual foi colocado
em estufa a 40 °C por 24 h, e em seguida pesado. A porcentagem de extrativos foi calculada pela

Equacao 2:

Figura 11 — Aparato utilizado na determinagdo de extrativos. (A) Equipamento Soxhlet apoiado
em manta de aquecimento, (B) extrativos na frag¢do liquida.

Fonte: Elaborada pela autora.

Mbs — Mbe .
%E = ~—hs * 100 Equagdo 2

E: Teor de extrativos da biomassa expresso em %;
Mbs: Massa de biomassa seca (g);

Mbe: Massa de biomassa livre de extrativos (base seca) (g).
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3.3.3 Determinacio de celulose e hemicelulose

Pesou-se 0,3 g de residuo in natura moido com umidade inferior a 10% em frasco Schott.
Transferiu-se os residuos cuidadosamente ao fraco schott e adicionou-se 3 mL de &cido sulfurico 72%
(m/m). Em seguida, os frascos foram colocados no Shaker (Tecnal modelo TE-424, Piracicaba, SP,
Brasil) a 30 °C por 60 min com agitacao a 120 rpm. Apds esta etapa, adicionou-se 84 mL de dgua
destilada para obter concentragao final de 4 % m/m. Em seguida, o material foi deixado na autoclave
(Phoenix, AV-50), por 60 min a 121 °C. O licor resultante da hidrélise acida foi filtrado com auxilio
de seringa e filtro de 0,45 um e posteriormente submetido a andlise de agucares realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) conforme se¢do 3.4.3.4. As equagdes 3 e 4 foram
usadas para determinar o percentual de celulose referente ao residuo in natura e residuo apds o
tratamento hidrotérmico, respectivamente. Para determinagdo da hemicelulose as equagdes 5 e 6 sdo

referentes ao residuo in natura e residuo ap6s o tratamento hidrotérmico, respectivamente (SLUITER

etal., (2016).

(0,90x Cgli) * V(L E
Cel% = [ 1\;Igbe ( )]x [1 ~ oo * 100 Equagéo 3
(0,90x Cgli) * V(L) Equagao 4

0 =
cel % [ Mbe

Cel %: teor de celulose da biomassa;

Cgli: concentragao de glicose (g/L);

V: volume da reacgao (0,087 L);

Mbe: massa de biomassa livre de extrativos (g);

E: teor de extrativos da biomassa (%).

Hemi% — (0,88x Cxil) + (0,88 x Carab) =V (L) [ < E >] 100
emi = Mbe x 100 Equa(;éo 5
Hemi% = (0,88x Cxil) + (0,88 x Carab) =V (L))] 100 Equacio 6
Mbe

Hemi%: teor de hemicelulose da biomassa;
Cxil: concentragdo de xilose (g/L);

Carab: concentragdo da arabinose (g/L);
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V (L): volume da reagao (0,087 L);
Mbe: massa da biomassa livre de extrativos (g);

E: teor de extrativos da biomassa (%).

3.3.4 Determinacao de lignina solavel

Para a determinacdo de lignina soltivel (equacdes 7 e 8), retirou-se uma aliquota da solug¢ao
obtida da hidrolise acida (se¢@o 3.3.3) apds a etapa de filtracdo. Ajustou-se o pH entre 12 — 12,5
utilizando uma solucao de NaOH 6,5 Mol/L e, em seguida, foi realizada a leitura da absorbancia a

280 nm em espectrofotometro UV-Vis (Bel Spectro S-2000) (SLUITER et al., (2016).

LS = UVabs x V(L) x diluicdo 100
**> 7 e x Mbe x percuso 6ptico x Equagao 7
UVabs x V(L) x diluicao 5
QLS = (L) : (}. % 100 Equagao 8
€ x Mbs x percuso 6ptico

Ls (%): teor de lignina soluvel;

UVabs: valor médio da absorbancia;

V: volume da reagao (0,087 L);

Mbe: massa de biomassa livre de extrativos (g);

Mbs: massa de biomassa (g);

€: absortividade da biomassa que corresponde a 25 g/L.cm;

Percurso optico que o UV-vis percorre na cubeta de quartzo corresponde a 1 cm.

3.3.5 Determinacéo de lignina insolivel

Os residuos solidos da etapa de hidrdlise acida (secdo 3.3.3) foram utilizados para
determinagdo de lignina insoluvel (equagdes 9 e 10). Para isso, utilizou-se placas de Petri previamente
secas em estufa por 24 h. Os residuos so6lidos foram lavados e utilizou aproximadamente 1 litro de
agua destilada para remocgao do acido e, posteriormente, foram colocados em estufa por 24 h a 105

°C (SLUITER et al., (2016).

Mcpr — (Mcinzas + Mc E ~
%LI = (Mepr — ( p))l x [1 - WJ x 100 Equagao 9

Mbe
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Mcpr — (Mcinzas + Mcp)
x

%Ll =
% Mbs

100

Equacao 10

LI (%): teor de lignina insoluvel,

Mcpr: massa da placa com os residuos solidos (g);
Mcinzas: massa de cinzas insolivel em meio 4cido (g);
Mcp: massa do cadinho vazio (g);

Mbe: massa de biomassa livre de extrativos (g);

Mbs: massa de biomassa (g);

E: teor de extrativos (%).

3.3.6 Determinacio de cinzas

Para determinagao do teor de cinzas (Equagdo 11), transferiu-se para cadinhos de porcelana
previamente tarados, o conteudo de amostra seca proveniente da determinacdo de lignina insoluvel.
O conteudo foi submetido a uma mufla (Quimis, Q-318-21) a 575 °C por 24 h. Em seguida, foram
transferidos para um dessecador até atingir temperatura ambiente para serem pesados (SLUITER et

al., (2016).

Mf — Mi .
%Cinzas = fM—b * 100 Equagado 11

Mi: massa do cadinho tarado em gramas (g);
Mb: massa de amostras inicial (base seca) (g);

MTf: massa do cadinho de porcelana + cinzas totais em (g).

3.4 TRATAMENTO HIDROTERMICO DOS RESIDUOS
3.4.1 Descri¢iao do Equipamento

O sistema utilizado no tratamento hidrotérmico para avaliar a influéncia da pressdo na
cinética de extracdo de XOS das amostras de ECM e BC esté apresentado na Figura 12 e descrito na

sequéncia.
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Figura 12 - Fluxograma esquematico do sistema utilizado no tratamento hidrotérmico. (1)
Reservatério de agua; (2); bomba de solvente; (3) valvula de retengao; (4) trocador de calor; (5)
controlador de temperatura automatico; (6) manoémetro; (7) indicador de temperatura; (8)
termopar; (9) recipiente de extragdo com camisa de aquecimento elétrico; (10) valvula de agulha
reguladora; (11) frasco de vidro; (12) ventilador; (13) cilindro de N»; (14) valvula reguladora;
(15) vélvula de bloqueio.

=+ Elétnico
— Tubulagio

222
e

Fonte: Adaptado de (RODRIGUES et al., 2019).

O sistema usado é baseado em estudo de Rodrigues et al., (2019). E formado por um aparelho
que contém um recipiente de extragdo de 90 mL em aco inoxidavel AISI 316. O vaso ¢ aquecido
através de uma camisa de aquecimento elétrico (resisténcia de 200 W) e isolado com fibra ceramica.
Um sistema de pré-aquecimento (resisténcia de 200 W) com bobina de aco inoxidavel leva a agua a
temperatura operacional antes de entrar no recipiente de extragdo. A temperatura do vaso de extragao
e do pré-aquecedor foi controlada por um sistema automatico de controle de temperatura (modelo
N1030, Novus, Porto Alegre, Brasil). Termopar tipo K (modelo TM 201/15104-K, Salvi Casagrande,
Sdo Paulo, Brasil) permite o monitoramento da temperatura dentro do vaso de extragdo por um
indicador de temperatura (modelo N1500, Novus, Porto Alegre, Brasil). A pressdao de extracao foi
monitorada por mandémetro analégico (modelo 23012, Salvi Casagrande, Sdo Paulo, Brasil). Agua
sonicada foi bombeada por uma bomba de HPLC (Waters, modelo 515, EUA) para dentro da célula
de extragdo, onde a pressdo era controlada por uma valvula de agulha (modelo 20-11LF4, NFA, HIP,
EUA). O sistema inclui um circuito de gas nitrogénio (White Martins, Brasil) com regulador de
pressao (modelo FRN-740, Famabras, Itaquaquecetuba, Brasil), uma valvula de agulha (modelo 15-
11AF2, HIP, EUA) para purgar o solvente principal apos a extragdo e um ventilador de refrigeragao

(modelo ASA-12038DV-HB, ASAFAN, Cotia, Brasil), para reduzir a temperatura da d4gua no reator.



42

3.4.2 Condicoes da cinética durante o tratamento hidrotérmico

A Figura 13 apresenta o fluxograma das condigdes de auto hidrélise das amostras durante o

tratamento hidrotérmico.

Figura 13 — Fluxograma do processo experimental do tratamento hidrotérmico.
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Fonte: Elaborada pela autora.

As reagdes de auto hidrolise foram conduzidas para as amostras de ECM e BC para a
temperatura de 180 °C baseado no estudo Gullon et al., (2018), utilizou 5 g de residuo in natura. A
agua destilada utilizada tinha uma vazao 4 mL/min e os parametros avaliados foram a pressao de 25
e 100 bar por um periodo de 30 min, com retirada de amostras em 2,5, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 min.

Os hidrolisados obtidos do tratamento hidrotérmico na fracdo liquida foram submetidos a
analise de acucares redutores e acucares redutores totais para a determinagdo da porcentagem de
monomeros e oligdmeros, pH, compostos fendlicos totais e XOS. Os experimentos foram realizados

em duplicata.

3.4.3 Analises quimicas dos hidrolisados na fracao liquida

3.4.3.1 Porcentagem de monomeros e oligémeros

Para a avaliagdo da concentragdo dos oligossacarideos, a fragdo liquida obtida da cinética
foi submetida a hidrolise acida para converter os oligdmeros para a forma monomérica. A
concentracdo de acticares redutores totais foi representada pelos valores de ART. O rendimento em
oligomeros foi obtido a partir da subtracdo dos valores de agucar redutor total (ART) dos valores de

acucar redutor (AR) medidos previamente na amostra. Esses percentuais foram obtidos a partir da
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razdo entre monossacarideos e/ou oligossacarideos e ART e multiplicado por 100 %, como

demonstrado nas equagdes 12 e 13:

% Mondmeros = (A4R) x 100 Equacdo 12
(ART)
ART — AR ~
% oligbmeros = % x 100 Equacao 13

O conteudo de actcares redutores (AR) nas amostras obtidas do tratamento hidrotérmico foi
baseado no estudo de Miller, (1959) quantificado pelo método colorimétrico usando o acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). Primeiramente, os licores obtidos da cinética, a partir das fracdes liquidas,
foram submetidas por centrifugacdo (HT, MCD2000) por 5 minutos a 4000 rpm. 0,5 mL do
sobrenadante foram transferidos para os tubos de ensaio e quando necessario foram realizadas
dilui¢des e em seguida, 1,0 mL de DNS foi adicionado. O tubo foi agitado ¢ aquecido em banho-
maria (MQBMP-01) a 100 °C por 5 min. Em seguida, foi resfriado em banho de gelo por 5 min e,
por ultimo, foi adicionado 13,5 mL de dgua destilada. Apds a reacdo de coloracdo, a absorbancia da
amostra foi medida no comprimento de 540 nm, para isso utilizou-se espectrofotometro (SP-220). As
concentragdes foram calculadas usando uma curva de calibragdo com soluc¢do padrao de glicose
disposta no Apéndice A 1 para obter uma correlagdo linear. Dessa forma, obteve-se uma equagdo da
reta, utilizada para determinacdo de agticar redutor.

A quantificagio dos agticares redutores totais (ART) foi baseada no estudo de Alvarez et
al.,( 2017). Primeiramente, iniciou-se uma hidrolise com acido sulftrico 4% (m/m) para romper as
ligacdes de dissacarideos e oligossacarideos presentes nas amostras obtidas da fracdo liquida.
Adicionou-se 100 mL de H2SOs4 a 2,4 mL de amostra do liquido em tubos falcon que foram
acondicionados em autoclave a 121 °C por 30 min. Em seguida, as amostras foram resfriadas e
centrifugada para que o sobrenadante fosse analisado pelo método colorimétrico de DNS descrito

anteriormente, ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

3.4.3.2 Determinacgdo do pH

O pH foi medido para solucao liquida apos o processo hidrotérmico que foi medido em

temperatura ambiente, utilizando o pHmetro digital (marca Marte, modelo MB10).
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3.4.3.3 Determinagdo de Fendlicos Totais (CFT)

A quantidade de compostos fendlicos totais presente nos liquidos obtidos do tratamento
hidrotérmico foi avaliada pelo método de Folin-Ciocalteu (GRANATO; NUNES, 2016). Em
microplacas de 96 pocos transferiu-se 200 pL de agua destilada para placa, e em seguida, 25 pL de
amostra e 25 puL do reagente de Folin. Deixou-se agir por 5 min. Posteriormente, adicionou-se 25 pL
de carbonato de sodio a 10% (m/v) e deixou-se agir por 1 h no escuro. Em seguida, realizou-se a
leitura das amostras a 725 nm em multileitora infinite (Tecan, M200). A concentracao dos compostos
fenolicos totais foi lida através de uma curva de calibragdo, construida previamente com acido galico
(GAE), relacionando os valores lidos de absorbancia com o teor de acido galico em mg por litro

(mg/L) (Apéndice A 2).

3.4.3.4 Determinacdo de glicose, xilose e arabinose por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC)

A determinagdo da concentragdo de glicose, xilose e arabinose presente nas amostras (in
natura e tratada) foi realizada por HPLC. As amostras foram primeiramente filtradas com auxilio de
seringa e filtro de 0,45 pm e enviadas para o Laboratorio de Biologia Molecular e de Biotecnologia
de Leveduras (LBMBL) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

A quantificacdo de agtcares foi realizada em equipamento DIONEX-DX500, utilizando uma
coluna CarboPac PAT (500 mm x 50 mm) e uma pré-coluna (4 mm x 50 mm). As fases moveis
utilizadas foram NaOH (9 mMol) (A) e NaOH (150 mMol) (B). Uma injecao de 50 pL. de amostra
foi eluida com uma taxa de 1mL/min de fase mével com um tempo de corrida de 35 min. A qual se
procedeu com 100% de A nos primeiros 20 min, em seguida 100% de B por mais 5 min, retomando
a condi¢do inicial (100% de A) por mais 10 min. Uma curva padrao foi construida através do software

Peaknet com concentragdes variando de 2 mg/L até 200 mg/L utilizando os padroes Sigma-Aldrich.

3.4.3.5 Identificagdo e quantificag¢do de XOS por HPLC

Os XOS foram identificados e quantificados na fracao liquida obtida da cinética e da melhor
condi¢do apos o tratamento hidrotérmico. As amostras foram primeiramente filtradas com auxilio de
seringa e filtro de 0,45 pm e enviadas para o Laboratdrio de Engenharia Metabolica e de Bioprocessos
(LEMeB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). As andlises de xilobiose (X2),
xilotriose (X3), xilolotetrose (X4), xilopentose (X5) e xilohexose (C6) foram feitas por cromatografia
de troca i6nica com detecgdo amperométrica pulsada (HPLC-PAD). Para isso utilizou-se um
cromatdgrafo Dionex® (Sunnyvale, CA, Estados Unidos) equipado com a coluna Carbopac PA-1 (4
x 250 mm) e uma coluna de protecdo Carbopac PA-1 (4x50 mm), bomba GP50 e um detector
eletroquimico ED40. Foram eluidas com A (NaOH 100 mM) e B (NaOAc 300 mM, NaOH 100 mM)
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a uma vazao de 1 mL/min por 25 min. Antes de sua injecdo no sistema, as amostras foram filtradas
(0,22 pm) e diluidas convenientemente. A quantificagdo foi realizada utilizando-se curva de
calibracdo com os padroes xilolobiose, xilotriose, xilotetrose, xilolopentose e xilohexose
(Megazyme®) na faixa de 1 a 100 mg/L para tal, foi utilizado o software de aquisi¢ao de dados Peak
Net 5.1.

A quantificagdo de XOS com grau de polimerizagdo maior que 6 (X>6) foi realizada apds a
hidrélise do licor como descrito na se¢do 3.4.3.1. A concentracao de xilose obtida foi descontada da
concentracdo de xilose inicial presente no extrato, bem como a concentracao de X2-X6.

O rendimento de XOS extraido em percentual de xilana foi calculada pela Equacao 14 e de

acordo com Avila et al., (2020) a conversdo da hemicelulose utilizou-se a Equagdo 15.

[X0S] x L x 0,88
S

Xilana

Rendimento de X0S = Equagéo 14

Rendimento de XOS: (mg/g xilana)
XOS: concentragao de XOS (mg/L);
L/S: razao de extragdo liquido/solido (L/g);

Xilana: valor de xilose in natura.

0,88 x é x [ X0S + xilose ]

. x 100% Equacao 15
Xilana

% Conversao de hemicelulose =

L/S: razdo de extragdo liquido/solido (L/g);
XOS: concentragao de XOS (g/L);
Xilose: concentragdo de xilose (g/L);

Xilana: teor de xilose na biomassa in natura.

3.4.4 Analise quimica e composicao lignoceluldsica dos hidrolisados da melhor condiciao

Apos a realizagdo da cinética, definiu-se a melhor condi¢do de tempo e pressdo. Com isso,
foi realizado novamente as anélises de AR, ART, pH, CFT e XOS para ambos os residuos (ECM e
BC) com a fracdo liquida obtida do hidrolisado. J4 a composicdo da fragcdo solida foi realizada
conforme descrito anteriormente (secao 3.3). O rendimento de hemicelulose obtido da fracao solida
foi calculado conforme a Equacdo 16. As analises foram feitas em triplicata, e aplicou-se o teste de
Tukey para verificar se houve diferenca significativa entre a condicdo da cinética em massa

acumulada e a melhor condi¢ao escolhida.
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Hemicelulose p6s tratamento

% Rend.de Hemicelulose = [1 - ( )] x 100  Equagédo 16

Hemicelulose in natura

3.5 BALANCO DE MASSA

O balango de massa foi realizado para o ECM e BC na condi¢ao escolhida. Na entrada
considerou-se uma base de calculo de 100 kg. As fracdes de celulose, hemicelulose e lignina obtidas
da composicao in natura, foram multiplicadas por 100 kg. Na saida a fragdo sélida recuperada foi
quantificada e o rendimento foi multiplicado pelos teores de celulose, hemicelulose e lignina
presentes nessa mesma fracdo. Para calcular a quantidade de XOS e xilose em quilogramas,

considerou-se o valor obtido de XOS do ECM e BC (Equagao 17).

L
Mg, = CHO X 5 X My, Equagao 17

MEL: massa dos compostos na fracao liquida (kg);

CHO: concentragao de xilose ou XOS na fragdo liquida (g/L);
L/S: razao de extragdo liquido/solido (L/g);

Mbc: Massa da base de célculo (kg).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Aplicou-se o teste de Tukey para comparacao dos valores médios das amostras, com nivel

de significancia de 5%. O software estatistico utilizado para analise foi o STATISTICA versao 7.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 COMPOSICAO LIGNOCELULOSICA DOS RESIDUOS IN NATURA

Os residuos do envoltorio do carogo de manga (ECM) e bagago de cana-de-agtcar (BC) sdo
compostos lignocelulosicos de grande potencial, pois diversos produtos de interesse industrial podem
ser obtidos a partir destes residuos, tais como, etanol de segunda geracao (a partir de celulose) e XOS
(a partir da hemicelulose). O BC foi utilizado para comparagdo, ja que ndo existem trabalhos na
literatura sobre a obten¢do de XOS a partir do envoltorio do carogco da manga. Dessa forma, o BC
serviu para direcionar a pesquisa.

Na Tabela 4 sdo apresentadas as composi¢des quimicas do ECM e BC in natura e
caracterizadas de acordo com os protocolos do National Renewable Energy Laboratory (NREL-

EUA).

Tabela 4 - Anélise de composi¢ao lignocelulosica do envoltdrio do carogco de manga e bagaco de
cana-de-acucar in natura.

Componente (%) Envorlrttzizlgad((;3 gl;/i))go de Bagaco de (c;gz; de-acucar
Celulose 45,6 £0,2 36,7+0,7
Hemicelulose 18,3 +0,8 19,4+ 1,0
Xilose 18,0+ 0,7 18,3+ 1,4
Arabinose 0,34 £0,0 1,0+£0,0
Lignina 294+0,3 28014
Lignina insoluvel 8,6+0,3 16,2 £ 0,7
Lignina soluvel 20,8 +£0,3 11,8 £0,9
Cinzas 0,3+0,0 0,3+0,0
Extrativos 4,5 10,8
Total 98.1 95,2

Fonte: Elaborada pela autora.

A umidade obtida no ECM foi de 7,1% e de 2,6% no BC, estes valores foram utilizados

como base de célculo para o restante das analises. E possivel observar que o contetudo de celulose e

hemicelulose do ECM representaram 45,6% e 18,3%, respectivamente. Estes resultados foram

inferiores aos encontrados por Andrade; Barrozo & Vieira, (2016) que obtiveram 49,9% de celulose

e 21,1% de hemicelulose. Ja em outro estudo, Elizalde-Gonzalez & Herndndez-Montoya, (2007)

encontraram 39,4% de celulose e 15,6% de hemicelulose. A porcentagem de lignina extraida do ECM

foi de 29,4%, sendo este resultado maior do que o relatado por Andrade; Barrozo; Vieira, (2016), que
obtiveram 25,5%.

Para o BC in natura obteve-se 36,7% de celulose, 19,4% de hemicelulose e 28,0% de lignina.

Estes resultados estdo muito proximos aos resultados encontrados no trabalho de Bordignon, (2017),

que obteve 39,9% de celulose, 19,1% de hemicelulose e 21,1% de lignina. Por outro lado, Carvalho
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et al., (2018a) encontraram valores superiores aos reportados neste estudo, relatando valores de
40,1% de celulose e 28,6% de hemicelulose. Porém, os autores obtiveram um valor de lignina inferior
(24,7%) ao reportando neste trabalho (28,0%). E importante ressaltar, que os resultados encontrados
neste trabalho, estdo na faixa de composicao de biomassa lignoceluldsica do BC que variam de 30%
a 45% para celulose, entre ~19 a 54% para hemicelulose (LALUCE et al., 2019) e de 25% a 30%
para lignina (BAETA et al., 2016).

Essa variacdo obtida nos resultados pode ser explicada por diferentes fatores dentre eles,

genéticos de plantas, ambiente de crescimento e diferencas na metodologia empregada para a analise

(MORALES et al., 2018).

42 TRATAMENTO HIDROTERMICO DOS RESIDUOS: AVALIACAO DO ESTUDO
CINETICO DOS HIDROLISADOS OBTIDOS EM DIFERENTES PRESSOES

O tratamento hidrotérmico faz com que as macromoléculas (celulose, hemicelulose e
lignina) se decomponham em pequenas moléculas de interesse como os XOS, originados da fragao
de hemicelulose (WU et al., 2019). Os parametros de processo mais importantes no tratamento
hidrotérmico para que ocorra a despolimerizagdo da hemicelulose sdo: pressdo, temperatura e tempo.
As altas pressodes utilizadas nos tratamentos hidrotérmicos evitam a transicdo de fase da 4gua,
mantendo a mesma em fase liquida ao usar temperatura acima do seu ponto de ebulicao (PRADO et
al., 2015). Além disso, pressdes elevadas auxiliam na extragdo de maneira a forcar a 4gua penetrar na
matriz, promovendo a dissolu¢do dos compostos de interesse (ZHANG et al., 2020).

Este trabalho avaliou a influéncia das pressdes de 25 e 100 bar no processo de auto hidrolise
dos residuos, em fun¢do do rendimento de oligbmeros, pH, compostos fenolicos totais e XOS. As
cinéticas foram realizadas por um tempo total de 30 min a uma temperatura fixa de 180 °C.

A escolha da temperatura de 180 °C foi baseada em resultados da literatura, que obtiveram
bons resultados de conversdo da fracao de xilana em XOS. Li; Converse & Wyman, (2003) obtiveram
50,2%, enquanto Gullon et al., (2018) obtiveram 56% em rendimento de XOS a partir da casca da
castanha. Chen et al., (2014) utilizaram Miscanthus-giganteus que ¢ uma espécie de grama por sua

vez, inicialmente obtiveram 69,2% de XOS.

4.2.1 Avaliacio de rendimentos de mondomeros e oligdmeros nos hidrolisados

O tratamento hidrotérmico tem como principal objetivo hidrolisar seletivamente a
hemicelulose (GIRIO et al., 2010), a qual sera responsavel pela obtencdo majoritaria de pentoses

(xilose, arabinose) e oligdmeros na forma de XOS (AHMAD; ZAKARIA, 2019). Durante o processo
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de hidrdlise, ha formacgao de agucares simples como xilose e arabinose, formagao de dissacarideos
como a xilobiose, além de oligossacarideos (BASKANN et al., 2016).
As cinéticas de AR e ART do ECM sao apresentadas na Figura 14 ¢ foram expressas em

gramas de agucar por 100 g de residuos em massa acumulada (dados complementares estao dispostos

no Apéndice A 3 e Apéndice A 4).

Figura 14 — Cinética de extracao de acucar redutor (AR) e acucar redutor total (ART) do
envoltério do carogo de manga (ECM). (A) 25 bar e (B) 100 bar.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ao avaliar a cinética de extragao de agucares (Figura 14) observa-se um aumento de
rendimento de AR ao longo do tempo, assim como pode ser verificado que existe pouca influéncia
da maior pressao nos rendimentos. Ao avaliar o tempo final da cinética (30 min), os valores obtidos
de AR foram 8,31 € 9,29 g/100 g para 25 e 100 bar, respectivamente. J4 para o ART, no tempo final
a 25 bar obteve-se rendimento de 23,32 g/100 g. A 100 bar este comportamento foi menor, sendo que
o valor correspondeu a 18,6 g/100 g.

Os rendimentos aumentam nos instantes iniciais até que as concentragdes se estabilizam para
ambos os residuos. Comportamentos similares foram observados na extra¢do de AR de residuos de
caf¢ (MAYANGA-TORRES et al., 2017) e na casca da manga (BANERIJEE et al., 2018). Esse
comportamento pode ser atribuido a capacidade da 4gua na condicao utilizada de extrair a fracdo de
hemicelulose das particulas do residuo. Outro fator, que pode estar relacionado ¢ a transferéncia de
massa, na qual as etapas de extracdo possuem diferentes mecanismos que controlam esse fendmeno.
Inicialmente tem-se o mecanismo da conveccao em que as particulas se encontram envoltas por uma
camada superficial de soluto, e quando este ¢ esgotado, os compostos passam ser extraidos pelo

mecanismo de difusao (HALL, 2018).
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Para o BC (Figura 15) os rendimentos de AR obtidos, a 25 ¢ 100 bar, no tempo de 30 min
foram 15,46 e 16,52 g/100 g, respectivamente. Para o ART foi verificado que o rendimento maximo

a 25 bar foi de 25,45 g/100 g. Ja a 100 bar esse valor foi um pouco menor 23,86 g/100 g.

Figura 15 — Cinética de extragdo de acucar redutor (AR) e acucar redutor total (ART) de bagaco
de cana-de-agucar (BC). (A) 25 bar e (B) 100 bar.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Pode-se salientar, que o tempo ¢ um fator importante a ser avaliado na extracdo dos
compostos de interesse. Sabe-se que quanto maior o seu valor, maior a solubilizag¢do até que se atinja
a saturagdo. Uma vez que esse grau ¢ atingido, o excesso de tempo pode causar degradacao dos
acucares de interesse (TANAKAA et al., 2011).

Os resultados obtidos da cinética do processo hidrotérmico foram importantes para o
entendimento da hidrolise e para definir qual melhor tempo de processo nas respectivas pressdes
testadas. Além disso, a temperatura e o tempo, sdo o bindomio responsavel pela hidrolise da
hemicelulose em oligdmeros, monomeros e pela remogao da lignina (GALLINA et al., 2018b). O
controle do tempo de permanéncia € essencial para hidrolise da hemicelulose em oligdmeros.

Foi possivel verificar que apos o tempo de 15 min, ndo se observa aumentos significativos
nos rendimentos de aglicares, por essa razao escolheu-se este tempo como sendo a melhor condigao
para obtencao de XOS.

A Tabela 5 apresenta a quantidade de oligdmeros no tempo de 15 min a fim de verificar o
potencial desta condi¢do para a obtencdo de XOS. Dados complementares estdo dispostos no
Apéndice A 3 e Apéndice A 4.

Os maiores rendimentos de obtencao em massa de oligomeros (Tabela 5) sdo observados na
pressdo de 25 bar, atingindo 12,8 € 8,4 g/100 g do ECM e BC, respectivamente. Esses valores indicam
a presenca de aproximadamente 62,7 % e 38,5% (Equagdo 13) de oligossacarideos nos hidrolisados

do ECM e BC, respectivamente, os quais serdo confirmados pelas analises de XOS discutidas
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posteriormente. Para 100 bar, obteve-se rendimentos em massa de 7,8 € 6,4 g/100 g no ECM e BC,
respectivamente. Isso representa aproximadamente 30,9% e 47,6% de oligossacarideos hidrolisados.
Isto demonstra, que em ambas as pressoes avaliadas, o ECM apresentou maiores rendimentos de
oligossacarideos que o BC. Foi possivel observar que a pressao de 100 bar teve maior influéncia no
rendimento de monomeros em ambos os residuos, onde os valores obtidos foram de 52,4% e 69,1%

para ECM e BC, respectivamente.

Tabela 5 — Rendimentos de mondmeros e oligdmeros nas pressoes de 25 e 100 bar no tempo de

15 min.
Envoltorio do caroco de
manga (ECM) Bagaco de cana (BC)
25 bar 100 bar 25 bar 100 bar
ART (g/100 g) 20,4 + 0,24 16,4 +0,28 21,8 +0,24 20,7 0,84
AR (g/100g) 7,6 £ 0,34 8,6 +0,34 13,4 £ 0,44 143 +£0,24
Monémeros (%) 37,3 52,4 61,5 69,1
Oligomeros (%) 62,7 47,6 38,5 30,9

Letras iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenca significativa na mesma amostra (p <0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.

Lachos-Perez et al., (2017) utilizaram palha de cana de agucar e aplicaram o tratamento
hidrotérmico, verificando que a pressado teve pouco efeito na obtengdo de ART. O maior rendimento
foi na condigdo de 100 bar e 200 °C que resultou em 32,1% de ART. Alvarez et al., (2017), utilizou
a palha do trigo e avaliou a explosdo de vapor como pré-tratamento nas seguintes condi¢des: 200 °C
e 4 minutos. O resultado obtido dos monossacarideos foi de 2,62 g/L e 40,63 g/L para os
oligossacarideos, esses valores representam em forma de rendimento 6% e 94%, respectivamente do
licor hidrolisado. Torres-Mayanga et al., (2019), utilizaram tratamento hidrotérmico nas condigdes
de 175 °C e 225 bar para extragdo de agucares do pd de café verde. Os valores de AR e ART

corresponderam aproximadamente a 4% e 6%, o que representou 33% de oligossacarideos extraidos.

4.2.2 Avaliacao do pH dos hidrolisados

Os valores de pH obtidos dos hidrolisados de ECM e BC estao apresentados em fung¢do do
tempo para 25 ¢ 100 bar (Figura 16). E possivel verificar uma diminui¢do de pH nos tempos iniciais
que esta relacionada a acidificacao do licor obtido devido a formagao de acidos organicos como acido
acético, formico e levulinico (MAYANGA-TORRES et al., 2017). O aumento da acidez esta
diretamente relacionado a clivagem dos polimeros de hemicelulose e a liberagdo dos grupos acetil

presentes na biomassa que formam o 4cido acético no liquido. A dissociacdo da dgua (a altas
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temperaturas) e a dissociagdao do acido acético (dos grupos acetil) liberados da despolimerizacao da

hemicelulose, promovem a diminui¢ao do pH (GALLINA et al., 2018b).

Figura 16 — Variacao do pH nos hidrolisados a 25 e 100 bar obtidos do (A) envoltério do carogo
de manga e (B) bagaco de cana-de-agucar.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para a manga (Figura 16 A) os menores valores de pH foram para a pressdo de 25 bar. Em
5 min o pH verificado foi de 3. Este valor foi mantido em 10 min, porém foi aumentando com o passar
do tempo chegando a 4,1 nos 30 min de processo. Por outro lado, ¢ possivel observar que apesar de
ambos os residuos terem sido submetidos nas mesmas condi¢des, ndo mantiveram os valores de pH.
Para o BC em 25 bar o menor valor de pH obtido foi 3,7 em 5 min e, ao fim da cinética foi de 4,2. Os
grupos acetil sdo incluidos na estrutura da hemicelulose e podem ser liberados quando o polimero ¢
hidrolisado. Os grupos acetila formam acido acético, que se dissociam gerando ions hidroxila (H+),
e subsequentemente, reduzem o pH do meio (YEDRO et al., 2015). Esse comportamento foi
verificado neste trabalho e também por Abaide et al., (2019) na extra¢do de agucares fermentesciveis
obtidos de palha de arroz.

O perfil de pH ao longo da auto hidrolise dos residuos, mostra que apos 15 mim, os valores
de pH aumentaram levemente para ambas as pressdes. Acredita-se, portanto, que apos esse tempo os
grupos acetil ndo estao sendo mais liberados devido ao aumento do pH e o tratamento tenha atingido
a sua capacidade da extragdo na condicdo utilizada corroborando com os rendimentos de monomeros

e oligdbmeros.

4.2.3 Avaliacao de compostos fendlicos totais nos hidrolisados

O mecanismo de reacgdo do tratamento hidrotérmico, além da solubiliza¢do da hemicelulose,

leva a despolimerizagdo parcial da lignina gerando pequenos fragmentos moleculares de natureza
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fenélica (GULLON et al., 2018). A solubilidade de fendlicos aumenta em altas temperaturas devido
a quebra de ligacdes quimicas, taxas de transferéncia de massa e difusdo molecular (LACHOS-
PEREZ et al., 2018). A composi¢do da lignina ¢ formada por unidades de fenilpropano metoxiladas
e quando ocorre a etapa de hidrdlise reduz significativamente o peso molecular pela clivagem das
ligagcdes C — O — C produzindo uma alta quantidade de compostos fenolicos (SHU et al., 2020).

Os mesmos licores obtidos da cinética também foram avaliados quanto ao seu teor de

compostos fenodlicos como observa-se na Figura 17 (dados complementares estdo disponiveis no

Apéndice A 5).

Figura 17 — Cinética de extragdo de compostos fenolicos totais a 25 e 100 bar do (A) envoltoério
do caroco de manga e (B) bagacgo de cana-de-acucar.
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Fonte: Elaborada pela autora.

E importante ressaltar que esses compostos sdo produtos de alto valor, pois apresentam
potencial antioxidante que podem ser agregados na industria alimenticia e/ou farmacéutica
(MAYANGA-TORRES et al., 2017). Os maiores rendimentos obtidos de compostos fendlicos foram
a 25 bar para ECM, enquanto para o BC os valores foram muito proximos em ambas pressoes. A 25
bar ¢ possivel verificar que em 15 min de processo ha uma diferenga entre os fenolicos obtidos para
0 ECM e o BC, sendo que para o ECM obteve-se um valor de 1,7 g GAE/100 g de residuo e para o
BC de 1,5 g GAE/100 g de residuo. Comparando com outros estudos, Gullon et al., (2018)
encontraram um valor de 3,9 g GAE/100 g para a casca de castanha utilizando tratamento
hidrotérmico a 180 °C. Utilizando residuos de café o maior valor obtido foi de 5,53 g GAE/100 g
(MAYANGA-TORRES et al., 2017).

E possivel observar, que em ambas as figuras a concentra¢do de compostos fenélicos tende
a aumentar gradativamente. Isso pode ser um indicativo de que a lignina continua sendo solubilizada,
pois quanto mais tempo o residuo ¢ exposto a alta temperatura, maior serd a formagdo desses

compostos (PRADO et al., 2015).
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4.2.4 Quantificacao e identificaciao de xilose e XOS obtidos na cinética

Na Figura 18, ¢ apresentada a concentracdo de XOS (X2-X6) obtido nos licores da cinética
no tempo de 2,5 a 15 min em massa acumulada para o ECM nas pressodes de 25 e 100 bar. Os dados

complementares encontram-se no Apéndice A 6.

Figura 18 — Identificagdo e quantificagdo de XOS (X2-X6) obtidos do ECM a 25 bar (A) e 100

bar (B).
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Fonte: Elaborada pela autora

Na condicdo de 25 bar (Figura 18 A) ¢ possivel observar que no tempo de 15 min, a
xilotetrose (X4) foi o oligossacarideo onde obteve-se o maior valor de XOS (6,5 mg XOS/g de
residuo), seguido pela xilobiose (X2) (3,8 mg XOS/g de residuo). Por outro lado, a xilohexose (X6)
o menor valor de XOS foi quantificado correspondendo a 1,5 mg XOS/g de residuo. Na condi¢do de
100 bar (Figura 18 B) o X4 foi novamente o XOS de maior valor quantificado (5,6 mg XOS/g de
residuo), seguido do X2 (3,3 mg XOS/g de residuo). Por outro lado, o menor foi o X6 (1,6 mg XOS/g
de residuo).

Na Figura 19 ¢ apresentada a compara¢do de rendimento de xilose ¢ XOS (obtidos do
somatorio de X2-X6) dos licores da cinética no tempo de 2,5 a 15 min em massa acumulada para o

ECM. Os dados sao apresentados para as pressoes de 25 e 100 bar.
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Figura 19 — Comparacao entre os rendimentos de xilose e XOS (somatorio de X2 a X6) obtidos
do ECM a 25 bar (A) e 100 bar (B).
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Fonte: Elaborada pela autora

A 25 bar em (15 min) foi possivel obter um valor de somatério de XOS (X2-X6) de 16,9 mg
XOS/g de residuo que corresponde em rendimento a 82,6 mg XOS/g de xilana (Figura 19 A)
(Equacdo 14). Isso representa uma conversao da hemicelulose de 11,2% de acordo com a Equacdo
15. O valor da xilose (X1) foi de 5,9 mg xilose/g de residuo que corresponde em rendimento a 28,8
mg de xilose/g xilana (Figura 19 A). Para condi¢do de 100 bar em 15 minutos obteve-se 15,6 mg
XOS/g de residuo, que corresponde em rendimento a 76,3 mg XOS/g de xilana (Figura 19 B), isso
representa uma conversao da hemicelulose de 8,9% ( Equagao 15). A xilose (X1) foi de 2,6 mg XOS/g
de residuo que corresponde a 12,7 mg de xilose/g xilana (Figura 19 B).

Portanto, esses resultados demonstram que houve pouca influéncia da pressao na obtengao
de XOS para o ECM, sendo que os valores obtidos no tempo de 15 minutos foram de 16,9 e 15,6 mg
de XOS/g de residuo para 25 e 100 bar, respectivamente. Pressdes menores sao uma vantagem, pois
geram menor gasto energético. Aliado a isso, ndo foram reportados na literatura a utilizacdo do ECM
para a obten¢do de XOS, demonstrando um grande potencial prebidtico nesta matéria prima.

Na Figura 20 sdo apresentados dados de XOS (X2-X6) obtidos nos licores da cinética nos
tempos de 2,5 a 15 min em massa acumulada para o BC nas pressdes de 25 e 100 bar. Os dados

complementares encontram-se nos Apéndice A 7.
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Figura 20 — Identificacdo e quantificacdo de XOS (X2-X6) obtidos do BC a 25 bar (A) e 100 bar
B).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 20 A, ¢ possivel observar que na condi¢do de 25 bar no tempo de 15 min, a
xilotriose (X3) € o oligossacarideo de maior valor (5,9 mg XOS/g), seguido do X2 (5,4 mg XOS/g).
Por outro lado, o menor valor obtido foi o do X6 (1,3 mg XOS/g).

Na Figura 20 B esta representado a condi¢do de 100 bar, no tempo de 15 minutos, o X3 foi
0 XOS de maior valor obtido (7,9 mg XOS/g), seguido do X2 (6,9 mg XOS/g). Por sua vez, X6 foi o
menor XOS obtido (1,9 mg XOS/g). O fato de maiores quantidades de X2 e X3 terem sido obtidos ¢
algo considerado positivo, pois quanto menor o grau de polimerizacdo mais rapido para serem
consumidas pelas bactérias probioticas (AVILA et al., 2020).

Na Figura 21 sdo apresentados a comparagdo de rendimento de xilose e XOS obtidos do
somatorio de X2-X6 obtidos nos licores da cinética no tempo de 2,5 a 15 min em massa acumulada

para o BC. Os dados s3o apresentados para as pressdes de 25 e 100 bar.
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Figura 21 — Comparagao entre os rendimentos de xilose e XOS (somatorio de X2 a X6) obtidos
do BC a 25 bar (A) e 100 bar (B).

125

125

[0 X1 ] XOS (X2-X8) [0 X1 [ XOS (X2-X6)

100 100 -

(mg/g xilana)
&
]
1

o
o
L
o
t=]
1

(mg/g xilana)

25

0 qﬂmﬂﬂ H

0 [ 15

254

.

Tempo (min) Tempo (min)

Massa de xilose e XOS (X2-X6) acumuladas
Massa de xilose e XOS (X2-X6) acumuladas

(A) B)

Fonte: Elaborada pela autora.

O somatoério de XOS obtidos a 25 bar (15 min) foi de 18,2 mg XOS/g de residuo. Isto
corresponde em rendimento a 87,5 mg XOS/g de xilana (Figura 21 A) e representa 10,9% em
conversao da hemicelulose.

Para condi¢cdo de 100 bar (15 min) o somatério de XOS obtidos foram maiores (23,2 mg
XOS/g). Correspondendo em rendimento 111,6 mg XOS/g de xilana (Figura 21 B), que representa a
conversao da hemicelulose de 13,4%. Neste caso, podemos verificar que a pressdo teve uma maior
influéncia na extragdo para esse residuo. Por outro lado, a quantidade de xilose (X1) foi bastante
similar para ambas as pressoes avaliadas (4,6 mg xilose/g) o que corresponde a um rendimento de
aproximadamente 22,1 mg de xilose/g xilana.

Comparando os dois residuos, tem-se um resultado interessante em relacdo aos
oligossacarideos majoritarios, em que X4 aparece em maior concentragao para ECM e X3 para BC.
Muito provavelmente pode-se inferir que a estrutura lignoceluldsica da biomassa responda de formas
diferentes ao mesmo tratamento. De forma geral, os rendimentos encontrados na literatura variam
bastante conforme a biomassa e as condi¢des do tratamento hidrotérmico usados. Alguns trabalhos
avaliaram a partir de uma cinética a influéncia do tempo para obtengdo de XOS. Kim et al., (2016),
utilizaram tratamento hidrotérmico em palha de milho a 180 °C e obtiveram rendimentos de XOS de
9,3 mg XOS/g de residuo em 4 min. Ja com o dobro do tempo obtiveram rendimentos menores (3,3
mg XOS/g de residuo). Singh et al., (2019b), utilizaram a casca da améndoa e, em 180 °C obtiveram
rendimentos de xilobiose de 19 mg XOS/g de residuo, no tempo de 10 min. Por sua vez, em 40 min
ndo houve um aumento relevante no teor desse agticar (22 mg XOS/g de residuo). Esses resultados
demonstraram que se pode obter rendimentos maiores ou similares de XOS em tempos mais curtos.

Sendo uma vantagem a utilizagdo de menores tempos de processo, pois tem-se menor custo energético
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e além disso, evita formacdo de inibidores e xilose, produtos estes que nao sao desejaveis para

obtencdo de XOS (SUREK; BUYUKKILECI, 2017).

4.3 AVALIACAO DA CONVERSAO DA HEMICELULOSE NA CONDICAO DE
PROCESSO ESCOLHIDA

4.3.1 Caracterizacio dos hidrolisados

Apds a avaliagdo do estudo cinético discutido nas secdes anteriores foi realizado a
quantificagdo de XOS na condigdo de processo: 25 bar e 15 min. Estes parametros foram selecionados
baseados nos resultados de oligdmeros (Tabela 5) que representam um potencial de obtengao de XOS.
Verificou-se também, nos graficos de pH e fendlicos (Figura 16 e Figura 17) que a pressdo de 25 bar
foi a condi¢ao na qual ocorreu maior acidificagdo e mais compostos fenolicos totais foram extraidos
para o ECM. Por outro lado, para o BC essas condi¢gdes foram similares a 25 e 100 bar. Para os XOS,
(Figura 19), 25 bar foi a condi¢ao obteve-se maiores rendimentos para o ECM. Ja para o BC, a 100
bar obteve-se rendimento em torno de 20 % maior. Porém, priorizou-se utilizar a menor pressao.

Ao analisarmos o tempo de processo, apds 15 min, os valores de AR, ART e pH tendem a
se manterem constantes. Por essa razao, o tempo de 15 min foi escolhido.

Baseado nestes resultados, a repeti¢do das andlises de AR, ART, pH, CFT e XOS foram
realizadas de forma pontual para a condic¢ao de 25 bar (15 min) para ambos os residuos (ECM e BC)

e estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Comparacao dos resultados das analises quimicas obtidos no estudo cinético e pontual
na condic¢do escolhida (15 min e 25 bar) do tratamento hidrotérmico para 0 ECM e BC.
ECM cinética BC cinética em

- ECM condicao BC condicao
Andlises em massa . massa .
escolhida escolhida
acumulada acumulada

AR (g/100 g) 7,6 +£0,3* 6,5 +0,2% 13,4 +0,5° 9,4+0,1°
ART (g/100 g) 20,6 £0,2° 16,0 £0,1° 21,8 +£0,2° 15,0 £0,7°
pH 3,3+0,2% 34+£04° 4,0+0,1* 3,6 £0,0°
CFT (g/100 g) 1,7+0,0° 2,2+0,0° 1,5+0,0° 1,8+ 0,02
XOS (mg/100 g) 16,9% 19,32 +2,3% 18,2% 13,6 +1,5°

Letras iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenca significativa na mesma amostra (p <0,05).

Fonte: Elaborada pela autora.

E possivel observar na Tabela 6 que ndo houve diferenca significativa entre os valores de
AR, pH e XOS das amostras de ECM para os ensaios da cinética e da melhor condi¢do. J& para ART,

CFT os ensaios diferiram estatisticamente, o que demonstra que utilizando as mesmas condigdes nao
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foi possivel ter reprodutibilidade para estas respostas. Para o BC, todos os itens diferiram
estatisticamente, o que demonstrou a ndo reprodutibilidade dos ensaios.
Na Figura 22 sdo apresentados os rendimentos de xilose (X1), XOS (X2-X6) e XOS totais

(X2-X>6) obtidos na condicao escolhida de 25 bar e 15 min (dados complementares disponiveis no

Apéndice A 8).

Figura 22 — Identificagdo e quantificacdo de XOS (A) e rendimentos comparativos entre xilose €
XOS (totais) (B) obtidos na condi¢do de 180 °C, 15 min e 25 bar dos residuos ECM e BC.
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Fonte: Elaborada pela autora.

E possivel observar que para o ECM, ao somarmos XOS com grau de polimerizagdo entre
2-6, tem-se rendimento de 19,3 mg XOS/g de residuo (Apéndice A 8) (Figura 22 A), proximo ao
resultado obtido da cinética que foi de 16,9 mg XOS/g de residuo. Para o BC foram de 13,6 mg
XOS/g de residuo, enquanto na cinética foi de 18,2 mg XOS/g de residuo, demonstrando que nao
houve reprodutibilidade para esta matéria-prima. Além disso, foi possivel observar que entre os dois
residuos, no ECM houve menor liberacao de xilose (X1) quando comparado com BC, sendo esses
valores 1,8 e 5,2 mg xilose/g residuo, respectivamente. Esses valores representam 8,8 mg xilose/g
xilana e 25,0 mg xilose/g xilana (Equagao 14) (Figura 22 B). Por sua vez, a conversao da hemicelulose
( Equagao 15) foi de 10,3% e 9,0% para o ECM e BC, respectivamente, sendo que foram inferiores
aos valores obtidos da cinética.

Para a quantificagdo de X>6, verificou-se que o valor obtido para o ECM foi maior que o
BC, que corresponderam a 61,2 e 57,0 mg/g residuo, (Figura 22 A) isso representa 30,8% e 29,9%,
respectivamente em conversdo da hemicelulose. Esses resultados, demonstram que esses licores ainda
podem passar por outra etapa de processo, por exemplo a hidrolise enziméatica, que poderiam assim
aumentar o rendimento e a quantidade de XOS com DP entre X2 e X6.

A partir dos rendimentos de XOS totais (que compreende o somatorio de XOS obtido X2-

X>6), obteve-se rendimentos de 80,5 mg XOS/g residuo para o ECM, esse valor em rendimento de
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xilana extraida corresponde a 393,5 mg XOS/g xilana (Figura 22 B), que representa em conversao da
hemicelulose de 40,2%. J& para o BC foi de 70,6 mg XOS/g residuo, o equivalente a 339,5 mg XOS/g
xilana (Figura 22 B), o equivalente em conversdo da hemicelulose de 36,4%.

Esses resultados corroboram aos obtidos por Ren et al., (2018), que utilizaram palha de trigo
e aplicaram o bissulfito de magnésio 3,51% (m/v) como pré-tratamento. Os autores utilizaram as
condi¢des de 180 °C e 60 min e, obtiveram 1,02 g/L como resultado de XOS o que representou 6,12
mg XOS/g residuo.

Avila et al., (2020) utilizaram uma mistura de bagaco e palha de cana e avaliaram a utiliza¢io
dos pré-tratamentos: acido sulftrico a 0,5 % (m/v) e o liquido i6nico. Em seguida, os autores
aplicaram as enzimas a-L-arabinofuranosidase e a endo-1,4-xilanase para avaliar o sinergismo
enzimatico entre elas. Os resultados obtidos ap6s 48 horas de hidrélise demonstraram que a maior
quantidade de X2 e X3 e a maior liberagdo de XOS foram obtidas utilizando o acido sulfirico como
pré-tratamento. Neste caso, o valor obtido de XOS foi de 251,12 mg/L que corresponde 5,02 mg
XOS/g residuo. Ja no pré-tratamento com liquido i6nico, o maior valor de XOS obtido foi de 229,17
mg/L o que representa 4,58 mg XOS/g residuo. Seesuriyachan; Kawee-ai; Chaiyaso, 2017) avaliaram
o efeito do tratamento hidrotérmico no sabugo de milho, na condi¢do de 1 bar a 60 min e obtiveram
11,7 mg XOS/g residuo.

Portanto, este trabalho mostra que o tratamento hidrotérmico ¢ uma tecnologia adequada
para producao de XOS, pois € ecologico, nao utiliza solventes quimicos e a utilizagdo do ECM mostra
um grande potencial para producdo de XOS. Utilizando apenas dgua como solvente foi possivel obter
valores maiores do que os trabalhos citados anteriormente, que por sua vez, também empregaram

enzima para obtengdo de XOS.

4.3.2 Caracterizac¢ido do solido recuperado do tratamento hidrotérmico

Na Tabela 7 sdo apresentadas as composicdes lignocelulosicas do ECM e do BC, referente
a fase solida, recuperadas apds o tratamento hidrotérmico na melhor condig¢dao (180°C, 15 min e 25
bar). De modo comparativo repetiu-se valores obtidos da Tabela 4 referente a composicao in natura

dos residuos.
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Tabela 7 - Analise de composicao lignoceluldsica para amostra do envoltorio do caroco
de manga e bagaco de cana utilizando o tratamento hidrotérmico (180°C, 15 min e 25 bar).

Com([())zl)lente ECM in natura ECM tratado BC in natura BC tratado
Celulose 45,6 £ 0,2 74,5+2.5 36,7+0,7 64,5+24
Hemicelulose 18,3 +0,8 5,8 £0,5 19,4+ 1,0 14,7+ 0,0
Xilose 18,0+ 0,7 51+0,5 18,3+1,4 14,1 +£0,0
Arabinose 0,34+0,0 0,7+0,0 1,0+ 0,0 0,6 +0,0
Lignina 29.4+0,3 253+0,0 28,0 1.4 32,1+1,6
Lignina insoluvel 8,06+0,3 15,1 +0,0 16,2 £ 0,7 18,5+1,1
Lignina soluvel 20,8 +£0,3 99+0,0 11,8 £0,9 13,6 £0,6
Cinzas 0,3+0,0 0,1+0,3 0,3+0,0 0,7+0,3
Extrativos 4,5 - 10,8 -
Total 98,1 105,7 95,2 112,0

Fonte: Elaborada pela autora.

Pode-se observar que o tratamento hidrotérmico teve efeito sobre a composi¢do
lignocelulosica, pois a fragcdo solida do ECM tratado teve seus valores de celulose, hemicelulose e
lignina afetados. Neste caso, as condi¢cdes aplicadas influenciaram fortemente na remog¢do da
hemicelulose, cujo valor obtido na fra¢do foi de 5,8% (tratado), enquanto inicialmente tinha-se 18,3
% (in natura). Isso demonstra, que 68,3% (Equacao 16) da hemicelulose foi para frag¢ao liquida, que
por sua vez, ¢ a fracdo de interesse para obtencdo de XOS. No entanto, para fracdo de celulose
aumentou de 45,6 para 74,5%, indicando que ndo houve despolimeriza¢do dessa fracdo com o
tratamento aplicado. Ja o teor de lignina diminuiu de 29,4 para 25,3%.

Para o BC, como observado na Tabela 7, a fragdao de celulose aumentou de 36,7 (in natura)
para 64,54% (tratado). J4 para a hemicelulose ocorreu a diminuicao de 19,4 (in natura) para 14,7%
(tratado). Isso demonstra, que 24,2% da hemicelulose foi para fragdo liquida indicando uma menor
solubilizacdo da hemicelulose comparado ao ECM. Para a lignina houve um aumento de 28,0 (in
natura) para 32,1% (tratado), esses resultados foram proximos aos encontrados por Bordignon,
(2017) que obteve no bagaco in natura 35,9% de celulose, 19,1 hemicelulose e 21,1% de lignina.
Apos o tratamento hidrotérmico (190 °C e 15 min) o autor obteve 47,1, 16,7 e 22,1% para celulose,
hemicelulose e lignina, respectivamente. A condi¢do aplicada apesar de similar a este trabalho,
mostrou uma menor conversao da hemicelulose (12,56%). Grimaldi, (2013), utilizou o tratamento
hidrotérmico na condig¢do (120°C e 30 min) e obteve na composicdo in natura 44,49% de celulose,
32,77% hemicelulose e 23,77% de lignina, apos o tratamento hidrotérmico a composi¢do do bagaco
de cana tratado foi: 43,81% de celulose, 31,75% de hemicelulose e 23,96% de lignina. Como pode-
se perceber ndo houve grandes alteracdes no teor de hemicelulose, apenas 3,11% foi para fracao
liquida. Esses valores demonstraram uma menor solubiliza¢do da hemicelulose quando comparado a

este trabalho.
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4.4 BALANCO DE MASSA DO PROCESSO

O balango de massa do tratamento hidrotérmico na condi¢do escolhida (15 min e 25 bar)
para os residuos ECM e BC sao apresentados nas Figuras 23 e 24, respectivamente. Utilizou-se a

Equagdo 17 para obtengdo dos valores de xilose e XOS.

Figura 23 — Balango de massa na melhor condi¢do do tratamento no ECM.

sOLIDO Base seca (kg)
64,4 kg
Celulose 47,9+ 1,6 kg
Hemicelulose 3,7+0,3 kg
Lignina 16,3+0,0 kg
ECMin natura  Base seca (kg)
100 kg Tratamento
Celulose 45,6 +0,2 kg - (:‘o'g"’zt;rb";':s ”
Hemicelulose  18,3%0,8 kg min
Lignina 29,4 0,3 kg .
LIQUIDA Base seca (kg)
35,6 kg
XOS (X2-X6) 1,93+0,3 ke
X0S (X=6) 6,12+ 0,3
Xilose (X1) 0,18£0,0 kg

Fonte: Elaborada pela autora.

O valor de entrada no reator foi de 5 g, apos o tratamento hidrotérmico a massa de s6lido
seco recuperado foi de 3,2 gno ECM e 2,9 g no BC. Ja o valor obtido da corrente liquida foi de 1,8
gno ECM e 2,1 g no BC, esses valores serviram como base para obten¢do das correntes solidas e
liquidas para o balango de massa do processo.

Considerando uma base de célculo de 100 kg de residuo do ECM na entrada, foi possivel
obter 64,4 kg na fragdo solida e 35,6 kg da fragdo liquida. A fracdo solida foi enriquecida em celulose
e lignina, cujos valores obtidos foram 47,9 e 16,3 kg, respectivamente. Portanto, sugere-se um
fracionamento subsequente para maior exploracao desse material, pois de acordo com o conceito de
biorrefinaria, € possivel gerar diferentes produtos da mesma biomassa, tornando um ciclo completo
de reaproveitamento desse residuo (CEBREIROS et al., 2020). A fracdo liquida obtida foi
aproximadamente 1,93 kg de XOS (X2-X6) e 6,12 kg de XOS (X>6) que representa uma conversao
da hemicelulose extraida de aproximadamente de 10,3 % e 30,8%, respectivamente, ja a xilose

obteve-se 0,18 kg. Gullon et al., (2018) utilizaram o tratamento hidrotérmico a 180 °C na casca de
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castanha. Os autores obtiveram 58,8 mg de XOS/g residuo que equivale a 5,8 kg de XOS quando um
balango de 100 Kg ¢ realizado.
Na Figura 24 ¢é representado o balango de massa para o BC, na qual considerou-se a mesma

base de calculo anterior, onde a fragao de s6lidos secos recuperados foi 58,2 kg.

Figura 24 — Balang¢o de massa na melhor condi¢ao do tratamento do BC.

SOLIDO Base seca (kg)
58,2 kg
Celulose 37.5-£1.5
Hemicelulose 8,6 +0,0
Lighina 18,7 £0,0
BC in natura Base seca (kg)
100 kg Tratamento
Celulose 36,7 +0,7 hidrotérmico
Hemicelulose 19,4+1,0 1800% lZﬂSi[li)ar &
Lignina 280114
LiQuipA Base seca (kg)
41,8 kg
XOS (X2-X6) 1,36 £0,3
XOS (X>6) 5,70 £ 0,4
Xilose (X1) 0,52+0,1

Fonte: Elaborada pela autora.

Pode-se verificar que foram obtidos 58,2 e 41,8 kg das fragdes de solido e liquido do BC,
respectivamente. Sendo que, 1,36 kg de XOS (X2-X6) e 5,70 kg de XOS (X>6) foram recuperados
na fra¢do liquida em 100 kg de residuo. Em percentual de hemicelulose extraida, isso representa
aproximadamente 9% e 29,9%, respectivamente. Obteve-se 0,52 kg para a xilose. Marcondes, (2018)
utilizou bagago de cana e recuperou 10 kg de XOS da fragao liquida, no entanto, no seu tratamento
hidrotérmico foi adicionado acido sulfrico. Apesar do seu alto rendimento, comparado com este
trabalho, ¢ importante salientar que o autor utilizou um solvente organico, o que ¢ uma desvantagem
para o meio ambiente, pois promove a geragdo de residuos.

Por outro lado, ¢ importante ressaltar que moléculas de DP <20 também sao considerados
XOS (CARVALHO et al., 2013). Este trabalho identificou moléculas com DP X2-X6 e DP X>6.
Assim, ¢ indicado que parte desses oligdmeros com X>6 passem por outra etapa de processo, para
aumentar o rendimento de XOS com menor DP. Portanto, sugere-se o uso de enzimas, pois sabe-se
que a hidrolise enzimadtica, poderia aumentar a conversdo de hemicelulose, consequentemente
aumentando rendimentos de XOS de DP de 2-6. Sendo uma tecnologia ambientalmente correta e
diversos trabalhos apresentam resultados vantajosos. Huang et al., (2017) verificaram que apds a

etapa de hidrolise enzimatica aumentou significativamente a xilobiose e xilotriose. Seesuriyachan;
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Kawee-ai; Chaiyaso, (2017) verificaram que o uso combinado de alta pressao seguida de hidrolise
enzimatica, aumentou significantemente a acessibilidade da endo-xilanase que proporcionou maior

conversdo de xilana em XOS.
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5 CONCLUSAO

Com o estudo cinético determinou-se que a pressao de 25 bar no tempo de 15 min teve
maior influéncia na extragdo de oligdmeros a partir das analises de AR e ART para o ECM e
BC.

No estudo da composi¢do lignoceluldsica foi possivel verificar que a condig¢do
escolhida conseguiu despolimerizar a hemicelulose para fracdo liquida. A fracdo solida
apresentou uma quantidade significativa de celulose e lignina. Portanto, o tratamento
hidrotérmico demonstrou eficiéncia.

O tempo de 15 min foi o tempo de processo escolhido como vidvel para extragdo, pois
depois desse tempo verificou-se uma tendéncia linear, muito provavelmente em fungdo do
limite de extracdo da condi¢do estabelecida. Conclui-se que tempos mais longos que 15 min
nao foram satisfatérios para obtengdo de XOS neste trabalho.

O maximo de XOS com grau de polimerizagdo entre X2-X6 obtidos foi de 19,3 mg
XOS/g residuo no ECM e de 13,6 mg XOS/g residuo no BC. Além disso, foram obtidos 61,2 e
57,0 mg XOS/g residuo com grau de polimerizagao X>6 para ECM e BC, respectivamente. Isso
representa uma conversao da hemicelulose de XOS totais de 40,2% no ECM e 36,4% no BC.
Além disso, foram identificados no ECM e BC diferentes graus de polimerizacao do X2-X6, o
DP X3 foi o maior valor identificado na melhor condi¢do para ambos os residuos sendo que
para o ECM foi de 8 mg XOS/g residuo e de 4,5 mg XOS/g residuo para o BC. Sendo, um grau
de polimerizagdo considerado recomendado para aplicacdo em alimentos e industria
farmaceéutica.

A partir do balango de massa, foi possivel verificar que ao entrar com 100 kg de
biomassa seca obtém-se 1,93 kg de XOS (X2-X6) para o ECM e 1,36 kg para o BC. Portanto,
sugere-se a integragao do processo com o uso de enzimas para aumentar a concentragao de XOS
de baixo grau de polimerizagao, visto que o rendimento de XOS com grau de polimerizagao
maior que 6 foi de 6,12 kg para ECM e 5,70 kg para o BC, que representa uma conversdo de
hemicelulose de aproximadamente de 30,8% e 29,9%, para ECM e BC, respectivamente

Conclui-se que foi possivel obter XOS do ECM, utilizando o tratamento hidrotérmico,
sendo que os resultados foram maiores que do BC. Portanto, essa biomassa mostrou um
potencial para ser explorado, uma vez que nunca foi relatado na literatura sobre obtengdo de

XOS a partir desse residuo e por um processo de extragdo que utiliza somente agua.
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APENDICE

Apéndice A 1 — Curva padrao de glicose
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Fonte: Elaborada pela autora.



Apéndice A 2 — Curva padrdo de compostos fendlicos de acido galico.
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Fonte: Elaborada pela autora.



Apéndice A 3 - Massa acumulada de agtcar redutor no ECM e no BC em 25 e 100 bar.
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g acucar redutor (AR) /100 g de residuo

Pressao (bar) Tempo (min) ECM BC
2,5 2,31 +0,08% 4,78 £0,17°4
5 5,68 0,374 9,48 + 0,60
10 6,92 + 0,284 12,16 + 0,397
25 15 7,62 + 0,334 13,39 + 0,47°°A
20 7,96 + 0,363 14,34 + 0,344
25 8,14 +0,35%4 15,01 + 0,40°*
30 8,31 +0,35%4 15,46 + 0,40%A
2,5 2,21 £0,039 3,90 £ 0,25%
5 5,06 + 0,04 7,40 + 0,208
10 7,88 + 0,28 11,75+ 0,26
100 15 8,56 + 0,35%A 14,32 + 0,19
20 8,90 + 0,372°A 15,41 + 0,254
25 9,11 +0,37*4 16,04 +0,212°4
30 9,29 + 0,37%A 16,52 +0,2124

Fonte: Elaborada pela autora.

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p <0,05).
Letras minusculas comparam entre os tempos da cinética em suas respectivas pressdes

Letras maitisculas comparam entre as pressdes da cinética em seus respectivos residuos (25 e 100 bar).



Apéndice A 4 - Massa acumulada de (ART) no ECM e no BC em 25 e 100 bar.
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g acucar redutor total (ART) /100 g de residuo

Pressao (bar) Tempo (min) ECM BC
2,5 4,96 +0,03% 5,86 + 0,004
5 11,28 £ 0,15 11,78 + 0,00
10 19,90 + 0,199 20,01 + 0,124
25 15 20,36 + 0,19 21,83 0,199
20 21,57 + 0,49 23,47 +0,15%
25 22,49 +0,16* 24,57 0,13
30 23,32+ 0,072 25,45 +0,134
2,5 3,85+£0,07® 5,18 + 0,34
5 10,29 + 0,178 10,26 + 0,509
10 15,36 + 0,269® 18,09 + 0,69
100 15 16,42 £ 0,238 20,69 + 0,874
20 17,24 + 0,248 22,06 + 0,834
25 17,94 + 0,268 23,03 + 0,784
30 18,58 + 0,238 23,86 + 0,78

Fonte: Elaborada pela autora.

Letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa (p <0,05).
Letras minusculas comparam entre os tempos da cinética em suas respectivas pressoes

Letras maitisculas comparam entre as pressdes da cinética em seus respectivos residuos (25 e 100 bar).



Apéndice A 5 - Massa acumulada de CFT no ECM e no BC.
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g2 GAE /100 g de residuo
Pressao (bar) Tempo (min) ECM BC

2,5 0,48 + 0,03™ 0,55 £ 0,0484

5 0,96 + 0,054 1,02 +0,01™®

10 1,41 0,034 1,33+0,01°8

25 15 1,69 + 0,054 1,52 +£0,0148
20 1,88 + 0,064 1,88 £ 0,004

25 2,06 £ 0,064 2,10 £ 0,02%4

30 2,19+ 0,07°4 2,32+0,01*

2,5 0,39 + 0,018 0,56 + 0,002

5 0,71 = 0,00 1,08 £0,02%

10 1,03 +0,01¢B 1,44 +0,02°A

100 15 1,21 + 0,008 1,69 + 0,019
20 1,36+ 0,01°B 1,91 +£0,01°4

25 1,47 +£ 0,008 2,05+0,01%

30 1,55+0,01%8 2,17+0,01%8

Fonte: Elaborada pela autora.

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p <0,05).
Letras minusculas comparam entre os tempos da cinética em suas respectivas pressoes
Letras maitisculas comparam entre as pressdes da cinética (25 e 100 bar).
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Apéndice A 6 — Massa acumulada de agucares (X1-X6) nos hidrolisados obtidos da cinética
no tratamento hidrotérmico do (ECM).

mg/g residuo

Tempo X XO0S
ECM (min) X1 X2 X3 X4 X5 X6 (X2-X6)
2.5 1,1 1,0 0.4 1,8 0,4 0,3 3,9
5 39 1,9 0,7 34 0,7 0,5 7,2
25 bar
10 5,5 2,8 1,5 4,5 1,7 1,2 11,7
15 59 3.8 3,0 6,5 2,1 1,5 16,9
2,5 0,5 0,8 0,6 1,6 0,3 0,3 3,6
5 1,1 1.9 0,8 2,7 0,9 0,7 7,0
100 bar
10 2.4 2.4 1.4 4,0 1,9 1,3 11,0
15 2,6 3,3 2,8 5,6 2,3 1,6 15,6

Fonte: Elaborada pela autora.

Xilose (X1), xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose (X4), xilopentaose (X5), xilohexaose (X6) e os XOS totais sdo o somatorio (X2-X6).
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Apéndice A 7 — Massa acumulada de agucares (X1-X6) nos hidrolisados obtidos da cinética

no tratamento hidrotérmico do (BC).

mg/g residuo

Tempo Y XO0S
BC (min) X1 X2 X3 X4 X5 X6 (X2-X6)
2,5 1,4 1,2 1,0 1,1 0,6 0,2 4,1
5 24 2,2 2,2 2,1 0,9 0,5 7,9
25 bar
10 3,7 4,0 4,3 2,9 1,4 0,9 13,5
15 4,6 5,4 5,9 3,7 1,9 1,3 18,2
2,5 0,8 1,2 1,6 0,9 0,4 0,4 45
5 1.4 2,5 3,3 1,8 0,9 0,7 9,2
100 bar
10 3,5 4.6 5,5 3,1 1,5 1,3 16,0
15 4,6 6,9 7,9 42 2,3 1,9 232

Fonte: Elaborada pela autora.

Xilose (X1), xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose (X4), xilopentaose (X5), xilohexaose (X6) e os XOS totais sdo o somatério (X2-X6).
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Apéndice A 8 — Massa de agucares (X1-X>6), nos hidrolisados obtidos da melhor condigao

(25 bar e 15 min) no tratamento hidrotérmico no (ECM) e no (BC).

mg/g residuo

XO0S

Cl\:r‘:g;";o Residuo X1 X2 X3 X4 X5 X6 (?(ig?) §8§ totais =

¢ (X2-X>6)

25bare1s ECM 18 59 g0 40 26 1.8 193 612 80,5
min

BC 52 30 45 24 17 20 136 570 70,6

Fonte: Elaborada pela autora.

Xilose (X1), xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose (X4), xilopentaose (X5), xilohexaose (X6) e os XOS totais sdo o0 somatorio (X2-X6).
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