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ESTUDO DO HIDROLISADO DE EUCALIPTO EM
DIFERENTES CONCENTRACOES UTILIZANDO
EVAPORACAO A VACUO PARA FINS FERMENTATIVOS

Cavacos de eucalipto da espécie Eucalyptus grandis foram submetidos a hidrélise acida resultando
em um hidrolisado rico em aglcares fermentesciveis. A partir deste hidrolisado estudou-se a
concentracao do mesmo utilizando evaporador a vacuo, bem como o efeito desta concentracao,
nas caracteristicas do hidrolisado. Constatou-se que o teor de xilose (principal acticar) aumentou
proporcionalmente com os fatores de concentracao de 2,5 e 4,5 vezes.
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Summary

Eucalyptus wood chips from the species of Eucalyptus grandis were submitted to acid hydrolysis
obtaining a rich hydrolysate in sugar yeast. From this hydrolysis, it was studied the concentration
of the same by using vacuum evaporator as well as the hydrolysate effect of this concentration
in the characteristics of hydrolysis. It was verified that the content of xyloses (mainly sugar)
increased proportionally with the concentration factors of 2,5 and 4,5 times.
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Introducao

A biomassa lignocelulésica é composta basicamente por
celulose, hemicelulose, lignina e pequenas quantidades de
extrativos e sais minerais (1,2).

A celulose, principal componente da parede celular da fibra
vegetal, € um polimero linear de D-glicose cujas unidades estao
unidas por ligacées B (1-4) com uma estrutura cristalina
altamente ordenada e de alta massa molecular (1,2).

A lignina é composta de um conjunto de polimeros amorfos
reticulares de alta massa molecular, geralmente associado com
a celulose e a hemicelulose, com estrutura quimica fortemente
aromatica, composta por anéis de benzeno que contém grupos
fendlicos livres e metilados (1-3).

As hemiceluloses sdo polimeros ramificados compostos de
polissacarideos de baixa massa molecular, associados a parede
celular das plantas com a celulose e a lignina (4). Sao
heteroglicanos constituidos por relativamente poucos residuos
de acucar, sendo os mais comuns a D-xilose, D-manose, D-
galactose, D-glicose e L-arabinose, que conferem caracteristicas
aos diferentes tipos de hemicelulose como arabinogalactana,
galactoglicomanana, glicomanana e arabinoxilana (4). O principal
componente da fracdo hemicelulésica dos residuos agro-
industriais é a xilana, polimero constituido por unidades de xilose
que pode ser hidrolisada usando acidos minerais (1,2,5). A xilana
possui uma estrutura linear constituida de xilopiranosil unidos
por ligacoes [3 (1-4) que sao encontradas em todas as plantas
terrestres e compreendem a 30% do material da parede celular.

gbmafra@yahoo.com.br

O aproveitamento dos residuos florestais e agro-industriais
como substratos em processos biotecnolégicos para a producgéo
de produtos de alto valor agregado é uma alternativa atrativa e
promissora, uma vés que estes materiais sdo abundantes,
renovaveis e de baixo custo. A bioconversao destes materiais
poliméricos requer um processo que compreende duas etapas:
hidrdlise, acida ou enzimaética, dos polimeros de acglicares em
monossacarideos, seguido de bioconversdo dos monémeros em
um produto de interesse industrial (6).

Visando o aproveitamento do hidrolisado hemicelulésico de
cavacos de eucalipto no processo de bioconversao de xilose a
xilitol, o presente trabalho vem demonstrar os efeitos da
evaporacao a vacuo, nas concentracdes dos diferentes compostos
presentes neste hidrolisado, sobretudo a xilose, para que futuros
estudos demonstrem a influencia da concentracao inicial deste
acucar no processo biotecnolégico de obtencao de xilitol.

Material e Métodos

Hidrdlise 4cida dos cavacos de eucalipto

Os cavacos de eucalipto foram hidrolisados em um reator de
aco de 22dm3 de capacidade util. A hidrélise foi realizada conforme
metodologia estabelecida por Almeida e Silva et.al. (7) de acordo
com as seguintes condigdes: relacdo agua para massa seca de
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madeira igual 1 para 4,5; temperatura de 156°C; tempo de reacéo
de 0,45h e concentracao de 0,35% de acido sulfdrico.

Concentragao

A fim de aumentar o teor de xilose para valores 2,5 e 4,5
vezes maiores que o inicial, o hidrolisado foi concentrado em
evaporador rotatério a vacuo de 4dm3 de capacidade util,
operando a 70°C = 5°C. O hidrolisado concentrado foi
caracterizado quanto a pH, concentracao de aglcares (glicose,
xilose, arabinose), acido acético, furfural, 5-hidroximetilfurfural
e compostos derivados da degradacao da lignina.

Determinacéo do pH

Os valores de pH dos hidrolisados foram determinados em
pHmetro Micronal modelo 374.

Determinagao das concentragées de agucares
e 4cido acético

As concentracdes de agUcares e acido acético foram deter-
minadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
em equipamento Shimadzu-LC-10AD, empregando-se as
seguintes condi¢des: coluna Biorad Aminex HPX-87H (300 x
7,8mm), temperatura da coluna de 45°C, fluxo de eluente igual
a 36cm3.h!, volume da amostra injetada 20udm3. As amostras
foram devidamente diluidas e filtradas em filtro Sepack C18
(Millipore) e o eluente antes do uso, foi filtrado a vacuo em
membrana HAWP 0,45um (Millipore) e em seguida foi dega-
seificado em banho ultra-som (Microsonic SX-50) por 0,25 h.

Determinacéo das concentragées de furfural
e 5- hidroximetilfurfural

As concentragdes de furfural e 5-hidroximetilfurfural nos
hidrolisados foram determinadas por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC) em equipamento Shimadzu-LC-10AD, sob
as seguintes condicées: coluna Hewlett-Packard RP 18
(200mm); temperatura da coluna: 25°C, detector de ultravioleta
SPD-10A UV-VIS; eluente: solugdo de acetronitrila/agua (1:8)
com 1% de acido acético; volume de amostra injetada 20udm3.
As amostras foram diluidas e filtradas a vacuo em membrana
HAWP 0,45um (Millipore). O eluente foi filtrado a vacuo em
membrana GVWP 0,22um (Millipore) e, em seguida,
degaseificado em banho ultra-som (Microsonic SX-50) por 0,25h.

Determinacéao do teor de produtos de
decomposicéao da lignina

O teor dos produtos derivados da decomposicao da lignina foi
analisado através da quantificagao da lignina Klason soltvel em
meio acido, de acordo com metodologia proposta por Rocha (8).

Uma aliquota do hidrolisado foi alcalinizada até pH 12 pela
adicao de NaOH 6M e diluida com agua destilada de forma a se
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obter uma leitura inferior a uma unidade de absorbancia. A
absorbancia desta solucao foi determinada num comprimento
de onda de 280nm utilizando agua destilada como referéncia. A
concentragao de lignina foi calculada por meio da Equacao abaixo,
levando-se em consideracao a normalizacao das concentragoes
em funcao do fator de diluicao utilizado.

Co=4.187x10% (A .- A -3.279x 10*

Onde:

C,. = Concentracao de lignina Klason solivel em meio acido
(g.dm?3)

A c.s0 = absorbancia da solucédo em 280nm

A.pso = C, x€, + C,x¢,; Onde C, C, = Concentracées de
furfural e 5-hidroximetilfurfural determinadas por HPLC; €, €,
= coeficientes de extingédo do furfural (146.85dm3gcm) e
do 5-hidroximetilfurfural (114.00dm3g'cm!), determinados
por espectroscopia UV em 280nm.

PD280)

Resultados e Discussao

No presente trabalho foi obtido o hidrolisado hemicelulésico
de eucalipto conforme metodologia descrita por Almeida e Silva
et al. (7).0 hidrolisado &cido foi concentrado a vacuo 2,5 e 4,5
vezes sua concentracao inicial. As caracteristicas do hidrolisado
original, obtido da fragdo hemicelulésica de eucalipto, bem como
dos hidrolisados concentrados pelos fatores 2,5 e 4,5 estao
apresentados na Tabela 1.

Observa-se na Tabela 1 que a xilose (24,32g.dm?) é o aglcar
predominante no hidrolisado. A glicose (1,53g.dm) e a arabinose
(0,53g.dm3), estao presentes em baixas concentracdes conforme
ja constatado nos hidrolisados hemicelulésicos de eucalipto
(Almeida e Silva et al. (7), Paraj6 et al. (9), Canettieri et al.
(10), Carvalho et al. (11), de bagago de cana-de-agucar [Felipe
et al. (12), Alves (13) e de palha de arroz Roberto et al. (14)].

Tem sido constatado que a predominancia de xilose em relagao
a outros acgucares comumente encontrados nos hidrolisados
hemicelulésicos, em particular a glicose, é uma caracteristica
indesejavel para a bioconversao de xilose a xilitol, uma vez que a
presenca de glicose inibe o metabolismo de xilose pelas leveduras
[Lee et al. (15), Preziosi-Belloy (16), Girio et al. (17)], sendo esta
inibicdo dependente da concentracdo dessa hexose no meio de
fermentacéo [Sugai and Delgenes (18), Felipe (19)].

Pela analise da Tabela 1 verifica-se que, além dos acUcares,
o hidrolisado apresenta um grupo de compostos que tém sido
apontados como inibidores potenciais de metabolismo de
leveduras. Os compostos téxicos caracterizados neste trabalho
foram o furfural, o hidroximetilfurfural, o acido acético, assim
como os compostos aromaticos de baixa massa molar oriundos
da degradacao da lignina e dos extrativos da madeira.

Os teores de acido acético, furfural e 5-hidroximetilfurfural
encontrados no hidrolisado (Tabela 1) sao similares aos valores
obtidos por Almeida e Silva et al. (7) ao submeter cavacos de
eucalipto da mesma espécie a condicdes hidroliticas semelhantes
as utilizadas neste estudo.

Tem sido observado que a concentracdo desses compostos
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Tabela 1. Composicao parcial, em g.dm?3, do
hidrolisado hemiceluléosico de eucalipto obtido por
hidrolise acida, em sua forma original e apos ser
submetido ao processo de concentracao.
Hidrolisado
Original | FC =25 | FC =45
pH 1,80 1,50 1,20
Agucares | Xilose (g.dm) 24,32 64,20 108,40
Glicose (g.dm™) 153 4,03 6,84
Arabinose (g.dm?) 0,53 1,39 2,36
Inibidores | Acido Acético (g.dm?) | 5,90 8,51 9,31
Furfural (g.dm=) 0,54 0,05 0,02
HMF* (g.dm) 0,10 0,24 0,41
CDL** (g.dm?®) 1,41 2,75 478

* 5 — Hidroximetilfurfural.
** Compostos aromaticos derivados da degradacao da
lignina soltvel em 4cido e dos extrativos da madeira.

nos hidrolisados hemicelulésicos varia em funcao do tipo de
material lignocelulésico e das condicdes hidroliticas empregadas
para a extracao da fracdo hemicelulésica [Frazer and MacCaskey
(20), Silva et al. (21), Larson et al. (22)]. Desta forma, tem sido
relatada a presenga de acido acético nos hidrolisados de
diferentes tipos de madeiras em concentracoes na ordem de
12,0g.dm [Tran and Chambers (23)] e 10,0g.dm [Ferrari et
al. (24)] para os hidrolisados de carvalho vermelho até 24,3g.dm-
3 no hidrolisado de eucalipto [Felipe et al. (25)].

Nota-se ainda na Tabela 1 que o hidrolisado obtido contém
um grupo de compostos aromaticos de baixa massa molar.
Conforme relatado por Clark and Mackie (26), a hidrdlise da
fracdo hemicelulésica da madeira promove a solubilizagéo
simultdnea da lignina, o que resulta na formagao destes
compostos. Segundo esses autores, as madeiras duras como o
eucalipto, caracterizam-se por apresentar uma lignina de baixa
massa molar, pouco reativa, o que impede a ocorréncia de reagoes
de condensacdo dos fragmentos de lignina soliveis em meios
acidos, favorecendo-se deste modo, a solubilizagdo de compostos
monoméricos. O teor desses compostos encontrado no hidrolisado
foi similar ao valor encontrado por Canettieri (10) (1,25g.dm3)
no hidrolisado de eucalipto obtido pelo mesmo procedimento de
hidrélise empregado no presente trabalho.

Verifica-se também na Tabela 1 que as condigdes de hidrélise
utilizadas provocaram a degradacao parcial das pentoses e
hexoses, gerando furfural e 5-hidroximetilfurfural em baixas
concentragoes. O teor de furfural obtido nas condicoes do presente
estudo é similar ao valor obtido por Parajé et al. (9), ndo sendo
detectada a presenca de 5-hidroximetilfurfural por esses autores
no hidrolisado de Eucalyptus globulus.

Podemos constatar (Tabela 1) que, ao se concentrar o
hidrolisado, ocorreu um aumento proporcional da concentracao
dos aclcares em funcao do fator de concentracdo (razdo de
volume inicial pelo volume final de hidrolisado), mantendo-se
constante a relagado xilose/glicose (15.9) tanto no hidrolisado
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original quanto nos hidrolisados concentrados. Tem sido
constatado um aumento dessa relagcdo durante o processo de
concentracao a vacuo o qual, segundo Fenguel and Wegeneger
(27), deve-se a degradacao parcial da xilose a furfural durante
este processo, o que no presente trabalho nao ocorreu.

Semelhante aos aglcares, o 5-hidroximetilfurfural teve sua
concentracdao aumentada proporcionalmente aos fatores de
concentracao. Acosta (28), constatou um comportamento similar
ao concentrar hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar trés vezes
de seu volume inicial.

Quanto ao acido acético, verifica-se na Tabela 1 um aumento
de concentracao deste composto, porém de forma néo propor-
cional aos fatores de concentracao utilizados. Conforme estudos
realizados por Rodrigues (29) o baixo pH do hidrolisado (aproxi-
madamente 1,0) favorece a parcial volatilizacdo deste acido que,
nestas condicdes encontra-se sob a forma nao dissociada. O
aumento nao proporcional na concentragao do acido também foi
observado por Paraj6 et al. (30) durante a concentracao de
hidrolisado hemicelulésico de Eucalyptus globulus.

Nota-se na Tabela 1 que o processo de concentragao a vacuo
causou uma reducao substancial da concentracdo furfural em
90% e 96% nos hidrolisado concentrados 2,5 e 4,5 vezes
respectivamente, em relagdo a sua concentragdo no hidrolisado
original. Esse comportamento pode ser atribuido as caracteristicas
fisico-quimicas deste composto que, em condicbes de pressao
reduzida apresenta ponto de ebulicdo de 54-55°C [Perry (31)]1 0
que possibilita a sua remoc¢ao quase total nas condigbes de
temperatura (£70°C) e pressao utilizadas neste trabalho. Uma
reducao consideravel do teor deste composto foi também obser-
vada por Canettieri (10) apés concentrar o hidrolisado de eucalipto
a trés e quatro vezes de sua concentracao inicial de xilose.

Os compostos aromaticos de baixa massa molar (Tabela 1), ndo
aumentaram sua concentracao proporcional aos fatores de
concentracao avaliados. O aumento foi de 72% para o hidrolisado
concentrado 2,5 vezes e de 22% para o hidrolisado concentrado
4,5 vezes. Este comportamento pode ser explicado se levarmos em
consideragao que, além dos compostos oriundos da degradacao da
lignina, o hidrolisado original contém uma variedade de compostos
aromaticos derivados da degradacdo dos extrativos da madeira,
sendo que alguns deles sao volateis e hidrossoltveis [Perry (31)],
pelo que nas condi¢des operacionais do processo de concentragao
a vacuo podem ser arrastados pelo vapor de agua.

Verifica-se ainda na Tabela 1 que o processo de concentracao
a vacuo provocou um decréscimo do pH original de 1,8 para 1,5
no hidrolisado concentrado no nivel minimo de fator de
concentragédo (FC= 2,5) e para 1,2 no hidrolisado concentrado
no nivel maximo do fator de concentracdo (FC= 4,5). Essa
reducao provavelmente estad relacionada com o aumento da
concentragao de ions H* provenientes do H,SO, utilizado na
hidrélise acida dos cavacos de eucalipto [Correa et al. (31)] e
também de &cido acético presente no hidrolisado.

Os resultados deste trabalho demonstram o grande potencial
do hidrolisado hemicelulésico de cavacos de eucalipto como fonte
de carboidratos para processos biotecnolégicos, quando devida-
mente concentrado utilizando evaporacdo a vacuo. O grande
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desafio é a reducao do teor de inibidores a baixos indices. Futuros
estudos deverdo empregar técnicas fisicas e quimicas para reduzir
os valores de concentracdo destes compostos a niveis nao inibito-
rios sem que haja perda substancial de xilose neste hidrolisado.
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