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RESUMO

Este trabalho propde o uso das folhas das plantas da mandioca como meio de
obtencdo de AcuUcares Redutores Totais (ART) para a producdo de etanol de
segunda geracdo. Para tanto, realizaram-se a caracterizacdo da biomassa ao
determinar os teores de cinzas, extrativos e de lignina, o pré-tratamento acido e em
seguida a hidrélise enzimatica. A determinacdo dos Acucares Redutores obtidos
durante o pré-tratamento foi realizado através do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e
por Cromatografia liquida de alta eficiéncia por deteccdo amperométrica pulsada
para os carboidratos. Inicialmente, realizou-se um planejamento experimental a
partir de um Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) para determinar as
condi¢cdes do pré-tratamento. As variaveis independentes estudadas por meio do
DCCR foram as concentracdes de acido sulfurico (1 a 3%) e a carga de solidos (5 a
20%) e a variavel resposta ART. Em seguida, utilizou-se de modelagem estatistica
para calcular os efeitos das variaveis, a elaboracdo dos modelos preditivos e a
ANOVA, sendo que o nivel de confiangca para o modelo é de 95%. Por meio da
analise da superficie de resposta e a curva de contorno, obteve-se o ponto 6timo de
3% H2S04 e 20% de solidos, os quais foram utilizados para a realizagédo de um novo
pré-tratamento na condicdo Otima e em seguida para a hidrolise enzimatica,
determinando-se os ART via metodologia DNS. As concentracdes obtidas de
AcUcares Redutores Totais foram de 55,2g/L para o pré-tratamento acido e de

8,89¢/L para a hidrélise enzimatica.

Palavras-chave: Etanol. Mandioca. Celulose. Hidrdlise. Biocombustiveis.



ABSTRACT

This work proposes the use of cassava leaves as a means of obtaining Total
Reducing Sugars (TRS) for the production of second generation ethanol. For this, the
biomass characterization was performed by determining the ash, extractive and lignin
contents, the acid pretreatment and then the enzymatic hydrolysis. The determination
of reducing sugars obtained during pretreatment was performed by 3,5-dinitrosalicylic
acid (DNS) and by high performance liquid chromatography by pulsed amperometric
detection for carbohydrates. Initially, an experimental design was carried out from a
Central Composite Rotational Design (CCRD) to determine pretreatment conditions.
The independent variables studied by CCRD were sulfuric acid concentrations (1 to
3%) and solids loading (5 to 20%) and the TRS response variable. Then, statistical
modeling was used to calculate the effects of variables, the elaboration of predictive
models and ANOVA, and the confidence level for the model is 95%. Through the
analysis of the response surface and the contour curve, the optimum point of 3%
H2S04 and 20% solids was obtained, which were used to perform a new
pretreatment in the optimal condition and then to enzymatic hydrolysis, determining
the TRS by DNS methodology. The concentrations obtained from Total Reducing

Sugars were 55.2¢g/L for acid pretreatment and 8.89g/L for enzymatic hydrolysis.

Keywords: Ethanol. Cassava. Cellulose. Hydrolysis. Biofuels.
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1 INTRODUCAO

A matriz energética mundial ainda € muito dependente das fontes néo
renovaveis. As fontes como petréleo, gas natural e carvdo compreendem
aproximadamente 81,1% de todo o consumo para obtencdo de energia e apenas
9,8% para as fontes provenientes da biomassa de acordo com a Empresa de
Pesquisa Energética (EPE, 2018).

No Brasil, 0 uso em grande escala do etanol como substituto da gasolina
iniciou-se quando o presidente Geisel anunciou em 1975 a criacdo do Programa
Nacional do Alcool — Pré-alcool, determinando que na composi¢cdo da gasolina
houvesse 20% de alcool, a qual foi atingida em todo territério brasileiro em 1983. No
periodo no qual este programa foi criado, a producdo nacional era de 160 mil barris
de petroleo por dia, o que representava 20% do consumo do produto no Pais,
portanto o consumo de combustiveis provenientes do petroleo era muito dependente
das importacdes brasileiras, que consumia 50% dos recursos em dolares. Os altos
precos do petrdleo juntamente com a expanséo da agricultura e os baixos precos do
acucar, foram os motivadores para a criacao do Pro-alcool (GOLDENBERG, 2008).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em
2019 foram destinadas 9.812.110 hectares para o plantio da cana-de-acucar
referente a safra de 2019. A safra de cana-de-acucar de 2018/2019 resultou em uma
producédo de 33,14 bilhdes de litros de etanol, ou seja, um aumento de 21,7% em
comparagcdo com o periodo anterior, conforme a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2019). As perspectivas para o etanol de acordo com a sua
oferta até o ano de 2030 descrevem uma taxa de crescimento entre 2,9 a 4,8% com
uma variacdo da oferta compreendendo 13,4 bilhdes de litros a 24,7 bilhdes (EPE,
2018).

As pesquisas para a producdo de bicombustiveis provenientes da biomassa,
como etanol de segunda geracdo, estdo se tornando cada vez mais comuns. A
guimica verde esta estimulando a utilizacdo de fontes renovaveis a fim de promover
uma maior sustentabilidade, diminuindo a quantidade de residuos e os impactos
ambientais (VAZ JUNIOR, 2017).

Para a producdo nacional de etanol de segunda geragéo, existem duas
plantas comerciais da Granbio e Raizen e uma em aplicagdo no Centro de

Tecnologia Canavieira (CTC), as quais produzem, respectivamente, 82, 42 e 3
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milhdes de litros por ano e ate o ano de 2030 estima-se que a producdo no Brasil
chegue a 2 bilhdes de litros (EPE, 2018).

Ao reaproveitar a biomassa, podem-se valorizar 0s recursos naturais e
agregar valores aos subprodutos da agroindustria. Essa matéria-prima reduz a
emissao de carbono para a atmosfera quando comparada aos combustiveis fésseis,
diminuindo o efeito estufa e também sédo tidos como ecologicamente favoraveis, uma
vez que liberam 50% menos material particulado e 98% menos enxofre (NUNES et
al., 2013).

A producédo de biocombustiveis pode ser realizada a partir de matérias-primas
de origem vegetal, como plantas (bagaco de cana-de-acucar, palha de milho) e de
origem animal, como o sebo bovino, o qual é utilizado na producdo de biodiesel;
além de outras fontes residuais da industria agropecuaria ou florestal (SIQUEIRA et
al., 2016).

Biomassas provenientes da agricultura da cana-de-acucar, mandioca, milho,
batata; podem disponibilizar carboidratos que podem ser utilizados como fonte de
producédo de energia para biocombustiveis (NUWAMANYA et al.,, 2011). Estudos
recentes buscam uma forma mais coerente para a producdo de etanol de segunda
geracao, dentre eles a utilizacdo de bagaco de laranja (NOGUEIRA, 2016), bagaco
do penduculo de caju (LIMA, 2012) e bagaco de cana-de-acucar (FERREIRA, 2016).

Dentre as mencionadas, a mandioca possui um alto rendimento de
produtividade e facil adaptabilidade em diversos solos, tornando-se assim, um
candidato para a producdo de etanol de segunda geracdo (NUWAMANYA et al.,
2011).

Nas células vegetais, o biopolimero que mais esta presente na parede celular
€ a celulose (Figura 1). Véarios pesquisadores estudam os meios para obtencdo de
etanol a partir da celulose, o qual demanda varios processos, a citar: pré-tratamento
da biomassa, que pode incluir a quebra da parede celular (para um melhor
aproveitamento da celulose disponivel), isolamento dos acUcares e lignina e,
posteriormente, ocorre o processo de fermentacédo (SIQUEIRA et al., 2016).

A necessidade da realizacdo de varios processos para a obtencéo de etanol
de segunda geracdo decorre da alta resisténcia da biomassa lignoceluldsica a
liberagcdo de acucares fermentesciveis originarios com a distribuicdo topoquimica
das estruturas da lignina, hemicelulose e da pouca porosidade da parede celular,

devido ao alto grau de organizacéo dessas estruturas (CARVALHO, 2014).
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O presente trabalho visa estudar a possibilidade de producéo de etanol 2G

proveniente da biomassa adquirida da mandioca.

Figura 1 - Composigéo geral da biomassa lignocelulésica

Cinza, outros (~5%)

Lignina (25%
gnina (25%) Hemicelulose (30%)

Celulose (40%)

Fonte: Adaptado de Xu et al. (2014).
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho € estudar a liberacdo de Agucares Redutores
Totais a partir do pré-tratamento acido e da hidrélise enzimatica nas folhas da

mandioca visando a obtencédo de etanol de segunda geracao.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizacéo fisica e quimica da matéria-prima in-natura;

b) Realizar o planejamento experimental no pré-tratamento para as variaveis
independentes de concentracdo de acido sulfurico (1 a 3%) e a carga de
sélidos (5 a 20%) a fim de estabelecer as melhores condicdes;

c) Proceder com a hidrdlise enzimética a partir da condicdo 6tima prevista
no planejamento experimental para o pré-tratamento, a fim de determinar

0s acucares redutores totais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A perspectiva para a demanda de biocombustiveis no Brasil seré entre 37,4 a
70,7 bilhdes de litros em 2030, ou seja, podendo chegar a 114% acima da producao
de 2018, sendo essa estimativa decorrente de fatores macroecondmicos e politicos.
O crescimento da demanda pode acarretar uma expansao da area plantada da
cana-de-acucar entre 1,2 a 5 milhdes de hectares (ANDRADE JUNIOR et al., 2019).

Estima-se que o potencial para a producao brasileira de etanol de segunda
geracdo de acordo com os tipos de investimentos, como adaptacdo, expansao e
construcdo de novas usinas, terd como resultante a producéo de 6,75 bilhdes de
litros até o ano de 2025 de acordo com United Nations Conference on Trade and
Development (UNCTAD, 2016).

O crescimento de biocombustiveis esta vinculado com as diferentes formas
de obtencdao, utilizacdo e a respectiva tecnologia empregada na matéria-prima para
a conversao final. Sendo assim, podem ser de primeira geracdo quando € realizada
a extracdo direta dos acgUcares e gorduras, de segunda geracdo para a biomassa
lignocelulésica e de terceira geracdo quando algas unicelulares sdo utilizadas
(FERREIRA, 2016).

Neste panorama de producao de etanol de segunda geracéo, de acordo com
Mota e Monteiro (2013), a resisténcia a degradacdo € um fator importante para a
producdo do etanol celulésico, para o qual ha a necessidade de separar e
concentrar as partes constituintes individuais da biomassa, sendo estas a lignina, a
celulose e a hemicelulose.

Os desafios decorrentes da recalcitrancia sdo determinantes para a
competicdo com os combustiveis provenientes do petroleo, a viabilidade econdmica
e a sustentabilidade. Sendo assim, as etapas dos processos devem ser bem
consolidadas a fim de alcancar teores mais altos de etanol e evitar a degradacao por
subprodutos (SCULLY; ORLYGSSON, 2014).

Apés a realizacdo do pré-tratamento, a biomassa ainda pode passar por
processos de hidrdlise utilizando acidos ou enzimas. Os métodos utilizando enzimas
sdo muito promissores, ocasionando na liberacéo de glicose pelas enzimas celulase.
No entanto podem ocorrer interagdes entre as enzimas utilizadas e os componentes
da lignina, tornando o processo improdutivo e dificultando a produgao de etanol na

etapa de fermentacdo, a qual pode ser realizada utilizando uma variedade de
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microorganismos, como por exemplo, a Saccharomyces cerevisiae (HUANG et al.,
2015).

3.1 ASPECTOS GERAIS DA MANDIOCA

De acordo com a classificagdo taxonémica, a mandioca pertence a classe das
Dicotileddneas, a subclasse Archichlamydeae, a ordem Euphorbiables, familia
Euphorbiaceae, tribo Manihotae, género Manihot e espécie Manihot esculenta
Crantz (CENTRO INTERNACIONAL DE AGRICULTURA TROPICAL - CIAT, 1983).

Em torno de 100 espécies foram classificadas quanto ao género Manihot; e o
unico a ser cultivado comercialmente € a Manihot esculenta (Crantz), possuindo
diversos sinbnimos como, yuca, mandioca, tapioca, cassava, dentre outros (CIAT,
1983).

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) possui a sua origem na Ameérica,
podendo ser encontrada desde a Argentina até os Estados unidos. No Brasil ela
teria sido domesticada na regido do Amazonas apOs surgir da area central do
territorio brasileiro e atualmente € cultivada em todo territorio nacional (MORALES,
2015).

De acordo com as pesquisas mais atuais do IBGE, 19.392.827 toneladas na
safra de 2018 e para uma perspectiva de 20.212.143 toneladas para 2019, ou seja,
um acréscimo de 4,2% (IBGE, 2019).

A mandioca pertence a familia Euphobiaceae, a qual compreende também a
mamona e a seringueira. Seu nome provém de origem tupi cuja derivacdo esta
vinculada a palavra manioc, sendo reconhecida como Manihot esculenta Crantz de
acordo com a sua denominacdo cientifica, apresentando cerca de 180 espécies
abrangendo diversos grupos como a mandioca de mesa, mansas, doces e as
mandiocas bravas (SALLA, 2008).

Sua planta é um arbusto perene, possuindo de 5 a 20 raizes tuberosas, cuja
polpa pode possuir cores diversas como branca, creme, amarela, alaranjada ou
rosada, apresentando amidos em seu interior. O caule é ereto, de cor cinza, prata ou
parto-amarelada; as folhas possuem de 3 a 11 |6bulos; com flores e sementes que
contem 6leo (MORALES, 2015).

A Manihot esculenta Crantz € uma espécie vantajosa para o cultivo, pois &

facilmente adaptavel quando introduzida em areas com baixos indices fluviais e
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solos pobres, caracteristica decorrente a perda das suas folhas e o bloqueio dos
estbmatos durante periodos de seca, permitindo que a planta controle a perda de
agua e a continuacao da fotossintese ao absorver diéxido de carbono (MORALES,
2015).

Na Figura 2 é possivel visualizar a regido aérea da planta da mandioca,
sendo que a parte mais utilizada da planta como matéria-prima na industria sdo as
raizes, podendo ser comercializada in natura, pré-cozida ou congelada. As suas
folhas e hastes podem ser empregadas na alimentacdo animal na forma de silagem
ou feno (TIRONI et al., 2015).

No entanto, a parte area da mandioca € pouco aproveitada economicamente,
normalmente sendo descartada apés o plantio (SOARES et al., 2016). Tal
aproveitamento econdmico pode ser alcancado de maneira sustentavel ao interligar
a producdo de energia a producdo de alimentos. Estes meios de subsisténcia
diversificados exigem uma maior compreensdo da sociedade em termos de
consumo de energia e a investigacdo de novas possiveis fontes de energia a partir
de recursos disponiveis. Diante disso, as areas nao comestiveis da mandioca
podem desempenhar um papel significativo na producdo de energia, uma vez que
produzem quantidades relativamente elevadas de biomassa, os quais podem ser
utilizados como fonte de matéria lignocelulésica para a geracdo de etanol
(NUWAMANYA et al., 2011).

Figura 2 - Regido aérea da planta da mandioca

Fonte: CIAT (1983, p. 10).
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3.1.1 Folhas da Mandioca

As Euphorbiaceae apresentam com maior diversidade nos tropicos através do
globo terrestre, possuindo 307 géneros em torno de 7.500 espécies dos quais 72
géneros e 1.100 espécies estdo presentes no Brasil em diferentes biomas
(RODRIGUES, 2007).

Assim como em outras plantas, as folhas da mandioca s&o organismos nos
quais a radiacao solar € transformada em energia quimica, sendo o total de folhas
produzidas, a longevidade e a taxa de producédo, dependentes das condi¢cdes do
meio ambiente. A formacao foliar inicia-se nos peciolos, sendo laminada e dividida
em l6bulos variaveis em tamanho e comprimento e com cores roxas, verde escuro
ou verde claro (CIAT, 1983).

As folhas também possuem diferentes variedades, assim como com a idade
da planta, sendo maiores no quarto més apos o plantio. A taxa de crescimento foliar
esta intimamente relacionada com a produtividade, sendo a area foliar individual em
torno de 50 a 600 cm? e a area foliar total 1,24 a 3,38 m? (ALVES, 2006).

Ha poucas pesquisas relacionadas a quantificacdo de carboidratos presentes
nas folhas de mandioca, sendo mais comuns estudos publicados sobre a
caracterizacao protéica e sua possivel utilizacdo como complemento alimentar na
pecuaria e no combate a desnutricdo humana. Apesar do alto descarte desse
material, € possivel a sua utilizacdo sustentavel tanto para a alimentacdo humana
guanto a possivel producao de energia.

O artigo de Ortega-Flores (2003) demonstrou a composicao de carboidratos
presentes nas folhas de mandioca desidratadas em 10,069/100g e Bohnenberger
(2008) descreveu o teor de cinzas de 4,62 a 8,3 g/100g de matéria seca.

Fonseca (1996) ao estudar sobre cinco cultivares de mandioca obteve em
seus resultados valores para os acucares redutores variaveis entre 11,3 a 13,3g/kg
de folhas desidratadas.

Os acucares redutores sdo monossacarideos, por exemplo, a glicose e a
frutose, os quais apresentam grupos carbonilicos e cetbnicos livres, podendo ser
oxidados através de agentes oxidantes em meio as solugfes alcalinas (SILVA et al.,
2003). Essa oxidacdo pode ser realizada por fons clpricos (Cu?*) ou por férricos
(Fe**) onde o grupo carbonila é oxidado em uma carboxila e o ion clprico reduzido a
cuproso (FRANCISCO JUNIOR, 2008).
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Um estudo realizado por Nuwamanya et al. (2011) para obtenc&o de aglcares
redutores a partir da planta da mandioca por meio de hidrélises com HCI, NaOH e
enzimas (celulase), as quais ocorreram de forma Unica e separadas sem realizar um
pré-tratamento nas folhas, apresentou valores de acuUcares fermentesciveis de 20%
para a hidrélise em meio alcalino, 18 e 2% para a hidrdlise acida e enzimatica,
respectivamente. Demonstrou também que ao fim de 5 horas, os valores obtidos
para as hidrélises com &cido cloridrico e hidroxido de soédio, podem ser
proporcionais.

Ao fazer a caracterizacdo quimica da farinha das folhas de mandioca,

Trombini e Leonel (2017) obtiveram 22,279/100g de carboidratos totais.

3.2 COMPOSICAO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

3.2.1 Celulose

A celulose € um biopolimero encontrado nos vegetais, sendo o polissacarideo
mais abundante do mundo, compreendendo, aproximadamente, 40% da parede
celular vegetal. Constituida de cadeias de unidades repetidas (monémeros) de D-
glicose (CsH1206), unidas por ligagbes B(1->4), gerando um polimero linear e ndo
ramificado. Os mondémeros sofrem um giro de 180° em relacdo ao mondmero
anterior, favorecendo a formacéo de um grande numero de pontes de hidrogénio em
suas cadeias dispostas entre si (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2000).

A unidade repetitiva da celulose € denominada celobiose, a qual possui
hidroxilas que formam interacGes de ligacdes de hidrogénio intra e intermolecular.
Essas ligacdes promovem a formacdo de cristais, tornando a celulose insolivel em
agua e em solventes organicos (SILVA et al., 2009).

A celulose (Figura 3) é um componente importante na composicao da parede
celular vegetal. Primeiramente as moléculas de celulose se interligam entre si
linearmente formando as microfibrilas. Em seguida, as microfibrilas se entrelacam
dando origem as fibrilas de celulose. Por fim, as fibrilas formam um sistema
constituido por uma matriz amorfa, formada por hemicelulose, pectinas e lignina,
dando origem a estrutura lignocelulésica (MELEIRO, 2017).

As regibes que possuem uma ordem dentro das microfibrilas, sao

denominadas regides cristalinas e as regides que possuem um grau de organizagao
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menor, sdo denominadas amorfas, podendo ocorrer estas configuragdes de regides
em proporc¢des caracteristicas em celuloses de diferentes origens, onde o ataque
enzimatico pode ser preferencial em um dos tipos de estrutura (RABELO, 2010).

Quando colocadas em contato com a agua e certos tipos de solventes
organicos, as fibras de celulose sofrem intumescimento, em que sua extensao pode
ser intercristalino ou intracristalino. No intumescimento intercristalino, as regioes
amorfas da microfibrila sédo penetradas pelo agente intumescedor, sendo um
exemplo neste caso, é o inchamento da celulose em dgua (RABELO, 2010).

O intumescimento intracristalino, as regides cristalinas das microfribilas séao
penetradas pelo agente, o qual pode ser realizado por solu¢cdes concentradas de
acidos e bases fortes e por solu¢des de alguns sais (RABELO, 2010).

Essas ligacoes também fazem com que a celulose seja altamente resistente a
hidrolise acida, alcalina ou enzimatica, sendo entdo a principal influéncia sobre as

propriedades fisicas da mesma (SANTOS et al., 2012).

Figura 3 - Estrutura da celulose
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Fonte: MELEIRO (2017. p. 27).
3.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose € um dos constituintes da parede celular vegetal, possuindo
cadeias ramificadas com polimeros de cadeia curta, podendo variar de acordo com a
espécie da planta. Juntamente com a lignina, formam estruturas hemicelulose-
lignina por meio de ligacBes covalentes (ZHANG et al., 2015).

Na parede celular dos vegetais, cerca de 30% referem-se a hemicelulose,

portanto, € um polissacarideo muito abundante na natureza (RABELO, 2010).
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Quimicamente, a fragcdo hemiceluldsica (Figura 4) é constituida principalmente
por polimeros de xilana, provenientes de unidades de xilose, e que séo facilmente
hidrolisadas por acidos minerais. Nas suas cadeias podem ocorrer substituicdes em
algumas ramificacdes por grupos de 4-O-metilglucurémico, &cido glucurémico, acetil
e arabinose. Esses grupos substituidos dependem dos materiais encontrados na
natureza, por exemplo, a substituicdo por meio de arabinose é encontrada em
madeiras de coniferas e os grupos de &cidos glucurdbmicos sdo encontrados em
madeiras folhosas (BRAGATTO, 2010).

A constituicdo por diferentes unidades de aclcares nas suas cadeias curtas e
ramificadas é a caracteristica que diferem as hemiceluloses da celulose (RABELO,
2010).

Devido a sua maior acessibilidade por acidos minerais, a hemicelulose é mais
susceptivel a hidrdlise acida (SANTOS et al., 2012).

Figura 4 — Representacao estrutural da hemicelulose

Fonte: SANTOS et al. (2012, p. 1005).

3.2.3 Lignina

A lignina é um dos principais componentes da parede celular vegetal. A sua
importancia esta vinculada ao transporte de agua e nutrientes, além de conferir
resisténcia mecanica aos vegetais e impedir contra ataques de microrganismos
(SALIBA et al., 2001), podendo ser encontrada na lamela média e também na
parede secundaria (NOGUEIRA, 2016).

Constituida por trés diferentes unidades de fenilpropanos, alcool p-cumarilico,
alcool coferilico e alcool sinapilico (Figura 5), podendo haver variagdo na
composicao e organizacao dos constituintes da lignina de uma espécie, dependendo

da matriz de celulose-hemicelulose (SANTOS et al.,, 2012). Estas unidades



23

determinam a solubilidade da lignina em meios &cidos, neutros ou alcalinos, no
entanto, sua solubilidade também depende das condigbes empregadas na hidrolise.
A caracteristica hidrofobica da estrutura tridimensional esta relacionada as ligacfes
da lignina com éster, a qual representa 2/3 das ligacbes; éter e carbono-carbono
(BRAGATTO, 2010).

Figura 5 - Constituintes da lignina
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Fonte: BRAGATTO (2010, p. 34).

A formacédo da lignina nas plantas esta intimamente ligada pela falta de um
sistema excretério, surgindo entdo, de um mecanismo de desintoxicacdo de
substancias fendlicas, as quais reagem entre si por via metabodlica (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2000).

3.2.4 Outros componentes e extrativos

Os extrativos sdo substancias que ndo fazem parte da parede celular, os
guais podem ser extraidos por solventes polares e nao polares (BARBOSA, 2015). A
concentracdo e o tipo de extrativo variam significativamente através das espécies,
podendo ser encontrados de 3 a 10% nas madeiras folhosas e de 5 a 8% nas
coniferas. Ha& também variacdes nos diversos tecidos do corpo vegetal; as cascas
da maioria das espécies arbdreas contem maiores concentracfes de extrativos do
gue a madeira (BRAGATTO, 2010).

Dentro dos compostos pertencentes a este grupo, incluem gorduras, acidos
graxos, alcodis, hidrocarbonetos, proteinas, flavondides e fendis (LIMA, 2012;

MARABEZI, 2009). Esses componentes podem acarretar alguns problemas ao
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processar a celulose, ocorrendo o seu acumulo nos equipamentos a partir do
fracionamento da biomassa de acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria (EMBRAPA, 2010).

As cinzas, residuos inorganicos, carbonatos alcalinos, alcalinos terrosos e
oxalatos, assim como as suas devidas proporcbes referente a espécie, idade,
condicdes de crescimento, constituem as fragcbes ndo extraidas via utilizacdo de
solventes. No entanto, podem ser mensurados a partir da queima da biomassa em
altas temperaturas, representando aproximadamente 2% do peso seco das
madeiras (RABELO, 2010).

3.3 PRE-TRATAMENTO DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

O pré-tratamento da biomassa é uma etapa de extrema importancia, pois as
problematicas envolvidas no processo de obtencdo de agUcares estdo intimamente
interligados aos desafios técnicos referentes a recalcitrancia da matéria-prima, ou
seja, a sua resisténcia a degradacao (MOTA; MONTEIRO, 2013).

O objetivo dessa etapa € fornecer carboidratos com a liberacdo de acucares
na fracao liquida obtida, requerer uma demanda energética baixa, diminuir 0s custos
dos investimentos operacionais (SANTOS et al., 2012), fornecer um substrato mais
acessivel as enzimas utilizadas na etapa de hidrélise enzimatica, evitar a formacao
de subprodutos e compostos inibidores nas etapas posteriores (MORI, 2015), por
exemplo, a formacédo de furfural e hidroximetilfurfural pode acarretar a diminuicdo da
producdo de etanol e causar danos moleculares nas leveduras (SANTOS et al.,
2016). Portanto, considera-se o pré-tratamento uma etapa de operacao unitaria
fundamental para a conversdo de materiais lignocelulésicos em etanol (MEDINA,
2013).

Basicamente, 0s processos de pré-tratamento podem ser:

Fisicos: este método utiliza-se da moagem para obter uma reducédo
granulométrica da biomassa lignoceluldsica bruta. Com isso, aumenta-se a area
superficial e também reduz a cristalinidade da celulose (BRAGATTO, 2010). Como
exemplos de moagem destacam-se a moagem Umida, moagem a seco, moagem por
compressdo ou no moinho de bolas vibratério (MORI, 2015). No entanto, para
realizar a moagem de materiais lignocelulésicos, sdo necessarios equipamentos que

consomem valores altos de energia (BRAGATTO, 2010).
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Quimicos e Fisico-quimicos: um método muito utilizado para o pré-tratamento
de materiais lignocelulésicos € o de explosdo a vapor, o qual consiste em um
tratamento utilizando vapor com alta presséo, ocasionando no aumento da superficie
de contato e na degradacdo da hemicelulose e da lignina, sendo possivel a
utilizacdo de alguns catalisadores como &cido sulfarico, sulfatos ou diéxido de
carbono (BRAGATTO, 2010).

Outros métodos comumente utilizados séo os que utilizam reagentes como
hidréxido de sédio, utilizado para a extracdo da lignina na parede celular vegetal,
acido perclorico, acido peracético, acido sulfarico, fosférico e cloridrico, utilizados
para a extracdo da hemicelulose, e solventes organicos (MORI, 2015). Ao utilizar
acidos inorganicos, dentre eles o acido sulfurico, e por meio de altas temperaturas,
ocorre a hidrolise da hemicelulose com a liberacédo de hexoses e pentoses, contudo,
podem surgir furfural e hidroximetilfurfural na fracéo liquida apos o pré-tratamento e
necessita-se de equipamentos resistentes a corrosao (SANTOS et al., 2016).

Biologicos: esta etapa do processo consiste em utilizar fungos de degradacao
para a decomposicdo da biomassa lignocelulésica, os quais podem ser de
degradacédo branca, parda e branda, ocasionando a decomposicédo e liberando a
celulose para a subsequente etapa de hidrélise enzimatica (MORI, 2015). Dentre os
fungos mais utilizados, encontram-se os Pleurorus, Pycnoporus, Ishcnoderma e o
Phlebia, os quais sdo conhecidos como bolor branco, causando a deslignificacéo e a
reducédo da polimerizacao da celulose e hemicelulose (RABELO, 2010).

Com a separacao dos componentes presentes na parede celular, podem-se
obter compostos organicos de valor econdmico, além dos comumente estudados
como aguUcares e alcoois, podem ser obtidos também acidos organicos, furfural,

fendis e outros compostos aromaticos (MORI, 2015).

3.3.1 Pré-tratamento acido da biomassa lignocelulésica

Os pré-tratamentos com acidos podem ser realizados utilizando temperaturas
baixas ou elevadas para que ocorra a solubilizacdo da fracdo hemicelulésica,
promovendo um acesso mais eficaz a celulose através das enzimas na etapa
posterior. Ao ser realizado em altas temperaturas e baixa concentracdo &cida,

caracterizar-se-a como um pré-tratamento com acido diluido. Porém, caso seja
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realizado a temperaturas baixas e com alta concentragdo acida, entende-se como
uma pré-tratamento com acido concentrado (MARQUES, 2016).

O pré-tratamento mais realizado utiliza o acido sulftrico diluido, embora
existam pesquisas com uma variedade de acidos (cloridrico, fosférico, nitrico,
acético), sendo comumente empregado por ser um acido barato e que apresenta
bons resultados. Este método decorre do alto grau de solubilizacdo e recuperacao
das hemiceluloses melhorando a etapa subseqiente de hidrélise enzimatica
(GAMBARATO, 2014).

Os teores de lignina e hemicelulose em uma biomassa lignocelulésica
dependem de fatores como a espécie da planta e idade, portanto ndo ha um método
singular para os varios materiais lignocelulésicos. Utilizando-se do método com
acido diluido, acorre a hidrélise da fracdo hemicelulésica, solubilizando-a
diretamente em agucares fermentesciveis (FREITAS, 2016).

As porcbes dos componentes da biomassa se comportam de formas
diferentes em meio acido. Com os acucares, ocorrem 0s rompimentos das ligacoes
glicosidicas iniciando-se na interacdo do acido com o oxigénio glicosidico, este
interigado nas duas unidades de acucar, formando um &cido conjugado.
Posteriormente ha uma clivagem da ligacdo C-O formando um carbocation ciclico, o
gual em seguida se torna estavel apdés a insercdo de uma molécula de agua
(CANDIDO, 2011).

No processo de hidrolise, os furanos sdo hidrolisados mais rapidamente
devido a sua conformacao das unidades nos anéis dos atomos quando comparados
aos anéis piranosidicos livres de tensédo. Isso faz com que as hemiceluloses sejam
hidrolisadas bem mais rapidamente em meio acido do que a celulose (CANDIDO,
2011). Com este processo ha formacdo de xilose provenientes da xilana. No
entanto, alguns subprodutos também podem ser obtidos nesta etapa tanto para as
hemiceluloses, formando furfural e acidos urénicos, acidos etanodico e metandico, e
enquanto para a celulose podem ocorrer a formacdo de subprodutos a partir da
glicose hidrolisada da matriz, como &cido levulinico, hidroximetilfurfural e &cido
férmico, os quais, em ambos o0s casos, podem inibir processos fermentativos ao
prejudicar o crescimento de microrganismos (PIETROBON, 2008).

A lignina € degradada por meio de reacdes de substituicdo e rompimento de

ligacbes, podendo ser acompanhada por rea¢gfes de condensagao, as quais podem
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ocorrer ao nivel da cadeia propéanica lateral, no anel aromatico, no grupo metoxila e
nas hidroxilas fendlicas (CANDIDO, 2011).

3.4 HIDROLISE DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Atualmente sdo realizadas trés técnicas principais para a sacarificacdo da
celulose, as quais utilizam acido concentrado, acido diluido e enzimas para realizar a
hidrélise, assim como os métodos que envolvam transformacgdes termoquimicas e
fluidos sub e supercriticos (LACERDA, 2012).

A hidrdlise realizada com &cido concentrado é feita com temperaturas mais
brandas, em torno de 30°C, possui a vantagem de grandes liberacbes de hexoses e
pentoses, no entanto a sua desvantagem estd na demanda de energia para a
recuperacdo dos acidos utilizados, tornando-a muito cara e também por necessitar
de equipamentos resistentes a corrosao. Ao utilizar um acido diluido e temperaturas
mais elevadas, os acuUcares sao liberados no meio reacional, no entanto podem
ocorrer a formacao de sub-produtos (OGEDA; PETRI, 2010).

A hidrolise feita a partir de enzimas, foco deste trabalho, é feita utilizando as
celulases, as quais reduzem a formacdo de subprodutos indesejados durante a
reacdo, evitando a degradacédo da glicose por ser seletiva. No entanto, seu uso
requer alguns cuidados, pois sdo sensiveis e possuem um alto custo, apesar de

serem operadas em condi¢cdes brandas de presséao, temperatura e pH (MORI, 2015).

3.4.1 Hidrélise enzimatica

A utilizacdo das enzimas para promover a ruptura das ligacdes glicosidicas
presentes na matriz lignocelulgsica, a fim de promover a liberacdo de monémeros, é
uma técnica utilizada visando um maior rendimento do processo e uma menor
geracao de produtos indesejaveis (COSTA, 2016).

Para a realizacdo desse procedimento, podem ser utilizadas trés classes
principais de celulases: as exoglucanases, as endoglucanases e as B-glicosidases.
Essas enzimas possuem um melhor rendimento quando atuam sinergicamente, ou
seja, em conjunto, em vez de atuarem isoladamente (CASTRO; PEREIRA JUNIOR,
2009). Este processo consiste na liberacdo dos mondmeros que constituem a

celulose a partir da atuacéo nas fibras. Por ser uma regido muito heterogénea, a
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qual apresenta regides ordenadas constituidas por ligacdes de hidrogénio intra e
intermolecular e por regides amorfas, necessita-se de varias atividades especificas e
coordenadas para que a maior parte do carboidrato seja hidrolisado (FREITAS,
2016).

As endoglucanases tornam a fibra lignocelulésica mais exposta ao realizar
uma clivagem das ligagdes glicosidicas internas, sendo assim, elas reduzem o grau
de polimerizacdo da fibra ao gerar regibes amorfas, melhorando a acdo de enzimas
por ndo possuirem pontes de hidrogénio tao fortes, e liberando oligossacarideos,
alem de terminais redutores e ndo redutores. As celulases que atuam nas regioes
externas sdo denominadas exoglucanases, as quais realizam uma ruptura fisica do
substrato, a desestratificacdo da estrutura fibrilar e um aumento das regides
amorfas, tendo como produto a celobiose. Por fim, a celobiose é hidrolisada em
glicose através da agédo da enzima B-glicosidases (SANTOS, 2015).

Ha também a utilizacdo da xilanase para converter os xilooligdmeros, pois
esses inibem de maneira mais fraca a hidrélise. Essa enzima obtida, por exemplo,
através do fungo Thermomyces lanuginosus, podera melhorar a eficiéncia da etapa
de hidrélise no meio reacional (MORI, 2015).

No entanto a hidrdlise enzimatica pode ser afetada por algumas variaveis, as
guais sao mais representativas na caracteristica da supra-estrutura e na arquitetura
da matriz lignocelulésica. A remocdo das estruturas de hemicelulose e lignina
presentes na parede celular que recobrem as cadeias de celulose sdo determinantes
para uma boa eficiéncia na etapa de hidrolise enzimatica da celulose (SANTOS,
2015).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIA-PRIMA

A coleta das folhas de mandioca foi realizada nos meses de Dezembro de
2017 e Janeiro de 2018 em plantios de fazendas localizadas em Bom Jesus do
Oeste, distrito pertencente a Conceicéo da Aparecida.

Para a caracterizacdo das amostras, utilizou-se do laboratério do Instituto de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade Federal de Alfenas, localizado em Pocos de
Caldas-MG.

4.2 CARACTERIZAQAO DA MATERIA-PRIMA
4.2.1 Determinacao da umidade

Inicialmente ap0ds a coleta, as amostras foram secas até massa constante em
estufa a uma temperatura de 60°C com o objetivo de evitar o surgimento de fungos e
degradacao por outros microorganismos. Em seguida as amostras foram trituradas
utilizando um mixer da marca Sugar para aumentar a superficie de contato.

Posteriormente, separaram-se as amostras em triplicatas para determinar o
teor de umidade, onde pesou-se 1g da amostra em cadinhos, previamente pesados,
os quais foram colocados em estufa de marca Nova Etica por 24h a 60°C.

Apdés o término do periodo em que estavam na estufa, as amostras foram
retiradas e colocadas em um dessecador para esfriarem, repetindo o procedimento
durante 1 hora até que o0 peso das amostras se tornasse constante por meio da

Equacéo 1.

M3-M1
M2-M1

Umidade % = (1 ) X100 1)
Sendo:

M1 a massa do cadinho vazio (Q);

M2 a massa do cadinho contendo a biomassa Umida;

M3 a massa do cadinho contendo a biomassa seca.
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4.2.2 Determinagdo granulométrica

A fim de determinar o tamanho das particulas na biomassa, seguiu-se o
procedimento do Laboratério Nacional de Energia Renovavel (NREL — National
Renewable Energy Laboratory) para a determinacdo do tamanho das particulas da
biomassa. No entanto, apesar do procedimento descrever o uso das peneiras de
acordo com o mesh de 12,16, 24, 32, 42, 60 e 80, as Unicas peneiras disponiveis
para a realizacdo do procedimento eram as de 10, 14, 20, 35, 42, 60 e 80 mesh,
sendo estas as utilizadas durante o experimento.

Para a realizacdo do procedimento, 80g das folhas de mandioca foram
previamente trituradas em um mixer e depois inseridas na primeira bandeja, sendo a
ordem das mesmas, comec¢ando pela bandeja inferior de 80, 60, 42, 35, 20, 14, e 10,
permanecendo no agitador durante 15 minutos. Para a determinagdo da fracao

retida nas peneiras, utilizou-se da Equagéao 2.
~ My
Fracaoy % = . X 100 (2)
T

Sendo:
Mn: massa (g) retida da biomassa pela peneira N (N compreendendo a
respectiva bandeja);

Mt: massa total.

Embora a realizacdo desta metodologia, optou-se por usar toda a biomassa

sem distin¢do do tamanho das particulas.
4.2.3 Determinacao de cinzas

A fim de determinar o teor de cinzas, utilizou-se o método padrdo do NREL,
com o objetivo de avaliar o material inorganico na biomassa, estrutural ou extraivel,
como parte da composicao total.

Inicialmente, pesou-se 1,00+0,001g em triplicata das amostras secas a 105°C

em cadinhos de porcelana previamente calcinados e tarados. Em seguida, a
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biomassa foi inserida em forno mufla a 400°C durante 1 hora e ap0s este periodo, a
temperatura foi elevada para 800°C, permanecendo durante 2 horas neste valor.

Ao término deste periodo, os cadinhos foram resfriados em um dessecador e
posteriormente foram pesadas para a realizacdo do calculo do teor de cinzas
descrito na Equacao 3.

M3-M1

inzas 9 =(
Cinzas % M2-M1

) X 100 3)
Sendo:

M1 massa do cadinho calcinado vazio (g);

M2 a massa do cadinho contendo a biomassa seca a 105 °C;

M3 a massa do cadinho contendo as cinzas.
4.2.4 Determinagédo dos extrativos

A determinacdo dos extrativos foi fundamentada no procedimento padrao do
Laboratério Nacional de Energia Renovavel (NREL — National Renewable Energy
Laboratory), a fim de quantificar os extrativos para a posterior caracterizacao
guimica da biomassa e retirar o material ndo estrutural antes da quantificacdo da
lignina e dos carboidratos para que ndo haja interferéncia nestas etapas analiticas.

Antes de realizar o procedimento, foi determinado o teor de umidade das
amostras de folha de mandioca como descrito anteriormente. Adicionou-se
aproximadamente 4,00g da amostra em cartuchos de extracdo, os quais foram
levados até o extrator e inseridos no tubo de extracdo do Soxhlet. Nos bal6es do
extrator, foram inseridos 200 mL de agua destilada e em seguida iniciou-se 0
aquecimento. A extracdo ocorreu até que o solvente em torno do cartucho se
tornasse incolor.

Na etapa subsequiente, realizou-se 0 mesmo procedimento com as amostras,
porém a extracao foi realizada com alcool etilico até que todo o solvente ao redor do
cartucho se tornasse incolor.

Finalizado o procedimento de extragdo, os solidos foram transferidos e
lavados com 100 mL de etanol, filtrados a vacuo, secos em estufa a 105°C e seus

pesos foram avaliados até atingirem massa constante.
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A determinacéo de extrativos é realizada através da seguinte Equacéao 4.

Extrativos % = (%) X100 (4)

Sendo:
M1: massa da biomassa seca (g);

M2: massa da amostra sem extrativos (Q).
4.2.5 Determinagéo da lignina

Para a realizacéo da determinacao de lignina das folhas da mandioca, seguiu-
se o procedimento do NREL, realizando uma hidrolise em duas fases, a inicial onde
foram pesados 0,3g de biomassa livre de extrativos em tubos de ensaio, nos quais
foram também inseridos 3mL de &cido sulfurico com concentragdo de 72%. Em
seguida, os tubos foram vedados com Parafim® e entdo incubados em banho
termostatico a 30°C durante 1 hora e homogeneizadas em intervalos de 10 minutos
por meio de um bastdo de vidro. Ao cessar esta hidrdlise, todo contetudo presente
nos tubos de ensaio foram transferidos para um frasco reagente de 250mL, com
tampas e anel de vedacdo, no qual adicionaram-se 84mL de agua destilada,
obtendo uma concentracao final de 4% e levados a autoclave a uma temperatura de
121°C durante 1 hora. Apés o término da hidrolise, o material contido no interior dos
frascos foi filtrado em papel filtro qualitativo previamente tarado e a fase liquida foi
retirada para analise de lignina soluvel.

O teor de lignina é determinado através da Equacao 5.

Lignina % = Lignina i,sopiwert% + Lignina soigper % (5)
4.2.5.1 Lignina insoluvel

Apés realizar a filtracdo, todo material retido foi lavado para a sua
neutralizacdo utilizando-se 1,5L de agua deionizada, sendo depois levado a uma

estufa a 105°C até massa constante. Em seguida, a fracdo da biomassa retida no

papel filtro foi levada ao forno mufla a 400°C durante 1 hora e a 800°C por mais 2
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horas. O céalculo do conteudo de lignina insoltvel foi realizado pela diferenca entre o
peso do material insolivel que permaneceu no papel filtro e o contetdo de cinzas da
biomassa. A massa foi analisada durante cada processo em uma balanca analitica e
o teor de lignina insoluvel presente nos residuos foi calcula a partir da seguinte
Equacéo 6.

M1-MPF

% x100) — Cinzas 11(%) (6)

Ligninamsotave1% = (

Sendo:

M1: massa do papel filtro mais a lignina insolGvel depois da secagem (Q);

MPF: massa do papel de filtro (g);

MO: massa inicial da amostra (Q);

Cinzas lI: teor de cinzas ap0s a calcinacédo dos sélidos retidos no papel de
filtro.

4.2.5.2 Lignina soluvel

A determinacédo da lignina soluvel foi realizada de acordo com a metodologia
descrita pela EMBRAPA (2010), na qual séo realizadas leituras da absorbancia da
fracdo liquida em comprimentos de onda de 215nm a 280nm. Para a realizacdo das
leituras, a amostra deve ser diluida com acido sulfurico 4% até que a absorbancia
seja menor do que 1,0.

A partir dos valores obtidos, utiliza-se a Equacao 7 para obter a concentracao
de lignina soluvel (Cis), onde A215 e A280 representam, respectivamente a
absorbancia nos comprimentos de onda de 215nm e 280nm, determinadas pelo

espectrofotdmetro LT-2900.

4',53 X A215_A280
300

(7)

CLs =

Em seguida pode-se calcular massa de lignina soltvel (Mis) na solugcéo por
meio do volume da amostra, o qual € utilizado para a determinacdo do teor de

lignina solavel (T%.s) na Equacéo 8.
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T%s = “:A—fx 100 ®)

Sendo:

Ma: a massa inicial da amostra.

Neste procedimento descrito pela EMBRAPA, é sugerida a realizacdo de um
segundo célculo (Equacao 9) do teor de lignina solavel (T%Ls corrigido) para a correcao
dos valores por meio do teor de extrativos (T%e) e do teor de umidade (T%u).

T%|.s X [100— (T%g+ T%y)]
100

(9)

Lignina gojgvel corrigido% =
4.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Neste trabalho, realizou-se um Delineamento Central Composto Rotacional
(DCCR), utilizando duas variaveis independentes (Tabela 1) para um planejamento
fatorial 22, incluindo 4 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, para definir o
erro puro atraves da variabilidade verificada dentro de cada grupo que compde a
amostra, que por fim totalizam onze experimentos. O DCCR foi selecionado
mediante a escolha dos fatores a serem estudados, os quais sdo as concentracdes
de acido sulfurico e carga de sodlidos, para a possibilidade de analisar a variavel
dependente que apoOs o pré-tratamento liberou varias concentracdes de AcgUcares
Redutores Totais (ART). As concentragfes de acido sulfurico foram variadas em 1%
a 3% (m/v) e a carga de solidos 5% a 20% (m/v).

De acordo com Rodrigues e lemma (2009), a adicdo dos pontos axiais torna o
planejamento muito util e a escolha foi realizada utilizando os pontos tipo ta, sendo
a=(2KHY4*eK=2.

Tabela 1 - Relacéo das variaveis codificadas

Varidvel Codificada | -141 ] -1 | 0 | +1 | +141
Conc. de 4cido sulfrico (%) 1 13 2 2,7 3
Carga de solidos (%) 5 71967 125 178 20

Fonte: Do autor.
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A matriz do planejamento esta representada na Tabela 2, com os respectivos

experimentos, todos realizados em triplicada, e as variaveis codificadas.

Tabela 2 - Matriz do delineamento central composto rotacional

Ensaios | Conc. de acido sulfurico (%6) Carga de solidos

(%0)
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 -1,41 0
6 +1.,41 0]
7 0 -1,41
8 0] +1.,41
9(C) 0] 0
10(C) 0] O
11(C) 0] 0]

Fonte: Do autor.

4.4 PRE-TRATAMENTO ACIDO

A realizacdo do pré-tratamento acido foi realizado com acido sulfarico entre
1% a 3% (m/v).

Inicialmente para o preparo das solucdes de 1 litro de H2SO4, considerou-se a
sua pureza de 98% e em seguida a quantidade necessaria para cada solucao foi
adicionada aos balGes volumétricos de 1 litro contendo agua destilada e aferiu-se o
volume.

Em seguida as amostras de folha de mandioca referentes a cada ensaio da
matriz do delineamento, previamente secas, foram inseridas em frascos do tipo Scott
Duran de 250mL com o auxilio de funil juntamente com as suas respectivas
solucdes. Feito isso, vedou-se parcialmente cada frasco para a hidrélise em
autoclave durante 1 hora com temperatura de 120°C.

Com o término do procedimento em autoclave, os frascos foram colocados
em banho de gelo a fim de cessar a reacdo. As amostras entdo foram filtradas
utilizando uma peneira de 120 mesh e a fracdo liquida foi diluida de 1mL para
100mL. Para cada amostra, retirou-se 5mL que foram dispostas em tubos de ensaio

e completou-se o volume até 10mL e em seguida, adiciou-se o reagente DNS.
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4.5 HIDROLISE ENZIMATICA

Ao finalizar o pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica, todo material foi
filtrado e posteriormente lavado para a completa remoc¢éo do acido sulfurico até que
0 pH da &gua atingisse a ordem de 6,0. Todo a fragdo sélida foi transferida para um
erlenmeyer de 250 mL juntamente com 100 mL de solugcdo tampao de citrato a
0,05mol/L e pH = 4,8, sendo entdo mantidas em refrigeracao (4 °C) durante 36 horas
para que houvesse a completa adsorcdo das particulas na biomassa (RABELO,
2010).

A solucédo tampéo de citrato a 0,05mol/L foi prepara a partir de 9,605g de
acido citrico anidro, os quais foram dissolvidos em 250 mL de agua destilada. Em
seguida, toda a solucao foi transferida para um balcdo volumétrico de 1,00 L e
aferiu-se o volume. Por fim, adicionou-se hidroxido de sodio ate que o pH da solucéo
atingisse 4,8.

Ao término do prazo de 36 horas, os erlenmeyers foram incubados em um
shaker orbital a temperatura de 50°C com uma rotacdo de 180 rpm durante 1 hora a
fim de garantir um equilibrio térmico adequado para a adicdo da enzima e em
seguida, a rotacao foi alterada para 150 rpm por um periodo de 72 horas.

No presente trabalho, a enzima utilizada pra a hidrdlise foi a Celluclast® 1,5L,
produzida pela empresa Novozymes, em uma carga de 15 FPU/g de biomassa seca.
De acordo com o fabricante, a Celluclast® possui uma atividade enzimatica de 65
FPU/mL.

4.6 METODOS ANALITICOS

4.6.1 Determinacao de acucares por HPLC-PAD

Para a realizacdo da andlise via cromatografia, uma aliquota de 500uL de
cada amostra obtida ap6s o pré-tratamento foi centrifugada em microtubo de 1,5mL
a 10.000 rpm durante dez minutos em uma centrifuga MiniSpin Eppendorf e
posteriormente filtrada em uma membrana Sartorius Minisart 13 de éster de celulose
com 0,45um de tamanho dos poros, sendo posteriormente diluida para 50 vezes

com agua ultrapura.
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Em seguida, retirou-se uma aliquota de 10uL de cada amostra, as quais
foram injetadas em um HPLC Dionex ICS3000, o qual possui um eletrodo de ouro
para deteccdo eletroquimica de carboidratos, uma bomba quaternéria, injetor
automatico e modulo dosador de reagente pds-coluna.

A separacdo dos analitos foi realizada em uma coluna Thermofisher
CarboPac PA1 de 2x250mm com uma pré-coluna, previamente condicionada a 27°C
e submetida a eluicdo com um gradiente binario de solu¢cdo de NaOH a 200mM e
agua no fluxo de 0,3mL/min e tempo de corrida de 60min.

A deteccdo dos carboidratos foi otimizada com adicdo pés-coluna de uma
solucdo de NaOH 450mM, com fluxo de 0,3mL/min.

As determinacdes da galactose, glicose, xilose, manose, frutose e celobiose,
foram realizadas a partir dos padrbes dos seus respectivos carboidratos com alto

grau de pureza injetadas nas mesmas condicoes.

4.6.2 Determinacao de ART por DNS

Apoés a realizacdo do pré-tratamento, para cada amostra, adicionou-se ao
meio as quantidades de 1mL de DNS. As solu¢des foram entdo aquecidas em banho
maria a 100 °C durante 5 minutos. Resfriaram-se os tubos de ensaio em banho de
gelo e adicionou 16,0mL de solucdo de tartarato duplo de sédio e potassio. As
amostras foram, entdo, analisadas em um espectrofotometro Kasuaki IL-226-NM a
540nm de comprimento de onda, devidamente zerado com branco e em triplicatas
utilizando cubetas de vidro.

O mesmo procedimento foi realizado para a quantificacdo dos ART presentes

nas amostras apoés a hidrdlise enzimatica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA FOLHA DE MANDIOCA

A umidade média da folha da mandioca utilizada foi de 2,64+0,43%.

A partir da determinagcdo granulométrica das amostras, 0s maiores
percentuais para o tamanho das particulas (Tabela 3) estdo compreendidos nas
peneiras com aberturas de 35 e 42 mesh (50,07%) e aproximadamente 1% das
folhas trituradas foram retidas nos poros da peneira de 10 mesh, ou seja, 0 tamanho

das particulas € de 21,7 mm.

Tabela 3 - Percentual das particulas da biomassa retido nas peneiras

Mesh | Particulas % + D.padrdo

10 0,96+0,0003
14 2,28+0,0034
20 4,66+0,04
35 26,68+0,67
42 23,39+0,84
60 15,56+1,30
80 12,62+0,07
-80 13,85+0,34

Fonte: Do autor.

Para a analise quantitativa das fracdes referentes a composicédo da folha de
mandioca, optou-se em seguir 0s protocolos disponibilizados pelo National
Renewable Energy Laboratory (NREL).

No presente trabalho, os valores encontrados para o teor de cinzas e
extrativos correspondem, respectivamente, a 7,97% e 9,68%, demonstrados na
Tabela 4.

Tabela 4 - Teores de alguns componentes pertencentes as folhas

Componente % £ D.padréao

Lignina 17,61+2,52
Cinzas 7,97+0,09
Extrativos 9,68+0,26

Fonte: Do autor.
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De acordo com a literatura, para as folhas de mandioca, os teores de cinzas
encontrados variam entre 4,62 e 10,23%, demonstrando que o teor encontrado no
presente trabalho est4d dentro da faixa apontada por outros autores, como
Bohnenberger (2008) e Trombini e Leonel (2014). O teor de extrativos também esté
de acordo com a faixa mencionada na literatura 3,30 a 16,00% (BOHNENBERGER,
2008; MODESTI, 2006). Para o teor de lignina, Melo et al. (2007) obteve um teor de
lignina de 16,80%, ou seja, valor proximo ao encontrado neste trabalho. As faixas
dos teores de cinzas e extrativos, assim como dos outros componentes, podem
sofrer variagcbes dependendo do lugar de origem, condicbes de crescimento e a
idade da planta (BOHNENBERGER, 2008; EICHLER et al., 2015).

5.2 ANALISE DOS ART LIBERADOS NO PRE-TRATAMENTO

Ao final do pré-tratamento acido na biomassa lignocelulosica, as amostras

foram analisadas em triplicadas e os resultados obtidos encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 - ART liberados mediante planejamento experimental

Ensaios | Conc. de acido sulfarico (%) Carga gZ)SO"dOS ART (g/L)
1 -1 -1 19,20+0,003

2 +1 -1 27,48+0,01

3 -1 +1 35,38+0,07

4 +1 +1 53,32+0,36

5 -1,41 0] 27,87+0,02

6 +1,41 0 34,33+0,06

7 0 -1,41 19,14+0,04

8 0 +1,41 46,60+1,09

9(C) 0 0 32,46+0,54

10(C) 0 0 32,89+0,73

11(C) 0 0 31,07+0,03

Fonte: Do autor.

De acordo com a tabela acima, € possivel visualizar que as maiores
concentragcfes de AclUcares Redutores Totais foram obtidas por meio do ensaio 4, o
gual possuia 2,7% de acido e 17,8% de carga de sélidos, e o ensaio 8 (2% e 20%).
No entanto, o ensaio 7, nas condi¢cdes de 2% de concentracdo de acido sulfurico e

5% da carga de sdlidos, obteve as menores concentracdes de ART.



40

Através da visualizacdo do Diagrama de Pareto (Figura 6), somente os efeitos
lineares da concentracdo de &cido sulfarico e da carga de sélidos foram
estatisticamente significativos para um p-valor inferior a a = 0,05. Sendo assim, a
carga de sélidos foi a variavel que possuiu 0 maior efeito no pré-tratamento,
demonstrando uma proporcionalidade entre a quantidade de acuUcares
fermentesciveis e a massa de biomassa utilizada, seguido pela concentracdo de

acido sulfurico.

Figura 6 - Diagrama de Pareto
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Fonte: Do autor.

Através da construcao da tabela da ANOVA (Tabela 6), foi possivel realizar os
célculos da Soma quadratica da Regresséao, a qual representa a soma dos desvios
das previsbes feitas pelo modelo, a Soma quadratica Residual representando a
soma das diferencas entre os valores observados e previstos e a Soma quadratica
Total, a partir dos desvios dos valores observados por meio da média global. No
presente trabalho, para as somas de quadrados da regresséao, residuos e o total
foram, respectivamente, de 1000,2, 47,28 e 1047,48. A Média quadratica é a razéo
entre a Soma de quadrados pelo Grau de liberdade.

O F calculado é de 21,1548, ou seja, o0 valor obtido esta em torno de 4,18
vezes maior que o F tabelado (5,05) (BRANDAO, 2007), sendo assim, conclui-se

gue o modelo foi preditivo a 95% de confianga e a possibilidade de gerar a superficie
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de resposta e a curva de contorno. O coeficiente de variacdo (R?) obtido foi de
95,48%, demonstrando que o modelo se ajusta.

Tabela 6 - ANOVA do modelo

Fonte de Soma de Graus de | Quadrado| F calc p-valor
variacao quadrados liberdade Médio
Regressao 1000,2 5 200,04 21,1548 0,0036
Residuos 47,28 5 9,456
Falta de ajuste 45,48
Erro puro 1,8
Total 1047,48 10

Fonte: Do autor.

Por meio do planejamento experimental, avaliou-se a concentracdo dos
acucares redutores presentes na biomassa para as condicbes avaliadas. A
superficie de resposta (Figura 7) e a curva de contorno (Figura 8) demonstraram que
a maxima concentracdo de ART esta nas condi¢cOes de 3% de acido sulfurico e 20%
de biomassa, dentro das condi¢cdes estudadas. A Equacéo 10 representa o modelo

gerado através da aplicacao do planejamento experimental.

Figura 7 - Superficie de resposta para a concentracdo de ART

Tt te v e teey
S SIS

Ve
W
=)

SOSROTISLSS

Il - 50
ot Il < 50
o ' [ <40
T [ < 30
Bl <20

Fonte: Do autor.
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ART = 16,10 - 1,32x — 0,14%2 - 0,13y+ 0,03y2 + 0,65xy (10)

Sendo:
X: concentracdo de acido sulfarico (%)
Y: a carga de solidos (%)

Figura 8 - Curva de contorno mediante as variaveis independentes
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Fonte: Do autor.

Realizou-se também o teste de Shapiro-wilk a fim de verificar a normalidade
dos dados obtidos, obtendo um valor de W calculado de 0,9210 , maior que o W
tabelado de 0,85, validando a normalidade das 11 amostras para um nivel de
significancia a = 0,05.

Apés a realizacdo do delineamento e ao obter o ponto 6timo demonstrado na
curva de contorno, o qual foi definido para 3% de acido sulfurico e 20% da carga de
solidos, fez-se a validacdo do modelo através de um novo pré-tratamento nessas
condicoes.

A quantidade de acucares redutores totais foi determinada pela metodologia
DNS conforme a sua descri¢cdo no item 4.6.2. A partir do pré-tratamento na condi¢ao
6tima, foram obtidos 55,2¢g/L ou 5,6% (g de ART/ g de biomassa) de ART referentes

a4 uma média de absorbéancia de 0,41+D.p 0,0006, sendo que para a equacdo do
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modelo no ponto 6timo o valor estipulado é de 59,11g/L de ART, ou seja, o valor
determinado equivale a 93,38% do valor previsto pelo modelo.

Miranda Neto (2018) obteve as concentracdes dos acUcares redutores entre
1,31 a 1,59g/L apOs realizar o pré-tratamento hidrotérmico na palha de arroz ao
alterar a faixa de presséo (2 a 7 kgf.cm™).

Santos (2014) determinou os percentuais dos ART para a palha e sabugo de
milho sob diversas condicbes do pré-tratamento com &cido sulftrico. Os teores
encontrados variam de 7,3 a 59,4% para a palha de milho e 5,6 a 61,5% para
sabugo de milho.

Silva (2014) realizou pré-tratamento acido de trés matérias-primas obtidas
através do descarte do bagaco de laranja, residuo da graviola e do maracuja. Os
percentuais encontrados de acucares redutores totais nessa pesquisa foram de
26,37-65,52% para o bagaco de laranja, 15,96-35,62% para a graviola e 4,57-

50,19% para 0 maracuja.

5.3 DETERMINACAO DOS CARBOIDRATOS TOTAIS VIA HPLC-PAD

A partir das analises realizadas por HPLC-PAD, foram obtidas as
concentragbes dos aclUcares constituintes da biomassa lignocelulosica
demonstrados no cromatograma do Apéndice B referentes a cada amostra (Tabela
7), onde estdo descritos os tempos de retencdo e as areas pertencentes a

Arabinose, Galactose, Glicose, Sacarose, Xilose, Manose, Frutose e Celobiose.

Tabela 7 - Resultados obtidos por meio da cromatografia

Carboidratos| Tr | Area (%) | Concentragéo (ppm)

Arabinose 12,69 35,53 3629,39
Galctose 16,46 22,85 2159,04
Glicose 19,46 30,02 2716,18
Sacarose 22,32 1,69 372,8
Xilose 23,66 4,94 490,22
Manose 26,23 1,39 144,87
Frutose 31,26 1,34 272,65
Celobiose 46,95 0,1 18,12
Total 97,86 9803,27

Fonte: Do autor.
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De acordo com os valores descritos na tabela acima, a Arabinose possui o
menor tempo de retengao (Tr) em relagdo aos outros componentes, assim como a
maior area e concentracdo detectadas entre os agucares totais presente na amostra.
No entanto a Celobiose possui o maior Tr e 0s valores menores para a area e a
concentragéo.

De acordo com a Tabela 8, a amostra que possui 0s maiores valores para a
concentragdo de carboidratos totais se encontram na amostra 4, a qual foi
submetida ao pré-tratamento utilizando 2,7% de acido sulfarico e 17,8% de carga de
sélidos, sendo que na mencionada amostra as concentracdes de glicose, xilose e
arabinose séo de, respectivamente, 2,71g/L, 0,49g/L e 3,62g/L.

Grossi (2015) ao estudar a producao de etanol de segunda geracao a partir
de filtros de cigarro, no qual um dos constituintes é a celulose, realizou a hidrolise
utilizando H>S0O4 a 5%, obtendo uma concentracao de 8,48g/L de glicose.

Lorencini (2013) realizou o pré-tratamento na biomassa de cana-de-agucar
utilizando 6% de Acido cloridrico, obtendo as concentracbes para a glicose de
1,22g/L, xilose de 6,07g/L e arabinose de 0,71g/L.

Fangkum e Reungsang (2010) determinaram as concentracbes de
monossacarideos a partir do bagaco da cana-de-aclucar por meio da realizacao do
pré-tratamento com 2% de H>SO4. As concentragbes descritas por esses autores
sdo de 2,74g/L de glicose, 5,89g/L de xilose e 0,44g/L de arabinose.

Na Tabela 8 é possivel verificar todas as concentracdes obtidas para as
amostras analisadas em um HPLC-PAD, incluindo as concentracbes néo

guantificadas (N.Q).

Tabela 8 - Concentracdes de carboidratos nas amostras

Concentragdo (ppm)
Arabinose|GaIactose| Glicose |Sacarose| Xilose Manose| Frutose |Ce|obiose| Total

Amostras

1 13304 67562 7249 169,26 127,09 23,74 76,78 34,66 316245
2 162527 1715,61 1676,5 N.Q 612,72 173,62 N.Q 2,33  5806,03
3 2181,65 656,15 1582,7 885,03 105,15 51,55 799,06 N.Q 626127
4 3629,39 2159,04 2716,2 3728 490,22 144,87 272,65 18,12 9803,27
5 147952 331,87 936,89 58506 274 16,32 214,93 N.Q  3591,99
6 2036,34 1808,73 1664,2 37,92 46553 121,67 73,32 9,72 6217,40
7 1080,53 1056,54 10122 NQ 327,52 94,72 19,55 421  3595,30
8 3231,19 1450,06 2358,2 100394 292,66 92,93 762,84 N.Q  9191,79
9 2221,67 1383,03 1320,7 202,27 26128 79,41 73,14 9,77  5551,28

Fonte: Do autor.



45

A fim de verificar a normalidade dos dados, realizou-se o teste de Shapiro-wilk
onde o W calculado foi de 0,892 para um W tabelado 0,842 para um nivel de
significancia de a = 0,05, validando a normalidade da distribuicdo para o conjunto

das amostras.

5.4 HIDROLISE ENZIMATICA

A concentracdo de acido sulfurico e a carga de sélidos obtidos na condicéo
Otima descrita pelo planejamento experimental, ou seja, 3% H2SO4 e 20% de carga
de sdlidos foram utilizadas para a realizagcdo do pré-tratamento seguido pela
hidrolise enzimatica de acordo com a metodologia do item 4.5.

ApoOs a realizagdo da hidrolise, os teores de agucares redutores totais foram
mensurados por meio do reagente DNS, como mencionado no item 4.6.2. Sendo
assim, a concentracado encontrada para ART foi de 8,9g/L, ou seja, 10,87% (ARTg/ g
de biomassa).

Miranda Neto (2018) ao realizar a hidrélise enzimatica da palha de arroz
utilizando a enzima CellicCTec2, obtive as concentracdes de acUcares redutores
totais entre 1,51-3,49¢g/L, sendo que o maior resultado obtido encontra-se apos um
periodo de 72 horas.

Santos (2014) realizou o pré-tratamento com H>SO4 para os ART entre 6,1 a
19,6¢/L para biomassas provenientes da palha e sabugo de milho. Os resultados
obtidos para a palha de milho foram de 19,6g/L e para o sabugo de milho de 6,1g/L
sob condi¢cbes de 120°C durante 15 minutos e 5% de &cido sulfurico do pré-
tratamento. Para as condicbes de 110°C, durante 7 minutos e H.SO4 a 2%, as
concentragcfes para os acucares foram de 10,4g/L e 8,7¢g/L para a palha e sabugo
respectivamente.

Silva (2014) obteve diversos teores de acUcares redutores ao alterar as faixas
de concentracdo do acido e da biomassa e o tempo na realizacao do pré-tratamento.
Para o bagaco de laranja, o teor de ART variou entre 4,2 a 9,29% para condi¢cdes de
15-120 minutos, concentracdes de acido sulfarico entre 1-5% e concentracdo de
biomassa entre 1 a 9%. A partir dos residuos de graviola e maracuja, os teores de
acucares redutores totais sob as mesmas condi¢cdes descritas para o bagaco de
laranja, permaneceram entre 11,36-26,39% para a graviola e 3,48-7,76% para o

maracuja.
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A Tabela 9 possibilita a visualizagdo dos valores mencionados acima em

comparagao com os valores encontrados para as folhas de mandioca.

Tabela 9 - Comparativo dos ART obtidos de diferentes biomassas

Pré-tratamento Hidrélise Enzimatica
Referéncia | Biomassa | ART(®%) |ART(@@L) | ART(®%) | ART(gL)
Autor Folha de mandioca 5,6 55,2 10,87 8,89
MIRANDA NETO, 2015. Palha de arroz 1,31-1,59 1,51-3,49
SANTOS, 2014. Palha de milho 7,3-59,4 10,4-19,6
SANTOS, 2014. Sabugo de milho 5,6-61,5 6,1-8,7
SILVA, 2014. Bagaco de laranja  26,37-65,52 4,2-9,29
SILVA, 2014. Residuo de graviola 15,96-35,62 11,36-26,39
SILVA, 2014. Residuo de maracuja 4,57-50,19 3,48-7,76

Fonte: Do autor.
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6 CONCLUSAO

A caracterizacdo da biomassa determinou as composi¢cdes dos teores de
lignina, extrativos e cinzas, 0s quais possuem valores proximos aos esperados de
acordo com a literatura.

Ao realizar o pré-tratamento acido na biomassa lignocelulésica, foram obtidos
diferentes valores para os teores de acuUcares provenientes da celulose e
hemicelulose. Tais valores correspondem aos percentuais de &cido sulfurico e carga
de sélidos utilizados. O pré-tratamento acido resultou na liberacdo de acUcares
redutores entre 19,14-53,32g/L determinados por meio do método DNS e de
carboidratos entre 3,16-9,8g/L via HPLC-PAD, os quais demonstraram ser similares
aos encontrados por outras biomassas descritas por diferentes autores. Do mesmo
modo ocorreu para 0os ART provenientes da hidrélise enzimatica, ou seja, a
concentragio obtida apos a utilizagéo da enzima Celluclast® foi de 8,9g/L.

A partir do planejamento experimental e a analise por ANOVA, foi possivel
verificar se o0 modelo é preditivo por meio das variaveis independentes estudadas.
Para a ANOVA, o F calculado demonstrou ser 4,18 vezes maior em relacdo ao F
tabelado. Ao analisar a superficie de resposta e a curva de contorno, determinou-se
0 ponto 6timo do planejamento experimental e a validacdo do modelo, a partir do
gual foram obtidos 55,2¢g/L de ART, isto é, a maior concentracdo de acucares.

Sendo assim, conclui-se que as folhas de mandioca podem fornecer uma
biomassa com potencial para a producdo de bioetanol ao fornecer acucares

fermentesciveis.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A fim de complementar as atividades realizadas neste trabalho, os itens a
seguir podem esclarecer outras caracteristicas da biomassa visando a obtencéo de
etanol de segunda geracéao:

a) Caracterizacdo dos teores de carboidratos totais, fufural e
hidroximetilfurfural da matéria-prima in natura e pré-tratada;

b) Determinagé&o dos carboidratos via HPLC-PAD do hidrolisado;

C) Processo de fermentacéo apés a etapa de hidrélise enzimatica.
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APENDICE A — Curva padréo de glicose

Antes de proceder com a determinacdo dos acgUcares redutores constituintes
da biomassa lignocelulésica, realizou-se a constru¢do de uma curva de calibracdo
utilizando D-glicose e o DNS (acido dinitrosalicilico), o qual baseia-se na reacao
entre o acgucar redutor e o0 4cido 3,5-dinitrosalicilico, segundo o método de MILLER,
1959.

O preparo da solucdo padrédo de D-glicose foi realizada utilizando 0,1g de
soluto em um béquer que posteriormente foi solubilizado em 20mL de agua destilada
sob agitacdo com auxilio de um bastédo de vidro. Em seguida, transferiu-se a solucéo
para um bal&o volumétrico de 100,0mL e aferiu o volume com agua destilada.

Para o preparo do reagente DNS, utilizou-se 10,69 de acido dinitrosalicilico e
19,8g de NaOH em 1416mL de agua destilada. Logo apos, 7,6mL de fenol fundido a
50°C e 8,39 de metabissulfito de sodio foram adicionados, homogeneizando o frasco
ambar que em seguida foi armazenado a 4°C (EMBRAPA, 2013).

O preparo da solucéo de tartarato duplo de sédio e potassio foi realizado com
15,19 do sal, o qual foi transferido para um bal&o volumétrico de 1,00L e completou-
se 0 volume com agua destilada.

A curva padrao foi construida variando a concentracao de glicose de 0,05 a
0,5g/L.

Apoés serem realizadas as diluicdes, 1ml de reagentes DNS foram adicionados
em cada tubo de ensaio, devidamente numerados, e entdo, foram aquecidas em
banho maria por 5 minutos a temperatura de 100°C, sendo resfriadas
posteriormente. Em seguida, adicionaram-se 16mL da solucdo de tartarato duplo de
sédio e potéassio.

Ao fim do procedimento, realizou-se a leitura das absorbancias, em triplicata,
em um espectrofotometro Kasuaki IL-226-NM a 540nm, devidamente zerado com o
branco, o qual ndo possui a solucéo padréo de glicose.

A partir dos dados obtidos através da absorbancia (Tabela 10) gerou-se a

curva de calibracédo da D-glicose.
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Tabela 10 - Concentracdes de glicose e as respectivas Absorbancias (Abs)

D-glicose (g/L)| Abs1 | Abs2 | Abs3 | Média+D. padrao

0,05 0,029 0,03 0,032 0,030+0,001
0,1 0,109 0,113 0,114 0,112+0,002
0,15 0,186 0,197 0,199 0,194+0,006
0,2 0,383 0,301 0,299 0,327+0,039
0,25 0,389 0,401 0,404 0,398+0,006
0,3 0,499 0,502 0,503 0,501+0,002
0,35 0,604 0,61 0,613 0,609+0,004
0,4 0,7 0,706 0,708 0,704+0,003
0,45 0,776 0,804 0,821 0,800+0,019
0,5 0,826 0,874 0,887 0,862+0,026

Fonte: Do autor.

Por meio dos dados obtidos através da tabela acima, construiu-se um grafico
(Figura 9) para determinar a equacao da reta (Equacdo 11), relacionando a
concentragdo de glicose com a absorbancia média das triplicatas. O coeficiente de
regressao linear entre os pontos no grafico de disperséo resultou em um valor de

99,77% entre as variaveis.

Figura 9 - Curva padréo de glicose
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Fonte: Do autor.

Glicose (g/L) = (0,5207 x Abs) + 0,0386 (11)

A referida Equacdo 11 foi utilizada posteriormente para a analise da

conversao dos agucares redutores apos o pré-tratamento acido na biomassa.
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APENDICE B — Cromatograma

Figura 10 - Cromatograma para a composicéo de acgucares
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