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RESUMO - Os biocombustiveis apareceram como uma alternativa ao
combustivel derivado de reservas fosseis em resposta a preocupagdo crescente
com as questdes climaticas resultantes, em grande parte, do uso do petroleo. A
biomassa lignocelulésica ¢ a maior fonte de matéria-prima para producdo de
etanol de segunda geragdo. Adicionalmente, em comparagdo com o uso do
petroleo, os biocombustiveis tem a vantagem de serem renovaveis € o seu uso tem
menor impacto ambiental. A metodologia utilizada nos procedimentos analiticos
para a determinagdo da composi¢do quimica dos materiais lignoceluldsicos ¢ de
extrema importancia em estudos para o seu uso industrial. A técnica por CLAE
usando a deteccdo por IR € a mais utilizada uma vez que ¢ capaz de realizar
medigdes rapidas, sensiveis, precisas e exatas. Para garantir a confiabilidade dessa
técnica ¢ importante que o método de anélise seja validado, a fim de comprovar a
garantia de qualidade e consisténcia dos resultados analiticos. Alguns dos
parametros validados nesse trabalho foram a linearidade e a precisao, e ambos se
mostraram satisfatorios para que a utilizagdo do método.

1. INTRODUCAO

A incerteza associada ao fornecimento de petroleo e a necessidade de minimizar o
impacto no meio ambiente t€ém aumentado o interesse em pesquisas em combustiveis
alternativos como os biocombustiveis (Hahn-Héagerdal et al., 2006).

Os biocombustiveis surgiram como uma alternativa atraente ao combustivel derivado de
reservas fosseis. A biomassa lignoceluldsica ¢ a maior fonte de matéria-prima para produgao
de biocombustiveis de segunda geracdo, além disso, em comparacdo com os combustiveis
fosseis, € renovavel e ndo agride tanto o meio ambiente (Zhang, 2008).

Geralmente, a biomassa lignocelulosica ¢ composta por celulose (35-50%),
hemicelulose (30-35%) e lignina (10-25%) (Sarkar ef al., 2009). O bagaco de cana-de-agucar,
na maior parte dos paises tropicais, ¢ um dos principais materiais lignoceluldsicos utilizados
para a bioconversao em etanol, j& que apresenta alta concentragao de carboidratos, baixo custo
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de colheita, transporte e armazenagem (Pandey et al., 2000). Para liberar os carboidratos da
biomassa lignocelulosica, uma etapa de pré-tratamento € necessaria para expor a celulose que
¢, a seguir, hidrolisada utilizando enzimas fingicas. Os monossacarideos liberados sdo as
potenciais fontes de carbono para a produgao de etanol por meio de processos de fermentagao
(Kuhad et al., 2011).

A metodologia analitica utilizada para a determinacdo da composi¢ao quimica do
material lignoceluldsico ¢ de extrema importancia em estudos de valorizagao desses materiais.
Deste modo, existe a necessidade de desenvolvimento de um método de analise robusto,
preciso e exato para quantificacdo de carboidratos em amostras de biomassa, previamente
hidrolisada com acido sulftrico (Badger, 2002).

Os métodos cromatograficos sdo as técnicas analiticas mais potentes para a analise de
carboidratos em xaropes de biomassa lignocelulosica (Cheng et al, 2010). Cromatografia em
camada delgada (CCD), cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) sao comumente utilizadas para separacdo e identificagdo dos carboidratos, porém
eles sdo frequentemente quantificados por CLAE usando a detec¢do por indice de refragao
(IR) uma vez que esse método ¢ capaz de realizar medigdes rapidas, sensiveis, precisas €
exatas (Raessler, 2011).

Para garantir a confiabilidade do procedimento analitico por CLAE ¢ importante que o
método de andlise seja validado, a fim de comprovar a garantia de qualidade e consisténcia
dos resultados analiticos.

2. OBJETIVO

Validagdo da metodologia analitica para a quantificacdo, por CLAE-IR, de cinco
carboidratos (celobiose, glicose, xilose, galactose e arabinose) presentes em xaropes oriundos
da hidrélise acida do bagacgo da cana-de-agucar.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Equipamento

As analises dos carboidratos (celobiose, glicose, xilose, galactose e arabinose) foram
realizadas no equipamento Ultimate 3000 (ThermoScientific®, Germany) equipado com um
detector de indice de refragdo RI-101 (SHODEX®, Japan). O sistema de colunas utilizado é
composto pelo cartucho Deashing (4.6 mm [.D. x 30 mm, BioRad, USA), pré-coluna Aminex
Carbo P (4.6 mm 1.D. x 30 mm, BioRad, USA) e coluna analitica Aminex HPX-87P (7.8 mm
I.D. x 300 mm, BioRad, USA). O software utilizado foi o Chromeleon 6.8 (Dionex®,
Canada).
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3.2 Padroes de carboidratos

e D-Galactose (Merck®, teor >99%).

e D-Xilose (Sigma®, teor >99%).

e D-Glicose (Merck®, teor >99%).

e D-Arabinose (Sigma®, teor >99%).

e D(+)-Celobiose (Sigma®, teor >99%).
3.3 Condicoes cromatograficas

As condi¢des cromatograficas utilizadas foram: fase movel: agua deionizada (grau
reagente tipo I com 18,2 MQ-cm de resistividade, descarbonatada e filtrada em filtro de 0,2
um) com fluxo de 0,6 mL por minuto; temperatura do forno (apenas para coluna analitica):
80°C; temperatura do Post-Column Cooler: 45°C; temperatura do amostrador automatico:
15°C; temperatura do detector: 45°C e tempo de corrida: 22 min.

A metodologia analitica aqui avaliada foi descrita por Sluiter et al (2008) e tem sido
utilizada rotineiramente no laboratério de Bioetanol do Departamento de Bioquimica da
UFRI.

Na figura 1 abaixo ¢ apresentado um cromatograma obtido por CLAE-IR de uma
solu¢do padrdo com os carboidratos de interesse.

Figura 1 — Cromatograma obtido por CLAE-IR de uma solugao padrao com os carboidratos de interesse.
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3.4 Validacao do método de caracterizacio

A validacao do método de caracterizagdo foi obtida pela determinacdo dos seguintes

parametros: limite de detec¢do, limite de quantificacdo, faixa de linearidade e precisdo,
utilizando o Programa Microsoft Office Excel 2010.

“:

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Linearidade

A linearidade foi determinada pelo teste de Mandel, obtida pelas equagdes (1), (2), (3) e

DS*
y2 (1

DS*=(n-2) x S,7 -(n-3)x S} )

i -yi)*
Sy = Zz

n-2  ondey=y*ax+b 3)

(yi- i)’
Sy2 = Z

n-3  ondey=y*ax’+bx+c ()]
Onde:

DS? = Diferenca de variancia;

Syx = Desvio padrdo dos pontos a equagdo da reta;

Sy> = Desvio padrdo dos pontos a equagdo da parabola;
n = Numero de pontos da curva

y = Area do pico

Na tabela 1 é apresentada a faixa linear, o coeficiente de determinagéo (r?) e a equagdo

da reta das curvas de calibragdo dos carboidratos. Todos os valores de r?> foram maiores que
0,999.
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Tabela 1 - Faixa de linearidade, r? e equacdo da reta das curvas de calibra¢do dos carboidratos

Carboidrato Faixa de linearidade (mg/mL) r’ Equacao da reta
Celobiose 0,20 — 30,15 0,99998 | y=2,5085x -0,0671
Glicose 0,87 — 20,90 0,99999 | y=2,1426x + 00,0731
Xilose 0,40 — 9,54 0,99995 | y=1,4333x + 0,0408
Galactose 0,21 — 6,40 0,99957 | y=0,7362x + 0,0247
Arabinose 0,20 — 4,79 0,99997 | y=1,9477x - 0,0599

4.2 Precisao

A precisdo dos valores de area e tempo de retengdo obtidos para cada carboidrato foi

determinada por multiplas inje¢des (n =

10) do menor valor de concentracdo de suas

respectivas faixas de linearidade, analisadas no mesmo dia. Os valores de desvio padrao
relativo (DPR) foram todos abaixo de 2,36%, como pode ser visto na tabela 2.

Tabela 2 - DPR dos valores de tempo de retengdo ¢ area para cada carboidrato

Carboidrato DPR do tempo de retencio (%) DPR da area (%)
Celobiose 0,10 0,29
Glicose 0,08 0,59
Xilose 0,08 2,03
Galactose 0,08 2,36
Arabinose 0,07 1,87

4.3 Limite de quantificacdo (LDQ) e limite de detec¢cao (LDD)

Os limiares analiticos foram obtidos pelas equagdes (5) e (6), e estao descritos na tabela

3.
ILDD - 33sy/x
LDO = IOSZ/X

)

(6)

Onde b representa o coeficiente angular da equagao da reta e Sy, € 0 desvio padrdo dos
pontos a equagdo da reta.

Tabela 3 - Valores de LDQ e LDD dos carboidratos analisados

Carboidrato LDQ (mg/mL) LDD (mg/mL)
Celobiose 0,58 0,19
Glicose 0,36 0,12
Xilose 0,22 0,073
Galactose 0,82 0,27
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Arabinose | 0,12 | 0,039

5. CONCLUSAO

Validar um método significa provar e documentar resultados que indiquem que ele ¢
seguro dentro dos limites estabelecidos e que, com sua aplicagdo, os resultados desejados sao
obtidos. Concluiu-se que o método utilizado possui uma 6tima faixa de linearidade e precisao.
Entretanto, observou-se que o valor de concentragao mais baixo da celobiose e da galactose
deve ser elevado, ja que o valor de LDQ foi superior a eles. A validagcdo desse método traz um
importante avango para as pesquisas com materiais lignocelulosicos, como a producdo de
bioetanol a partir do bagaco de cana de agtcar.
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