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Resumo

A producédo de etanol 2G é um processo laborioso, que pode resultar na
formacao de inibidores de leveduras fermentadoras de glicose, o que
diminui os rendimentos do processo. A busca de novas metodologias
rapidas e sensiveis sd0 necessarias para evidenciar a condicdo com a
formagdo de agucares livres e auséncia de inibidores da fermentacao
(Hidroximetilfurfural e furfural). Este trabalho apresenta a proposta de
utilizar a fonte de ionizacado Paper Spray lonization (PS) como método de
deteccado e quantificacdo de inibidores e acucares gerados nos processos
de obtencdo de etanol 2G. O método foi otimizado e obteve-se curvas de
calibracdo para a glicose obtida pelo processo de hidrolise enzimética.
Essas condi¢bes foram usadas para analise de amostras reais de licores
de bagaco de cana-de-acucar. As melhores condi¢cdes de analise por PS
foram: Distancia entre 1 e 5 mm, modo de aplicagéo por aplicacao a seco,
papel Whatman Grade 1, angulo de 60°, papel modificado com barreira de
parafina, volume de 10 pL e concentracdo de amostra de 0,1mg/mL. A
deteccdo dos produtos esperados nos licores de pré-tratamento e
hidrélise do bagaco de cana-de-acucar foi realizada como esperado. O
papel com canal de parafina mostrou-se ser mais eficaz para a
quantificacdo da glicose com melhor linearidade (0,9952) e limites de
deteccdo (2,77 mmol/L) e quantificacdo (9,27 mmol/L) em relacdo ao
papel sem modificacdo e o papel arredondado. A aplicagdo do PS na
determinacdo de agucares e inibidores em licores de bagaco de cana-de-
acucar mostrou-se eficiente e rapido abrindo a perspectiva de utilizacéo
deste método no acompanhamento de processos de producédo de etanol
2G.
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Abstract

2G Ethanol production is a laborious process that may result in formation
of glucose -fermenting yeasts, which reduces the process yield. The
search for new rapid and sensitive methods are required to show the
condition with the formation of free sugars and absence of fermentation
inhibitors (Hidroximetilfurfural and furfural). The present work proposes
utilizing the Paper Spray (PS) lonization source as a method of detecting
and quantifying fermentation yeasts inhibitors and sugars generated in 2G
ethanol-acquiring processes. The method was optimized and was
obtained as calibration curves for the glucose obtained by enzymatic
hydrolysis process. These conditions were used for analysis actual sample
of sugarcane bagasse liquors. The best analysis conditions by PS were:
distance between 1 and 5 mm, dry spot application mode, Whatman
Grade 1 paper, 60° angle, modified paper with paraffin barrier, 10 pL
volume and sample application concentration of 0,21mg/mL. The detection
of the expected product in the pretreatment and hydrolysis liquors of
sugarcane bagasse was performed as expected. The paper with paraffin
channel proved to be more effective for the quantification of glucose with
improved linearity (0.9952) and limits of detection (2.77 mmol/L) and
quantification (9.27 mmol/L) compared to without changing paper and
paper cur ends. Applying the PS prototype in determining sugars and
inhibitors in sugarcane bagasse liquors has proven to be efficient and
quick, opening up a perspective of utilizing this method on monitoring

Ethanol 2G production processes.
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Introducao



1- Introducao

1.1- Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (MS) € uma técnica analitica com grande
aplicacdo nas mais variadas areas da ciéncia (ALBERICI, SIMAS, et al.,
2010), pois ela consegue detectar e quantificar os constituintes, que sao
ionizados, de uma matriz complexa com alta sensibilidade e seletividade
(ALBERICI, SIMAS, et al., 2010) (MCLAFFERTY, 1981). A analise de MS
é realizada por um espectrdbmetro de massas, que de maneira geral, é
representado conforme o ilustrado na Figura 1. O espectrometro de
massas € constituido por um sistema de introducdo de amostra,
normalmente constituido por uma bomba de infusdo direta, ou por um
sistema de separacdo como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE); uma fonte de ionizacdo onde sdo gerados os ions, como por
exemplo a fonte de ionizacdo de electrospray (ESI); um analisador que
discrimina os ions por sua razao de massa/carga (m/z) como exemplo o
analisador por Time-of-Flight (TOF), ion trap (IT) e o analisador de
ressonancia ciclotrénica de ions (ICR); e um detector que possui a funcéo
de contabilizar o nimero de ions de cada m/z gerados, como por exemplo

o detector MCP (Microchannel plate).

lonizacao Discriminacédo dos ions Deteccgdo dos ions
Fonte Analisador Detector
Sistema de
dados

Introdugéo da )|
amostra H
,;

Espectro de massas

Figura 1 : Esquema geral de um espectrdbmetro de massas.



Apesar de todo o desenvolvimento ja realizado em MS, atualmente
esta técnica analitica vem experimentando novas tendéncias. Esse novo
rumo da MS tem como objetivo aumentar a variedade de aplicacbes da
técnica e torna-la apta para os novos desafios analiticos: como a
portabilidade do espectrometro de massas (OUYANG e COOKS, 2009) e
a simplicidade, expressa pelo desenvolvimento de fontes de ionizagcao
direta (HUANG, YUAN, et al., 2010), o que proporciona analises rapidas,
de baixo custo e eficiente.

A ionizagdo da amostra é o coragdo da MS, uma vez que sem ions ndo
€ possivel realizar uma analise de MS, pois 0 espectrometro de massas,
determina a razdo massa/carga (m/z) de espécies ibnicas (COVEY,
THOMSON e SCHNEIDER). A fonte de ionizagdo € responsavel pela
versatilidade da técnica, ou seja, variando-se os tipos de moléculas que
podem ser ionizadas, aumenta-se a amplitude de aplicacdo da MS.
Portanto, a obtencdo de métodos brandos e simples de geracdo ions
tornam a espectrometria de massas mais simples e acessivel (COVEY,
THOMSON e SCHNEIDER).

1.2- Espectrometria de massas ambiente

O primeiro passo para a simplicidade e portabilidade em
espectrometria de massas ocorreu em 2004 com a revolugcao
representada pela criacdo de uma nova familia de técnicas de ionizacao
que agora sdo conhecidas como técnicas de ionizagdo ambiente
(ALBERICI, SIMAS, et al., 2010). Estas técnicas preconizam uma analise
com minimo ou nenhum preparo de amostra, em condicdes ambientes
sendo que a ionizagao é realizada no ambiente natural do analito, ou seja,
diretamente na amostra. As fontes de ionizagcdo pioneiras desta nova
familia sdo a Direct Analysis in Real Time (DART) e a Desorption
Electrospray lonization (DESI), que sdo as mais consolidadas e citadas
atualmente (HUANG, YUAN, et al., 2010). Depois que estas duas grandes
técnicas foram introduzidas, um grande namero de técnicas surgiu com o

mesmo propédsito. Estas técnicas incluem, como exemplos mais tipicos,



desorption atmospheric pressure photon ionization (DAPPI), atmospheric
pressure solid analysis probe (ASAP), desorption atmospheric pressure
chemical ionization (DAPCI), dieletric barrier discharge ionization (PADI),
low-temperature plasma ionization (LTP), laser abalation-electrospray
ionization (LAESI), paper spray ionization (PS) e easy ambiente sonic-
spray ionization (EASI) (HARRIS, GALHENA e FERNANDEZ, 2011).

As técnicas de ionizacdo ambiente revolucionaram a espectrometria de
massas introduzindo um novo conceito: a simplicidade (ALBERICI,
SIMAS, et al., 2010). A andlise é realizada diretamente sobre a superficie
da amostra e informacdes sobre sua composicdo podem ser obtidas em
tempo real no espectrometro de massas (HUANG, YUAN, et al., 2010).
Dentre as técnicas de ionizacdo ambiente, a PS apresenta um grande
potencial, devido a simplicidade e a possibilidade de acopla-las com

qualquer sistema de que opere com uma fonte de ionizacdo atmosférica.

1.3- Paper Spray lonization (PS)

A fonte de ionizacédo PS foi criada em 2010 pelo grupo do Prof. Dr. R.G
Cooks, sendo um fio soldado a uma garra jacaré fixada a um suporte por
uma garra. E consiste na aplicacdo de uma alta voltagem em um papel de
formato triangular (LIU, WANG, et al., 2010) umedecido com uma solugéo
do analito, que é depositada ao centro do papel que por capilaridade
espalha-se pelo papel alcancando a extremidades. (YANG, WANG, et al.,
2012). O campo elétrico, oriundo da aplicagdo de uma alta voltagem (3-5
kV) no papel, induz a formacéo de um spray na forma de cone de Taylor
(Figura 2) (YANG, WANG, et al., 2012). PS é essencialmente um
processo baseado no ESI: o forte campo elétrico na ponta afiada do papel
resulta na formagdo de um cone de Taylor que invade uma pluma de
goticulas carregadas, que apos a dessolvatacdo geram ions na fase
gasosa (WANG, LIU, et al., 2010).
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Figura 2: Esquema geral de um sistema de PS-MS (Paper Spray lonization Mass
Spectrometry) adaptado de Liu et al. (LIU, WANG, et al., 2010).

H& diversos estudos sobre o mecanismo do PS. A acgdo capilar na
superficie porosa do papel é o principal processo responsavel pelo
movimento dos analitos que serdo dessolvatados durante a formacéo do
spray proximo a entrada do espectréometro de massas (YANG, WANG, et
al., 2012). Gracas a este processo tem-se a dessor¢cao do analito em sua
forma ibnica a partir do papel (YANG, WANG, et al., 2012). A geracgao de
ions pelo PS tem os mesmos principios que o ESI, onde uma solucéao de
amostra em pH acido ou basico € submetida a um spray eletrolitico sob
pressdo atmosférica (FENN, 2002). Um fino spray (aerossol) se forma
(cone de Taylor) na presenca de um alto campo elétrico de + 4000 V (ou —
4000 V) (FENN, 2002). O contra-ion é oxidado (ou reduzido) e formam-se
gotas com excesso de carga positiva (ou negativa). O solvente evapora,
reduzindo o volume das gotas até que elas se subdividem (FENN, 2002).
Eventualmente, devido a alta repulsdo entre os ions de mesma carga,
formam-se gotas contendo apenas um ion (charged residue model- CRM)
ou 0s ions evaporam das gotas para a fase gasosa (ion evaporation
mechanism- IEM) (FENN, 2002). Entretanto, no PS esses principios sé&o
realizados em uma escala nano (YANG, WANG, et al., 2012).

O PS apresenta as mesmas restricbes que ESI em termos das classes
de compostos a serem ionizados. Ou seja, esse método dificilmente
ionizara substancias apolares e substancias altamente polares que, no
caso do PS, apresentam fortes interacbes com o papel (WAGNER,

TONOLLI, et al., 2014). Entretanto, para aumentar a faixa de aplica¢des do
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PS, foram testados solventes apolares, como hexano e tolueno, em
analitos, como pequenos peptideos, nucleotideos, fosfolipidios e
derivados do colesterol, e verificou-se a formacéo de ions por PS-MS. (LI,
WANG, et al., 2011; CHAIT, 1972). Com isso tem-se a diferenca entre as
duas técnicas, O PS-MS independe do solvente da solugdo contendo
analito, contrariamente ao ESI-MS que para ter resposta de ions mais
polares €& preciso de uma mistura de solventes com diferentes
polaridades.

O modo em que a amostra € aplicada também pode ter impacto no PS.
Liu et al observaram um aumento de sensibilidade da técnica quando a
analise é realizada apo0s a secagem da solucdo com analito aplicada ao
papel, ao contrario da analise feita imediatamente apds a aplicacdo da
solucdo, pois o analito move-se até a ponta do papel triangular por
capilaridade enquanto a amostra esta secando. (LIU, SNAPP e JI, 2011).
Apesar de aparentar um aumento no tempo de producgdo por ter que
esperar a secagem do papel, 0 numero de analises possiveis de serem
realizadas apds esse tempo, suprime esse aumento de tempo.

A duracédo do spray € em torno de um minuto, pois neste intervalo o
solvente evapora ou é pulverizado. Este tempo esta relacionado com o
volume de amostra aplicado (maior o volume, maior o tempo de spray).
Alcanca-se um spray mais duradouro ao recobrir o papel com algum
material que iniba a evaporacdo do solvente, um filme de PTFE
(Politetrafluoretileno), por exemplo, como escrito por Liu et al. (LIU,
COOKS e OUYANG, 2013).

Outros fatores que podem influenciar a resposta obtida pelo PS sé&o:
angulo da ponta do papel triangular; a voltagem aplicada ao papel;
intensidade de corrente ibnica total e o posicionamento do papel em
relacdo ao MS Inlet. O aumento do angulo da ponta do papel triangular
faz com que diminua o diametro do cone de Taylor, o que diminui o
namero de ions que entra no espectrdbmetro de massas. A voltagem
aplicada ao papel tem uma relacdo direta com o diametro do cone de
Taylor produzido, ou seja, a0 aumentar a voltagem tem-se um aumento

do diametro do cone de Taylor. Ja a intensidade de corrente i6nica total é



influenciada pelo angulo do papel, de 30° até 90° tem aumento e, acima
desse angulo diminui. Por fim, o posicionamento do papel em relagdo ao
MS Inlet, diminui a intensidade, pois, aumenta a distancia que os ions tém
de percorrer até o espectrometro de massas, podendo haver perdas por
evaporacao. Essas mudancas podem aumentar o limite de detecgéo e a
sensibilidade da técnica (YANG, WANG, et al., 2012).

O PS é um método rapido, preciso, exato e de baixo custo (WANG,
REN, et al., 2013), em torno de R$ 25,00, somando os valores da garra
jacaré, o fio, a solda, uma folha papel (com dimensao 20 cm x 20 cm) e
seu corte, para obtencdo 400 amostras. O método mostrou-se
reprodutivel em varios exemplos na literatura, sendo alguns deles a
determinacdo de farmacos diretamente do sangue em 45 segundos
(WANG, REN, et al., 2013), tecidos biologicos (HU, LAI, et al., 2012) e em
Dry blood spot (DBS) (WANG, REN, et al., 2013), a analise da qualidade
de alimentos (TAVERNA, DI DONNA, et al., 2013), proteinas (ZHANG,
JU, et al., 2014), inibidores de corrosdo em oleodutos (JUNJU, LI, et al.,
2013), lipidios polares em algas (ORADU e COOKS, 2013) e
acompanhamento de reacfes quimicas inorganicas (CODY e DANE,
2014).

Uma aplicagdo futura é ter um diagnéstico point-of-care com
espectrometro de massas portatil. Espy et al. descrevem o uso do PS-MS
para analise de sangue em tempo real. Uma gota de sangue, obtida apo6s
perfuracdo do dedo, foi depositada em um papel com coagulante (alimen
de potassio) e padrdo interno, para analise de drogas no sangue.
Adicionou-se o0 coagulante pois ao analisar o sangue fresco, ao invés da
DBS podem haver algumas substancias que sao levadas a ponta do
papel triangular, como € o caso de hemoglobinas oxigenadas, que
entopem a ponta do papel ndo permitindo a formacao do cone de Taylor
com boa estabilidade. (ESPY, MANICKE, et al., 2012).

Durante os ultimos anos algumas modificagdes no PS foram realizadas
para aumento na sensibilidade, melhoria na estabilidade do sinal,
praticidade, aumento do tempo do spray diminuindo a evaporacéo, dentre

outros.



Yang et al. desenvolveram um suporte com resina para diminuir a
evaporacao, aumentar o campo elétrico na ponta a frente do MS Inlet e,
consequentemente, aumentar a sensibilidade da técnica do PS (YANG,
WANG, et al., 2012).

Em outra vertente, Lee et al. desenvolveram um suporte conectado a
uma bomba de seringa para aplicacdo continua de amostra, o0 que
resultou em um aumento no tempo do spray (LEE, JHANG, et al., 2012).
Com o mesmo objetivo, Liu et al. desenvolveram um método de aplicacao
da amostra usando um capilar revestido com padréo interno. Este capilar
€ utilizado para amostrar pequenos volumes de sangue que serao
depositados no papel. Durante o processo de amostragem o padrao
interno € homogeneizado no sangue. Este método permitiu alcancar
determinacgdes quantitativas de farmacos no sangue, como o0 imatinib,
com elevada precisédo e exatidao. (LIU, COOKS e OUYANG, 2013). Na
mesma vertente, Liu et al. desenvolveram um método de aplicagdo da
amostra utilizando um conta gotas. Durante o processo a amostra é
adicionada continuamente no papel por gravidade e atracao eletrostética.
Esse dispositivo foi usado para acompanhar a reacdo amino-aldeido de
butilamina em benzaldeido (LIU, MAO, et al., 2013). Na mesma vertente
Salentijn et al. desenvolveram um suporte, o qual foi impresso por
impressora 3D, para aplicacdo continua de solvente durante a analise por
PS (SALENTIJN, PERMENTIER e VERPOORTE, 2014). Ja Zhang et al.
desenvolveram um microchip para aplicacdo, por gravidade, da amostra
no papel triangular. O dispositivo mostrou uma padroniza¢cdo no modo de
aplicacdo de amostra, além de melhorar a performance em ensaios
quantitativos (ZHANG, LI, et al., 2014).

Cooks et al. desenvolveram um protétipo de fonte de paper spray, na
qual o papel é colocado sempre na mesma posicdo possibilitando a
obtencdo excelentes indices de repetitividade e reprodutibilidade nas
analises. Este protétipo confere um arranjo experimental mais adequado
para experimentos onde se almeja realizar a quantificacdo de algum
analito. (ESPY, MANICKE, et al., 2014).



Pei et al. desenvolveram um protétipo de PS para o acompanhamento
de reacbes quimicas. O protétipo possui um suporte com aquecimento
que possibilitou analisar intermediarios de reacdes quimicas organicas.
Esse protétipo também pode ser usado para o estudo reacdes que
ocorram em temperatura ambiente, oferecendo controle de temperatura
durante a analise (PEIl, KANG e HUANG, 2014).

Zhang et al. descreveram o0 uso de papel recoberto com silica na
analise de farmacos. A silica bloqueia os microporos do substrato
celulésico, proporcionando uma melhor eluicdo dos analitos. O uso deste
papel conferiu uma melhoria de 5-50 vezes na sensibilidade na analise
em comparacdo com papel cromatografico Grade 4 e papel
cromatografico Grade ET31, utilizado nas placas de sangue para andlise
de farmacos em DBS (ZHANG, XU, et al., 2012).

Su et al. realizaram um tratamento do papel com agua, NaClO ou
HNOs a fim de eliminar residuos quimicos provenientes da fabricagdo do
papel, que possam interferir na analise de farmacos como o caso da
oxicodona. O tratamento do papel com agua ndo demonstrou melhoras
significativas para diminuicdo da interferéncia. Com HNOs, apresentou
uma melhora significativa, mas ainda apresentou ruido. Porém, com
NaClO, mostrou ser o melhor tratamento, por ndo apresentar nenhum
traco de interferentes (SU, WANG, et al., 2013).

Zhang et al. desenvolveram um método de analise direta do analito em
sua matriz nativa, sem precisar transferi-lo para um substrato, no caso o
papel. Esse método é o Leaf Spray, onde ao invés de aplicar a alta
voltagem no papel triangular com amostras aplica-se na folha da planta
(ZHANG, LI, et al., 2012). Garret et al. baseando-se nos mesmos
principios utilizaram o grdo de café no lugar do papel (GARRETT,
REZENDE e IFA, 2013) . J& Hu et al. utilizaram tecido bioldgico, de
plantas e animais, cortando-os em geometria triangular, para analise das
diferencas entre os dois tecidos. No caso eles conseguiram diferenciar,
pois para o tecido da planta, encontraram os principais glicerois lipideos
(monogalactosil-diaclglicerol e digalactosil-diacilglicerol), entre outros

componentes. Em tecido animal, encontraram lipideos, entre outros. (HU,



LAI, et al., 2012). A ionizacdo direta da propria amostra € uma forma de
diminuicao de tempo, custo e gastos de reagentes na analise.

Apesar das inumeras aplicacdes do PS, ndo se encontrou na literatura
a aplicacdo na caracterizacdo de biocombustiveis e no acompanhamento

do processo de conversao da biomassa para seus derivados energéticos.

1.4- Analisadores de massas

Apés a formacgéo dos ions eles sdo guiados para o analisador onde sédo
discriminados em funcdo de suas razdes m/z. Este processo ocorre de
maneira diferente para cada analisador. Para o lon Trap, por exemplo, é
em funcdo do potencial de radiofrequéncia aplicado ao ion (HOFFMANN e
STROOBANT, 2007); no TOF é em funcdo do tempo que o ion gasta
para percorrer uma determinada distancia (WEICKHARDT, MORITZ e
GROTEMEYER, 1996); no ion cyclotron resonance (ICR) é em funcado da
frequéncia ciclotrébnica do ion na presenca de um campo magnético
(NIKOLAEV, KOSTYUKEVICH e VLADIMIROV, 2014) e no Orbitrap é em
funcdo da frequéncia de oscilacdo do ion em um campo eletrostatico
(PERRY, COOKS e NOLL, 2008). Cada uma dessas variaveis esta

correlacionada com o valor de m/z do ion.

1.4.1- Espectrometro de massas lon trap LTQ XL

No espectrbmetro de massas ion trap linear (LTQ) (Figura 3), os ions
formados entram pelo MS Inlet e sdo conduzidos até o analisador de
massas de acordo com o modo de leitura escolhido (positivo ou negativo)
e de acordo com a faixa de massa definido. O analisador de massas é
constituido por duas lentes, uma frontal e uma traseira, e uma camera de
trapeamento linear (DOUGLAS, FRANK e MAO, 2005). As lentes servem
para controlar a quantidade dos ions na camara de trapeamento
aplicando-se uma voltagem contraria a carga dos ions analisados por um
determinado tempo (BERGO, 2007). A camara de trapeamento constitui-

se de um quadrupolo, onde duas hastes apresentam voltagem com a
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mesma carga do ion e as outras duas com carga contrarias, de modo que
a repulséo e a atracdo dos ions, os confinam na camara, com movimento
ondulatério. (SCHWARTZ, SENKO e SYKA, 2002)
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Figura 3 : Esquema do espectrémetro de massas lon trap LTQ-XL, Thermo Scientific
(THERMO SCIENTIFIC, 2006).

Quando a gquantidade de ions ou o tempo pré-definidos forem
atingidos, os ions sdo esfriados por gas inerte diminuindo sua energia
cinética, o que faz que os ions se movimentem no eixo Z com mesma
energia e de forma estavel (HOFFMANN e STROOBANT, 2007). Entéo,
aumenta-se a amplitude da voltagem ressonante aplicada,
desestabilizando cada m/z individualmente que por consequéncia leva a
expulsdo dos mesmos para fora do analisar em direcao ao detector, onde
é registrado seu valor de m/z (Figura 4) (SCHWARTZ, SENKO e SYKA,
2002). O valor desta variagao de potencial de radiofrequéncia depende do
valor de cada m/z e assim cada ion é discriminado (THERMO
SCIENTIFIC, 2006).
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Figura 4 : Ejecao dos ions pelo ion trap de acordo com a razdo m/z do ion (THERMO
SCIENTIFIC, 2006).

Uma das vantagens do uso desse espectrbmetro de massas € a
possibilidade de uma andlise de espectrometria de massas tandem (Ms"),
o qual é usado para elucidacao de estruturas tanto do ion precursor como
dos ions fragmentos. O modo de operacéo tandem mais utilizado € modo
de operacdo ions produtos, onde um ion é selecionado ap6s uma
varredura de massas, € ativado e fragmentado por colisbes com um gas
inerte, hélio. (BERGO, 2007). Uma desvantagem é a resolucdo do

equipamento ser unitaria, o que dificulta a diferenciacéo de isébaros.

1.5- Producdo de Etanol 2G a partir de biomassa

lignocelulésica

A conversdo de biomassa em produtos energéticos tem atraido muito
interesse tanto por parte da academia como do setor industrial e tem sido
alvo de pesquisas por todo o mundo (CHRISTOFOLETTI, 2010). Como
exemplo, tem-se a producgéo de etanol de segunda geragao (etanol 2G),

ou seja, o etanol produzido a partir da biomassa lignocelulGsica,
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diferentemente, do etanol de primeira geragéo (etanol 1G) que provem do
caldo da biomassa (CORTEZ, LORA e GOMEZ, 2008).

O bagaco de cana-de-acucar é uma alternativa atraente para a
producdo do etanol 2G devido sua grande disponibilidade, que é cerca de
4,75 milhdes de toneladas de material lignocelulésico seco, podendo
aumentar a producédo de 30 a 40% (MACEDO e NOGUEIRA, 1985). Além
disto, para a producdo de etanol 2G ndo é preciso aumentar a area de
plantio de cana-de-agucar também ndo havendo custo com o transporte
da biomassa se a producdo for proxima as industrias de etanol 1G.
(OLIVERIO e HILST, 2005).

A producao de etanol 2G a partir de biomassa lignoceluldsica envolve
véarias etapas: pré-tratamento, hidrélise e fermentacéo (RIBEIRO, 2012).

A etapa de pré-tratamento tem como principal objetivo a remocéo da
lignina e da hemicelulose, pois elas dificultam o acesso da enzima a
celulose nas etapas posteriores (CORTEZ, LORA e GOMEZ, 2008). O
objetivo da hidrélise enzimatica é de quebrar a celulose em hexoses. E,
por fim, a fermentacdo € responsavel pela conversdo das hexoses em
etanol. Atualmente, vem-se pesquisando o uso de outras enzimas para
que também possa ser utilizada a xilose no processo de producdo de
etanol.

No entanto, esse processo apresenta alguns desafios, como a geracéo
de residuos poluentes, como &cido férmico, acido levulinico e compostos
fendlicos; a producdo de produtos inibidores da fermentacdo (SWAIN,
DAS e NAIK, 2011); o alto custo das enzimas celulases (ROSSEL, LAHR
FILHO, et al., 2005).

No pré-tratamento pode ocorrer decomposi¢do nao controlada dos trés
principais polimeros (lignina, hemicelulose e celulose) e a consequente
degradacdo dos mesmos em compostos poluentes e inibidores do
processo de fermentacdo, como por exemplo, compostos fendlicos,
furfural e hidroximetilfurfural (Figura 5). Estes compostos inibem os
processos enzimaticos das etapas posteriores (CHRISTOFOLETTI,
2010). Vérios processos de pré-tratamento estdo sendo otimizados para
minimizar a producdo destes inibidores (CORTEZ, LORA e GOMEZ,
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2008). As estruturas quimicas desses principais produtos do pré-

tratamento e da posterior etapa, hidrolise enziméatica, estdo expostas na
Figura 6.
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Figura 5: Esquema de conversdo de biomassa em produtos de maior valor agregado
(CORTEZ, LORA e GOMEZ, 2008).
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Figura 6: Estruturas quimicas dos produtos do pré-tratamento e da hidrolise

enzimatica da conversao de biomassa em etanol 2G.

Ha varios tipos de pré-tratamento como: explosdo ao vapor, hidrolise
acida, organossolve, dentre outros. Resumidamente, no processo de pre-
tratamento por explosdo ao vapor, a biomassa picada é submetida a um
vapor saturado e a alta presséo, e entdo a pressao vai sendo diminuida
até que haja uma descompressao explosiva (MCMILLAN, 1994). No caso,
da hidrdlise acida, a biomassa é tratada com acido diluido por um
determinado tempo (SUN e CHENG, 2002); e no processo organossolve,
uma mistura de solvente organico com catalisador acido faz a quebra da
estrutura lignocelulésica (SUN e CHENG, 2002). Neste trabalho serao
analisados apenas licores provenientes do pré-tratamento com hidrélise
acida.

A hidrdlise acida € o tratamento da biomassa com solugfes diluidas de

acidos, sendo o0 mais usado o acido sulfurico. Este procedimento pode ser
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usado tanto na obtencdo direta de hexoses quanto na quebra da
hemicelulose que esta cercando a celulose para disponibiliza-la a
posterior hidrolise enzimatica (KNAPPERT, GRETHLEIN e CONVERSE,
1980) (HORTON , RIVERS e EMERT, 1980).

Duas importantes variaveis nesta etapa sdo: a concentragdo do 4cido e
o tempo de reacdo com a biomassa, pois sdo essas condicdes que irao
definir o rendimento da producdo de etanol 2G. Dependendo das
condigBes utilizadas, poderda haver uma melhor disponibilidade da
celulose e de acgucares livres proveniente da hemicelulose, ou entdo a
formacao de inibidores da fermentacdo. Diversas pesquisas estdo sendo
conduzidas ultimamente com o objetivo de otimizar os processos de preé-
tratamento evitando a producdo de subprodutos que possam atuar como
inibidores dos processos de conversdo enzimatica e fermentagéo
(CHRISTOFOLETTI, 2010).

As principais desvantagens da hidrolise acida sdo: necessidade de
remocado da lignina antes do processo, um procedimento severo e
laborioso; formacdo de hidroximetilfurfural e furfural, inibidores do
processo de fermentacao; reducao do rendimento de producgéo por causa
do ataque do &cido aos acucares livres (OLIVERIO e HILST, 2005);
desconhecimento das melhores condicdes de reacdo, pois além da
condicéo errada levar a uma inibicdo total ou parcial da fermentacao, o
processo de otimizacdo dessas condicbes é demorado, com alto custo e
desperdicios.

A etapa seguinte é a hidrélise enzimatica, onde ocorre a quebra da
celulose em seus monomeros, hexoses, pela enzima celulase (GAN,
ALLEN e TAYLOR, 2003). Ha trés tipos dessas enzimas no processo:
endoglicanases, que quebram a celulose nas regibes de baixa
cristalinidade; exoglicanases, que quebram a celulose em celobiose; B-
glicosidases, que convertemos a celobiose em glicose (MANI, TABIL e
OPUKU, 2002). No final desta etapa, os produtos principais gerados sao a
celobiose e a glicose.

Como desvantagem da hidrdlise enzimatica pode-se citar a inibicdo das

enzimas celulases pela celobiose e pela glicose. Entdo é importante que
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durante essa etapa, a conversdo da celobiose em glicose seja feita de
forma rapida e eficiente para que o processo tenha um 6timo rendimento
(SZCZODRAK e FIEDUREK, 1996).

A fermentacéo alcodlica com maior rendimento € aquela com melhor
condicdo experimental do pré-tratamento e da hidrélise enzimatica. Para
obter essa condicdo é necessario, primeiramente, a realizacdo de um
planejamento experimental, sendo ele de qualquer tipo (planejamento
fatorial 2", planejamento tipo estrela, entre outros) (LIMA e GOUVEIA,
2012). Nesse planejamento é preciso definir quais as variaveis (por
exemplo, tempo de acdo do &cido sulfurico, concentracdo do &acido
sulfurico, entre outros) que podem interferir no experimento e os niveis de
cada variavel (por exemplo, 20 e 40 minutos, 0,5 mg/mL e 1,5 mg/mL,
entre outros). Entéo faz-se os experimentos com todas as combinacdes
dos fatores. Também pode-se fazer experimentos com valores
intermediarios (como exemplo, 30 minutos, 1 mg/mL entre outros). Dentro
desses valores encontra-se uma condicdo com o maior rendimento, entao
faz-se outro planejamento com valores proximos a esses, até encontrar a
melhor condi¢ao de todas (NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2012).

Portanto, para saber se o experimento vai ter a producéo de acglcares
e ndo de inibidores e, posterior, producdo do etanol e o melhor
rendimento é preciso fazer andlises dos licores obtidos em cada etapa da
conversao.

Os métodos mais usados para analisar os produtos formados nestes
processos sdo o CLAE e o CG (Cromatografia gasosa), como principais
detectores se tem o UV/Vis, o indice de refracdo, o DAD (usado para
detectar os inibidores furfural e hidroximetilfurfural em comprimento de
onda 280nm) (WOLF, 2011) e, atualmente, o espectrometro de massas,
tanto para analises quali e quanto para analise quantitativa (HORST,
2013). Porém, essas técnicas tém algumas desvantagens que séao: alto
uso de reagentes e tempo de analise (proximo a uma hora por amostra).

A Saccharomyces cerevisiae é a levedura mais usada na fabricacdo de
etanol. Portanto tem-se como desvantagem a fermentac&do exclusiva de

hexoses. Atualmente, diversas pesquisas estdo sendo realizadas, a fim de
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encontrar um meio de aproveitar também as pentoses formadas durante o
processo de fermentacao alcoodlica e aumentando, assim, o rendimento.

Como os processos de pré-tratamento e hidrélise ainda ndo estao
otimizados, é necessario testar diferentes condicbes do processo, como
concentracéo dos reagentes, tempo de reagéo, temperatura, entre outros,
0 gque resulta em um grande niamero de amostras.

Portanto, é necessario um método analitico rapido, eficaz e sensivel,
capaz de identificar agucares e inibidores em amostras provenientes de
processos de pré-tratamento e hidrolise, a fim de identificar o melhor
processo.

A proposta apresentada neste trabalho € utilizar o PS-MS como
método de deteccdo de aglcares e inibidores formados nos processos de
producao de etanol 2G.
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2- Objetivos
2.1- Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi construir um protétipo de PS e aplica-lo
como ferramenta analitica para a analise direta de inibidores das
leveduras usadas no processo de fermentacdo (HMF e furfural) e de
acucares em licores provenientes das etapas de pré-tratamento e

hidrolise acida na producédo do etanol de segunda geracéao.

2.2- Objetivos especificos

Como objetivos especificos tém-se:
1) Construcédo de um protoétipo de PS;
2) Otimizacao:
a) Avaliagcédo da distancia entre a ponta do papel e o MS Inlet
b) Avaliacdo da influéncia do tipo de amostragem (dry spot ou
aplicacéo direta) em PS;
c) Avaliacdo da influéncia de diferentes tipos de papéis na
ionizacao de padrdes de agucares e aldeidos;
d) Avaliagéo do angulo do triangulo usado;
e) Avaliacdo de modificagbes no papel, como barreira de parafina
e arredondamento das pontas;
f) Avaliacdo do volume de aplicacdo da amostra no papel;
3) Aplicacao:
a) Aplicacdo da metodologia em licores de pré-tratamento acido
do bagaco de cana-de-acUcar,
b) Aplicacdo da metodologia em licores de hidrolise enzimatico

do bagacgo de cana-de-agucar.
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3- Metodologia

3.1- Reagentes e amostras

Os reagentes usados nas analises foram o metanol grau HPLC
(J.T.Baker), acido férmico 99% RPE ACS PA (Carlo Erba reagentes),
hidroxido de amoénio (Sigma- Aldrich) e agua milli-Q. Também foram
utilizados padrbes de acucares (glicose, xilose, celobiose), acidos (acido
aceético, acido latico e acido succinico), alcoois (glicerol e xilitol) e
derivados furanos (HMF e furfural) (Sigma- Aldrich).

Os papéis utilizados foram: Whatman 3 MM, Whatman cromatografico
CHR 1, Whatman papel de filtro e Whatman Grade 1 (Whatman, GE
Healthcare, USA).

As amostras de licores de pré-tratamento e de hidrélise enzimética do
bagaco da cana-de-acucar foram fornecidas por pesquisadores da
EMBRAPA Agroenergia. As concentracbes das amostras de pré-
tratamento estéo listadas na Tabela 1, enquanto que as concentragdes de
glicose das amostras de hidrélise enzimatica estéo listadas na Tabela 2.
Ambas amostras foram quantificadas por CLAE no laboratério de

Processos Quimicos e Bioquimicos da Embrapa Agroenergia.
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Tabela 1: Concentragdes em mg/mL dos acucares livres e dos inibidores da

fermentacdo das amostras de pré-tratamento quantificadas por CLAE.

Amostra | Celobiose Glicose Xilose HMF Furfural
PT1 0,00 0,16 2,16 0,00 0,00
PT2 0,24 1,12 32,98 0,00 0,00
PT3 0,00 0,61 21,30 0,00 0,00
PT4 2,62 5,44 52,70 0,00 0,64
PT5 0,65 1,63 41,35 0,00 0,19
PT6 0,45 1,69 47,70 0,00 0,20
PT7 2,05 3,01 49,39 0,01 0,29
PT8 0,10 0,10 0,68 0,00 0,00
PT9 2,44 3,56 52,64 0,04 0,42
PT10 0,00 0,43 16,01 0,00 0,00
PT11 2,81 4,98 57,08 0,06 0,49

3.2- Espectrometria de massas

As analises foram realizadas no espectrébmetro de massas LTQ XL

(Thermo Scientific, Bremem, Alemanha) com a fonte de PS acoplada em

ambos os modos de ionizacdo: positivo e negativo. Para as analises em

modo positivo, utilizou-se uma solucdo de metanol contento 0,1 % de

acido férmico, e para as analises em modo negativo, utilizou-se metanol

contendo 0,1 % de hidroxido de aménio. As condi¢cdes operacionais

utilizadas estdo reportadas na Tabela 3.

Tabela 2: Condicdes operacionais do Espectrometro de Massas ion trap LTQ XL.

Condic¢des operacionais

Modo Positivo

Parametros
Tensao do Spray 3-4 kV
Tube Lens 0V
Tenséao do capilar 35V
Temperatura do capilar 275°C

Modo Negativo
3-4 kV

-110 Vv

-43V

275°C
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3.3- Fonte de ionizacao PS

3.3.1- Montagem da fonte de PS e avaliacdo de seu f uncionamento

A fonte de PS foi montada prendendo-se um pedaco de papel, cortado
com geometria triangular (base e altura de 1 cm), a uma garra, do tipo
jacaré, conectada a um fio de 0,5 mm ligado ao espectrémetro de massas
(LIU, WANG, et al., 2010).

A Figura 7 ilustra o protétipo da fonte de PS construido neste trabalho.
A montagem do protétipo da fonte de PS foi realizada seguindo a
descricao de Yang et al. (YANG, WANG, et al.,, 2012). A vantagem de
montar o PS no espectrometro de massas LTQ XL € nao precisar utilizar
uma fonte de alta voltagem, pois o fio é conectado diretamente na sonda
de alta voltagem do ESI.

Fornecimen
to de alta
tensdao

Garra jacaré

MS Inlet

Papel
triangular

Fio

Figura 7: Fonte de PS homemade conectada ao Espectrometro de Massas.

Realizou-se a andlise por PS aplicando uma pequena quantidade de
solucdo do analito em metanol levemente &cido, para o0 modo positivo, ou
levemente alcalino, para o modo negativo, sobre o papel. Em seguida
aplicou-se a voltagem (3-4 kV) (YANG, WANG, et al., 2012) observando-
se a formacédo de um spray.
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Para avaliar o funcionamento do PS foi adaptado o procedimento
descrito por Lalli et al. analisando o perfil de compostos quimicos
presentes em tintas de caneta esferogréfica (LALLI, SANVIDO, et al.,
2010)- Escolheu-se a tinta de caneta, pois além de nao usar padrdes de
alto custo e ser facilmente ionizado, a tinta de caneta ndo precisa secar
para analisar.

Porém, o uso da caneta tem-se a desvantagem da degradacao da tinta

por causa da luz, o que gera outros produtos identificados.

3.3.2- Deteccéo de padrbes dos principais produtos do processo

de producédo de etanol 2G

As andlises foram realizadas utilizando dois padrées, um contendo uma
mistura de agucares (glicose, xilose e celobiose) e o outro contendo uma
mistura de acuUcares e inibidores formados (glicose, xilose, celobiose,
HMF, furufral, &cido acético, acido latico, acido succinico, glicerol e xilitol)
nas etapas de pré-tratamento e hidrolise do processo de producdo do
etanol 2G.

3.4- Otimizac&do do método de analise

3.4.1- Aplicacdo da amostra

As amostras foram aplicadas utilizando os métodos aplicacédo a seco e
aplicacéo direta. O método de aplicacdo a seco consistiu na aplicacado de
um volume de 10 pL da solucédo de padrdes de xilose, glicose e celobiose
em &agua, na concentracdo de 0,1 mg/mL, no papel deixando-o secar por
um dia (WANG, REN, et al., 2013). Fixou-se o papel a fonte de ionizacao
PS, adicionou-se 10 pL de acido formico em metanol 0,1% e adquiriu-se
os dados. Ja no método por aplicacédo direta, o papel foi fixado na fonte
de ionizacdo PS, iniciando-se a aquisi¢cdo da analise e aplicando 10 uL de
uma mistura da solucdo contendo padrbes de acucares e metanol

levemente acido (1:19, v/v).
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3.4.2- Avaliacédo da influéncia do tipo de papel

A influéncia do tipo de papel foi avaliada realizando-se a analise de
uma solucdo de xilose e glicose em quatros tipos de papel: Whatman
3MM; Whatman Cromatogréfico, CHR 1; Whatman Papel de Filtro
12,5mm; Whatman Grade 1 utilizado em PS.

3.4.3- Avaliacéo da influéncia do angulo do triangu  lo

A resposta da fonte de ionizacdo PS em relagdo ao angulo do papel
triangular foi avaliada analisando-se solugbes aquosas dos padrbes de
acucares xilose e glicose, com triangulos cortados nos angulos de 30°,
45°, 60°, 90°, 120° e 150° e comparando-se as intensidades absolutas
dos sinais dos espectros.

3.4.4- Avaliacdo da influéncia de modificacbes nop  apel

Foram realizadas duas modificacbes no papel: o arredondamento das
pontas laterais do triangulo (Figura 8a) e a aplicagdo de uma barreira de
parafina (Figura 8b). Essas modificacbes foram comparadas com o

resultado do papel sem modificacdo (Figura 8c).

a) Papel com pontas b) Papel com barreirade c) Papel sem modificagées
arredondadas parafina

Figura 8: Fotos dos papéis modificados a) com pontas laterais arredondadas e b)

com barreiras de parafina c) papel sem modificaces.
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O papel com pontas arredondadas foi preparado cortando-se as pontas
laterais do triangulo de papel.

A aplicacdo da barreira de parafina no papel foi realizada segundo
procedimento reportado por Garcia et al. (GARCIA, CARDOSO, et al.,
2014). Primeiramente, uma folha de papel de filtro foi inserida na parafina
liquida a 90°C, durante 1 minuto, e em seguida, mantida a temperatura
ambiente para completa secagem. O papel de formato triangular foi
colocado sobre uma folha de papel sulfite, e entdo um papel de filtro
parafinado foi colocado por cima. Um carimbo de metal, fabricado em acgo
inoxidavel (MS Maquinas, Goiania, Brasil), foi pré-aquecido a 180 ° C em
uma estufa por 2 minutos e pressionado no papel parafinado para

carimbar a barreira de parafina (Figura 9).

Secgao
transversal

= A\

papel parafinado

Visao superior

II‘ I

carimbagem

barreiras

Figura 9: Esquema de aplicacdo da barreira de parafina no papel triangular.
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Com o papel modificado, apds a construcdo de um canal de parafina
ou o corte das pontas laterais, efetuou-se a analise de acucares como a
xilose e a glicose, de derivados furanos como o hidroximetilfurfural, e do
licor do pré-tratamento do bagaco de cana-de-agUcar proveniente do pré-
tratamento, no modo positivo, e também a analise de padrées de &cidos

como 0 acido estearico e acido oxalacético.

3.4.5- Avaliagédo da influéncia do volume de amostra aplicado ao
papel

Para avaliar a influéncia do volume de amostra nas respostas da fonte
de PS, uma solucéo contendo os padrdes de xilose e glicose foi aplicada
no interior do canal de parafina em volumes de 1, 5 e 10 pL. As
intensidades dos ions sodiados da xilose e da glicose, respectivamente,

foram comparadas de acordo com o volume.

3.5- Repetibilidade e reprodutibilidade da técnica

A repetibilidade da técnica foi avaliada apdés a analise da solucéo
aguosa dos padrdes de xilose e glicose e celobiose (0,1 mg/mL), em nove
diferentes horarios do dia. Para tanto, foram aplicados 10 pL da solucao
de padrbes de agucares no papel, e ap6s secagem (4 horas), foram
realizadas as andlises por PS-MS. As analises foram feitas em triplicatas.
A diferenca de tempo entre uma aplicacéo e outra foi de 30 minutos.

A reprodutibilidade foi realizada repetindo-se o estudo de repetibilidade
por 6 dias.

Os dados obtidos foram avaliados com o teste estatistico Analise de
Variancia (ANOVA) (NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2012) com confianca
de 95%.
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3.6- Aplicacdo do método na caracterizacao de licor es do

pré-tratamento e hidrélise do bagaco de cana-de-acu  car

Um volume de 10 pL das amostras provenientes dos processos de pre-
tratamento e hidrolise foram aplicadas separadamente em um papel
triangular e mantidas em temperatura ambiente até completa secagem.
Os parametros encontrados na otimizacdo foram usados para a analise
nos modos de ionizac&o positivo e negativo, para a caracterizacao do licor
de pré-tratamento, e apenas no modo positivo para a caracterizacdo do
licor de hidrélise. Experimentos de MS/MS foram realizados para
identificacdo dos analitos detectados por MS.

3.7- Quantificacdo da glicose em licores da hidroli  se

enzimatica do bagaco de cana-de-acucar

A quantificacao da glicose em licores da hidrolise enzimatica do bagaco
de cana-de-acucar foi realizada utilizando solu¢des aquosas de padréo de
glicose com concentracéo de 1, 5, 10, 50, 150, 250, 500 mmol/L, nas
quais foram adicionadas 50 mmol/L de padréo de glicose deuterada (1:1
vIV).

Aplicou-se 10 pL das solugbes de padrbes no papel triangular e deixou-
se secar por 4 horas. Analisou-se o0s padrbes por PS(+)-MS e em cada
concentracdo obteve-se a razao glicose/glicose deuterada. As analises

foram realizadas em triplicatas.
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4- Resultados e Discussoes

4.1- Montagem da fonte de ionizacédo PS

Um pedaco de papel triangular foi fixado a garra do tipo jacaré conectada
a um fio de 30 cm de comprimento e 0,5 mm de didmetro, ligado ao
espectrometro de massas. Note-se que a montagem da fonte é bem simples
e de baixo custo. A demais, com uma folha de papel (20 cm x 20 cm) podem
ser realizadas em torno de 400, o que torna a técnica acessivel a qualquer
laboratério de espectrometria de massas.

Todo prototipo de fonte de ionizagcdo construido requer o uso de um
padrdo, cuja ionizacdo seja facil e eficiente para avaliar o seu
desempenho. Para o protétipo construido, utilizou-se tinta de caneta
esferografica como padrdo de ionizacdo. Este padrdo € utilizado
rotineiramente para avaliar o desempenho da fonte de ionizacdo Easy
Ambient Sonic spray lonization (EASI) (LALLI, SANVIDO, et al., 2010). O
principal corante encontrado em canetas esferograficas de tinta azul é
Violeta 3 (m/z 372) e ja os principais da vermelha sdo Rodamina B ou
Rodamina 6G (m/z 443) (LALLI, SANVIDO, et al., 2010).

A Figura 10 ilustra os espectros de massas da caneta azul e vermelha
analisados por EASI(+)-MS (A e B) (LALLI, SANVIDO, et al., 2010) e por
PS(+)-MS (C e D). Observa-se que houve a identificagdo do corante
violeta 3, [M+H]* m/z 372, como também a identificacdo das formas
demetiladas do corante, [M-CHs]* m/z 358 e [M-2CHs], apés a
decomposicédo da tinta (Figura 10c). Na Figura 10d, tem-se o espectro de
PS(+)-MS da caneta vermelha, a identificacdo do ion de m/z 443 referente
ao corante Rodamina ou Rodamina 6G, que sdo corantes caracteristicos
do que a caneta vermelha possui. Também foi detectado a presenca do
ion referente a substituichio do acetado por hidrogénio devido a
decomposicdo da tinta, o ion de m/z 359. A Figura 11 apresente as

formulas quimicas do corantes citados.

31



EASI PAPER SPRAY
Caneta esferografica azul

A) C)
100 372 1007 372
35§
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Figura 10: Espectros de massas de canetas esferogréaficas azul e vermelha obtidos
por EASI (+)-MS (A,B) e PS(+)-MS (C,D).
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Violeta 3: MM= 371 g/mol
Formula= C,;H;,N; Rodamina 6G ou B:
MM= 441g/mol
Formula= C,3H;,N,0,

Figura 11: Estruturas quimica do pigmento da tinta azul: Violeta 3 (A); e do pigmento da

tinta vermelha: Rodamina (B)
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A distancia da fonte de ionizagcdo PS para o analisador de massas
também foi avaliada. Foi observado que a intensidade do sinal decai
rapidamente em distancias superiores a 3 mm da ponta triangular do
papel ao MS inlet (cone de entrada do espectrometro de massas). Em
distancias curtas, menores que 1 mm, observa-se a formagédo de
descargas elétricas devido a fechamento de curtos. No entanto em
distancias entre 1-3 mm, a intensidades dos padrdes nado sofreram
grandes variacdes. Estes dados corroboram com os resultados de Liu et
al. (Figura 12) (LIU, WANG, et al., 2010).

Distancia

30000
25000

20000
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10000
5000

Intensidade

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 15
Distancia (mm)

Figura 12: Gréfico de intensidades absolutas da glicose, m/z 203, em diferentes

distancias da ponta do papel ao MS Inlet.

Apds a montagem da fonte de PS-MS, verificou-se sua eficiéncia para
a andlise de padrbes de agucares e aldeidos, analitos que serdo
determinados nos licores. Para alcancar este proposito, dois padrbes
foram analisados, um contendo apenas acucares (D1) e o outro contendo
acucares e inibidores formados (H6) nas etapas de pré-tratamento e
hidrélise do processo de producdo do etanol 2G. A Tabela 3 ilustra a
férmula molecular e os possiveis ions gerados para 0s constituintes de

cada padréo.
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Tabela 3: Padrfes de agucares, acidos, alcoois e derivados furanos usados durante a otimizagcdo do método com o PS-MS.

Formula Composto Modo positivo Modo negativo Substancia | Substancia
molecular em solugcdo | em solucao
[M+Na] * | [M+H]* | [M-H] | [M+CI]- 1 2
C12H22011 Celobiose 365 343 341 377 X X
CsH1205 Glicose 203 181 179 215 X X
Manose
Galactose
CsH100s Xilose 173 151 149 185 X X
Arabinose
C2H402 Acido acético 83 61 59 95 X X
C3HeO3 Acido latico 113 91 89 125 X
C4HeO4 Acido succinico 141 119 117 153 X
C3HsgOs3 Glicerol 115 93 91 127 X
CsH120s Xilitol 174 153 151 187 X
C2HeO Etanol 69 47 45 81 X
CsH402 Furfural 119 97 95 131 X
CeHeOs3 Hidroximetilfurfural 149 127 125 161 X




A Figura 13 ilustra os espectros de massas obtidos para os padrbes em
modo positivo e negativo. Nota-se a deteccdo de aglUcares como 0
glicerol, [M+ Na]"* de m/z 115, o xilitol, [M+ H] * de m/z 175, xilose, [M +
Na] * de m/z 173, glicose, [M+ Na]* de m/z 203 e celobiose, [M+ Na]* de
m/z 365, derivados furanicos como o furfural, [M + Na] * de m/z 119 e
acidos como o acido succinico, [M+ NaJ* de m/z 141. Uma vez detectados
os analitos de interesse, pode-se afirmar que o método de ionizagcao

utilizado é apropriado para analise dos possiveis produtos da conversao

de biomassa.
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Figura 13: Espectros de A) Padrbes de aclcares por PSI(+)-MS; B) Padrdes de
acucares por PS (-)-MS; C) Padrdes de aclcares, derivados furanos, acidos e alc6ois
por PS (+)-MS; D) Padrdes de agucares, derivados furanos, acidos e alcéois por PS (-)-
MS.
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4.2- Otimizag¢do do método

4.2.1- Aplicacdo da amostra.

A aplicagdo da amostra foi avaliada por dois modos: aplicacdo a seco,
o qual consiste em umedecer o papel com 10 pL de amostra e deixando-o
secar em condi¢cdes ambientes (WANG, REN, et al., 2013); e a aplicacao
direta que consiste na aplicacdo da solucdo contendo o analito e logo em
seguida a aplicacdo de alta voltagem do processo de ionizagdo (LIU,
WANG, et al., 2010).

Os melhores resultados foram obtidos com a forma aplicacédo a seco,
como ilustrado na Figura 14. O modo de aplicacdo direta além de fornecer
menor intensidade absoluta para os ions de interesse apresenta alguns
inconvenientes (Figura 15), como a formacdo de um filme espesso da
solucdo sobre o papel. Com a aplicacdo de alta voltagem, tem-se por
desequilibrio do sistema a formacdo de gotas que sdo atraidas para
dentro do espectrometro de massas. Estas gotas contém grande
propor¢cdo de analitos que acabam contaminando o espectrometro de

massas.
203 [Glicose + Na]*
A) 1000000 [Xilose + Na]*
73 [Celoblose + Na]*
600000
° 3
o 200000
(] Apllcagao
B 0 . srah ML l[ [T - 3 seco
c
£ B) 250000
150000
50000 1731 503 365
0
100 150 200 250 300 350 400

m/z Aplicagdo da amostra ou solugao

com a amostra com auxilio de uma
~ | micropipeta

Pa_pel Ms Inlet
Triangular

Aplicagdo direta

Figura 14 : Espectros de PS (+)-MS dos padr6es obtidos pelo método a) aplicacéo a

seco e b) aplicacdo direta da amostra
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Figura 15: Graficos das intensidades absolutas dos ions referentes aos acucares:
xilose, glicose e celobiose obtidas a partir dos espectros de PS(+)-MS nos dois modos

de aplicacdo da amostra.

4.2.2- Avaliacdo da influéncia do tipo de papel

O papel € um material hidrofilico composto majoritariamente por fibras
de celulose. No papel, as cadeias celulésicas consistem em
aproximadamente 1000 monémeros de glicose. Estas cadeias poliméricas
se aproximam umas proximas as outras e sao ligadas por ligacdes de
hidrogénio. Este arranjo de conexdo de cadeias celulésicas forma
microcanais que permitem o transporte de solventes e analitos por
capilaridade. (STEPHENS, SHRESTHA, et al., 2010)

As principais razdes para estudar o tipo de papel para experimentos de
PSI-MS séo: i) os aclUcares podem interagir fortemente com o papel; i) a
porosidade do papel pode influenciar na quantidade de ions formados, iii)
as impurezas oriundas do processo de fabricagdo do papel podem
interferir na andlise. (SU, WANG, et al., 2013). Portanto, é importante
avaliar o impacto do tipo de papel na ionizacéo de acucares.

A Tabela 4 ilustra as dimensdes de poro de cada papel avaliado.
Comparando o papel cromatografico 3 MM, o papel de filtro e o grade 1
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observa-se que guanto menor o tamanho dos poros do papel melhor é o
resultado da analise. Esse resultado corrobora com os resultados
observados por Liu et al. que também demonstrou que o tipo de papel
que fornece os melhores resultados é o Whatman Grade 1 com
porosidade de 0,18 mm (LIU, WANG, et al., 2010).Entretanto, o papel
cromatografico, que apresenta as mesmas dimensbes de poro do
Whatman Grade 1, forneceu espectros com as menores intensidades de
sinais. Uma possivel explicacdo, é a maior adsorcdo dos agucares neste
papel o que prejudica a dessor¢ado e consequente impacta negativamente

na intensidade i6nica dos espectros.

Tabela 4: Tamanho dos poros dos diferentes tipos de papéis e as itensidades
absolutas provenientes dos espectros de PS(+)-MS do padrdo com glicose, xilose e
celobiose.

Tipo de papel Tamanho Intensidade | Intensidade | Intensidade

dos poros absoluta da | absoluta da | absoluta da
Glicose Xilose Celobiose
Cromatografico
CHR 1 0,18 mm 35663 22573 20694
3mm 0,34 mm 26158 48734 16397
Papel de filtro 0,20 mm 103124 58822 32368
Whatman grade 1 0,18 mm 963149 441583 113238

A Figura 16 descreve a variacdo da intensidade absoluta de xilose (m/z
173), glicose (m/z 203) e celobiose (m/z 365), todos detectados como
adutos de sodio, [M + Na] *, em funcéo do tipo de papel. Note que o papel
gue apresentou os melhores resultados foi o Grade 1. A Figura 17 ilustra
0s espectros de massas do padrdo de acucares analisados com os
diferentes tipos de papéis. O papel Grade 1 apresentou os melhores
resultados, uma vez que o0 espectro de massas detectou o0s ions

referentes aos agucares com maior intensidade e menor razéo sinal/ruido.
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Figura 16: Graficos de intensidades absolutas dos ions referentes aos aglcares: a)

xilose, b) glicose (B) e c) celobiose obtidos a partir dos espectros de PS(+)-MS utilizando

os tipos de papéis Whatman 3mm; Whatman Cromatografico; CHR 1; Whatman Papel de
Filtro 0,2mm; Whatman Grade 1.
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Figura 17: Espectros de PS (+)-MS dos padrdes de agucares em diferentes tipos de
papel: Whatman Cromatografico CHR 1; Whatman 3mm; Whatman Papel de Filtro 0,2

mm Whatman Grade 1
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4.2.3- Avaliagéo da influéncia do angulo do triangu  lo

O estudo da resposta do angulo da ponta do papel triangular foi
realizado avaliando as intensidades absolutas do padrdo de xilose e de
glicose nos angulos de 30°, 45°, 60°, 90° 120° e 150°.

Os graficos de intensidade no papel em diferentes angulos estao
descritos na Figura 18. Note que os melhores angulos foram de 30° ao
60°, sendo que o sinal com maior intensidade foi detectado utilizando-se o
angulo de 60°. Para angulos maiores que 90°, note um decaimento na
intensidade do sinal, chegando a zero (sem detec¢ao do sinal) para o
angulo de 150°. Esta observacdo também pode ser confirmada pelos
espectros de massas (Figura 19). Estes resultados corroboram com os
resultados encontrados estudos publicados por Yang e seus
colaboradores (YANG, WANG, et al., 2012).

A) Xilose B) Glicose
1000000 1600000
: :
§ 800000 §1200000
T 600000 C
§ § 800000
£ 400000 g
(2] [72]
5 200000 § 400000
= =
0 0
30 45 60 90 120 150 30 45 60 90 120 150
Angulos Angulos

Figura 18: Graficos das intensidades absolutas dos ions referentes aos acucares:
xilose, glicose e celobiose obtidos a partir dos espectros de PS(+) nos diferentes angulos

da ponta afiada do tridangulo
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Figura 19: Espectros de PS (+) -MS para a avaliacdo da influéncia do angulo do

papel triangular.

4.2.4- Avaliacdo da influéncia de modificacbes nop  apel

A diferenca de voltagem entre o papel e o MS Inlet gera um campo
elétrico, com maximo na ponta do triangulo que fica situado a frente do
espectrometro de massas (YANG, WANG, et al.,, 2012). Este campo
elétrico é o responsavel pela dessorcdo/dessolvatacdo dos ions do
analito. Poréem sua magnitude também € apreciavel nas outras pontas do
tridngulo e, assim, a dessor¢gdo também ocorre por elas (YANG, WANG,
et al., 2012). Esse fendbmeno ocasiona na perda de analitos, diminuindo a
sensibilidade do método e comprometendo o desenvolvimento de ensaios
quantitativos.

Para aumentar a intensidade i6nica e obter uma andlise que forneca
uma composicdo mais real da amostra, foram feitas modificagcbes no
papel tais como: arredondamento das pontas laterais do triangulo e
construcédo de canal de parafina (GARCIA, CARDOSO, et al., 2014). Em
especial, a construgcdo de um canal evita a dispersao do analito sobre
toda superficie do papel minimizando a perda por adsor¢ao no papel.
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O canal, como ilustrado pela Figura 9, foi construido criando uma
barreira hidrofébica de parafina para delimitar a regido onde o fluido,
solucdo em metanol, flui. Apos os principais parametros para analise com
0S novos protétipos de substrato para o PS serem otimizados, analisou-se
algumas amostras: &cido estearico, acido oxalacético, xilose, glicose,
hidroximetilfurfural (padrdo) e no licor de pré-tratamento do bagaco de
cana de acguUcar. Estas analises tem o objetivo de comparar a eficiéncia de
ionizacao deste prototipo com a de outros protétipos descritos na literatura
como: papel triangular tipicamente utilizado nas andlises de PS e o papel
triangular com duas pontas arredondadas.

A figura 20 representa os graficos das intensidades dos sinais
provenientes dos espectros de PS-MS para cada uma das amostras
analisadas por tipo de modificagdo no papel. Note que o papel com o
canal de parafina, o parafinado, apresentou o melhor desempenho por
fornecer intensidades ibnicas para cada um dos ions monitorados em
maior abundancia. Esse aumento foi de 1,2 até 3,5 vezes a mais em
relacdo ao papel arredondado e de 2,8 até 11,3 em relacdo ao papel
normal.

Também foi observado que além do aumento da intensidade de sinal,
houve uma perceptivel diminuicdo da relacdo sinal/ruido, como visto no
espectro de PS-MS do HMF (Figura 21). Além de melhorar
significativamente a intensidade de sinal, a canal de parafina surge como
uma boa estratégia também para o acoplamento da espectrometria de
massas com a microfluidica (GARCIA, CARDOSO, et al., 2014).
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Graficos das intensidades absolutas em PS(-)-MS
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Graficos das intensidades absolutas em PS(+)-MS
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Figura 20: Graficos das intensidades absolutas dos ions referentes ao a) acido
estearico; b) acido oxalacético, c) xilose; d) glicose; e) HMF; f) Licor de pré-tratamento do
bagaco de cana-de-acgucar, obtidos a partir dos espectros de PS(-)-MS e PS(+)-MS nas

diferentes modificacdes de papel.
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Figura 21: Espectros de PS(+)-MS do padrdo de hidroximetilfurfural nos papéis: a)

triangular normal, b) com barreira de parafina e c) com pontas arredondadas.

Também foi avaliado se as modificagbes no papel tém alguma
influéncia no tempo de duragcdo do spray. A figura 22 mostra 0s
cromatogramas de ion total de analises com os trés tipos de papel.
Observa-se que o tempo de duragcdo do papel com as pontas
arredondadas é de 1,0 minuto, o tempo do papel normal é de 1,2 minutos
e do papel com canal de parafina € de 2,5 minutos. Sendo assim, o canal
de parafina faz com que dobre o tempo do spray. A explicacdo provavel é
que a parafina retém por mais tempo a solu¢éo aplicada ao papel, e assim
a sua eluicdo até a ponta em frente ao espectrémetro de massas € mais

lenta.
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Figura 22: Cromatogramas de ions total do papel com pontas arredondadas, o papel

sem modificacBes e do papel com canal de parafina obtidos em anélises com PS-MS.

4.2.5- Avaliacdo do volume de amostra aplicado no p apel

parafinado

O volume de amostra aplicado para analise por PS-MS utilizando o
papel parafinado é um importante parametro que deve ser avaliado.
Aplicagao de grandes volumes pode acarretar em um transbordamento do
canal papel comprometendo o objetivo da construcdo do prototipo, o de
evitar o espalhamento da solucdo por todo papel. Do mesmo modo,
aplicacdo de um volume pequeno de amostra pode levar a uma rapida
evaporacao do solvente o que também comprometera a analise (YANG,
WANG, et al., 2012).

Com o objetivo de avaliar este parametro, monitorou-se as
intensidades absolutas dois padrbes: xilose e glicose em fungdo do
volume de solugdo aplicado (1, 5 e 10 pL). A adicdo de volumes
superiores de 10 pyL ocasionam o transbordamento da solu¢do do canal.
Este € o motivo por ter avaliado apenas os trés volumes citado
anteriormente. A Figura 23 ilustra os gréficos de intensidades
provenientes dos espectros de PS(+)-MS da xilose e glicose obtidos ap6s

a aplicacdo dos volumes especificados. Observe que a intensidade
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absoluta aumenta em funcdo do volume aplicado. As intensidades dos
sinais aumentam em funcao do volume. Os espectros de massas por PS
(+)-MS dos padrdoes de xilose e glicose confirmam esse resultado
fornecendo uma melhor raz&o sinal/ruido (Figura 24 e 25).
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Figura 23: Graficos das intensidades absolutas dos ions referentes aos agucares
xilose e glicose, obtidos a partir dos espectros de PS(+)-MS nos diferentes volumes de

amostra.
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Figura 24: Espectros de PS(+)-MS dos padrdes de acucares, xilose nos volumes de

aplicacdo 1 pyL, 5uL e 10 pL
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Figura 25: Espectros de PS(+)-MS dos padrdes de agUcares, xilose nos volumes de

aplicacdo 1 pL, 5pL e 10 pL.

4.3- Repetibilidade e reprodutibilidade da técnica de PS-
MS

A repetibilidade é a avaliacdo da precisao da técnica, ou seja, a mesma
resposta analitica deve ser obtida para analises no mesmo dia. A
reprodutibilidade é a avaliagdo da exatiddo da técnica, ou seja, a mesma
resposta analitica deve ser obtida para analises em diferentes dias.

Na literatura, estudos quantitativos, séo realizados monitorando a razéo
de dois sinais do espectro. Ao monitorar apenas um sinal, flutuacdes
inerentes do processo de ionizagdo sao compensadas (SU, WANG, et al.,
2013). Com base nisto, estabeleceu-se a razdo glicose/xilose (m/z
203/173) para avaliar a repetitividade e reprodutibilidade do método.

Para realizar esse estudo foi feito a analise de variancia, ou ANOVA.

Neste teste se avalia se a alteragcdo de um fator controlado leva a
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diferenga significativa entre os valores médios obtidos, neste caso o
tempo, em dia (NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2012).

A Tabela 5 mostra os valores das razdes da glicose/xilose na solucéo
de 5,55 mmol/L de cada padréo de acUcar por cada dia de analise. Na
Tabela 6, estdo descritos os testes de ANOVA realizado por Excel. Nota-
se que as variancias dos resultados nos seis dias sdo bem pequenas, o
que demonstra uma insignificante variacdo do resultado entre amostras
realizadas no mesmo dia. Portanto, a técnica tem repetibilidade.

Para a reprodutibilidade, é usado a parte ANOVA da Tabela 6, nesta
analise verifica-se a variancia entre os dias de analise (Entre os grupos) e
a variancia entre os dados de cada dia de analise (Dentro de grupos),
depois compara-se estas duas variancias. Quanto maior for a variancia
“entre 0s grupos” em relacdo a variancia “dentre 0s grupos”, maior € a
dispersdo ocasionando uma analise com menor significAncia. Isto €&
observado na tabela comparando os valores de F-calculado (5,38) com F-
critico (0,241). Observe que que o valor F-calculado € maior do que o
valor de F-critico, portanto os resultados dessa analise séo significativos,
indicando uma boa reprodutibilidade.

Devido seu valor- P pode-se dizer que esses resultados obtidos de
reprodutibilidade e repetibilidade tem 95% de confianca. Ou seja, tem-se
95% de chance de um valor encontrado em qualquer analise realizada por
esse método e nessa concentracdo esteja entre os valores tabelados.

Tabela 5: Raz8o das intensidades absolutas dos picos de glicose/xilose na

concentracdo de 5,55 mmol/L por dia analisado.

Dia 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Amostra

17 091 100 109 0,92 1,08 1,17 1,06 1,88 1,49
18 1,37 150 192 149 1,712 1,31 1,92 1,08 1,27
21 0,73 141 100 09 166 1,23 107 1,22 1,51
24 1,37 1,15 1,79 131 1,38 149 151 152 1,35
25 1,00 100 1,02 1,22 1,21 1,08 0,81 0,69 1,03
29 1,18 1,22 106 155 1,27 1,03 0,86 0,84 1,14
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Tabela 6: Teste ANOVA das razdes de glicose pela xilose na concentracao de 1

mg/mL em diferentes dias.

Anova: fator

anico
RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Variancia
17 9 10,61 1,18 0,10
18 9 13,56 1,51 0,08
21 9 10,79 1,20 0,09
24 9 12,87 1,43 0,03
25 9 8,96 1,00 0,02
29 9 10,15 1,13 0,05
ANOVA
Fonte da SQ gl MQ F-calculado F-critico
variacao
Entre grupos 1,66 5,00 0,33 5,38 2,41
Dentro dos 2,97 48,00 0,06
grupos
Total 4,63 53,00

4.4- Aplicacdo da metodologia na caracterizacdo de

licores do pré-tratamento do bagaco de cana-de-acuc

Apds, toda a otimizagdo dos parametros de PS, as melhores condi¢des

encontradas neste trabalho para andlise de acucares e inibidores do

processo de producéo de etanol 2G por PS estéo ilustradas na Tabela 7.
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Tabela 7: Condicbes operacionais do PS-MS.

Condi¢Bes operacionais otimizados

Distancia do papel 1-5mm
Aplicacéo Aplicagéo a seco
Papel Grade 1

Angulo 60°

Modificacédo do papel Parafinado
Volume 10 pL

Estas condigbes foram utilizadas para a andlise de em amostras de
licores de bagaco de cana-de-agUcar obtidos de acordo com o
planejamento realizado por pesquisadores da Embrapa Agroenergia
(Tabela 8). O pré-tratamento e hidrélise podem gerar produtos de
degradacédo (furfural e hidroximetilfurfural), que s&o inibidores da
fermentacdo. A melhor condicdo é aquela em que nédo se forma inibidores
(CHRISTOFOLETTI, 2010) e tem a liberacdo da celulose para etapas

posteriores.

Tabela 8: Planejamento do pré-tratamento e da hidrélise da cana-de-aglcar para

producgédo de etanol 2G.

Experimento [H2S04] Tempo de Hidrolise

(%) Nivel (min) Nivel

1 0,5 -1 20 -1
2 2,5 +1 20 -1
3 0,5 -1 50 +1
4 2,5 +1 50 +1
5 1,5 0 35 0
6 1,5 0 35 0
7 1,5 0 35 0
8 0,1 -a 35 0
9 2,9 +a 35 0
10 1,5 0 14 -a
11 1,5 0 56 +a
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Os espectros de PS-MS dos licores analisados demonstraram um perfil
quimico similar. A Figura 26 ilustra quatro dos onze espectros de massas
obtidos nas anadlises por PS(+)-MS. Foram identificados agucares como
glicerol, [M+ H]* de m/z 115, xilose, [M+ Na]* de m/z 173, glicose, [M+
Na]* de m/z 203, e produtos de degradacédo como o furfural, [M+ H]* de
m/z 97, e o HMF, [M+ H]* de m/z 127 e [M+ Na]* de m/z 149.
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; [Xilose + Na]*
[HMF + NaJ*
S 2| 149
\I
0 T R 0
100 200 300 400 100 200 300 400
m/z m/z
6\'\"\;)' """"" [Furfural + H]* PT10 100 [Glicosi +Nal* pT11
100 3 Y-, ;
“ [Glicerol + HJ*
= -[HMF + H]*
N
] ) LM LLU[ oy \ THAPR TS TR RTINS TP Y Y ) R
100 200 300 400 100 200 300 400

m/z m/z

Figura 26: Espectros de PS (+)-MS das amostras selecionadas dos licores do pré-

tratamento do bagaco de cana-de-agucar nas condi¢ges PT1, PT2, PT10 e PT11
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A Tabela 9 representa os compostos identificados em todas as
amostras de licores analisadas por PS(+)-MS. A partir destes dados,
notou-se a deteccéo do inibidor HMF em todas as amostras e a deteccao
de glicerol na maioria das amostras analisadas (exceto PT3). Também
observou-se que para as condicoes em que Sse empregaram
concentracOes elevadas de &cido sulfurico e um tempo maior de hidrdlise,
PT2, PT4, PT5, PT6, PT7, PT9, PT10 E PT11, a formacdo dos dois
inibidores: furfural e HMF. J& nas demais, identificou-se apenas o HMF.
Portanto, essas condigdes mostraram-se mais drasticas proporcionando

uma degradac&o mais acentuada.
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Tabela 9: Compostos identificados por PS(+)-MS nas amostras de licores analisadas.

Formula Composto PT1 | PT2 | PT3 | PT4 PT5 PT6 PT7 PT8 PT9 | PT10 | PT11
molecular
CsH1206 Glicose X X X X X X X
Manose
Galactose
CsH100s5 Xilose X X X
Arabinose
C3HgOs Glicerol X X X X X X X X X X
CsH1205 Xilitol X X X X
CsH40O> Furfural X X X X X X X X
CeHeO3 Hidroximetilfurfural | X X X X X X X X X X X




A Figura 27 ilustra os espectros de massas por PS (-)-MS de quatro
amostras de licores. Uma elevada intensidade no sinal dos ions referentes
a cluster de sulfatos é observada. A detecgéo destes clusters deve-se ao
fato do pré-tratamento fazer uso de acido sulfurico. A formacdo de
clusters de sulfato € um inconveniente para a analise dos acgUcares e
inibidores, pois suprime a ionizacdo destes compostos. No entanto, foi
possivel a deteccdo de glicose, [M-H] m/z 179. A Tabela 10 representa
todos os compostos identificados por PS(-)-MS para todos os licores
analisados. Observa nessa tabela, que além da glicose, também foi
identificado a xilose, [M- H]" m/z 149, e o inibidor da fermentagdo, HMF,
[M- H]-m/z 125.
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Figura 27: Espectros de PS (-) das amostras selecionadas dos licores do pré-

tratamento do bagaco de cana-de-acUcar nas condi¢cGes PT1, PT2, PT10 e PT11
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Tabela 10: Compostos identificados por PS(-) -MS nas amostras de licores analisadas

Formula Composto PT1 | PT2 | PT3 | PT4 | PT5 | PT6 | PT7 | PT8 | PT9 | PT10 | PT11
molecular
CsH1206 Glicose X X X X X X
Manose
Galactose
CsH100s5 Xilose X X X X X X
Arabinose
CsH402 Furfural
CeHeO3 Hidroximetilfurfural X X X X X
[2x H2SO4 -H] Dimero de acido X X X X X X X X X X X
sulfdrico
[8x H2SO4-H]" | Trimero de acido X X X X X X X X X X X

sulfdrico




Com base nestes resultados foi possivel concluir que o modo de
ionizacdo positivo demostrou ser o melhor para o acompanhamento do
processo de pré-tratamento do bagaco de cana-de-agUcar, por nao
apresentar supresséao de sinais devido a formacéao dos clusters de sulfato.

Os sinais referentes as hexoses foram detectados em baixas
intensidades, e em alguns casos inclusive ausentes, nos licores
analisados, uma vez que no processo de pré-tratamento em geral ndo ha
guebra da celulose. A maior parte das hexoses que foram detectados nos
licores de pré-tratamento serdo provenientes da quebra de hemicelulose e
da camada superficial da celulose.

Entretanto, todas as condicdbes de pré-tratamento analisadas
mostraram-se ineficientes, uma vez que o0s acgucares livres foram
formados em baixa quantidade, principalmente as pentoses provenientes

da hemicelulose, e houve a formacé&o de inibidores do processo.

4.5- Aplicacdo da metodologia na caracterizacdo de
licores da hidrélise enziméatica do bagaco de cana-d e-

acucar.

Assim como na caracterizacao de licores do pré-tratamento do bagaco
de cana de acgucar as melhores condi¢cdes da otimizacdo do método
(Tabela 8) foram aplicadas na caracterizacdo de licores da hidrdlise
enzimatica do bagaco de cana-de-acgucar.

A hidrdlise enzimatica é a etapa que tem a quebra da celulose em
glicose. Nesta etapa como na anterior também pode haver a formacéao de
inibidores da Saccharomyces cerevisiae. Portanto, a melhor condicao
dessa etapa é aquela que fornece maior quantidade de acucares livres,
principalmente a glicose e a celobiose provenientes da quebra da
celulose, e ndo h4 a formacdo de inibidores da fermentagdo como o
hidroximetilfurfural e o furfural. O mecanismo dessa etapa esta descrito a
seguir (Figura 28) (PETTERSON, GHOSE e GHOSH, 1978).
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1° etapa 2° etapa 3° etapa

endoglicanase exoglicanase B- glicosidase
l v
Celulose —y Celulose » Celobiose
nativa ativa
v
GLICOSE

Figura 28: Esquema sugerido por Petterson et al. da hidrélise enzimatica da

biomassa.

Foram analisados licores obtidos, primeiramente, com o pré-tratamento
do bagaco de cana-de-agucar utilizando &acido sulfarico 1,5% (v/v) em 56
minutos. Entdo, realizou-se a hidrélise enzimatica em diferentes tempos
de acdo do complexo enzimatico na biomassa (1, 2, 6 e 8 horas).

A figura 29 mostra os espectros de PS(+) -MS dos licores provenientes
da hidrolise enzimatica em 1, 2 6 e 8 horas. Neles foram identificados
acucares como xilose, [M+ Na]* de m/z 173, glicose, [M+ Na]* de m/z 203,

e, 0 inibidor da fermentacdo, HMF, [M+ Na]* de m/z 149.
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Figura 29: Espectros de PS (+)-MS dos licores da hidrélise enzimatica do bagaco de

cana-de-aglicar em 1, 2, 6 e 8 horas de hidrdlise.

A Tabela 11 mostra todos os compostos identificados para todas as
amostras de licores. Nota-se a deteccdo dos acucares, glicose, xilose e
celobiose, em todas as condi¢cbes, assim como, o inibidor HMF. Embora,
como se observa na Figura 29, a presenca do inibidor € de baixa
intensidade relativa.
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Tabela 11: Compostos identificados por PS(+) —MS nas amostras de licores da

hidrélise enzimatico.

Formula | Composto | 1hr | 2hr | 6hr | 8hr

molecular

Ci12H22011 | Celobiose X X X X

Glicose
CesH1206 Manose X X X X
Galactose
Xilose
CsH100s _ X X | X | X
Arabinose
CeHeO3 HMF X X X X

Em todas as condicdes, a glicose foi detectada em elevada
intensidade. E a glicose que posteriormente sera usada para a produc&o
do etanol. Porém, qualitativamente, todas as condi¢des usadas sé&o
propicias para a producdo do etanol 2G. No entanto, para auxiliar na

otimizacao do processo é necessario obter informacéo quantitativa.

4.6- Elucidacédo estrutural dos compostos obtidos na
caracterizacao dos licores de pré-tratamento e de h  idrdlise

do bagaco de cana-de-acucar

Para confirmar a detec¢ao dos compostos citados nas Tabelas 10, 11 e
12 dos licores de pré-tratamento e de hidrélise do bagaco de cana-de-
acucar foi realizado o experimento de espectrometria de massas tandem.
Esta analise permite o estudo dos fragmentos de um composto apos a
sua colisio com atomos de um gas presente na cela de colisdo do
espectrdmetro de massas, neste caso, o hélio.

A Figura 30 ilustra o espectro de PS(+)-MS/MS do ion de m/z 203,

referente ao aduto de sodio da glicose. Segundo March e Stadey a
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fragmentacao da glicose ocorre por dois caminhos, um pela fragmentacéo
da forma ciclica e outro pela fragmentacdo da forma alifatica. A primeira
tem a perda consecutiva de duas moléculas de &agua, gerando os
fragmentos de ions de m/z 185 e 167. Pela forma alifatica, tem-se a
fragmentacao devido a perda de uma molécula CH20, gerando o ion de
m/z 173. J4 a perda de 2 moléculas de CH20 leva ao o ion de m/z 143
,perda de 3 moléculas de CH20 obtém-se o ion de m/z 113, a perda de
uma molécula CO e uma agua forma o ion de m/z 157 (MARCH e
STADEY, 2005). Note que o espectro de PS(+)-MS/MS do ion m/z 203
possui todos os fragmentos citados por March e Stadey, o que nos

possibilita afirmar que o ion de m/z 203 é referente ao aduto de sédio da

glicose.
-3XCH,0
P -2 X CH,0
’ 143°
100- !
g ! -CO+H,0
i -HO0  .H0
; ! .CH,0
R - P85
E 113 P
] 157 173
; 167 203
Ui\\\ll\I\\\\\\\‘\II|I\I\\I\\\\\\II\|\\I\l\\\\Il|\IA\\I\\\"\\\A:I\I\\\n\\\”\l\?.\\hl\\\l\\\
60 80 100 120 140 160 180 200
m/z

Figura 30: Espectro de PS(+) MS/MS do m/z 203 referente a “glicose sodiada”.

A Figura 31 ilustra o espectro de PS(+)-MS/MS do ion de m/z 173,
referente ao aduto de soédio da xilose. Segundo March e Stadey a
fragmentacdo da xilose também ocorre por dois caminhos, um pela
fragmentacdo da forma ciclica e outro pela fragmentacdo da forma

alifatica. A primeira tem a perda consecutiva de duas moléculas de agua,
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gerando os fragmentos de ions de m/z 155 e 137. Pela forma alifatica,
tem-se a fragmentacao devido a perda de uma molécula CH20, gerando o
ion de m/z 143. Ja a perda de 2 moléculas de CH20 leva ao o ion de m/z
113 e a perda de 3 moléculas de CH20 obtém-se o ion de m/z 83
(MARCH e STADEY, 2005). Note que o espectro de PS(+)-MS/MS do ion
m/z 173 possui todos os fragmentos citados por March e Stadey, o que
nos possibilita afirmar que o ion de m/z 173 € o ion da xilose sodiada.

-3 X CH,0 .
-2 x CH,0 i
2 2 ]
100 13 i
i _ 'Hzo -H20
3 -CH,0
2 |
F i 155
] 143 173
7 af 137 N
A Al L A4 | |
0 LR L b R Ly ] L L L Rt e L R e L L) I L LR L ) L L Rl L EL I Ll R Lt Ul L A L R M L L Ll A LA R et L L A B Rl L L) L Ll i L L
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m/z

Figura 31: Espectro de PS(+) MS/MS do m/z 173 referente a “xilose sodiada”.

A Figura 32 ilustra o espectro de PS(+)-MS/MS do ion de m/z 127,
referente ao ion protonado do hidroximetilfurfural. Segundo Lee et al. e
Bignardi et al. a fragmentacdo do HMF ocorre pela perda de uma
molécula de agua, gerando o ion m/z 109. Note que o espectro de PS(+)-
MS/MS do ion m/z 127 tem estes fragmentos citados por Lee et al. e
Bignardi et al. 0 que nos possibilita afirmar que o ion de m/z 127 € o ion
do hidroximetilfurfural protonado (LEE, SAKAI, et al., 2014) (BIGNARDI,
CAVAZZA e CORRADINI, 2014).
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Figura 32: Espectro de PS (+) MS/MS do m/z 127 referente ao “HMF protonado”.

4.7- Quantificacdo de Glicose em licores de hidroli  se

enzimatica do bagaco de cana-de-acucar.

Apbés o pré-tratamento do bagaco de cana-de-aglcar na melhor
condicdo (acido sulfarico 1,5% (v/v) e tempo de hidrélise acida de 56
minutos), é necessario realizar um planejamento experimental com as
diferentes variaveis da hidrolise enzimatica. Uma delas é o tempo que o
complexo enzimatico ira reagir no licor obtido pelo pré-tratamento. Como
visto no subcapitulo anterior, uma andlise qualitativa de licores com
diferentes tempos de hidrolise pode néo ser a forma mais viavel de obter
os melhores parametros experimentais que se deve usar para prover o
melhor licor que sera usado na fermentacéo. Portanto, para essa analise
€ preciso realizar a quantificacdo dos acucares, principalmente a glicose
pois é ela que sera convertida em etanol pela levedura, e dos inibidores
da fermentacdo, porque uma pequena quantidade pode inibir muito a
levedura.

Neste trabalho foi realizado apenas a quantificacdo da glicose, pois &
necessario o uso do padrdao deuterado com objetivo de ter a razéo

padrao/padrdo-D necessaria para obtencdo da curva de calibracédo e,

62



dentre os principais produtos do pré-tratamento e da hidrélise enzimatica,
apenas a glicose possui um padrdo deuterado comercial. Para isso foi
feito uma curva de calibracdo nas concentracoes de 1, 5, 10, 50, 100,
150, 200, 250, e 500 mmol/L de glicose com adicdo de 50 mmol/L de
glicose deuterada. Essas concentracdes foram escolhidas, pois em uma
analise dos mesmos licores por CLAE foram encontradas concentracdes
entre 86 e 160 mmol/L. A Figura 33 mostra as curvas de calibracdo da
glicose com o papel parafinado, o papel sem modificagcdo e o papel
arredondado, as respectivas equacoes das retas que serdo usadas para
calcular as concentracbes da glicose nos licores, e os coeficientes de

correlacado das retas.
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- < "
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Figura 33: Curvas de calibracdo da razdo da glicose pela glicose deuterada obtida
por PS (+) -MS em diferentes concentracdes e com papel com canal de parafina, com
papel sem modificacdo e papel com pontas arredondadas.

As curvas mostraram-se com Otima linearidade, o que torna mais
confiavel a obtencdo das concentracdes de glicose. Quando se compara
os trés tipos de papel tem-se o papel parafinado com melhor linearidade
(R?= 0,9952), seguido pelo papel sem modificacdes (R>= 0,9926) e o com
pontas arredondadas (R?>= 0,9817). Esse comparativo propde que o papel

com canal de parafina € o melhor para uma analise quantitativa. Esse

63



modelo de papel também foi 0 melhor para determinar a sensibilidade da
técnica, porque quanto maior o valor do coeficiente angular maior é a
sensibilidade e foram obtidos os valores de coeficiente angular de 0,0607
para o papel com barreira de parafina, 0,0315 para o papel sem
modificacbes e 0,0345 para o papel com pontas arredondadas.
Confirmando este tipo de papel como o melhor.

As Figura 34, 35 e 36 ilustram os espectros de PS(+)-MS das
diferentes concentracdes de glicose usadas para a obtencao da curva de
calibragdo . Observa-se que o valor da intensidade absoluta do pico da
glicose (m/z 203) vai aumentando enquanto da glicose deuterada (m/z
204) diminui, contudo, ao se calcular a razdo glicose por glicose

deuterada (gli/gli-D1) ela vai aumentando linearmente com o aumento da

concentragéo.
204
10 = 203 1 mmol/L
0 -
5 - 203 204 5 mmollL
03
~ : 203 204 10 mmollL
& 10
=) 3
= 0 203 50 mmoliL
g 205 204
8 0=
® . 203 100 mmol/L
g 3 204
= , 203 150 mmol/L
04 204
103 3 200 mmol/L
03 204
40 /ﬂ}\ 250 mmoliL
0 & T T T T T T T T T T \—% T T T T T
201 202 203 204 205

m/z

Figura 34: Espectros de PS (+)-MS provenientes de solu¢cBes de padrdes de
diferentes concentrac8es de glicose (1, 5, 10, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 mmol/L) e

glicose deuterada com 50 mmol/L usando o papel com canal de parafina.

64



4 /\M 1 mmoliL
0
2 /20\ . smmoiL
0
£ 5 /Zﬂ\ /204\ 10 mmoliL
E 0
s 1 3 50 mmol/L
° =
2 o- 204
g 94 A 100 mmol/L
2 E 204
54 /‘”\ 150 mmollL
03 204
20 4 /20‘\ 200 mmol/L
04 204
40 - /‘1\ 250 mmoliL
0 T T T T T T T T T T T 4\_'4—\204‘ T T T T T
201 202 203 204 205
m/z

Figura 35: Espectros de PS (+)-MS provenientes de solu¢cdes de padrdes de
diferentes concentracdes de glicose (1, 5, 10, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 mmol/L) e
glicose deuterada com 50 mmol/L usando o papel sem modificacédo
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0
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g 10 /203\ 4 10 mmol/L
% 07 A
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201 202 203 204 205
m/z

Figura 36: Espectros de PS (+)-MS provenientes de solu¢cdes de padrdes de
diferentes concentractes de glicose (1, 5, 10, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 mmol/L) e
glicose deuterada com 50 mmol/L usando o papel com pontas arredondadas.
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Na Tabela 12 tem-se as razfes gli/gli-D1 de cada triplicata realizada
por amostra e por tipo de papel usado, suas concentracdes e a
concentracdo média de cada tempo de hidrélise. Também €& apresentado
o valor de concentracdo obtido por HPLC para cada amostra e por tipo de
papel usado na analise e o desvio padrao entre as duas técnicas por tipo
de papel. Observa-se que o aumento do tempo de hidrélise aumenta a
concentracdo de glicose. Portanto, a melhor condicdo analisada foi a da
acdo do complexo enzimatico por 8 horas, tornando a concentragdo de
glicose seja a maior proporcionando um melhor rendimento

Outro ponto estudado na Tabela 12 € a diferenca de resposta obtido da
quantificacdo pelo tipo de papel usado (parafinado, sem modificacdo e
com pontas arredondadas). Os resultados obtidos afirmam que o melhor
papel a ser usado para o estudo quantitativo € o com canal de parafina,
pois é o0 que apresenta valores mais préoximos dos encontrados por HPLC.
Isso € observado pelos valores de diferenca entre os resultados obtidos
pelo papel e os obtidos por CLAE serem menores no papel com canal de
parafina do que nos demais. Uma possivel explicagdo deste fato é o
estudo feito anteriormente sobre a estabilidade do sinal em relagdo aos

trés tipos de papéis.
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Tabela 12: Concentracdo encontrada de amostras reais de licores de hidrolise enzimatica de bagaco de cana-de-agUcar por PS(+)-MS com
diferentes papeis e a comparag¢éo com o encontrado por HPLC .

Tempo de Média das Média das Média das Concentracad | Diferenca Diferenca Diferenca
hidrolise concentracoes concentracdes o | concentracdes no | o obtida por entre entre Sem entre
enzimatica no papel papel sem papel com pontas CLAE Parafinado | modificacdo | Arredondado
(hora) parafinado modificacdo arredondadas (mmol/L) e CLAE e CLAE e CLAE
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
1 86,16 135,54 90,18 86,08 0,08 49.26 4,10
2 97,76 153,98 132,24 97,80 0,04 56,18 34,41
6 136,50 194,18 147,60 136,51 0,01 57,67 11,09
8 160,17 201,64 159,75 160,00 0,17 41,64 0,29




Os resultados de PS-MS indicam que pode-se realizar novos
experimentos, com tempos maiores de hidrélise para verificar a ocorréncia
de aumento da concentracdo da glicose no licor de hidrolise enzimatica
do bagaco de cana-de-acucar, de forma a alcancgar rendimentos ainda

maiores.
4.7.1- Limite de deteccao e Limite de Quantificacao

O limite de deteccao (LD) de um método € a concentracdo minima que
o analito de interesse pode ser detectado, porém, esse limite pode nao
ser quantificado. E o limite de quantificacdo (LQ) de um método € a
concentracdo minima que o analito de interesse pode ser quantificado,
com exatidao e precisdo (LONG e WINEFORDNE, 1983).

Pode-se determinar o valor do LD e LQ utilizando a equagao a baixo:

LD ouLQ = =22 1)

Onde k € namero fatorial escolhido de acordo com o grau de confianca
desejavel (geralmente aceita-se 3 para LD e 10 para LQ), C é o valor do
coeficiente angular da equagao encontrada na curva de calibracdo (Para
o parafinado 0,0607, para o papel sem modificagcdo 0,0315, e para o
papel com pontas arredondadas 0,0345) e ss é 0 desvio padréo da média
de analises do branco. O desvio padrao foi calculado de acordo com a
Eq.2 (LONG e WINEFORDNE, 1983):

(2)

SB:

S |w
N[ R[S

Para a realizag&o dos calculos do LD e do LQ, foram feitas 10 analises
do branco (papel e acido férmico em metanol 0,1% (v/v)) com cada tipo de
papel (com canal de parafina, com pontas arredondadas e sem
modificacdes). Os valores da razdo 203/204 provenientes do espectro de
PS(+)-MS do branco para os diferentes tipos de papeis foram tabelados
abaixo. Na mesma tabela, encontram-se os valores das concentracdes
obtidas com as equacdes das retas de cada tipo de papel, desvio padrao
dos resultados obtidos, o desvio padrdo da média das analises e 0s
valores de LD e LQ calculados.
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Tabela 13: Valores da razéo 203/204 das analises em branco por PS(+)-MS para cada, suas concentracdes

encontradas pelas equacdes da reta, os desvios padrdes das concentracdes, o desvio padrao da média das

analises e os valores de LD e LO para cara tipo de papel analisado.

Medidas Parafinado Sem modificacéo Pontas arredondadas
0,91 4,44 1,06 2,14 1,96 8,04
1 0,91 4,44 1,10 3,41 1,96 8,04
2 0,91 4,44 1,04 1,50 1,97 8,33
3 0,91 4,44 1,03 1,19 1,99 8,91
4 0,94 4,94 1,08 2,77 1,98 8,62
5 0,93 4,77 1,06 2,14 1,96 8,04
6 0,91 4,44 1,04 1,5 2,00 9,20
7 0,91 4,44 1,05 1,82 1,99 8,91
8 0,91 4,44 1,06 2,14 1,96 8,04
9 0,92 4,61 1,08 2,77 1,98 8,62
10 0,91 4,44 1,06 2,14 1,96 8,04
Desvio 0,18 Desvio 0,69 Desvio 0,44

padréao padréao padréao

SB 0,06 SB 0,22 SB 0,14
LQ 9,27 LQ 68,85 LQ 40,10

mmol/L mmol/L mmol/L
LD 2,77 LD 20,65 LD 12,03

mmol/L mmol/L mmol/L




Observando os valores de LD dos trés tipos de papel, tem-se que o
papel parafinado tem o valor de 2,77 mmol/L, o sem modificagcdo 20,65
mmol/L e o com pontas arredondadas 12,03 mmol/L. Com esses valores
conclui-se que o papel parafinado é o que apresenta mais sensibilidade
ao método, uma vez que, com seu uso, é possivel a deteccdo de
concentracfes mais baixas do analito. Isso € confirmado com os valores
de quantificacdo para cada tipo de papel. O LQ é mais rigoroso por so
guantificar valores que sdo, no minimo, 10 vezes maiores do que o ruido.
O fato do papel parafinado conseguir quantificar concentracdes até 10
vezes mais baixas do que os outros papeis, mostra que o meétodo

utilizando esse papel é mais sensivel.
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5- Conclusodes

Os resultados apresentados neste trabalho contribuiram para a
obtencdo de um novo método de analise direta de acucares e inibidores
(furfural e hidrometilfurfural) em licores provenientes dos processos de
pré-tratamento quimico e hidrélise enzimética de bagaco-de-cana de
acucar.

Os parametros analiticos da fonte PS foram otimizados e estdo
descritos a seguir. A distancia entre o papel e o MS Inlet deve estar entre
1 e 5mm. O papel Whatman Grade 1 apresentou os melhores resultados
por ter melhores intensidades e melhor relacdo sinal/ruido e, portanto, a
melhor opcao para estas analises. O método de aplicacdo que originou 0s
melhores resultados foi o dry spot. O melhor angulo da ponta afiada foi o
de 60°, por apresentar as melhores intensidades do sinal. Com a
aplicacdo de uma barreira de parafina, os espectros foram obtidos com
maiores intensidades absolutas e menor razao sinal/ruido. A aplicacao de
10 pL de amostra no papel parafinado é ideal para as analises, sendo que
em guantidades maiores, a amostra ultrapassa a zona delimitada pela
barreira de parafina; e em quantidades menores ha uma redugdo na
intensidade absoluta dos sinais.

A aplicacdo do protétipo do PS na determinacdo de acucares e
inibidores em licores de bagaco de cana-de-acucar pré-tratados e
hidrolisados mostrou-se eficiente e rapida, o que abre a perspectiva de
utilizar este método no acompanhamento de processos de producdo de
etanol 2G. As vantagens do PS-MS em relacdo aos métodos tradicionais
utilizados, como CLAE, sdo o tempo de analise (cerca de 40 segundos), 0
baixo consumo de solvente (cerca de 30 pL por amostra em analise full
scan e MS"), e o baixo custo da fonte de ionizacéo (cerca de R$ 5,00).

Em todas as condi¢cdes de pré-tratamento quimico avaliadas por PS-
MS, foram detectados inibidores de processo de fermentacao. Portanto, €
necessario realizar um novo planejamento experimental considerando as
melhores condi¢cdes testadas até o momento, ou seja, aquelas que

apresentaram a formacao de apenas um dos inibidores (PT1, PT3 e PT8).
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J& as analises realizadas para as amostras resultantes das condi¢des de
hidrolise enzimatica demostraram a formacdo de acguUcares, 0s quais
podem entdo serem fermentaveis a etanol. E, qualitativamente a amostra
com 8h do complexo enzimatico agindo na biomassa, se mostrou a mais
vantajosa por ter maior formagéao de glicose.

Para o estudo quantitativo, foram obtidas as curvas de calibracao para
0s papéis parafinados, sem modificacdo e o arredondado, a fim de provar
qual dos tipos seria melhor para tal andlise. O papel com barreira de
parafina mostou-se ser melhor do que o sem modificagdo e o com pontas
arredondadas uma vez que obteve maior linearidade e sensibilidade
(parafinado: 0,9952 e 0,0607; sem modificacdo: 0,9526 e 0,0315;
arredondado: 0,9817 e 0,0345).

Também foi realizado o estudo do limite de deteccédo e de quantificacao
para os trés tipos de papel, tendo como resultado o papel parafinado
como o de melhor desempenho para analises quantitativas e qualitativas.
Isso foi explicado por seus valores de LD e LQ (2,77 mmol/L e 9,27
mmol/L, respectivamente) serem menores do que os do papel sem
modificacdo (20,6 mmol/L e 68,85 mmol/L) e com pontas arredondadas
(12,03 mmol/L e 40,10 mmol/L).

O estudo mostrou que o0 uso do PS-MS para o acompanhamento da
producdo de Etanol 2G € um processo rapido, eficiente e confidvel tanto
para uma analise qualitativa quanto para uma andlise quantitativa,
podendo, entdo, afirmar que o uso da técnica pode diminuir o tempo de

otimizacao e producéo do alcool.
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