
Método Aprimorado para
Determinação de Açúcares de
Biocombustível por HPAE-PAD

A determinação de carboidratos em hidrolisados derivados da
biomassalignocelulósicaé uma etapa crucial na produção de
biocombustíveis. No entanto, o desenvolvimento de métodos
analíticos robustos continua sendo um desafio. Os métodos
atuais sofrem de várias desvantagens,como baixo rendimento,
baixa resolução doanalito e falta de aplicabilidade a um
conjunto mais amplo de amostras de biomassa6.

A cromatografia de troca aniônica de alto desempenho com 
detecçãoamperométricapulsada (HPAE-PAD) pode ser
usada para determinar açúcares de amostras de hidrolisados
de biomassa. Demonstrou-se que o HPAE-PAD fornece
determinações rápidas de carboidratos em amostras de
hidrolisado de biomassa usando a colunaThermo
Scientific™ Dionex™ CarboPac™ SA10-4µm.7 A
determinação de carboidratos em amostras de fornos de
milho hidrolisados com ácido com diluição de 10 vezes foi
mostrada na Nota de AplicaçãoThermo Scientific1089
(AN1089).8 O método usa eluente de hidróxido gerado
eletroliticamentee uma junta de 62 mil na célula de fluxo
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Meta
Desenvolver um método de cromatografia de íons
rápidos (IC) para a determinação de açúcares em 
amostras de biocombustíveis usando uma coluna
Thermo Scientific™ Dionex™ CarboPac™ SA10-4µm e
um sistema IC de alta pressão com detecção
eletroquímica.

Introdução
A redução significativa no fornecimento de combustíveis
fósseis subterrâneos e o aumento da produção de gases de
efeito estufa levaram a um foco mundial em caminhos
alternativos para a geração de energia a partir de fontes
renováveis, como a biomassalignocelulósica1-2. A
decomposição da celulose ehemicelulosecontida nas
matérias-primas de biomassalignocelulósicaproduz
açúcares de cinco e seis carbonos que podem ser
fermentados em biocombustíveis, como etanol3e biodiesel4.

A eficiência da hidrólise de biomassa em açúcares
fermentáveis é usada para avaliar a eficiência geral da
conversão de biomassa em biocombustível e está
diretamente relacionada ao objetivo de rendimento de
biocombustível e economia deprocesso.5



eletroquímica para resolver e detectar os oito açúcares
fermentáveis derivados de biomassalignocelulósica comum,
incluindo xilose, sacarose,arabinose, galactose, glicose,manose,
frutose e celobiose.

O presente artigo atualiza o sistema usado para a análise de
carboidratos na AN1089.8 O novo sistema combina
flexibilidade e facilidade de uso com alta sensibilidade e
seletividade, trazendo um nível mais alto de conveniência e
economia à simples análise de açúcar. O acessório
aprimorado Thermo Scientific™ Dionex™ IC PEEK Viper™
reduz o volume morto no caminho do fluxo e melhora o
desempenho cromatográfico. O método proposto aqui separa
oito açúcares comuns de carboidratos em menos de oito
minutos. O menor tempo de execução permite tempos de
retorno mais curtos da amostra e consumo reduzido de
eluentes, melhorando assim a economia geral do processo. 
Usando este método, os carboidratos presentes em 10
amostras individuais de biocombustíveis foram quantificados.

Condições

Coluna: Thermo Scientific Dionex  
CarboPac SA10-4µm, 4 × 250 mm
(Nº de Peça 088233), CarboPac
Proteção SA10-4µm 4 × 50 mm
(Nº de Peça 088234)

Temp. da Coluna: 45 °C
Temp. do Compartimento:  30°C

Vazão: 1,5 mL/min
Eluente: 1 mM KOH

Fonte de Eluente: Cartucho do Gerador deEluente
Dionex EGC 500 KOH (Nº de Peça
075778) com Dionex CR ATC 600
Coluna de Retenção de Ânions
ContinuamenteRegenerada (Nº de
Peça 088662)

Junta Eletroquímica 
de Células:

Todas as amostras de hidrolisado de biomassa
foram diluídas 10 vezes com água DI antes do uso.

Forma de Onda de Carboidratos

0,00 +0,10

0,20 +0,10 Início

0,40 +0,10 Fim

0,41 -2,0

0,42 -2,0

0,43 +0,6

0,44 -0,1

0,50 -0,1

• Um sistemaThermo Scientific™ Dionex™ Integrion™
HPIC™ foi usado neste artigo. O sistemaDionex Integrion
HPIC é um cromatógrafode íons integrado que inclui:

- Bomba de sistema Dionex Integrion HPIC

- Controle de temperatura do compartimento do detector

- Detector eletroquímico (número de peça 22153-62035) 
e célula (número de peça 072044)

- Eletrodo de referência pH-Ag/AgCl (Nº de Peça 
061879)

- Eletrodo de trabalho Au descartável com carboidratos, 
embalagem de 6 (duas juntas de 2,0 mil incluídas) (Nº
de Peça 066480)

- Amostrador automático AS-AP (Nº de Peça 074925) 
com opção de bandeja de resfriamento (recomendado)
e bandeja de frascos de 1,5/0,3 mL (Nº de Peça 
074936)

• Tubos de microcentrífuga estéreis montados com
tampa de rosca, 1,5 mL (Sarstedt Nº de Peça 
72.692.005)

• Unidades de filtro Nalgene Rapid-Flow de 0,2 µm, 
1000 mL, membrana de nylon, diâmetro de 90 mm
(Thermo Scientific Nº de Peça 164-0020)

• Consumíveis

- Os números de peça são mostrados na Tabela 1

Amostras

As amostras de hidrolisado de biomassa testadas neste estudo
foram derivadas de palha de milho, capim e/ou cana
energética. Essas amostras de biomassa foram pré-tratadas
individualmente ou como misturas (matérias-primas
misturadas) com qualquer um dos reagentes: ácido, álcalis ou
líquidos iônicos. Os pré-tratamentos foram seguidos por 
hidrólise enzimática com Cellic® Ctec2 e Cellic Htec2
(Novozymes, CA) para produzir hidrólise quase completa de
oligossacarídeos de biomassa.

Eletrodo de Referência: pH-Ag/AgCl
Temp. da Bandeja 
do Amostrador:
Volume de Injeção: 0,4 µL (modo Push_Full )

62 mil

Ambiente



Kits de montagem de tubos
acessórios Thermo
Scientific™ Dionex™ IC 
PEEK Viper™

Kit de montagem de tubosDionex IC PEEK Viper para o
sistema Dionex Integrion HPIC: Inclui um de cada Nº de
Peças: 088815- 088821

088798

Dionex IC PEEK Viper
montagem de tubos

Proteção da coluna separadora: 0,007 × 4,0 pol. (102 mm) 088815

Válvula de proteção da coluna: 0,007 
× 5,5 pol. (140 mm)

088816

Saída EGC para Entrada Eluente CR -TC: 0,007 × 6,5 pol. (165 
mm)

088817

Separador para Entrada Célula ED: 
0,007 × 7,0 pol. (178 mm), ED

088819

Saída CR-TC para Entrada Desgaseificador:
0,007 × 9,5 pol. (241 mm)

088821

Frascos de autoamostras
Thermo Scientific™ Dionex™ 
AS-AP

Embalagem de 100 frascos para injetáveis de poliestireno, 
cápsulas, septos, 0,3 mL

055428

Pod de válvula de injeção de 4 
portas

Instale no lugar do pod de válvula de 6 portas. O pod de 4 
portas possui um loop de amostra interno de 0,4 µL.

074699

Cartucho de Gerador de eluente
Dionex EGC 500 KOH da
Thermo Scientific™

Cartucho de gerador de eluente ao usar colunas de partículas
de 4 µm

075778

Coluna de Captura de 
Ânions Regenerada 
Continuamente Thermo
Scientific™ Dionex™ CR-
ATC 600

Coluna de captura regenerada continuamente usada com
cartucho Dionex EGC KOH 500

088662

Desgaseificador Dionex HP EG Módulo desgaseificador 075522

Detector Eletroquímico (ED) Sem célula, com recipiente de envio 22153-62035

Célula eletroquímica Inclui botão e bloco de suporte 072044

Eletrodo de referência pH-
Ag/AgCl

Eletrodo de referência 061879

Au em eletrodos de PTFE Eletrodo de trabalho, pacote de seis 066480

Kit de análise de
carboidratos de alta 
concentração

Inclui junta de 62 mil e bloco espaçador modificado 085324

Junta de 62 mil Se adquirido separadamente, pacote de dois 075499

Tampão de pH, pH 7 Padrão de calibração de pH do eletrodo de referência SB115-500*

Tampão de pH, pH 10 Padrão de calibração de pH do eletrodo de referência SB107-500*

* Nº de Peça Fisher Scientific

Tabela 1. Consumíveis para o sistema Dionex Integrion HPIC.



Resultados
Separação
A Figura 1 mostra um cromatogramarepresentativo obtido
usando uma mistura padrão contendo oito açúcares comuns
de biocombustível a 0,6 g/L cada, analisados na coluna
Dionex CarboPac SA10-4µm. Utilizou-se glicose como
padrão interno. Todos os picos foram bem resolvidos e a
separação foi concluída em 8 minutos.

Linearidade e Precisão
Utilizando este método, foram geradas curvas de calibração
para os oito açúcares de biocombustível. Os resultados estão
incluídos na Tabela 2. O método é linear para mais de duas
ordens de magnitude de 0,005 a 2 g/L para todos os oito
carboidratos. Essa ampla faixa dinâmica é uma característica
importante exigida por qualquer método projetado para medir
os açúcares presentes nos hidrolisados de biomassa, pois é
ideal para a determinação dos açúcares que normalmente
estão presentes em proporções divergentes. O tempo de
retenção e os desvios padrão relativos da área do pico (RSD)
são inferiores a 1,26% em todos os açúcares, indicando
excelente precisão do método.

Exatidão
Para determinar a exatidão do método, foram coletadas 10
amostras de hidrolisado de biomassa de campo. As amostras
foram coletadas em várias etapas do processamento da
biomassa e conversão da biomassalignocelulósicaem etanol.
A exatidão do método foi avaliada pela primeira quantificação
dos açúcares presentes nas amostras de hidrolisado de
biomassa.Desse conjunto,cinco amostras foram selecionadas
aleatoriamentepara estudos de recuperação.Cromatogramas
representativos para as cinco amostras de biocombustíveis
selecionados são mostrados na Figura 2. Os principais
açúcares presentes nessas amostrassão glicose e xilose.

• Água deionizada (DI), classe de reagente Tipo I, 
resistividade de 18 MΩ-cm ou superior

• L(–)-Fucose (Sigma, Nº de Peça F2543)

• D-Galactose (Sigma, Nº de Peça G0625)

• D(+) -Manose (Sigma Nº de Peça M6020)

• D-Frutose (Sigma Nº de Peça F25X43)

• D-Xilose (Aldrich Nº de Peça X -10705)

• Sacarose (Sigma Nº de Peça 84097)

• D-Glicose (Nº de Peça 1910-01)

• D(-)-Arabinose (Sigma Nº de Peça A3131)

• D(+) -Celobiose (Sigma Nº de Peça C7252)

Figura 1. Separação de açúcares de biocombustível na colunaDionex
CarboPac SA10-4µm usando o método proposto (padrão de 0,6 g/L).

Figura 2. Cromatogramas representativos de cinco amostras de
biocombustíveis AE baseadas em biomassa lignocelulósica.



Tabela 2. Dados de calibração (em 11 níveis entre 0,006 a 2 g/L de cada um dos açúcares de biocombustível) e dados de precisão (0,6 g/L,
n=7) para oito açúcares comuns de biocombustível.

Todos os açúcares de biocombustível que estão presentes
acima do padrão de calibração mais baixo foram
aumentados com 50-150% da quantidade original
encontrada na amostra de biocombustível. Os valores
originais presentes, os valores aumentados e as
porcentagens de recuperação de pico estão incluídos na
Tabela 2. Para todas as quatro amostras estudadas aqui,
foram obtidas excelentes recuperações para todos os
açúcares de biomassa enriquecidos.

Robustez
Devido às matrizes complexas que são características das
amostras de biomassa, é fundamental garantir um efeito
mínimo da matriz no tempo de retenção e na estabilidade da
área de pico durante um longo período de sequência. A
robustez do método foi estudada injetando-se a mistura
padrão de açúcar em intervalos frequentes durante uma
execução de 200 sequências de injeção das amostras de
biocombustível. Os resultados incluídos nas Tabelas 3 e 4
mostram excelente tempo de retenção e reprodutibilidade da
área do pico, respectivamente, nas quatro injeções da mistura
padrão de açúcar localizadas em diferentes posições na
sequência.

Coe. De
Determinação

0,996 0,995 0,999 0,993 0,992 0,992 0,997 0,999

RT  RSD (%) 0,12 0,08 0,08 0,10 0,06 0,10 0,05 0,04

Área RSD (%) 0,28 0,47 0,51 0,62 0,66 0,69 1,26 0,28

Tabela 3. Estudos de recuperação de açúcar
em biocombustíveis (n=7).

A

Arabinose 0,02 0,02 100 0,1

Glicose 1,17 0,8 106 0,1

Xilose 0,5 0,5 114 0,0

Celobiose 0,03 0,04 98,7 0,0

B

Arabinose 0,01 0,10 94,1 0,0

Galactose 0,07 0,05 97,6 0,0

Glicose 1,07 0,8 89,4 0,0

Xilose 0,8 0,5 95,6 0,0

C

Arabinose 0,09 0,10 91,2 0,0

Galactose 0,05 0,05 129 0,1

Glicose 1,03 0,8 93,8 0,0

Xilose 0,7 0,5 104 0,0

D

Arabinose 0,04 0,02 88,3 0,3

Galactose 0,00 0,01 117 0,1

Glicose 0,72 0,8 97,7 0,0

Xilose 0,4 0,5 111 0,0

E

Arabinose 0,03 0,02 95,3 0,1

Galactose 0,01 0,02 99,1 0,0

Glicose 0,55 0,8 100 0,0

Xilose 0,4 0,5 108 0,0



Tabela 4 Robustez de tempo de
retenção.

Fucose Sacarose Arabinose Galactose Glicose Xilose Manose Frutose Celobiose

1 2,66 3,16 3,53 3,74 4,13 4,56 4,83 5,10 7,63
75 2,68 3,18 3,55 3,75 4,13 4,58 4,83 5,12 7,63
100 2,66 3,16 3,53 3,73 4,12 4,56 4,82 5,10 7,60
200 2,66 3,15 3,53 3,73 4,10 4,53 4,79 5,08 7,55

Tabela 5. Robustez da área de
pico.

Fucose Sacarose Arabinose Galactose Glicose Xilose Manose Frutose Celobiose

1 0,46 2,09 2,91 3,08 3,10 3,48 2,99 2,78 2,20
75 0,44 2,03 2,85 3,03 3,01 3,35 2,88 2,74 2,16
100 0,44 2,05 2,88 3,05 3,04 3,37 2,93 2,75 2,20
200 0,44 2,03 2,84 3,03 3,02 3,33 2,91 2,72 2,21

Conclusão
Um método aprimorado para quantificação de açúcares
de biomassa que pode ser convertido em
biocombustíveis é apresentado aqui. O método é capaz
de separar todos os oito principais açúcares de biomassa 
em 8 minutos. Os dados de resposta para todos os
açúcares de biomassa estudados aqui mostraram
excelente correlação com a concentração. O método
fornece excelente reprodutibilidade da área de pico, bem
como precisão do tempo de retenção dentro dos níveis
de concentração estudados. Os estudos de recuperação
de pico realizados para demonstrar a precisão do
método mostraram boa recuperação de todas as
amostras com pico, sugerindo que o método é preciso. 
Finalmente, o método é robusto, com tempo de retenção
e área de pico permanecendo estáveis quando
submetido a mais de 200 injeções de amostras de
biocombustíveis. Em resumo, o método proposto aqui é 
uma maneira conveniente, precisa e robusta de
quantificar açúcares de biomassa em amostras
complexas de hidrolisados e melhorará a confiabilidade
da determinação de cálculos de eficiência de biomassa
em biocombustível.
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