Figura 4.
Aparatos
para o
procedimento
de remocgéao
de extrativos.

9427 Ligar a manta de aquecimento a fim de que ocorra de 4 a 5 ciclos no sifao
por hora. Apos o primeiro ciclo de extragcao, proceder a extracdo do material por um
periodo de 8 horas.

9.4.2.8 Ao término das 8 horas, desligar a manta de aquecimento e trocar a solugéo
de ciclohexano-etanol presente no baldo de fundo redondo por agua (até a metade
do volume nominal do baldo - aproximadamente 500 mL).

9429 Apds o primeiro ciclo de extracao, proceder a extracao do material por um
periodo de 24 horas, realizando a troca da agua a cada 8 horas.

9.4.2.10 Apds a extracao retirar o material presente dentro do saquinho de papel de
filtro ou do cartucho de extracao e filtrar em um funil de Buchner. Utilizar o minimo
de agua necessaria para a transferéncia quantitativa da massa para o funil.

9.4.2.11 Apos a filtragdo colocar a amostra em estufa a 105°C e acompanhar a se-
cagem até massa constante.

9.4.2.12 Registrar a massa encontrada (Mge).

9.4.2.13 Calculos

Sendo:

E = O teor de extrativos da biomassa expresso em %;

Mgsm= massa de biomassa seca e moida (g) (item 9.4.1.3);

MBge= massa de biomassa livre de extrativos (base seca) (g) (item 9.4.2.12).



9.5 HIDROLISE ACIDA DA AMOSTRA LIVRE DE EXTRATIVOS
9.5.1 PREPARO DO CADINHO DE PLACA POROSA PARA FILTRAGAO

95.1.1 Separar um cadinho de placa porosa (4-5 um) para cada amostra a ser ca-
racterizada, conforme ilustrado na Figura 5.

Figura 5.
Cadinho de
fundo poroso
para filtragdo
(4-5 um).

9.5.1.2 Identificar os cadinhos com uma numeracao de facil reconhecimento posterior.
9.5.1.3 Realizar a secagem dos cadinhos em estufa a 105° C até massa constante.

95.14 Apos esse periodo retira-los da estufa e coloca-los no dessecador até tem-
peratura ambiente.

95.1.5 Registrar massa do cadinho de placa porosa seco (Mcp).

9.5.2 HIDROLISE DO MATERIAL COM ACIDO SULFURICO

9.5.2.1 A amostra deve apresentar granulometria < a 0,8 mm (= 20 mesh).

9.5.2.2 Determinar a umidade do material moido. Esse procedimento requer amos-
tras com umidade maxima de 10% (amostras com alta umidade alteram a concen-
tracao do acido utilizado durante o processo de hidrdlise acida).

9.5.2.3 Pesar 0,3 g (£ 0,02) do material previamente extraido, moido e seco (MgE).
nos tubos de hidrdlise acida (Figura 6a), tomando a precaug¢ao de nao deixar o ma-
terial ficar retido na parede do recipiente.

9.5.2.4 \dentificar a amostra com o mesmo codigo presente no cadinho de fundo poroso.
95.2.5 Ajustar o banho termostatizado em 30°C.

9.5.2.6 Adicionar cuidadosamente 3 mL de acido sulfdrico 72% (m/m) ao tubo de
hidrdlise e incubar o mesmo no banho termostatico (Figura 6b).
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9.5.2.7 Com o auxilio de um bastzo agitar
a suspensao a cada 5 - 10 minutos sem
remover o tubo do banho. Solubilizar a
amostra friccionando o material com o
bastao (Figura 7).

95.2.8 Ap6s 1 hora de hidrolise, adicionar
84 mL de agua destilada. Utilizar esse vo-
lume para retirar todo o residuo de amostra
presente no bastdo e nas paredes do tubo.

9.5.2.9 Fechare agitar suavemente, em
movimentos circulares, o material contido
no fundo do tubo de hidrdlise.

9.5.2.10 Alocar o tubo na autoclave, fe-
char e autoclavar as amostras a 121°C
por 60 min (Figura 8).

Figura 7. Tubo de hidrdlise
) apos o processo de hidrolise
com acido 72% (m/m)




Figura 8.

Tubo de hidrélise na

autoclave para a segunda
\ etapa de hidrolise acida

9.5.2.15 Apos a remocgao do ki-
tassato contendo o filtrado, lavar
o cadinho contendo os sélidos
remanescentes com agua destila-
da até pH neutro da agua.

Obs: Fazer o acompanhamento
desta etapa através da verificacdo
do pH do meio

9.5.2.16 Transferir o cadinho de
filtracdo contendo os sélidos la-
vados para a estufa a 105°C para
secagem até massa constante.

Figura 9.

Aparato para
filtragdo a vacuo
da solugao obtida
apos autoclavagem
do material a ser
caracterizado

9.5.2.11 Apos a descompressao
da autoclave, retirar os frascos e
deixar resfriar até a temperatura
ambiente.

9.5.2.12 Filtrar a vacuo a amostra
autoclavada no cadinho de fundo
poroso previamente tarado e pe-

sado (item 9.5.1.5).

9.5.2.13 Recolher o filtrado em um
kitassato (Figura 9).

9.9.2.14 Retirar e reservar o volu-
me filtrado para posterior determi-
nacgao de lignina soluvel, carboi-
dratos, acido acético e produtos
de degradacgao.



Figura 10.

Cadinhos de placa porosa
contendo o residuo Umido de
lignina + cinzas estruturais.

9.6 QUANTIFICAGAO DOS CAR-
BOIDRATOS, ACIDO ACETICO E
PRODUTOS DE DEGRADAGAQ

9.6.1 Retirar uma aliquota
de aproximadamente 20 mL
da solucao obtida no pas-
s0 9.5.2.14 e utilizar para a
quantificagcado por CLAE.

9.6.2 Preparar os padroes

de calibracao contendo os carboidratos, acido acético e produtos de degradacao
dos carboidratos que serdo quantificados.

9.6.3 As concentragdes de celobiose, glicose, xilose, arabinose, acido formico e
acido acético presentes na fracido soluvel sao determinadas por CLAE utilizando-se
uma coluna de troca ibnica BIORAD HPX87H a 35°C ou similar como fase estacio-
naria, uma solucéo de acido sulfurico 0,005 mol.L." como fase mével e indice de re-
fracdo como detector. Uma aliquota da amostra deve ser filtrada em filtro de seringa
membrana PVDF ou similar de 0,45um antes do procedimento analitico.

96.4A concentracdo de FURF e HMF pode ser determinada utilizando-se uma
coluna de fase reversa Thermo Acclain C-18 ou similar, com uma fase moével com-
posta por uma solucéo de acetonitrila-agua 1:8 % contendo 1% de acido acético,
utilizando-se um detector de UV-vis (274 nm) a 25°C. Uma aliquota da amostra
deve ser filtrada em filtro de seringa membrana PVDF ou similar de 0,45um antes
do procedimento analitico.

9.6.5 As concentragdes de glicose, celobiose, acido férmico e HMF sao convertidas
em celulose e as concentragoes de xilose, arabinose, acido glicurdnico, acido acéti-
co e FURF sé&o convertidas em hemiceluloses empregando-se os fatores de conver-
sbes (Calculos no item 9.9).

9.7 DETERMINAGAO DE LIGNINA INSOLUVEL E CINZAS INSOLUVEIS

9.7.1 Remover o cadinho contendo os sélidos remanescentes (obtido no item 9.5.2.16),
da estufa e deixar atingir a temperatura ambiente dentro de um dessecador (Figura 11).

9.7.2 Registrar a massa do cadinho de filtracdo contendo o residuo sélido seco
(MCpR).

9.7.3 Colocar o cadinho contendo o residuo em uma mufla (Figura 12).

9740 aquecimento é feito utilizando-se uma rampa de temperatura

« Aguardar a mufla atingir a 105°C e cronometrar 12 minutos;

Aquecer até 250°C com uma taxa de 10°C/ minuto; e cronometrar 30 minutos;
Aquecer até 575°C e cronometrar 180 minutos;

Aposs o tempo, desligar a mufla, esperar a temperatura atingir 105°C;



Figura 11.
Cadinhos de placa porosa contendo o
residuo de lignina + cinzas estruturais.

Figura 12.
Cadinho de
fundo poroso
contendo o
residuo de
lignina + cinzas
estruturais

da hidrolise
acida para ser
calcinado em
mufla.

Figura 13.
Cadinho de fundo

poroso contendo
cinzas estruturais.



9.7.5 Colocar os cadinhos no
dessecador para esfriar até tem-
peratura ambiente.

9.7.6 Pesar e registrar a massa
do cadinho de filtracdo e das
cinzas (Mcpc).

Obs1: Observar que o teor de cinzas
insoluveis em meio acido é distinto do
conteudo total de cinzas presente na
biomassa.

Obs2: Caso seja necessario deixar
para atingir 105°C de um dia para o
outro, voltar novamente o cadinho con-
tendo as cinzas para a estufa e entao
deixar esfriar dentro do dessecador.

Figura 14.
Dessecador contendo
cadinhos de placa
porosa + cinzas
estruturais.

9.7.7 calculos
» Massa de cinzas na fragao sdlida ou cinzas insoluveis em meio acido.

Mcinzas () = MCpC - MCp

Sendo:
Mcpc : Massa do cadinho de placa porosa (g) com as cinzas (item 9.7.6);
Mcp : Massa do cadinho de placa porosa (g) (item 9.5.1.5).

* O teor de lignina insoluvel em meio acido:

MCpR - (Mcinzas + MCp)] % [1 _ ( E

— ]| X 100
MBE )]

Ly (%) = [ 100

Sendo:

L1: teor de lignina insoluvel em %.

Mcpr : Massa do cadinho de placa porosa com os residuos sélidos (g) (item 9.7.2)
Mcinzas : Massa de cinzas insoluveis em meio acido (g);

Mc, : Massa do cadinho de placa porosa (g) (item 9.5.1.9);

Mge: Massa de biomassa livre de extrativos (bs) (g) (item 9.5.2.3)

E: teor de extrativos obtidos no item 9.4.2.13 (%)



9.8 DETERMINAGAO DE LIGNINA SOLUVEL EM MEI0 ACIDO

9.8.1 Branco: adicionar a um frasco 84 mL de agua e 3 mL de acido sulfurico 72%
(m/m). Utilizar essa solugao para fazer diluicdes na mesma proporgéo das amostras
analisadas.

9.8.2 Retirar uma aliquota da solucio obtida no item 9.5.1.14 para medir a absorbancia.
9.8.3 Utilizando NaOH 6,5 mol.L" ajustar o pH entre 12-12,5.

9.8.4 Fazera diluicdo necessaria da solugao, seguindo a Lei de Lambert-Beer. Ano-
tar o fator de diluicdo (fd). (A absorbancia deve estar entre 0,2 € 0,8).

9.8.5 Efetuar a medida de absorbancia em 280 nm em um espectrofotdmetro UV-vis.

9.8.6 calculos:

A absorbancia total da solugcédo é a soma da absorbancia da lignina e dos produtos
de degradacao furanicos (HMF e FURF) que absorvem na mesma regido. Sendo
assim:

Azgo = [(ep X Crs) + (egmr X Cyymr) + (€rur X Cryr)]

Apazgo = [(Crur X €rur ) + (Cumr X €amr)]

(Azso - Apd280)
€L

Crs (g/L) = (4,187 x1072 * (Azso - AdeBO) —3,279x107%)

Sendo:

C_.s: concentragéo de lignina soluvel em g/L.

Aogo: Absorbancia total da solugéo obtida da hidrdlise (lignina e os produtos de de-
gradacao) em 280 nm.

Apd2s0: Absorbancia, em 280nm, dos produtos de decomposi¢cdo dos agucares

(FUR e HwmF), cujas concentragdes Crur € Cumr foram determinadas previamente por
HPLC e eryr € €nvr S0 absortividades e valem, respectivamente, 146,85 e 114,00
L g' cm™, conforme determinado experimentalmente por Rocha et al., 1997.

eL : Absortividade da lignina determinada em meio alcalino em 280 nm. O valor da
absortividade para a lignina do bagaco é de 23,7 g' cm™ e para palha é de 19,6 g™
cm™.

Obs1: A leitura da lignina soltvel deve ser realizada no mesmo dia, com no maximo até 6 h apos
a abertura da amostra.

Obs2: Corrigir os calculos com as devidas diluicées realizadas para a medida da absorbancia.

As equacdbes analiticas resumidas apresentadas abaixo séo utilizadas para determi-
nacgao da concentragao de lignina soluvel (g/L) para a palha e o bagago de cana de
agucar respectivamente.

« Equacao analitica para a palha de cana-de-agucar:

C _ |Azgo*fd— [(CrurX eFUR )+(CHMFX egmF )]]—0,031
LSpalha — el




« Equacao analitica para o bagacgo de cana:

C __ [Azgo*fd— [(CFurX eruR )+( CHMFX emF )]]—0,018
LShagaco —

€L

« Determinagao do percentual de lignina soluvel:

Ls(%) = [CLS XV(L)] [1 - (—)] x 100

Ls (%) é o teor de lignina soluvel, expresso em porcentagem massa por massa (% m/m);
CLs (g/L) € a concentragao de lignina soluvel, expressa em grama por litro (g/L);

fd é o fator de diluigao utilizado em 9.8.3;

V (L) € o volume final da filtragdo (0,087L), expresso em litro (L);

Mge € a massa de biomassa livre de extrativos (bs); (item 9.5.2.3) expressa em gra-

ma (g);
E é o teor de extrativos totais, expresso em porcentagem massa por massa (% m/m).

(tem 9.4.2.13)

+ Lignina total:

O valor de lignina total é a soma dos teores de lignina insoluvel e soluvel.

Lt (%) = L;(%) + Ls(%)

9.9 MODELO DE CALCULO DE CELULOSE E HEMICELULOSES

Com os dados do item 9.5 e os resultados no item 9.6, determinados por CLAE pro-
ceder com os calculos:

Cel (%)

(0,90 X Cgy) + (0,95 X Ceep) + (1,29 X Cyyr) + (3,53 X Ci. porm)) * V(L)
Mpg

X-l (E) x 100
! 100]

Hemi (%)
_ [((0:88 X Cxip) + (0,88 X Cprap) + (0,72 X Cyc. peer) + (1,37 X CFUR)) * V(L)

MBE
X [1 (—E )] X 100
100




Onde:

Cel (%) € o teor de celulose da biomassa, expresso em %.

Calii € a concentracao de glicose, expressa em grama por litro (g/L);

Ccelo € a concentragao de celobiose, expressa em grama por litro (g/L);
CHMFé a concentracdo de HMF, expressa em grama por litro (g/L);

CAc.Form € a concentracado de acido formico, expressa em grama por litro (g/L);
Hemi (%) € o teor de hemiceluloses da biomassa, expresso em %.

Cxii é a concentracéo de xilose, expressa em grama por litro (g/L);

Carab é a concentracdo de arabinose, expressa em grama por litro (g/L);

CAc. Acét € a concentracdo de acido acético, expressa em grama por litro (g/L);
Crur é a concentracao de furfural, expressa em grama por litro (g/L);

V(L): volume final da filtragdo (0,087L);

Mpge: Massa de biomassa livre de extrativos (bs)(g) (Item 9.5.2.3).

Obs: Os fatores de converséo sdo calculados baseando-se na adi¢cdo de agua nos polissacaride-
os durante a hidrdlise acida. Para mais informagées, consulte as referéncias listadas no presente
documento (Item 1.1).
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