
9.4.2.7 Ligar a manta de aquecimento a fi m de que ocorra de 4 a 5 ciclos no sifão 
por hora. Após o primeiro ciclo de extração, proceder à extração do material por um 
período de 8 horas.
9.4.2.8 Ao término das 8 horas, desligar a manta de aquecimento e trocar a solução 
de ciclohexano-etanol presente no balão de fundo redondo por água (até a metade 
do volume nominal do balão - aproximadamente 500 mL).
9.4.2.9 Após o primeiro ciclo de extração, proceder à extração do material por um 
período de 24 horas, realizando a troca da água a cada 8 horas.
9.4.2.10 Após a extração retirar o material presente dentro do saquinho de papel de 
fi ltro ou do cartucho de extração e fi ltrar em um funil de Büchner. Utilizar o mínimo 
de água necessária para a transferência quantitativa da massa para o funil. 
9.4.2.11 Após a fi ltração colocar a amostra em estufa a 105°C e acompanhar a se-
cagem até massa constante.
9.4.2.12 Registrar a massa encontrada (M    ).
9.4.2.13 Cálculos

Sendo:
E = O teor de extrativos da biomassa expresso em %;
M      = massa de biomassa seca e moída (g) (item 9.4.1.3);
M    = massa de biomassa livre de extrativos (base seca) (g) (item 9.4.2.12).
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Figura 4. 
Aparatos 

para o 
procedimento 

de remoção 
de extrativos.
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9.5 Hidrólise ácida da amostra livre de extrativos  
9.5.1 Preparo do cadinho de placa porosa para filtração
9.5.1.1 Separar um cadinho de placa porosa (4-5 µm) para cada amostra a ser ca-
racterizada, conforme ilustrado na Figura 5.

9.5.1.2 Identificar os cadinhos com uma numeração de fácil reconhecimento posterior.
9.5.1.3 Realizar a secagem dos cadinhos em estufa a 105° C até massa constante.
9.5.1.4 Após esse período retirá-los da estufa e colocá-los no dessecador até tem-
peratura ambiente.
9.5.1.5 Registrar massa do cadinho de placa porosa seco (M   ).

9.5.2 Hidrólise do material com ácido sulfúrico
9.5.2.1 A amostra deve apresentar granulometria ≤ a 0,8 mm (≥ 20 mesh).  
9.5.2.2 Determinar a umidade do material moído. Esse procedimento requer amos-
tras com umidade máxima de 10% (amostras com alta umidade alteram a concen-
tração do ácido utilizado durante o processo de hidrólise ácida). 
9.5.2.3 Pesar 0,3 g (± 0,02) do material previamente extraído, moído e seco (M    ). 
nos tubos de hidrólise ácida (Figura 6a), tomando a precaução de não deixar o ma-
terial ficar retido na parede do recipiente. 
9.5.2.4 Identificar a amostra com o mesmo código presente no cadinho de fundo poroso.
9.5.2.5 Ajustar o banho termostatizado em 30°C. 
9.5.2.6 Adicionar cuidadosamente 3 mL de ácido sulfúrico 72% (m/m) ao tubo de 
hidrólise e incubar o mesmo no banho termostático (Figura 6b). 

Figura 5. 
Cadinho de 

fundo poroso 
para filtração 

(4-5 µm).

BE

Cp
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9.5.2.7 Com o auxílio de um bastão agitar 
a suspensão a cada 5 - 10 minutos sem 
remover o tubo do banho. Solubilizar a 
amostra friccionando o material com o 
bastão (Figura 7). 
9.5.2.8 Após 1 hora de hidrólise, adicionar 
84 mL de água destilada. Utilizar esse vo-
lume para retirar todo o resíduo de amostra 
presente no bastão e nas paredes do tubo.
9.5.2.9 Fechar e agitar suavemente, em 
movimentos circulares, o material contido 
no fundo do tubo de hidrólise.
9.5.2.10 Alocar o tubo na autoclave, fe-
char e autoclavar as amostras a 121ºC 
por 60 min (Figura 8).

Figura 7. Tubo de hidrólise 
após o processo de hidrólise 
com ácido 72% (m/m) 

Figura 6a. 
Tubo para 

hidrólise 
contendo 

a amostra 

Figura 6b. 
Processo de hidrólise 

ácida a 72% (m/m) 



9.5.2.11 Após a descompressão 
da autoclave, retirar os frascos e 
deixar resfriar até a temperatura 
ambiente.
9.5.2.12 Filtrar a vácuo a amostra 
autoclavada no cadinho de fundo 
poroso previamente tarado e pe-
sado (item 9.5.1.5).
9.5.2.13 Recolher o fi ltrado em um 
kitassato (Figura 9).
9.5.2.14 Retirar e reservar o volu-
me fi ltrado para posterior determi-
nação de lignina solúvel, carboi-
dratos, ácido acético e produtos 
de degradação.
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Figura 9. 
Aparato para 

fi ltração a vácuo 
da solução obtida 

após autoclavagem 
do material a ser 

caracterizado

9.5.2.15 Após a remoção do ki-
tassato contendo o fi ltrado, lavar 
o cadinho contendo os sólidos 
remanescentes com água destila-
da até pH neutro da água. 
Obs: Fazer o acompanhamento 
desta etapa através da verifi cação 
do pH do meio
9.5.2.16 Transferir o cadinho de 
fi ltração contendo os sólidos la-
vados para a estufa a 105°C para 
secagem até massa constante. 

Figura 8. 
Tubo de hidrólise na 
autoclave para a segunda 
etapa de hidrólise ácida



de calibração contendo os carboidratos, ácido acético e produtos de degradação 
dos carboidratos que serão quantificados.
9.6.3 As concentrações de celobiose, glicose, xilose, arabinose, ácido fórmico e 
ácido acético presentes na fração solúvel são determinadas por CLAE utilizando-se 
uma coluna de troca iônica BIORAD HPX87H a 35°C ou similar como fase estacio-
nária, uma solução de ácido sulfúrico 0,005 mol.L   como fase móvel e índice de re-
fração como detector. Uma alíquota da amostra deve ser filtrada em filtro de seringa 
membrana PVDF ou similar de 0,45µm antes do procedimento analítico.
9.6.4 A concentração de FURF e HMF pode ser determinada utilizando-se uma 
coluna de fase reversa Thermo Acclain C-18 ou similar, com uma fase móvel com-
posta por uma solução de acetonitrila-água 1:8 % contendo 1% de ácido acético, 
utilizando-se um detector de UV-vis (274 nm) a 25°C. Uma alíquota da amostra 
deve ser filtrada em filtro de seringa membrana PVDF ou similar de 0,45µm antes 
do procedimento analítico.
9.6.5 As concentrações de glicose, celobiose, ácido fórmico e HMF são convertidas 
em celulose e as concentrações de xilose, arabinose, ácido glicurônico, ácido acéti-
co e FURF são convertidas em hemiceluloses empregando-se os fatores de conver-
sões (Cálculos no item 9.9). 
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9.6 Quantificação dos car-
boidratos, ácido acético e 
produtos de degradação
9.6.1 Retirar uma alíquota 
de aproximadamente 20 mL 
da solução obtida no pas-
so 9.5.2.14 e utilizar para a 
quantificação por CLAE. 
9.6.2 Preparar os padrões 

Figura 10. 
Cadinhos de placa porosa 
contendo o resíduo úmido de 
lignina + cinzas estruturais. 

9.7 Determinação de lignina insolúvel e cinzas insolúveis
9.7.1 Remover o cadinho contendo os sólidos 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 filtração contendo o resíduo sólido seco 
(MCpR).
9.7.3 Colocar o cadinho contendo o resíduo em uma mufla (Figura 12).
9.7.4 O 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;
•  Após o tempo, desligar a mufla, esperar a temperatura atingir 105°C;

-1



Figura 12. 
Cadinho de 

fundo poroso 
contendo o 
resíduo de 

lignina + cinzas 
estruturais 

da hidrólise 
ácida para ser 
calcinado em 

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

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 fi ltração e das 
cinzas (M     ). 
Obs1: Observar que o teor de cinzas 
insolúveis em meio ácido é distinto do 
conteúdo total de cinzas presente na 
biomassa. 
Obs2: Caso seja necessário deixar 
para atingir 105°C de um dia para o 
outro, voltar novamente o cadinho con-
tendo as cinzas para a estufa e então 
deixar esfriar dentro do dessecador. 
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9.7.7 Cálculos 
     • Massa de cinzas na fração sólida ou cinzas insolúveis em meio ácido.

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

     • O teor de lignina insolúvel em meio ácido: 

Sendo:
L  : teor de lignina insolúvel em %.
M      : Massa do cadinho de placa porosa com os resíduos sólidos (g) (item 9.7.2)
M        : Massa de cinzas insolúveis em meio ácido (g);
M    : Massa do cadinho de placa porosa (g) (item 9.5.1.5);
M   : Massa de biomassa livre de extrativos (bs) (g) (item 9.5.2.3)
E: teor de extrativos obtidos no item 9.4.2.13 (%)

Cp
CpC

I
CpR
cinzas
Cp
BE

CpC

Figura 14. 
Dessecador contendo 

cadinhos de placa 
porosa + cinzas 

estruturais.



9.8 Determinação de lignina solúvel em meio ácido 
9.8.1 Branco: adicionar a um frasco 84 mL de água e 3 mL de ácido sulfúrico 72% 
(m/m). Utilizar essa solução para fazer diluições na mesma proporção das amostras 
analisadas.
9.8.2 Retirar uma alíquota da solução obtida no item 9.5.1.14 para medir a absorbância.
9.8.3 Utilizando NaOH 6,5 mol.L   ajustar o pH entre 12-12,5.
9.8.4 Fazer a diluição necessária da solução, seguindo a Lei de Lambert-Beer. Ano-
tar o fator de diluição (fd).  (A absorbância deve estar entre 0,2 e 0,8).
9.8.5 Efetuar a medida de absorbância em 280 nm em um espectrofotômetro UV-vis. 
9.8.6 Cálculos:
A absorbância total da solução é a soma da absorbância da lignina e dos produtos 
de degradação furânicos (HMF e FURF) que absorvem na mesma região. Sendo 
assim:

Sendo:
C   : concentração de lignina solúvel em g/L.
A     : Absorbância total da solução obtida da hidrólise (lignina e os produtos de de-
gradação) em 280 nm.
A        : Absorbância, em 280nm, dos produtos de decomposição dos açúcares 
(       e      ), cujas concentrações C       e C       foram determinadas previamente por 
HPLC e ɛ       e ɛ       são absortividades e valem, respectivamente, 146,85 e 114,00 
L g   cm   , conforme determinado experimentalmente por Rocha et al., 1997.
ɛ   : Absortividade da lignina determinada em meio alcalino em 280 nm. O valor da 
absortividade para a lignina do bagaço é de 23,7 g   cm   e para palha é de 19,6 g  
cm  .
Obs1: A leitura da lignina solúvel deve ser realizada no mesmo dia, com no máximo até 6 h após 
a abertura da amostra.
Obs2: Corrigir os cálculos com as devidas diluições realizadas para a medida da absorbância. 

As equações analíticas resumidas apresentadas abaixo são utilizadas para determi-
nação da concentração de lignina solúvel (g/L) para a palha e o bagaço de cana de 
açúcar respectivamente.

     • Equação analítica para a palha de cana-de-açúcar:

LS
280

FUR HMF
FUR HMF

L

pd280

-1 -1

-1 -1 -1

-1
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     • Equação analítica para o bagaço de cana:

     • Determinação do percentual de lignina solúvel:

L   (%) é o teor de lignina solúvel, expresso em porcentagem massa por massa (% m/m);
C    (g/L) é a concentração de lignina solúvel, expressa em grama por litro (g/L);
fd é o fator de diluição utilizado em 9.8.3;
V (L) é o volume fi nal da fi ltração (0,087L), expresso em litro (L);
M    é 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). 
(item 9.4.2.13)

     • Lignina total:

O valor de lignina total é a soma dos teores de lignina insolúvel e solúvel.

9.9 MODELO DE cálculo 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 cálculos:
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Onde:
Cel (%) é o teor de celulose da biomassa, expresso em %.
C     é a concentração de glicose, expressa em grama por litro (g/L);
C       é a concentração de celobiose, expressa em grama por litro (g/L);
C      é a concentração de HMF, expressa em grama por litro (g/L);
C            é a concentração de ácido fórmico, expressa em grama por litro (g/L);
Hemi (%) é o teor de hemiceluloses da biomassa, expresso em %.
C     é a concentração de xilose, expressa em grama por litro (g/L);
C       é a concentração de arabinose, expressa em grama por litro (g/L);
C           é a concentração de ácido acético, expressa em grama por litro (g/L);
C       é a concentração de furfural, expressa em grama por litro (g/L);
V(L): volume final da filtração (0,087L);
M    : Massa de biomassa livre de extrativos (bs)(g) (Item 9.5.2.3).

Obs: Os fatores de conversão são calculados baseando-se na adição de água nos polissacaríde-
os durante a hidrólise ácida. Para mais informações, consulte as referências listadas no presente 
documento (Item 1.1).

Gli
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HMF
Ác.Fórm

Xil
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