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“There's no sense in being precise when you don't even know what you're talking about”

John Neumann



RESUMO

A possibilidade de utilizar a palma forrageira (Opuntia ficus-indica; Nopalea
cochenilifera) e o sorgo sacarino (Sorghum bicolor L. Moench) como biomassa para a
producdo de combustiveis no Estado de Pernambuco é um tema que merece atencdo, devido a
adequada adaptacédo dessas culturas as condicdes climaticas da regido e a atual necessidade de
ampliar a producdo de energia a partir de fontes renovaveis. Este trabalho teve por objetivo
investigar a composicao quimica da biomassa de sorgo sacarino e da palma forrageira, a fim
de fornecer subsidios para avaliagbes futuras do processamento dessas biomassas. No
decorrer do ano de 2011, foram realizadas analises de composi¢cdo quimica do bagaco de
sorgo, na Universidade Federal de Pernambuco, bem como a avaliagdo do comportamento
dessa biomassa frente a uma etapa de pré-tratamento acido, cujo objetivo era disponibilizar
carboidratos para uso na producdo de etanol. Os resultados obtidos ratificam as semelhancas
entre a composi¢do quimica do bagaco de sorgo e da cana-de-aclcar e mostraram a
capacidade de liberacdo de xilose através da etapa de pré-tratamento estudada. No entanto,
faz-se necessario maiores investimentos no estudo de rotas de processamento do bagaco de
sorgo bem como na otimizagdo dos parametros de processo, a fim de obter melhores
rendimentos. As andlises de composicdo quimica da palma forrageira foram realizadas na
Escola de Engenharia de Lorena (EEL-USP), tendo sido encontrados altos teores de
substancias sollveis em agua, especialmente para a palma forrageira do tipo gigante, além de
grande quantidade de extrativos. Foram identificados como aclcares constituintes da
biomassa de palma forrageira a glicose, arabinose, galactose e xilose, enquanto na fracéo
solivel em &gua dessa biomassa, foram encontrados os acucares glicose, arabinose, galactose
e manose. Ainda é preciso avancar bastante na pesquisa para a identificacdo precisa dos
constituintes da palma forrageira, no entanto, ficou clara a dificuldade de isolar e quantificar
essas substancias, sobretudo devido a presenca de mucilagens, o quanto sua composicao é
diferente do sorgo, e o enorme desafio que sera estabelecer a melhor tecnologia de
aproveitamento energético da palma forrageira.

Palavras-chave: composicéo quimica, lignocelulésicos, bioenergia



ABSTRACT

The possibility of using forage cactus (Opuntia ficus-indica; Nopalea cochenilifera)
and sweet sorghum (Sorghum bicolor L. Moench) as biomass sources to produce biofuels in
the state of Pernambuco (Northeastern Brazil) is a topic that deserves attention, because of the
adequate adaptation of such crops to the local climatic conditions and the current need to
increase energy production from renewable sources. This work aimed to investigate the
chemical composition of sorghum biomass and forage cactus, in order to provide information
for future evaluation of the processing of such biomass sources. The analyses of the chemical
composition of sorghum bagasse was carried out in the Federal University of Pernambuco
during the year of 2011, as well as the evaluation of behavior of such biomass source after a
step of acid pre-treatment with the aim of providing carbohydrates for use in ethanol
production. The results obtained ratified the similarities between the chemical composition of
bagasse from sorghum and from sugarcane. Results also showed the release of xilose due to
the acid pre-treatment step studied. However, it is necessary to increase the investment in the
study of sorghum bagasse process route, as well as the optimization of the process parameters,
in order to get better yields. The chemical composition analyses of forage cactus was carried
out in Engineering School of Lorena (University of Sdo Paulo State, Southeastern Brazil).
These analyses showed high levels of water soluble substances, specially for the giant forage
cactus, and a large amount of extractives. The sugars identified as constituents of cactus
forage biomass were glucose, arabinose, galactose and xylose, while glucose, arabinose,
galactose and mannose were identified as the constituents of the soluble fraction. Future
studies should focus on research to allow the precise determination of cactus forage
constituents. It is clear, however, the difficulty of isolating and quantifying these substances,
mainly because of the presence of mucilage, how their compositionis different
from sorghum, and the enormous challenge that will be to determine the best technology for
adopting cactus as a feed stock for bioenergy production.

Keywords: chemical composition, lignocellulosic, bioenergy
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o petréleo figura como uma das principais fontes energéticas do mundo
sendo responsavel por mais de 40% do consumo final de energia (OECD; IEA, 2009) e, por
se tratar de uma fonte ndo renovavel, estima-se que suas reservas ndo serdo suficientes para
suprir a demanda existente por muitos anos. Além disso, a queima de combustivel fossil libera
grande quantidade de CO,, além de outros gases de efeito estufa (GEE), cujo aumento na
atmosfera tem sido responsabilizado pelas mudancas climéticas observadas em todo o planeta
(IPCC, 2007). E neste contexto que surge a necessidade de ampliar a oferta de energia
proveniente de fontes alternativas e/ou renovaveis, tais como eolica, solar e da biomassa, que

minimizem a emissdo de GEE.

Diversos paises tém mostrado crescente interesse na producdo de etanol a partir de
biomassa, seja ela proveniente da cana-de-agUcar, sorgo sacarino, beterraba agucareira, ou
proveniente de outras culturas mais adequadas as condicdes climaticas, de solo e culturais dos
diferentes paises. O Brasil é o maior produtor de cana-de-aclcar do mundo, sendo esta a
principal fonte de biomassa para producédo de etanol no pais. Na regido Nordeste do Brasil, até
a década de 90, Pernambuco era o maior estado produtor. No entanto, desde entdo, vem
passando por um periodo de crise com a estagnacdo da produtividade e até o fechamento de
varias usinas (ANDRADE, 2001). Diante da importancia do setor sucroalcooleiro para
Pernambuco, faz-se necessario a criacdo de mecanismos para garantir seu desenvolvimento

econdmico e industrial.

O cultivo de sorgo sacarino (Sorghum bicolor L. Moench) em regides onde a cana-de-
acucar ja ndo apresenta produtividade satisfatoria, devido ao menor indice pluviométrico e
pela ma distribuicdo das chuvas, pode representar uma boa alternativa, integrando o seu
processamento ao da cana-de-agucar. A partir do cultivo do sorgo, tanto € possivel a producéo
de etanol de primeira geracdo, onde o caldo extraido da biomassa, rico em acgucares, pode ser
diretamente fermentado a alcool, quanto o de segunda geracdo, onde o bagaco, residuo da
extracdo do caldo, € a matéria prima do processo. Nesse caso, em vez de aglcares livres, tém-
se compostos lignoceluldsicos que necessitam passar por processo de quebra de moléculas,
para a liberacdo dos acgucares, antes de ser realizada a fermentacdo. No processo de hidrolise
enzimatica, etapas de pre-tratamento, como a hidrolise da biomassa com acido sulfarico

diluido, s&o necessérias para facilitar o acesso das enzimas a fracdo celuldsica por meio da



diminuicdo de cristalinidade, aumento da porosidade do material e remocao de hemicelulose,

sendo esta etapa um dos focos deste trabalho.

Ainda no sentido de aumentar a oferta de energia proveniente de biomassa, avalia-se a
possibilidade de ampliar as areas de cultivo em Pernambuco para regides semiaridas, que
ocupam mais de 85% do territério do estado. Uma cultura bastante adaptada a regido
semiérida é a palma forrageira (Opuntia ficus-indica; Nopalea cochenilifera), utilizada na
alimentacdo animal e considerado o maior suporte forrageiro das regiGes secas do nordeste
brasileiro. Essa espécie botanica atinge as maiores produtividades de biomassa da regido
semiarida nordestina. Além disso, em comparagdo com outras culturas, sua producdo é mais
estavel ao longo do tempo, sendo menos afetada pela irregularidade das chuvas nos anos
secos (MENEZES et al., 2005). Entretanto, a determinacdo mais detalhada de sua composicédo
guimica ainda € uma etapa necessaria para a avaliacdo da viabilidade de seu uso como fonte

de biomassa para producéo de etanol.

Através da caracterizacdo quimica de biomassas como a palma forrageira € 0 sorgo
sacarino, espera-se contribuir para o desenvolvimento de conhecimento que podera subsidiar,
no futuro, o desenvolvimento de tecnologias para a producdo de etanol de segunda geracéo e,

consequentemente, a ampliacdo da oferta de combustivel de origem renovavel.



2 OBJETIVOS

Obijetivo Geral

Realizar a caracterizacdo quimica da biomassa de sorgo sacarino e palma forrageira e
avaliar metodologia de pre-tratamento de bagaco de sorgo, como matéria prima para a

producdo de etanol.

Objetivos Especificos

- Avaliar a influéncia da época de colheita em cultivares de sorgo produzidas em
Pernambuco, através da quantificacdo de extrativos e da analise de agucares redutores totais
(ART), brix, pH e condutividade no residuo liquido proveniente da lavagem aquosa do bagaco
de sorgo.

- Determinar a composicdo quimica de variedades de bagaco de sorgo sacarino

produzidos em Pernambuco.

- Realizar ensaios de hidrolise acida de bagaco de sorgo, como etapa de pré-tratamento
para a producdo de etanol.

- Testar técnica de caracterizagdo da biomassa de palma forrageira.

- Determinar a composic¢do quimica da biomassa de palma forrageira produzida em

Pernambuco.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 FONTES DE ENERGIA

O Brasil é reconhecido pela forte presenca de fontes renovaveis na oferta interna de
energia elétrica, sendo grande parte devido ao setor hidroelétrico (Figura 1A). No entanto, em
termos de consumo final de energia, apesar da presenca significativa da eletricidade (16%), 0s
derivados de petréleo ainda constituem a principal fonte de energia, respondendo por 42% do
consumo final (Figura 1B), sendo cerca de 50% desse montante destinado aos transportes,
através de combustiveis como o diesel e gasolina. Produtos da cana-de-agtcar, como o bagaco

e 0 alcool, além de lenha e gas natural, somam-se a outras fontes de menor representatividade

para completar o cenario atual do consumo final de energia no Brasil. (EPE, 2010).
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Figura 1- Oferta Interna de Energia Elétrica no Brasil em 2009 (A); Consumo Final de

Energia no Brasil por Fonte, em 2009 (B) (Fonte: EPE, 2010).

Estudos da Empresa de Pesquisas Energéticas (Ministério de Minas e Energia, 2009),
baseados em projecdo do cendrio macroecondmico do pais, apontam para 0 ganho de

importancia das fontes renovaveis de energia na matriz energética brasileira, em detrimento




dos derivados de petrdleo, que irdo crescer com taxa menor que a média, diminuindo sua

participagdo no consumo final de energia de 40,5% em 2008 para 36,5% em 2017 (Figura 2).
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Figura 2- Estimativa de Consumo Final de Energia para 2017 (Fonte: Ministério de Minas e
Energia, 2009).

Para suprir essa crescente demanda por energia derivada de fontes menos poluentes
que o petréleo, faz-se necessario ampliar a oferta de energia proveniente de fontes alternativas

e/ou renovaveis, tais como edlica, solar e da biomassa.

Energia da Biomassa

O conceito de biomassa é aplicado aos recursos naturais que dispdem de bioenergia e
que podem ser processados para fornecer formas bioenergéticas mais elaboradas e adequadas
para o uso final como, por exemplo, o etanol, sendo bioenergia definida como “toda e
gualquer forma de energia associada a formas de energia quimica acumulada mediante
processos fotossintéticos recentes” (BNDES e CGEE, 2008, p.25). Nesse sentido, quanto
maior a capacidade de realizar fotossintese mais biomassa sera produzida e maior sera o
potencial energético de uma determinada cultura, sendo, portanto, um parametro para indicar
sua eficiéncia e o quanto ela pode ser competitiva diante de outras espécies. Dentre as culturas
bioenergéticas voltadas para a produgdo de combustivel liquido, como o etanol, pode-se
destacar, atualmente, o milho e a cana-de-agucar. Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas

para Agricultura e Alimentacdo (Food and Agriculture Organization of the United Natios -



FAO), o maior produtor de cana-de-agticar no mundo é o Brasil, enquanto o maior produtor
de milho é os Estados Unidos (FAO, 2010). Segundo a Embrapa (2010), no Brasil, 70% da
producdo de milho em grdos é destinada a alimentacdo, sendo a maior parte para racao

animal, j& a cana é utilizada na producéo tanto de alcool quanto de agucar.

De acordo com Tabosa (2010), em Pernambuco, a produtividade do milho é de 0,7 a
0,8 t.ha™!, muito baixa em relacdo & média nacional de 2008 de 4,09 t.ha™*, segundo dados da
FAO (2010) e ainda menor se comparada com a média dos EUA de 9,66 t.ha™. Além da baixa
produtividade, esta inserida em um mercado com oferta deficiente frente a demanda
apresentada por empresas avicolas, que utilizam o produto como racdo animal, e seu uso
como matéria prima para producéo de combustivel geraria competicdo com este setor. Alguns
estudos indicam ainda que o milho ndo apresenta balanco energético satisfatorio como
biocombustivel, s6 sendo possivel sua producdo nos EUA com este fim devido aos subsidios
fornecidos pelo governo. Fica evidente, portanto, que ndo se trata de uma cultura
recomendada como fornecedora de biomassa para producgéo de etanol em Pernambuco.

Ja a cana-de-acucar, até a década de 90, tinha em Pernambuco o maior produtor do
Nordeste. Entretanto, o setor ndo tem apresentado desenvolvimento em termos de aumento de
producdo ou de érea plantada, resultando em uma produtividade de cerca de 50 t.ha™, muito
abaixo da média nacional de 79,71 t.ha™, segundo FAO (2010). Trata-se de um cenario oposto
ao encontrado na regido centro-sul, atualmente responsavel por cerca de 90% da producédo do

pais, com crescimento tanto em producdo quanto em produtividade.

Andrade (2001) acreditava que as restri¢fes de crédito, aspectos naturais, como relevo,
ocorréncia de secas, e a concorréncia de Pernambuco com outros estados produtores, que
empregam melhores praticas de cultivo, investem na mecanizagdo e no melhoramento de
espécies, tornariam o desempenho do Estado ultrapassado. Além disso, o autor alertou para 0s
impactos socio-econdbmicos negativos associados ao encerramento das atividades de uma
usina sobre a populacdo trabalhadora, tanto agricola, quando industrial, pois se trata de um
setor com altos indices de emprego, especialmente no periodo de colheita.

Diante da importancia do setor sucroalcooleiro para o estado de Pernambuco e da atual
situacdo de perda de importancia frente a concorréncia com outros estados, torna-se
necessario o estudo de novas tecnologias capazes de adequar o sistema produtivo as

caracteristicas da regido e permitir o seu desenvolvimento. Uma alternativa em estudo € a



diversificacdo da matéria prima, o que demanda a pesquisa para identificar outros tipos de

biomassa que melhor atendam as condicdes de cultivo em Pernambuco.

O sorgo sacarino (Sorghum bicolor L. Moench) é uma alternativa promissora,
especialmente nas regibes onde a cana-de-agUcar ndo apresenta produtividade satisfatoria
devido ao menor indice pluviométrico e pela mé distribuicdo das chuvas, a medida que é
apresentada como uma cultura de grande eficiéncia fotossintética, com requerimento de agua
inferior ao apresentado pela cana-de-aclcar, muito resistente as secas, a inundagdo, a
salinidade e as condicdes alcalinas (WINNER NETWORK, 2002). Possivelmente, apresenta
desvantagens como menor produtividade de aclcares e degradacdo pds-colheita mais
acentuada, além de outras dificuldades relativas ao controle de pragas e doencas.

Nessa mesma linha, a palma forrageira (Opuntia ficus-indica; Nopalea cochenilifera)
¢ ainda mais eficiente no que diz respeito a producdo de biomassa por unidade de agua
consumida, por isso é uma espécie bem adaptada e amplamente cultivada na regido semiarida

nordestina, onde se apresenta como uma das culturas de maior produtividade de biomassa.

Dados sobre a produtividade de biomassa da palma forrageira na Zona da Mata da
regido Nordeste ainda sdo escassos, mas espera-se que essa espécie possa ser capaz de atingir
produtividades de biomassa comparaveis as da cana-de-acucar, porém sem necessidade de
irrigacdo. Resta, entretanto, determinar se a biomassa da palma poderd ser convertida em

etanol de forma economicamente viavel.



3.2 CULTURAS BIOENERGETICAS

3.2.1 Sorgo Sacarino

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) € uma graminia C4, originaria provavelmente
da Africa. Com cerca de 45 milhGes de hectares de area cultivada, espalhadas em diversos
paises, o sorgo fica atras apenas no milho, trigo, arroz e cevada (FAO, 2011), sendo portanto,
0 quinto cereal mais cultivado no mundo. Dentre as suas principais caracteristicas, destaca-se
a resisténcia ao estresse hidrico e o desenvolvimento em solos com problemas de salinidade
(FAO, 2002; MILLER, 1977). Varios paises ddo atencdo especial ao sorgo sacarino como
uma boa alternativa para a producdo do etanol, como por exemplo, China, india e EUA
(MARCOCCIA, 2007). No Brasil, estudos do sorgo como matéria-prima para a producao de
etanol tiveram inicio na década de 70, apds a primeira crise do petréleo, no entanto, ndo

tiveram continuidade, a medida que a cana-de-agUcar se tornou a principal cultura energética.

Ultimamente, essas pesquisas tem sido retomadas devido a necessidade de ampliacédo
da oferta de biomassa e as vantagens apresentadas pelo sorgo. Por ser uma cultura de ciclo
vegetativo curto (90 a 130 dias) mostra-se favoravel ao complemento na producdo de etanol
durante o periodo de entressafra da cana-de-aglcar, bem como pode possibilitar a producéo
em pequenas e médias propriedades, uma vez que estas permitem uma maior rotacdo de
culturas. O processo de obtencdo do etanol a partir do sorgo é semelhante ao da cana, o que
permite que o sorgo seja utilizado nas proprias usinas de cana-de-aglcar. Além disso, devido
a sua alta eficiéncia na utilizacdo de agua espera-se que 0 sorgo seja capaz de produzir etanol
com menor consumo de agua que a cana-de-agucar, contribuindo para o melhor
aproveitamento deste recurso cada vez mais escasso, além de possibilitar seu plantio em areas
com baixos indices pluviométrico e redugdo de custos com irrigacdo. Em Pernambuco, 0
cultivo de sorgo sacarino ndo é uma pratica consolidada. Na realidade muito mais comum é
encontrar pequenas plantagdes de sorgo granifero ou forrageiro utilizados principalmente para

fins de alimentagdo animal.

Segundo a Embrapa (2009), o sorgo responde & interacdo de diversos fatores, sendo a
temperatura do ar, a radiacéo solar, a precipitacdo e a disponibilidade de agua no solo os de
maior influéncia. Além disso, as variedades de sorgo sé@o muito diferentes entre si, resultando

em caracteristicas especificas da planta e do gréo para cada uma delas e influenciando em sua



adaptacéo a fatores ambientais, sendo, portanto, de suma importéncia o estudo das variedades
adequadas a cada regido. Monteiro et. al. (2004) estudaram 51 gendtipos de sorgo, sendo a
maioria deles espécies de sorgo forrageiro, e encontraram valores de produtividade de matéria
seca variando de 4 a 13 t.ha™ e eficiéncia no uso de 4gua entre 250 a 1700 kg de agua por kg
de matéria seca. Outros estudos indicavam uma média de 329 kg de agua por kg de matéria
seca produzida, em Pernambuco (TABOSA et al., 2002). Souza et al. (2005) estudando a
variedade de sorgo IPA-467 obtiveram produtividade de 64 toneladas por hectare,

considerada bastante elevada, e com rendimento de 3,5 t.ha™ para as sementes.

Deve-se ressaltar, no entanto, que o cultivo ocorreu em condigdes de irrigagcdo e
adubacdo organica e mineral. A cana-de-agUcar cultivada em tais condi¢cBes apresenta
rendimento bastante superior ao rendimento médio de Pernambuco. Estudos realizados em
condicdes de estresse hidrico e com relevo e o0 solo menos propicios para a agricultura devem
ser realizados a fim de identificar o quanto a produtividade é afetada nestas condicbes. A
avaliacdo da possibilidade do uso do sorgo sacarino como matéria prima complementar a
cana-de-aclcar em Pernambuco depende de pesquisas realizadas neste contexto. Em se
tratando de uma alternativa viavel, da mesma forma que para a cana-de-agucar, também se faz
necessario o desenvolvimento da tecnologia de geracdo de combustiveis de segunda geracdo
para o sorgo.

3.2.2 Palma Forrageira

A palma forrageira é uma planta da familia das Cactaceas, originaria do México e
introduzida no Brasil no final do século XIX (FAO, 2001). No nordeste do Brasil, séo
cultivadas principalmente as espécies Opuntia ficus-indica e Nopalea cochenilifera, que se
destacaram como importantes forrageiras na regido semiarida, cultivadas em centenas de
milhares de hectares (MENEZES et al.,, 2005). Seu principal uso no Brasil ¢ para a

alimentacdo animal. No entanto, apresenta uma vasta possibilidade de utilizag&o.

Algumas das diversas espécies e variedades de palma existentes, por exemplo,
fornecem um fruto doce, conhecido como figo-da-india, usado para consumo in natura ou
para processamento para fabricacdo de doces, geléias e sucos. Ja os cladddios jovens da
palma, em alguns paises, sdo comumente utilizados na alimentacdo humana, em saladas,

sucos ou pratos preparados em receitas variadas. A palma é tambeém utilizada na producédo de
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corantes, atraveés da criagdo de cochonilhas, e como medicamento para controle de diabetes e
reducdo do colesterol, sendo relatado também seu uso no controle da erosdo e a recuperacdo

de solos degradados.

A palma é uma planta com grande capacidade de adaptacdo ao meio, principalmente
devido a modifica¢fes morfoldgicas e fisioldgicas que fazem dela uma das plantas com maior
capacidade de producéo de biomassa em regides secas (SANCHES e PEREZ, 1991; GARCIA
DE CORTAZAR e NOBEL, 1990). Sua melhor adaptacdo bioquimica a fotossintese a torna
mais eficiente no uso da dgua do que as demais plantas, permitindo ampla reserva de dgua nos
seus tecidos. Tal caracteristica € muito importante, uma vez que regides com pouca
disponibilidade de &gua, como na regido semiérida do Nordeste do Brasil, onde além de
reduzida a precipitacdo pluviométrica ocorre de forma irregular, resultando em forte déficit
hidrico na maior parte do ano. Dessa forma, sob as mesmas condi¢des de deficiéncia hidrica,

a palma ganha em produtividade comparada com outras plantas (SAMPAIO, 2005).

Em condi¢bes favoraveis, a palma pode apresentar valores de produtividade variando
de 45 a 50 t.ha™t.ano™ em matéria seca (NOBEL, 1995). Menezes et al. (2005) relatam que a
producdo de biomassa pela palma, em compara¢do com outras culturas agricolas é mais
estavel ao longo do tempo, uma vez que é menos afetada pela irregularidade das chuvas nos
periodos de seca. Medidas da produtividade anual de biomassa pela palma em 50 campos de
cultivo localizados na regido semiérida de Pernambuco e da Paraiba apresentaram média de
74 t.ha™ de biomassa fresca, enquanto os cinco campos mais produtivos apresentaram média
de 170 tha' de biomassa fresca por ano (MENEZES et al., 2005). Esses sdo valores
expressivos de produgdo de biomassa, principalmente considerando a limitagdo hidrica da
regido semiarida.

Dada a sua elevada capacidade de producdo de biomassa em zonas secas, a palma
pode ser uma fonte de biomassa potencial para producdo de bioenergia. Entretanto, ainda néo
h& informacdes sobre a qualidade da biomassa das diferentes espécies cultivadas em
diferentes condigdes ambientais. A partir da investigacdo mais detalhada da composicao da
palma, sera possivel a analise de seu uso em processos para producéo de combustiveis. Pouco
se sabe a respeito da presenca de agUcares fermenteciveis, da quantidade de lignina que pode
ser utilizado para producdo de energia através da queima, ou, ainda, da presenca de outros
constituintes, de maior valor agregado, que tornem viavel o surgimento de outro tipo de

indUstria, que ndo a de fins energéticos.
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3.3 COMPOSICAO QUIMICA DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Materiais lignocelulésicos, como madeira, bagaco e palha, sdo constituidos por
polimeros naturais de carboidratos conhecidos como celulose e hemicelulose, alem de lignina,
uma macromolécula organica, e pequenas quantidades de outras substancias, como extrativos
e cinzas (GOMEZ et al., 2008). A quantidade de cada constituinte varia de acordo com a

espécie e condi¢bes de crescimento da planta.

A celulose € o principal constituinte dos materiais lignocelulésicos. Trata-se de um
polimero homogéneo (parte cristalino, parte amorfo) formado por moléculas de anidro-glicose
unidas por liga¢des do tipo B-(1,4) glicosidicas de férmula geral (CsH100s)n, proporcionando

assim um crescimento linear da cadeia macromolecular (Figura 3).

Figura 3- Formula estrutural da celulose.

Quando a celulose é hidrolisada, ou seja, quando as ligagcdes entre as moléculas sdo
guebradas, o polimero é destruido e sdo liberados os seus constituintes, as moléculas de
glicose. Esse monossacarideo pode, entdo, ser fermentado, produzindo etanol. No entanto, na
biomassa, a celulose ndo é encontrada sozinha. Em sua regido amorfa, encontra-se a

hemicelulose.

A hemicelulose, também conhecida como poliose, € um polimero heterogéneo
formado por mondmeros de xilose e arabinose (pentoses), além de glicose, manose e
galactose (hexoses), podendo ainda apresentar quantidades variaveis de &cidos urdnicos e
desoxi-hexoses (FENGEL E WEGENER, 1984). Dessa forma, a hidrolise da hemicelulose
libera além de glicose, outros monossacarideos. Na verdade, a xilose é o principal constituinte

da hemicelulose em materiais lignocelulésicos como a madeira, 0 bagaco e a palha.
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A Figura 4 mostra a estrutura dos monossacarideos que formam as polioses.
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a-L -Arabinopiranose B—D -Manose acido «-D -4 -0 -Metilglucurénico a-L -Fucose
o OH CH,OH o COCH
HO, HO
HOH,C" \oH OH oH OH N
OH H OH
o—L -Arabinofuranose o—D -Galactose acido o-D - Galacturdnico

Figura 4- Estrutura dos monossacarideos que formam as polioses (Fonte: FENGEL e
WEGENER, 1984).

Nem todos os acucares que constituem as hemiceluloses podem ser facilmente
fermentados, como ocorre com a glicose. Ha estudos para tornar economicamente viavel a
fermentacdo de pentoses, como a xilose, através da selecdo e melhoramento de
microorganismos capazes de desempenhar essa funcdo, bem como através do
desenvolvimento de rotas de processamento que diminuam as dificuldades atualmente
encontradas. No entanto, alguns autores defendem o uso de xilose para outros fins, como para
a producdo de xilitol, um produto de maior valor agregado, muito utilizado na industria
alimenticia como adocante, por ser tdo doce quanto a sacarose, mas cerca de 40% menos

caldrico.

As hemiceluloses possuem cadeia molecular bem mais curta que a da celulose,
podendo existir grupos laterais e algumas ramificacdes, e encontram-se intercaladas as
microfibrilas de celulose dando elasticidade e impedindo que elas se toquem. Concentrada nos
espacos localizados entre as microfibrilas e, nas regides amorfas, entre cristais de celulose,

encontra-se a lignina (Figura 5).
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Figura 5- Estrutura das moléculas de celulose e hemicelulose (Fonte: PURVES et al.).

A lignina é uma macromolécula orgéanica, tridimensional e amorfa, formada
principalmente por unidades de fenilpropano, substituidas em varias posi¢cdes por um anel de
benzeno (GOMEZ et al., 2008). O acoplamento das unidades fenilpropano ndo ocorre de
forma regular e repetitiva, 0 que é atribuido ao mecanismo da biossintese da lignina, que se
processa por via radicalar a partir da reacéo de trés diferentes alco6is cinamilicos precursores,

alcool p-cumarilico, &lcool coniferilico e alcool sinapilico, mostrados na Figura 6.

y OH OH OH
u? P 7 /
1
<] 2
o OCHs CH, OCHs
OH OH CH
Alcool p-cumarilico  Alcool coniferilico Alcool sinapilico

Figura 6- Alcodis cinamilicos precursores da lignina (Fonte: FENGEL e WEGENER, 1984).

Além de seus constituintes principais, 0s materiais lignocelulosicos podem conter, em
menores quantidades, amido, proteina, minerais (principalmente potassio, calcio e magnésio)
e extrativos- compostos fenolicos (taninos e flavonoides), terpenos, acidos alifaticos
(gorduras, Oleos e ceras) e alcoois (FENGEL e WEGENER, 1984). Estas substancias

desempenham um papel importante no metabolismo e protecdo contra doencas nas plantas,
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mas, aparentemente, ndo contribuem para o processo de transformacdo de biomassa em
etanol. Outros materiais, como frutas, verduras e até mesmo a palma forrageira, possuem uma
matriz diferente dos materiais lignoceluldsicos e podem ser ricas em substancias como

vitaminas, minerais, amido, pectina e mucilagens.

Amido é uma mistura de dois polissacarideos, amilose e amilopectina, ambos
polimeros de glicose. A molécula da amilose ndo tem ramificacbes e apresenta
conformacao helicoidal (forma de hélice). A ligacdo entre os atomos de carbono das unidades

de glicose sdo do tipo o 1-4 (Figura 7).

CH,0H
0
H /4 H
Lo OH H 0
H OH
n

T
ligagagdo alfa 1-4

Figura 7- Férmula estrutural da amilose.

A amilopectina apresenta estrutura ramificada, sendo que as ramificacfes aparecem a
cada 24-30 moléculas de glicose. A ligacdo entre as unidades de glicose também é do tipo alfa

1-4 na mesma cadeia. Porém, unindo duas cadeias aparecem ligagdes do tipo a 1-6. (Figura 8)
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Figura 8- Estrutura da amilopectina.
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O grupo das pectinas abrange a protopectina, os acidos pécticos e os acidos pectinicos.
Os &cidos pécticos e os acidos pectinicos sdo originados a partir da protopectina, que esta
presente nos vegetais e frutas verdes, e encontra-se ligada ao calcio, formando o pectato de
calcio, que é insolavel em agua. A protopectina é responsavel por conferir resisténcia ao
tecido e tem a maior parte dos seus grupos carboxilicos esterificados. Todas essas substancias
sdo polimeros de acido galacturdnico, que diferem entre si pela solubilidade em &gua e pelo

grau de metoxilacdo- numero de grupos —CHs esterificados na molécula (Figura 9).

ac. galacturdnico

metoxilado
COOH COOCH, COOCH, COOH
0
H H :: H H
-'q:I OH H o oH H u/<m H OH H g
H OH H OH H OH H OH
acido

galacturdnico

Figura 9- Estrutura das substancias pécticas.

O é&cido péctico é um polimero de &cido galacturénico que ndo apresenta metoxilacao
e forma coloides em agua, enquanto o &cido pectinico apresenta metoxilacdo e pode ser
soltvel ou insoltvel. Denomina-se como pectinas justamente os acidos pectinicos sollveis em
agua, podendo conter, ligados as moléculas de acido galacturénicos, monossacarideos como a
galactose, arabinose e ramnose (BRANDAO e ANDRADE, 1999).

As pectinas com alto grau de metoxilagdo sdo capazes de reter moléculas de dgua em
suas ramificacOes, possuindo consideravel poder gelificante e, por isso, sdéo amplamente
utilizadas na inddstria alimenticia para a obtencdo de geléias. A formacéo de geis ocorre em
meio cido e na presenca de um co-soluto, geralmente a sacarose. Em altas concentracdes de
acucar, tanto as pectinas de alta quanto as de baixa metoxilacdo podem formar gel, mas se a
concentracdo de agucar for baixa, apenas as de baixa metoxilagdo formam gel e, ainda,

somente na presenca de certos cations, sendo o calcio o mais comum.

O processo de gelificacdo é complexo, havendo, ainda, divergéncia sobre seu
mecanismo (BRANDAO E ANDRADE, 1999), mas sabe-se que a presenca de cadeias

laterais, principalmente com unidades de arabinose e galactose, afeta significativamente as
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propriedades funcionais das pectinas, tais como solubilidade, velocidade e capacidade de
gelificagdo, formacdo de filme e propriedades reoldgicas, além de favorecer a agregacdo em

solucgdes concentradas.

Em alguns vegetais, além de amido e/ou a pectina, encontram-se outras substancias
agregadas, como glicoproteinas, &cidos organicos, agucares e outros carboidratos. A essa
fracdo, da-se o nome de mucilagem. E, portanto, um liquido viscoso e pegajoso, rico em

polissacarideos e com a capacidade de reter agua, aumentando de volume.

3.3.1 Composic¢do quimica do sorgo sacarino

Assim como € realizado com a cana-de-agucar, pode ser feita a moagem dos colmos
de sorgo sacarino, a fim de extrair uma fracdo liquida rica em acucares, chamada de caldo. O
residuo sélido da moagem é, entdo, chamado de bagaco. Ribeiro Filho et al. (2007), estudando
0 sorgo sacarino cultivado no estado da Paraiba, no nordeste do Brasil, conseguiram fracionar
0 colmo de sorgo em cerca de 30% de caldo e 70% de bagaco. Analisando esse caldo obtido,
encontraram cerca de 10% de (acUcares redutores totais) ART e 12° Brix, mostrando se tratar
de uma boa matéria-prima para fermentecdo. Dutra et al. (2011) analisou 10 variedades de
sorgo sacarino cultivados no estado de Pernambuco e encontrou Brix variando de 9 até 18, e
ART de 6 a17 g.(100 mL)™.

Obviamente que a qualidade e a quantidade de caldo obtido depende da técnica de
moagem empregada e que a caracterizacdo quimica do caldo de sorgo deve envolver a analise
de outros parametros, além de Brix e ART. No entanto, com tais resultados ja é possivel
indicar que o sorgo sacarino cultivado em regides do Nordeste do Brasil pode apresentar
percentual de agucares adequados & fermentagio para producéo de etanol. E preciso, ainda,
considerar os parametros de produtividade em campo para tornar essa analise mais realista e
significativa, afinal, encontrar uma cultura que apresente bastante agucar em seus colmos mas
que tenha baixa producdo de biomassa resultaria em pouca producdo de acUcar por area

cultivada.

Além do caldo de sorgo sacarino, tém-se o bagaco, um material lignocelulésico rico
em celulose, hemicelulose e lignina. E possivel encontrar uma grande variagdo em sua

composicdo, relatada por diversos autores. O percentual de celulose encontra-se
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predominantemente na faixa de 32 a 45%, o de hemicelulose entre 16 e 27%, e a lignina varia
de 14 a 20%, segundo a Tabela 1, que relaciona os resultados de alguns autores. Esta grande
diferenca se da devido ao uso de sorgo das mais diversas variedades, cultivado e processado
em condicdes distintas, e também devido ao emprego de técnicas analiticas diferentes em
cada estudo, sendo mais comuns metodologias baseadas nas normas do National Renewable
Energy Laboratoty (NREL) (HAMES et al., 2008; SLUITER et al., 2008a), da TAPPI
(Techinical Association of the Pulp and Paper Industry) e de Van Soest (1963).

Tabela 1- Composicdo média do bagaco de sorgo sacarino, encontrada por diversos

autores
Bagaco de . . Fonte
Sorgo Cel Hem Lig Ext Cin  Total (Metodologia)
A ni D Lietal., 2010
SS-NL 27,3 145 14,3 32,3 - 88,4 (NREL)
A ni D Lietal., 2010
SS-L 38,3 20,0 19,7 14,5 - 92,5 (NREL)
A ni D Lietal., 2010
SF-NL 356 20,2 18,2 18,7 - 92,7 (NREL)

Belayachi e Demas,

ni C H
SS-L 450 16,7" 14,9 ni 26 7972 1605 (TAPPI)

sSNL 325 198" 17" 175 - s MUTELDMO

ssL 385 214 176° 137° 37 949 Z?_’jazgggg’?;’/fg;f;
ss 452 265" 166® 68" - 951 YU (e,flg'éf)‘m
S 452 305 220° 195 03 999 ST SO0
ss 446 271" 207" - 04 928  MOE00

ss-L 453 263 152 - - 86,8 Z“?Q}’agts’f‘(')ésf)olo

Cel- Celulose; Hem- Hemicelulose; Lig- Lignina; Ext- Extrativos; Cin- Cinzas;

S- Sorgo; SS- Sorgo Sacarino; SF- Sorgo Forrageiro; L- Lavado; NL- N&o lavado

ni- ndo informado; A-Foram quantificados xilose e arabinose para o calculo da hemicelulose; B-Foi
guantificada apenas a lignina insoldvel; C-Foi quantificado a lignina soltvel e a insoltvel; D-Foram
realizadas duas etapas de extracdo: uma com &gua e outra com solvente; E-Foi realizada extragdo
apenas com solvente; F-Foi realizada extragdo apenas com agua;

A partir da Tabela 1 é possivel observar que as diferencas analiticas comegam ja na
preparacdo das amostras. Alguns autores realizam a lavagem do bagaco com &gua, seguido de
uma ou mais etapas de extracdo (LI et al.,, 2010; BELAYACHI e DEMAS, 1995;
PANAGIOTOPOULOS et al., 2010) No entanto, Xu et al. (2010) trabalham com o bagaco
sem prévia lavagem, realizando posteriormente uma extracdo aquosa, e alguns outros autores

ndo deixam claro o procedimento utilizado.
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3.3.2 Composigdo quimica da palma forrageira

Por ser uma cultura utilizada principalmente como forragem, os estudos realizados
com a palma forrageira sdo voltados para determinacdo de parametros que indiquem o valor
nutritivo de sua biomassa. S8 comuns anélises de digestibilidade, teor de proteina, matéria
organica e matéria mineral. Em termos de composicdo de carboidratos, determinagdes de fibra
em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) pela técnica de Van Soest
(1963) é a andlise mais comum. Segundo Santos et al. (2005), a composi¢do quimica da
palma varia de acordo com a espécie, variedade, idade da planta e do cladddio, nivel de
fertilidade do solo, espacamento e época do ano. De uma forma geral, a palma apresenta

baixo nivel de matéria seca, e baixo teor de fibras, conforme pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2- Composicdo da biomassa de palma forrageira, encontrada por diversos autores

Palma MS FDN FDA CNF Fonte
(%) (%) (%) (%)

Opuntia (G) 12,63 2617 20,05 i 000 S o 2005)
Opuntia (G) 1156 2565 1727 66,75 ot St ot a1 (2005)
Opuntia (G) 8,24 - 22,39 - apuS§ gt;):tgg ?t éf(ﬁ%%s)
Opuntia(G) 1632 26,70 1429 - ud Snton e 005)
Opuntia(G) 144 176 - : s Sas 1 1 2005
Opuntia(G) 7,83 29,07 2577 50,30 Tosto et al. (2007)
Opuntia (G) 12,63 26,17 20,05 61,79 oud S s e 006)
Opuntia(G) 8,72 3509 2388 50,93 oud S s Sanior 2006)
Opuntia (G) 7,62 27,69 17,93 55,63 oud Silae s Santoe (2006)
Opuntia(G) 10,70 2537 21,79 53,23 U Silva s Santen (2006)
Opuntia(G) 1440 2810 1760 - apuc Site s Santos (X006)
Opuntia (R) 7,97 - 22,19 - apuSda oo ot a(lzo(g%)os)
Opuntia() 1380 2840 1940 - apud Slive 6 anis (2005
Nopalea (M) 13,08 26,60 13,66 71,17 oud Silva s S (2006)
Nopalea (M) 11,02 - 22,97 - apusc? tosat éf%g%%s)
Nopalea (M) 1200 2690 1650 - apud Silvae Sanos (2006

(G) = palma gigante; (R) = palma redonda; (M) = palma midda; (1) = IPA-20;

MS = Matéria Seca;

FDN = Fibra em Detergente Neutro (representa o somatdrio de celulose, hemicelulose e lignina);
FDA = Fibra em Detergente Acido (representa o somatério de celulose, lignina e cinzas)

CNF = Carboidratos Ndo Fibrosos
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Os polimeros fibrosos sdo constituidos basicamente por celulose e hemicelulose,
enquanto a fracdo de polimeros ndo fibrosos € representada por agucares, amido, acidos
organicos, outros tipos de reserva de carboidratos e a pectina. Na palma, o percentual de
carboidratos nao fibrosos (CNF) é extremamente alto, acima de 50% (Tabela 2), enquanto
para o0 sorgo esse valor ndo passa de 15% (PEDREIRA et al., 2003). Além disso, no sorgo o
percentual de fibra em detergente neutro (FDN), correspondente a celulose, hemicelulose e
lignina, representa, em média, pelo menos 50% da matéria seca (PEDREIRA et al., 2003). Na
palma esse valor varia, de acordo com dados da Tabela 2, de 17 a 35%, muito abaixo do teor
de FDN encontrado no sorgo. Esse mesmo comportamento € observado na determinagdo de
fibra em detergente &cido (FDA), que inclui a celulose, lignina e cinzas, e costuma ficar acima
de 30% para o sorgo (PEDREIRA at al., 2003), mas na palma representa em média apenas
20% (Tabela 2).

Como o teor de fibra € baixo e a fracdo de carboidratos solUveis € alta, espera-se que a
palma possua pouca celulose e hemicelulose em comparagdo com outros materiais
lignocelulésicos, como o sorgo, e alto contetdo de fibras sollveis. Sabe-se também que a
palma possui mucilagem em sua composi¢do, no entanto, existem divergéncias quanto a
composicdo dessa fracdo (MALAININE et al., 2003). Trata-se, portanto, de uma matéria-
prima muito diferente de outras tradicionalmente utilizadas em pesquisas para conversao de
biomassa em biocombustiveis, o que torna dificil a transferéncia de métodos e técnicas,

utilizadas em outros materiais, para uso na palma.

De qualquer forma, para tornar essa comparagéo efetiva é preciso empregar esforgos
na caracterizacdo quimica da palma segundo as metodologias utilizadas para os demais
materiais lignocelulodsicos, visto que 0s parametros nutricionais ndo sdo os de maior
relevancia para a avaliagdo do potencial energético da biomassa. E importante a determinag&o
detalhada das principais fracGes fibrosas (celulose, hemicelulose e lignina). Na analise
bromatologica esse tipo de determinacdo € realizado de forma indireta, através das analises
FDN e FDA que quantifica grupos de compostos quimicos, mas ndo permite identificar os

compostos isoladamente.
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3.4 CROMATOGRAFIA

Atualmente, grande parte das pesquisas que envolvem a determinacdo da composicao
quimica de biomassa utiliza técnicas de cromatografia para quantificacdo de substancias,
como acucares e acidos. Num processo cromatografico sdo envolvidas duas fases: a fase
estacionaria e a fase movel. A amostra € introduzida na fase movel e injetada no sistema,
sendo transportada ao longo da coluna, ou seja, ao longo da fase estacionaria, com o auxilio
de uma bomba. Os compostos presentes na amostra interagem repetidamente com a fase
movel e a estacionéria, de forma que, tendo sido escolhidas adequadamente ambas as fases, 0s
componentes da amostra sdo separados em faixas, na fase mével. Ao final do processo, 0s
componentes separados saem da coluna em ordem crescente de interacdo com a fase
estacionaria: 0 componente que menos interaje sai primeiro, enquanto o componente que sofre
interagdo mais forte sai por ultimo. Um detector analisa o sinal de saida e, com o auxilio de
um software, a intensidade do sinal de cada pico é relacionada a sua area. A Figura 10 ilustra

as etapas para o funcionamento do cromatografo.

Fase Movel

Bomba

Valvula de Injecao

Coluna

Detector

Software

Figura 10- Esquema com as principais etapas envolvidas na técnica de cromatografia.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), mais conhecida como HPLC, sigla
do seu nome em inglés (High Performance Liquid Chromatography - HPLC), é o sistema
mais usual. Sendo que para a quantificacdo de agucares, utiliza-se o detector de indice de

refracdo, enquanto para a quantificacdo de acidos utiliza-se o detector UV.
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Além da escolha dos equipamentos (bomba, injetor, detector), faz-se necessario o uso
de uma coluna adequada e o ajuste dos parametros de operacédo: escolha do solvente utilizado

como fase mavel, fluxo, volume de injecéo, temperatura da coluna, tempo de analise.

Muito comum para determinacéo de acucares € o uso da coluna Aminex HPX-87P, da
Biorad, com &gua ultra pura como fase mével, fluxo de até 1 mL.min™ e temperatura da
coluna de 80 a 85 °C, ou a Aminex HPX-87H, com &cido sulfurico 5mM como fase movel,
fluxo de 0,6 mL.min™ e temperatura da coluna de 65 °C, ou colunas e condicées de operacio
muito proximas as citadas (LI et al., 2010; SALVI et al., 2010; SIPOS et al., 2009; SLUITER
et al., 2008a; XU et al., 2010; YU et al., 2011).

Alguns pesquisadores também utilizam o sistema de cromatografia de troca i6nica
com detector amperométrico (HPAEC- PAD, de acordo com a sigla em inglés), sendo muito
comum, nesse caso, 0 uso da coluna CarboPac PA1 (Dionex). No entanto, é encontrada uma
certa diversidade na forma de utilizacdo da fase mdvel, normalmente uma solucdo de
hidréxido de sodio, sugerindo que talvez essa metodologia ainda ndo se encontre téo
consagrada quanto a andlise de acUcares por CLAE, fazendo com que cada autor proponha

pequenas modificacdo, de forma a aprimorar a técnica e/ou adequa-la a seus obetivos.

Panagiotopoulos et al. (2010), por exemplo, utilizou um gradiente de concentracao de
hidréxido de sédio para quantificar agicares neutros. Para conseguir esse gradiente, utiliza-se
duas bombas simultaneamente, cada uma ligada a um solvente diferente. No caso do
pesquisador citado, uma bomba ligada a um recipiente com agua ultra pura (solvente A) e
outra bomba ligada a uma solucdo de NAOH (solvente B). Alterando o fluxo de cada bomba,
modifica-se a propor¢do de mistura das duas solucgdes e, consequentemente, a concentracdo de
NaOH.

Dogaris et al. (2009) utilizou NaOH 17,5 mM como eluente isocratico, com fluxo de 1
mL.min™, para anélise de mono e di-sacarideos. Mas utilizou um gradiente linear, com NaOH
60 mM como solvente A e NAOH 60 mM com 300 mM de acetato de sodio como solvente B
para analise de xiloogiosacarideos. Enquanto, Chen et al. (2007) utilizou duas colunas
CarboPac PA100 em série e eluicdo isocratica de NaOH 10 mM, fluxo de 0,8 mL.min™, para

conseguir uma boa separacao de agucares e alditois.
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3.5 PROCESSOS DE CONVERSAO

A conversdo de materiais lignoceluldsicos em energia e/ou combustiveis tem sido
motivo de analise por diversos pesquisadores em todo o mundo (SUN E CHENG, 2002).
Predominam duas linhas de pesquisa, a rota termoquimica e a bioquimica (Figura 11).
Processos de gaseificagdo, pirolise, liquefacdo, torrefacdo e combustdo fazem parte da rota
termoquimica, enguanto os processos de digestdo e fermentacdo estdo relacionados a rota
bioquimica de conversdo (BNDES e CGEE. 2008).

' \
Conversao termoquimica Conversao hmqumm a
i (" Pirblise Extracio
Combustao Gaseificacao L Iquﬂ‘lg‘m Dige -.tun Fermentacao !<l|-."1_1_:i|"::.n-.=_\-
b
\'.1‘:)l.rr Gis QOleo C ar‘ an HIUL 15 \
Turbina Cidos Sintese Refino Motor a gds Destilacio Esterificacao
avapor combinados, :
‘ ‘r‘nulurt 5 1 1 1 l
e, L. Diesel Etanol Biodiesel
I | | ‘
CALOR ELETRICIDADE COMBUSTIVEL
o _./'

Figura 11- Rotas tecnologicas para producdo de bioenergia. (Fonte: BNDES e CGEE. 2008)

Comparacdo do processo bioquimico com a gaseificacdo termoquimica para a
producdo de combustiveis de segunda geracéo foi realizado por Foust et al. (2009). Os autores
concluiram que, apesar das vantagens e desvantagens de cada um, 0S processos possuem
rendimentos muito semelhantes, além de impactos econdmicos e ambientais de mesma
magnitude, o que os tornam similares, sob estes pontos de vista. A escolha da rota mais
favoravel estaria muito mais relacionada ao tipo de biomassa utilizada, bem como o tipo de
combustivel desejado. No Brasil, a rota bioquimica tem sido pesquisada por diversos autores,

espexcialmente com o bagago de cana como matéria prima.
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Na rota bioquimica, o processo de conversdo de biomassa em etanol é realizado
através de duas etapas distintas. Na primeira ocorre a hidrolise da fracdo celuldsica do
material a acUcares fermentaveis, e na segunda, a fermentacdo desses agucares a etanol. A
hidrolise normalmente é catalisada por enzimas (celulase) e a fermentagédo por leveduras. No
entanto, devido a estrutura da planta ser formada pelas cadeias de celulose, hemicelulose e
lignina fortemente ligadas entre si, faz-se necessario uma ou mais etapas de pré-tratamento, a

fim de tornar o polimero de celulose acessivel a hidrolise.
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3.6 PRE-TRATAMENTO

O pre-tratamento tem o proposito de remover lignina e/ou hemicelulose, reduzir a
cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade do material. Dessa forma, o0s requisitos
para um bom pré-tratamento sdo: (1) melhoria na formacdo de aglcares ou na posterior
habilidade de formacdo de agUcares do processo de hidrélise enzimatica;, (2) evitar
degradacdo ou perda de carboidratos; (3) evitar a formacdo de co-produtos inibidores do
processo subseqlente de hidrolise e/ou fermentacdo; (4) ser economicamente viavel (SUN e
CHENG, 2002). A sequéncia de pré-tratamento e hidrolise enzimatica teoricamente
possibilitaria a separacdo da biomassa em trés fragdes, cada uma rica em um dos principais
constituintes da biomassa: hemicelulose, celulose e lignina, possibilitando o aproveitamento
total da biomassa. Estima-se que, com o desenvolvimento de novas tecnologias, a
hemicelulose possa ser utilizada para fermentacdo de pentoses ou para obtencdo de outros
produtos de valor agregado, como o xilitol (por hidrogenacdo catalitica ou processo
biotecnoldgico) e a lignina para producdo de energia, através de sua queima. No entanto,
durante o processamento do material, parte dos carboidratos é degradada, levando a formacao

de subprodutos, e consequentemente, a diminuicdo do rendimento.

3.6.1 Classificacdo de pré-tratamentos

Os processos de pré-tratamento podem ser classificados como fisico (moagem,
pirolise), fisico-quimico (explosdo a vapor, AFEX- ammonia fiber explosion-, explosdo com
CO,) quimico (ozonizagdo, hidrolise acida, hidrolise alcalina, delignificacdo oxidativa,
processo organosolv) ou biolégico (SUN e CHENG, 2002). Outros autores propdem
classificagOes semelhantes, conforme Tabela 3, que apresenta ainda uma breve descrigdo de

cada processo, bem como seu tempo de reacdo e rendimento em xilose.
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Tabela 3- Processos de pré-tratamento de biomassa

Tipo de Tempode Rendimento Custo*

Método Descrigdo " .
Processo reagdo de xilose
Fisico Explosdo de A biomassa triturada é tratada com  1-10 min 45%-65% -
vapor vapor (saturado, 160°-260° C) seguido
de uma rdpida descompressao.
Termo-hidrélise  Utiliza agua quente a alta pressdo 30 min 88%-98% -
(pressdes acima do ponto de
saturacdo) para hidrolisar a
hemicelulose.
Quimico Hidrélise acida Por meio do uso de acidos sulfurico, 2-10 min 75%-90% +
cloridrico, ou nitrico, concentrados ou
diluidos.
Hidrdlise alcalina  Pelo uso de bases, como hidréxidos de 2 min 60%-75% ++
sodio ou calcio.
Organosolv Uma mistura de um solvente organico 40-60 70%-80%
(metanol, bioetanol e acetona, por .
exemplo) com um catalisador acido min
(H2S04, HCI) é usada para quebrar as
ligagcGes internas da lignina e da
hemicelulose.
Bioldgicos Utilizacdo de fungos para solubilizar a
lignina. Geralmente, é utilizado em
combinagdo com outros processos.
Combinados Explosdo de Adigdo de H2S0s (ou SO4) ou CO: na 1-4 min 88% -
vapor explosdo de vapor pode aumentar a
Catalisada eficiéncia da hidrdlise enzimatica,

diminuir a producdo de compostos
inibidores e promover uma remogao
mais completa da hemicelulose.

Afex (ammonia Exposicdo a amonia liquida a alta 50%-90%
fiber explosion) ~ temperatura e pressdo por um periodo

de tempo, seguida de uma rapida

descompressao.

Explosdo de CO2  Similar a explosdo de vapor 75%

Fonte: BNDS e CGEE (2008)- Elaborado com base em Hamelinck et al. (2005).
* O sinal + indica efeito vantajoso (menor custo).

Na escolha do processo utilizado como pré-tratamento, além do bom rendimento e
baixo custo, deve-se avaliar a formacdo de co-produtos, que muitas vezes atuam como
inibidores das etapas seguintes de hidrélise enzimatica e fermentacdo. Na hidrolise &cida,
furfural é gerado pela desidratacdo de pentoses (xilose e arabinose) e hidroximetilfurfural
HMF pela desidratacdo de hexoses (glicose, no caso). Faz-se necessario, portanto, o uso de
algum parametro que relacione as condi¢des do processo a possibilidade de formacdo de

inibidores.
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Grau de Severidade

O efeito combinado das variaveis temperatura e tempo de reacdo é utilizado para medir a
intensidade de um dado tratamento atraves do grau de severidade (log Ro) definido por

(Overend e Chornet, 1989) como sendo:

T—100
log (R,) = log (t x e‘1275)) Eq.1

Onde t é o tempo de reacdo em minutos e T a temperatura da reagdo em °C.

3.6.2 Tratamento hidrotérmico

Dogaris et al. (2009) estudaram a hidrélise hidrotérmica do bagaco de sorgo variando-
se a temperatura entre 160 °C e 210 °C e o tempo de residéncia de 3 e 30 minutos, mantendo
constante a carga de solidos em 6,7 (m:m). A analise da formacao de inibidores indicou que
guanto maior o grau de severidade, maior a formacdo de produtos como furfural e HMF,
especialmente para valores de grau de severidade acima de 4,25. J& o percentual de acucares
redutores totais liberados no pré-tratamento aparenta estabilizar-se a medida que o grau de
severidade cresce. Isso levaria a crer que quanto menos severo o tratamento, melhor. No
entanto, para valores abaixo de 3,5 a fragdo de substrato solubilizado, bem como a liberagéo
de acUcares redutores totais € insignificante. Considerando esses aspectos, 0s autores
definiram o ponto 6timo de operacdo como sendo a temperatura de 210 °C e 20 min de
reacdo, sendo 4,54 o grau de severidade. Em tais condigdes, o percentual de hemicelulose
residual foi de 17,45%, enquanto a formacdo de produtos inibidores HMF, furfural, &cido
acético e acido férmico foi de 0,21 0,51 3,36 e 1,8 g.L™, respectivamente, considerados em
niveis aceitaveis. O pré-tratamento resultou em melhoria de 15% na hidrdlise enzimatica da
celulose, comparado ao bagago néo tratado, e aumentou em duas vezes o total de carboidratos
hidrolisados pela agdo combinada de enzimas celulases e hemicelulases.
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3.6.3 Exploséo a vapor

Em condicgdes similares de temperatura (180 a 200 °C) e tempo de reacdo (5 a 10
minutos), Sipos et al. (2009) trabalharam com o processo de explosdo a vapor como pré-
tratamento e conseguiram obter solubilizagdo de mais de 70% de hemicelulose com
degradacéo de celulose de no méaximo 6,3%, para a condi¢do mais severa . As configuraces
Otimas para o processo foram, entdo, definidas como 190 °C por 10 min (logR, = 3,65) e 200
°C por 5 min (logRy = 3,64), nas quais, a conversdo de celulose apos hidrélise enzimatica
alcancaram, respectivamente, 89 e 92%, quando o residuo solido do pré-tratamento foi
separado do hidrolisado e lavado antes da hidrolise enzimética, e 83 e 86%, quando as fracoes
ndo foram separadas (rendimento 7% menor). Sem o pré-tratamento o resultado obtido foi de

apenas 16% de conversdo de celulose, mostrando o quanto é importante esta etapa.

A formac&o de produtos inibidores manteve-se em niveis aceitaveis: HMF (0,36 e 0,39
g.L™), furfural (1,0 e 0,86 g.L™), cido acético (4,95 e 5,39 g.L™) e 4cido formico (3,56 e 4,50
g.L™). Vale ressaltar que apesar de Sipos et al. (2009) utilizarem condices menos severas que
a utilizada por Dogaris et al. (2009) — grau de severidade de 3,65 em vez de 4,54- a formacéo
de produtos inibidores (HMF e furfural) foi maior, quase o dobro do valor em termos de
concentracdo em g.L ™. Dessa forma, observa-se claramente que o grau de severidade, apesar
de ser um bom pardmetro, nao € capaz de englobar todos 0s aspectos envolvidos no processo,
ndo sendo possivel prever com exatiddo o quanto uma determinada etapa pode ser efetiva ou,
ainda, quao rigorosa pode ser, ocasionando na degradacdo dos produtos e na formacdo de

inibidores.

3.6.4 Hidrolise acida

Xu et al. (2010) realizaram pré-tratamento com acido sulfurico diluindo em um reator
de 75 mL. A carga de sélidos foi de 6,1% (m:v) e a temperatura da reacdo de 160 °C. Os
autores avaliaram a influéncia daf concentragdo do &cido, na faixa de 0,5 a 1,5% (m/m), e
observaram que o rendimento da hidrolise enzimatica, etapa seguinte ao processo de pré-
tratamento, aumentou de 78,9 para 94,4% a medida que a concentracdo de acido aumentou de
0,5 para 1,5% (m/m). Apesar disso, os autores concluiram que 1,0% de H,SO, seria 0 ponto

ideal para o processo, porque, acima deste valor, ocorreu degradacdo da celulose, resultando
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na diminuicdo do rendimento. Comparando com a composicao inicial do bagaco de sorgo,
mais de 90% da hemicelulose foi removida por este pre-tratamento, indicando que o &cido

sulfurico é um poderoso agente de remocao de hemicelulose, nestes niveis de concentragéo.

Yu et al. (2010) utilizaram H,SO3 em vez de H,SO,4, em condi¢cbes brandas (100 °C) e
carga de sélido de 10% (m/v). A concentracdo de HMF e furfural formada apds o pré-
tratamento manteve-se abaixo de 0,4 g.L™. No entanto, como nesse experimento ndo houve
etapa de remocdo de acido antes da realizacdo de hidrolise e fermentacdo simultanea da
biomassa (SSF), observou-se que maiores concentracdes de H,SO3 resultaram em inibi¢éo no
processo de formacdo de etanol, devido a sua permanéncia residual apos o pré-tratamento. O
rendimento méximo foi obtido utilizando-se concentracdo de H,SO3; de 0,25 g/g em matéria
seca, a 100 °C por 120 min, representando uma melhora de 15% em relacdo a biomassa sem

pré-tratamento.
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4 METODOLOGIA

4.1 EXTRACAO DE BIOMASSA DE SORGO SACARINO, EM DIFERENTES FASES DE
DESENVOLVIMENTO DA PLANTA

Para este experimento, amostras de sorgo sacarino foram coletadas em experimento
em campo, conduzido na estagdo experimental de Itambé, do Instituto Agrondmico de
Pernambuco (IPA), localizado no municipio de Itambé, sendo analisadas as cultivares IPA
467, SF-15 e BR 506. As amostras foram coletadas da fileira central, de parcelas de 19,2 m?
(quatro fileiras de 6 m e espacamento de 0,80 m), com 9,6 m2 de area util, sendo utilizados
quatro blocos. O plantio ocorreu em maio de 2011 e a coleta de amostras foi realizada em trés
periodos diferentes, de acordo com a fase de desenvolvimento da planta: pré-florescimento
(fase de emborrachamento, quando a panicula comeca a surgir), grao leitoso/pastoso e grao
duro. Dessa forma, foram obtidas trés sub-amostras para cada uma das trés variedade

estudadas, resultando num total de nove amostras, com quatro repeti¢des, cada.

4.1.1 Preparacdo de amostras para analises

Apds a coleta, os colmos do sorgo passaram por sistema de moendas (equipamentos
utilizados para extrair caldo de cana) a fim de extrair o caldo. O bagaco foi, entdo, cortado e
sem que tenha sido realizada alguma etapa de lavagem, foi seco em estufa de circulagédo
forcada a uma temperatura de 45 °C até massa constante, segundo recomendacdo da norma do
NREL (HAMES et al., 2008). Apés a secagem, 0 bagago de sorgo passou por processo de
reducdo de dimensdes em moinho de facas. O material foi moido até passar em peneira de 20

mesh (0,85 mm) e foi armazenado em sacolas plasticas para posteriores analises.

4.1.2 Extracdo com &gua e extracdo com etanol

O bagaco de sorgo sacarino é composto de materiais lignoceluldsicos, essencialmente
celulose, hemicelulose e lignina. Apesar da moagem do colmo extrair um caldo rico em

acucares, 0 bagago ainda apresenta cerca quantidade de agucares soluveis.
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Existe ainda a presenca de extrativos (compostos fendlicos, terpenos, alcoois e acidos
alifaticos, como gorduras, 6leos e ceras). Alguns autores realizam a lavagem do bagaco com
agua, antes de secar e moer a biomassa, a fim de retirar os agucares sollveis, e em seguida,
com o material ja seco e moido, realiza a extracdo com solvente organico em sistema Soxhlet,
para remocdo dos extrativos. No presente trabalho, a lavagem do bagaco de sorgo foi
realizada em sistema Soxhlet e o residuo liquido resultante dessa etapa foi chamado de extrato
aquoso. Em seguida foi realizada a extracdo com solvente organico, no caso etanol, também
em sistema Soxhlet e o residuo liquido dessa segunda etapa de extracdo foi chamado de
extrato etanolico. O residuo sélido resultante das duas extracdes, em sequéncia, foi chamado
de biomassa livre de extrativos, enquanto a combinacdo do extrato aquoso e do extrato
etanolico, foi chamado simplismente de extrativos. Detalhes da metodologia de extracdo em
sistema Soxhlet encontram-se no apéndice C, inclusive a forma de calculo do percentual de

extrativos.

Vale ressaltar que o experimento de campo originou quatro repeticdes de cada uma
das nove amostras de sorgo, no entanto, as extracdes foram realizadas utilizando duas
repeticdes juntas no sistema Soxhlet. Dessa forma, foram mantidas as quatro repeticdes para a
amostra de biomassa livre de extrativos, mas foram obtidas apenas duplicatas do extrativo

aquoso e do extrativo etandlico.

4.1.3 Caracterizacdo do extrato aquoso

O residuo liquido proveniente da extracdo aquosa da biomassa de sorgo, em sistema
Soxhlet, foi caracterizado por meio de analises de pH (em potencidmetro de bancada da
marca Digimed), condutividade, Brix (Refratdmetro portatii modelo RT-30ATC da
Instrutherm com escala de 0 a 32 °BRIX) e acucares redutores totais (ART), pelo método do
acido 3-5-dinitrossalicilico (MILLER, 1959). As andlises foram conduzidas em duplicata,
visto que foram obtidas duas repeti¢cbes do extrativo aquoso para cada uma das nove amostra

de sorgo. O extrato etandlico ndo foi analisado quimicamente.
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4.1.4 Analise estatistica: experimento inteiramente casualizado

Foi realizado teste de média, considerando-se experimento inteiramente casualizado

com nove tratamentos (Tabela 4) e quatro repeticdes, com o auxilio do software Assistat.

Tabela 4- Descricdo de cada amostra (tratamento) utilizada no experimento de
extracdo de bagaco de sorgo sacarino

Tratamento Variedade de Sorgo Epoca de desenvolvimento da planta

1 IPA 467 12 fase de colheita: Emborrachamento

2 BR 506 12 fase de colheita: Emborrachamento

3 SF 15 12 fase de colheita: Emborrachamento

4 IPA 467 22 fase de colheita: Gréo Leitoso / Pastoso
5 BR 506 22 fase de colheita: Grdo Leitoso / Pastoso
6 SF 15 22 fase de colheita: Grdo Leitoso / Pastoso
7 IPA 467 32 fase de colheita: Grao Duro

8 BR 506 32 fase de colheita: Grao Duro

9 SF 15 32 fase de colheita: Grao Duro

Foram apresentadas tabelas com a média dos resultados para cada um dos tratamentos,

bem como seus respectivos desvios padréo (calculados conforme descrito no apéndice E).
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4.2 CARACTERIZACAO E PRE-TRATAMENTO DE BAGACO DE SORGO SACARINO
(IPA 467)

Nessa etapa, foi utilizado bagaco de sorgo sacarino da variedade IPA 467, proveniente
de experimento em campo conduzido na estacdo experimental de Itapirema, do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA), localizado no municipio de Goiana, no Estado de
Pernambuco. A coleta da biomassa foi realizada em outubro de 2010, quando a planta ja se
encontrava na fase de grdo maduro, e foi realizada na fileira central de parcelas de 12 m? (trés
fileiras de 5 m e espacamento de 0,80 m), com 4 m? de érea (til. Foi utilizada biomassa de
apenas um dos blocos cultivados, sendo as repeticdes desse experimento independentes das
repeti¢des de campo. Com essa amostra foi realizado inicialmente a caracterizagdo quimica e,

em seguida, uma investigacdo do processo de pré-tratamento por hidrdlise acida.

4.2.1 Preparacdo de amostras para analises

Apos coleta, os colmos do sorgo passaram por sistema de moendas (equipamentos
utilizados para extrair caldo de cana) a fim de extrair o caldo. O bagaco foi cortado e lavado
com agua destilada levemente aquecida (cerca de 40 °C), a fim de retirar os acucares
remanescentes da extracdo, e seco em estufa de circulacdo forcada a 45 °C até massa

constante, segundo recomendacdo da norma do NREL (HAMES et al., 2008).

Ap0s seco, 0 bagaco de sorgo passou por etapa de reducdo de dimensdes em moinho
de facas. A fracdo do material que passou pela peneira de 20 mesh do moinho foi armazenado
em sacolas plasticas para posteriores analises de composicdo quimica. A outra fragdo do
material, retida na peneira do moinho, foi armazenada separadamente, a fim de ser utilizada
na etapa de pre-tratamento por hidrdlise acida. A moagem do bagaco de sorgo foi realizada de
forma que a maior parte do material, ainda ndo completamente moido, ficasse retido na

peneira.

Em muitas pesquisas realizadas com bagaco de sorgo, utiliza-se material de
granulometria muito pequena, de 0,5 a 1 mm, devido a passagem por peneiras de 32 a 16
mesh (YU et al., 2010; VASQUEZ et al., 2007; HERRERA et al., 2004; KIM e DAY, 2010).
No entanto, essa ndo ¢é a dimensao tradicionalmente encontrada em usinas de moagem de cana

(JUNIOR et al., 2010) e, portanto, decidiu-se trabalhar com fraces de maiores dimensoes.
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Outros autores também utilizam biomassa com particulas de maior dimensdo, como por
exemplo, Li et al. (2010) que processaram 0 baga¢o em moinho com peneiras de 5 mm antes

de realizar pré-tratamento, mesmo procedimento utilizado por Hu et al., 2010.

4.2.2 Fracionamento de particulas em peneiras

A moagem do bagaco gera um material heterogéno que, por ser fibrosos, pode
apresentar uma das dimensdes muito maior do que as outras duas, especialmente quando
utiliza-se equipamentos que ndo foram otimizados para a moagem do sorgo. Ainda assim, a
dispersdo de dimensfes da biomassa utilizada no experimento de pré-tratamento por hidrdlise
acida foi analisado por fracionamento em peneiras, em um intervalo de 6 a 32 mesh (3,35 a
0,5 mm), a fim de obter um parametro, se ndo quantitativo, ao menos qualitativo a respeito da

dimensdo das particulas do bagaco.

A composicdo granulométrica caracteriza a distribuicdo de particulas em fracoes
determinadas por faixas de diferentes didmetros médios. Sabe-se que existe relacdo entre o
tamanho das particulas e a eficiéncia de processos, tais como pré-tratamento. Para o bagaco
obtido numa usina de cana, a granulometria do material varia de acordo com a técnica de
preparacdo e moagem utilizada em cada industria e do estado de conservacdo dos
equipamentos empregados no processo, bem como das caracteristicas da matéria prima
utilizada (CORTEZ et al., 2008). Ainda assim, sabe-se que existe uma certa dispersao de
tamanhos (JUNIOR et al., 2010). O mesmo acontece com 0 sorgo e, como o estudo do bagaco
de sorgo tragca um forte paralelo com o estudo do bagago de cana, é importante assegurar que
as condic0es fisicas da biomassa de sorgo se assemelhem as do bagaco de cana, a fim de que

comparagOes possam ser realizadas.

4.2.3 Caracterizacdo quimica de bagaco de sorgo

A biomassa utilizada nesta etapa foi preparada conforme descrito no item 5.1.1, tendo
sido seca e moida até passar em peneira de 20 mesh. A caracterizacdo do bagaco de sorgo foi
realizada de acordo com metodologia do NREL (SLUITER et al.,, 2008a), através da

quantificacdo de carboidratos (celulose e hemicelulose) e lignina, da biomassa livre de
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extrativos. Para a determinacdo de acucares, foi utilizada cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), com &gua ultra pura como fase mével, fluxo de 0,6 mL.min™, coluna
aminex 87P, a 80 °C e detector de indice de refracdo. A analise quimica envolve ainda a
determinacdo de umidade (SLUITER et al., 2008b), cinzas (SLUITER et al., 2008c) e
extrativos (SLUITER et al., 2008d), conforme descritos no apéndice. O objetivo é que o
somatdrio dos componentes quantificados fique o mais proximo possivel de 100%
(SLUITER, J.; SLUITER, A., 2010).

4.2 .4 Pré-tratamento- Hidrélise acida

Uma das rotas para producdo de etanol a partir de biomassa é a realizacdo, em
sequéncia, de etapas de pré-tratamento, hidrolise enzimatica e fermentacdo. Nesse trabalho foi
investigada a etapa de pré-tratamento do bagaco de sorgo através de hidrolise acida, com
H,SO, diluido. O objetido desta etapa € facilitar o acesso das enzimas celuloliticas a fracdo
celulésica da biomassa e a liberagcdo de pentoses, provenientes da hemicelulose, facilitando o

acesso a celulose nas etapas seguintes.

Nesse estudo, os parametros experimentais selecionados para avaliagcdo foram o tempo
de reacdo (variando de 60 a 100 min), concentracdo de acido (de 0,5 a 1,5% p/v) e a carga de
solido (1:15 para 1:25 g:mL ) (Tabela 5). Foi utilizada uma aliquota de 300 mL de solucéo
acida, variando a massa de bagaco de sorgo (12 a 20 g) para obter a carga de sélidos

determinada.

Tabela 5- Parametros e niveis avaliados na etapa de pré-tratamento de
bagaco de sorgo sacarino, variedade IPA 467

Nivel minimo  Nivel maximo Nivel médio

Fator
) (+) @)
Tempo 60 100 80
(min)
Concentracdo de acido 05 1,5 1,0
(% em volume)
Carga de solido 1:25 1:15 1:20

(@mL)
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Os experimentos foram realizados conforme planejamento fatorial 23 (Tabela 6),
incluindo um ponto intermediario, totalizando 9 amostras, sendo o parametro de resposta
avaliado de acordo com trés pespectivas diferentes: percentual de reducéo de massa do bagaco
de sorgo (item a), percentual de liberacdo de xilose (item b) e efeito do pré-tratamento na
dispersdo de particulas do bagaco (item c). Vale salientar que apenas para o percentual de
reducdo de massa do bagaco de sorgo (item a) foram avaliadas todas as amostras. Para 0s
outros parametros de resposta (itens b e c) foram avaliadas apenas 4 das 9 amostras do

planejamento fatorial.

Tabela 6- Planejamento Fatorial 23 para a etapa de pré-
tratamento de bagaco de sorgo sacarino, variedade IPA 467

Experimento Tempode  Concentracao Carga de

reacdo (min)  de acido (%) solido
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
9 0 0 0

Os experimentos foram realizados em triplicata, em frascos Erlenmeyer de 500 mL,
autoclavados a 121 °C, sendo contado o tempo de reacdo a partir do momento que a
temperatura é estabilizada em 121 °C. A boca de cada frasco Erlenmeyer foi vedada com o
auxilio de papel aluminio e fita crepe, a fim de impedir perda de liquido e, consequentemente,
variacao da carga de sélidos e da concentracdo de acido utilizada. Ao fim do tempo de reagéo,
a autoclave foi desligada e, ap6s o resfriamento da mesma, os frascos Erlenmeyer foram

retirados e submetidos a resfriamento por meio de banho-maria.

A fase liquida (licor de hidrdlise) foi, entdo, filtrada sob vacuo, e neutralizada até pH
5-6 com carbonato de calcio 1,5 M. O licor de hidrdlise ja neutralizado foi novamente
filtrado, a vacuo, dessa vez em membrana de 0,20 pum, resultando em um liquido de pH
neutro. O residuo solido, retido no papel de filtro, ainda sob vacuo, foi lavado com &agua
destilada e depois transferido para recipientes plasticos, previamente pesados. A biomassa

solida foi deixada secar a temperatura ambiente para posterior pesagem.
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(a) Percentual de solubilizacdo de componentes da biomassa de bagaco de sorgo

Apos o processo de secagem, foi realizada a pesagem do residuo sélido lavado, sendo
a diferenca de massa entre cada amostra e a massa inicial o indicativo de eficiéncia de
hidrolise pelo acido, ou seja, o percentual de solubilizacdo de componentes da biomassa
obtido através da hidrdlise &cida. Essa avaliacdo foi realizada para todas as nove amostras

previstas no planejamento fatorial.

(b) Percentual de liberacéo de xilose

O licor de hidrolise, neutralizado e filtrado, foi utilizado para quantificacdo da xilose
liberada no pré-tratamento. Essa analise foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), equipado com detector de indice de refracdo, coluna AMINEX HPX-87P,
da Biorad, temperatura do forno de 80 °C, utilizando-se como fase movel agua millig, e um
fluxo de 0,6 mL.min™. A concentragdo de xilose encontrada no licor &, entdo, comparada com
a concentracdo maxima teorica, que seria obtida caso 100% da hemicelulose contida na
biomassa antes do pré-tratamento fosse liberada para o licor. Obtem-se, entdo, o percentual de
conversdo de xilose. Essa analise ndo foi realizado para todas as amostras previstas no
planejamento fatorial, sendo analisados apenas os experimentos 1, 2, 5 e 6 (4 amostras),
conforme indicado na Tabela 7.

Tabela 7- Amostras analisadas do planejamento fatorial para o
pré-tratamento de bagaco de sorgo, da variedade IPA 467,
considerando o percentual de conversdo de xilose como
parametro indicativo de eficiéncia do processo

Experimento Terppo d_e Con,ce:ntragéo Ca,rg_a de
reacdo (min)  de acido (%) solido

1* - - -
2% + - -

3 - + -

4 + + -
5* - - +
6* + - +

7 - + +

8 + + +

9 0 0 0

* amostras utilizadas para analise de conversao de xilose
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Essa restricdo excluiu um dos fatores do planejamento fatorial inicial, além de néo
considerar o nivel intermediéario (0). Tem-se agora um planejamento fatorial 22, onde os
fatores analisados foram o tempo de reacéo (60 e 100 min) e a carga de solido (1:15 e 1:25
g:mL), sendo fixada, além da temperatura (121 °C), a concentracao de acido (0,5%) (Tabela
8).

Tabela 8- Pardmetros e niveis analisados do
planejamento fatorial para o pré-tratamento de bagaco de
sorgo, da variedade IPA 467, considerando o percentual
de conversdo de xilose como parametro indicativo de
eficiéncia do processo

Experimento Tempo de reacdo  Carga de solido

(min) (g:mL)
1 60 1:25
2 100 1:25
5 60 1:15
6 100 1:15

A andlise dos resultados foi realizada com o auxilio do software Minitab 1.5, onde foi
construido diagrama de Pareto, a fim de identificar os fatores de maior influéncia sobre a

eficiéncia do processo.

(c) Efeito do pré-tratamento na dispersdo de particulas de bagaco de sorgo

A fim de avaliar se o pré-tratamento ocasionaria alguma modificacdo no tamanho das
particulas de biomassa, foi realizado o fracionamento em peneiras antes e apds 0 processo, em
um intervalo de 6 a 32 mesh (3,35 a 0,5 mm), no bagago de sorgo pré-tratado, de acordo com
o item 5.2.2. Essa andlise ndo foi realizado para todas as amostras previstas no planejamento
fatorial, sendo analisados apenas os experimentos 1, 3, 5 e 7 (4 amostras), conforme indicado

na Tabela 9.
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Tabela 9- Amostras analisadas do planejamento fatorial para o pré-tratamento
de bagaco de sorgo, da variedade IPA 467, considerando a dispersdo de
particulas na biomassa como parametro indicativo de eficiéncia do processo

. Tempo de reacdo  Concentracdo de acido  Carga de sélido
Experimento

(min) (%) (@mL)
1* - - -

2 +
3 -

4 + +
5 - - +

6 + +
7* - + +

8 + + +

9 0 0 0

* amostras utilizadas para analise de dispersdo de particulas

Essa restricdo excluiu um dos fatores do planejamento fatorial inicial, além de nédo
considerar o nivel intermediéario (0). Tem-se agora um planejamento fatorial 22, onde os
fatores analisados foram a concentracdo de acido (0,5% e 1,5%) e a carga de sélido (1:15 e
1:25 g:mL ), sendo fixado, além da temperatura (121 °C), o tempo de reacdo em 60 min.
(Tabela 10).

Tabela 10- Pardmetros e niveis analisados do planejamento
fatorial para o pré-tratamento de bagaco de sorgo, da variedade
IPA 467, considerando a dispersdo de particulas na biomassa
como parametro indicativo de eficiéncia do processo

. Concentracdo de acido  Carga de solido
Experimento

(%) (g:mL)
1 05 1:25
3 15 1:25
5 0,5 1:15
7 15 1:15

4.2.5 Andlise estatistica: planejamento fatorial

As analises dessa etapa foram realizadas em triplicata, exceto para 0s casos de perda
de amostras, especificados na apresentacdo dos resultados. Foram apresentadas as medias dos
resultados, bem como seus respectivos desvios padrdo (calculados conforme descrito no
apéndice E). Para os experimentos fatoriais foram realizados testes de média com o auxilio do
Software Assistat.
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4.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DA BIOMASSA DE PALMA FORRAGEIRA

4.3.1 Preparacao de amostras para analises

Cladddios de palma miuda, com idade entre 2 e 3 anos, foram coletadas no municipio
de Caruaru, em 07/2011, enquanto cladddios de palma gigante, com cerca de 2 anos, foram
coletados no municipio de Sdo Bento do Una, em 09/2011. Apds a coleta, as amostras foram
transportadas para o laboratério, na UFPE, onde foram cortados e picados, a fim de expor a
regido interna a secagem. De acordo com Sampaio (2005), as células epidérmicas da palma
sdo recobertas por uma fina camada de ceras, a cuticula, que é praticamente impermeével a
entrada ou saida de ar e liquidos. Caso os cladodios ndo sejam cortados de forma a expor a
parte interna da palma, durante o processo de secagem, realizado em estufa de circulacéo
forcada a 45 °C (HAMES et al., 2008), pode haver dificuldade de perda de umidade e,
consequentemente, degradacdo do material.

Apbs a secagem, a biomassa foi processada em moinho de facas até passar pela
peneira de 20 mesh do préprio equipamento, sendo entdo armazenada em sacolas plasticas
para posteriores analises de composicdo quimica, que foram realizadas no Laborat6rio de
Quimica de Lignocelulésicos da Escola de Engenharia de Lorena- Universidade de Séo Paulo
(EEL-USP).

4.3.2 Extracao em sistema Soxhlet

A caracterizacdo da biomassa de palma forrageira foi realizada de forma analoga a
biomassa de sorgo, de acordo com metodologia do NREL (SLUITER et al., 2008a). Foram
quantificados os teores de carboidratos (celulose e hemicelulose) e lignina, de amostra
preparada conforme descrito no item 5.2.1. Foram avaliadas, no entanto, diferentes formas de
extracdo, como etapa de preparacdo da biomassa para a caracterizacdo, de acordo com a
Tabela 11. O residuo liquido proveniente da extracdo aquosa em sistema Soxhlet foi chamado
de extrato aquoso, e o residuo liquido proveniente da extragdo, em sistema Soxhlet, com
qualquer outro solvente foi chamado de extrato. Ja a combinacdo de residuos liquidos

resultantes de duas ou mais etapas de extracdo foi chamado simplismente de extrativos.
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Tabela 11- Diferentes estratégias utilizadas para a extracdo da biomassa de
palma forrageira, em sistema Soxhlet

Solvente utilizado na extracédo Tempo de extragédo
Agua 8h

Etanol 8h

Agua e, em seguida, etanol Total de 14 h

Sequéncia de extracfes: metanol/etanol, etanol e &gua  Total de 20 h

Vale ressaltar que como a biomassa de palma ndo passou por tratamento de moagem
para extracdo de caldo ou de lavagem, espera-se grande quantidade de substancias solaveis,
distintas das normalmente obtidas no extrativo de um material lignocelulésico lavado:

compostos fenolicos, terpenos, alcodis e &cidos alifaticos, como gorduras, 6leos e ceras.

4.3.3 Extracdo em béquer, a temperatura ambiente

Na extracdo aquosa da biomassa de palma através do sistema Soxhlet, a agua é
aquecida e o sistema de resfriamento (condensadores) ndo é suficiente para que a temperatura
retorne a encontrada em condi¢es ambiente, cerca de 25 °C, antes de entrar em contato com
a biomassa. A fim de avaliar a influéncia no processo de extracdo, desse leve aquecimento da
agua, foi realizado o experimento a temperatura ambiente, apenas misturando a biomassa a
agua e deixando em repouso por 1 h. Foi utilizada uma proporcao de 0,3 g de biomassa para
100 mL de agua. Passado o periodo de repouso, foi realizada filtragem a vacuo, e o liquido

filtrado foi analisado por cromatografia (HPAEC-PAD), para a quantificacdo dos agucares.

4.3.4 Quantificacdo de aglcares

Tanto para amostras provenientes da hidrdlise acida (H,SO, 72%) da biomassa,
conforme metodologia de caracterizacdo quimica do NREL (SLUITER et al., 2008a), quanto
para amostras liquidas provenientes da extracdo aquosa da biomassa, a leitura dos agucares foi
realizada por sistema de cromatografia de troca i6nica de alta performance com detector
amperométrico (HPAEC-PAD), utilizando-se uma coluna CarboPAC PA10 4x250 mm.
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Como fase mdvel, foram utilizados &gua ultra pura como eluente A, e uma solugdo 33
mM de NaOH como eluente B. Foi aplicado um gradiente da bomba, especificado na Tabela
12, para determinar a propor¢do de cada eluente no decorrer da andlise, sendo mantido

constante o fluxo de 1 mL.min™.

Tabela 12- Gradiente da bomba utilizada no sistema de
cromatografia de troca ionica de alta performance com
detector amperométrico (HPAEC-PAD)

Tempo % Eluente A % Eluente B
(min) (dgua ultra pura) (NaOH 33mM)
Inicio 10 90

20 45 55
21 90 10
25 90 10
30 10 90
35 10 90

Os parametros de operacdo foram definidos e aprimorados com o auxilio da equipe
técnica de cromatografia de ions da empresa fornecedora do equipamento (Metrohn), e de
acordo com a disponibilidade de acessérios do Laboratério de Quimica de Lignocelulésicos
(EEL-USP). No entanto, a auséncia de profissionais com experiéncia no uso do equipamento,
bem como o pouco conhecimento técnico em relacdo a composicdo quimica da palma
forrageira, gera algumas incertezas a cerca dos resultados obtidos a partir do método
empregado nesse trabalho. Dessa forma, € importanto que todo e qualquer dado obtido seja
encarado como resultado preliminar, até que seja realizado um trabalho mais detalhado de

validacao do método utilizado e, consequentemente, seja garantida a sua confianca.

Vale ressaltar ainda que, anteriormente, houve tentativa de analisar os agUcares
provenientes da palma forrageira, através do mesmo sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizado para caracterizacdo quimica do sorgo sacarino, um metodo ja
bastante aceito cientificamente e recomendado por diversas normas analiticas, como por
exemplo a do NREL (SLUITER et al., 2008a). Foram encontrados problemas no uso do
CLAE, néo tendo sido possivel uma boa separa¢do dos compostos, 0 que motivou o0 uso do
HPAEC-PAD. E possivel que as condigbes operacionais utilizadas no CLAE n&o tenham sido
ideais ou que 0 mesmo ndo tenha sido operado corretamente, mas também é possivel que a

palma forrageira possuia compostos que interferam negativamente na separacdo dos agucares.
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5 RESULTADOS

5.1 EXTRACAO DE BIOMASSA DE VARIEDADES DE SORGO SACARINO, EM
DIFERENTES FASES DE DESENVOLVIMENTO DA PLANTA

5.1.1 Quantificacéo de extrativos

Apesar de ter sido realizada a moagem do colmo para extracéo do caldo, ainda resta no
bagaco certa quantidade de substancias solGveis em agua e/ou sollveis em etanol. Diferentes
variedades podem ter capacidade distinta de reter extrativos (combinagdo do extrato aquoso e
do extrato etandlico), quando submetidos a um mesmo processo de moagem. Dessa forma, foi
quantificado o percentual de extrativos do bagaco de sorgo de cada uma das variedades
analisadas, nas trés épocas de colheita estudadas. Os resultados da extracdo de bagaco

encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13- Percentual de extrativos (extrato aquoso + extrato etanolico) do
bagaco de sorgo, das variedades IPA 467, BR 506 e SF 15, em trés
diferentes fases de colheita, e desvio padrdo das analises

12 fase de colheita 22 fase de colheita 32 fase de colheita

Variedade Emborrachamento Gréo Leitoso/Pastoso Gréao Duro
IPA 467 294 57+ 17 42+7
BR 506 387 365 48+9
SF 15 27+3 43+ 10 48 + 11

Os resultados ndo apresentaram normalidade. Dessa forma, ndo foi aplicado teste de média.

N&o foi observada uma clara diferenca entre as variedades analisadas, nem entre as
fases de colheita, sobre o percentual de extrativos (aquoso + etandlico), para as condigdes
experimentais empregadas nesse trabalho. As variedades IPA 467 e SF 15, na 12 fase de

colheita (emborrachamento) apresentaram 0s menores valores brutos.

Pires et al. (2006), avaliando a qualidade da silagem de sorgo em diferentes estagios
de maturacdo, verificou que o percentual de matéria seca aumentou durante a maturacdo da
planta, ou seja, o percentual de caldo no colmo diminuiu. No entanto, deve-se levar em
consideragdo que a produtividade da planta aumenta, de forma que, apesar da diminuicdo

percentual na quantidade de caldo, observa-se aumento bruto no volume produzido. Essa
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consideracdo também deve ser feita para a analise de extrativos do bagaco de sorgo. Além de
observar os valores percentuais, € interessante correlacionar esses dados com valores de

produtividade de biomassa da planta.

Ainda em relacdo aos dados da Tabela 13, é possivel verificar que o percentual de
extrativos para todos os tratamentos encontram-se acima de 25%, valores altos comparados
aos obtidos por outros autores que encontraram variacdes ente 6 e 18% (XU et al., 2010;
PANAGIOTOOOULOS et al.,2010; YU et al., 2010). No entanto, Li et al., analisando a
diferenca entre o bagaco de sorgo ndo lavado e o mesmo bagaco previamente lavado,
encontrou uma reducdo de mais de 50% no percentual de extrativos (aquoso + etandlico) , que
caiu de 32,3% para 14,5%. No presente trabalho néo foi realizada uma etapa de lavagem do
bagaco e a extracdo do caldo foi realizada em uma maquina comercial de extracao de caldo de
cana. O melhoramento da técnica de moagem dos colmos deve resultar em uma maior
extracdo de caldo e, consequentemente, na diminuigéo da presenca, no bagaco, de compostos
soliveis em &gua. Dessa forma, o percentual de extrato aquoso diminui, reduzindo 0s

extrativos (aquoso + etanolico).

E interessante notar que o desvio dos resultados, para a anélise de extrativos do bagaco
é alto, o que torna dificil verificar se existem relac6es entre os dados obtidos. Talvez o uso de
outra técnica de determinacdo de extrativos, que produzisse resultados mais precisos, tornasse

a anlise dos resultados mais garantida.

5.1.2 Caracterizagdo do extrato aquoso proveniente do bagago de sorgo

Ja foi observado, anteriormente, o alto percentual de extrativos (aquoso + etandélico) na
biomassa analisada. Para saber a importancia da fracdo sollivel em agua, o extrato aquoso, foi
necessario analisar o teor de agucares da mesma. Dessa forma, torna-se possivel até mesmo
relacionar o custo no investimento de melhores sistemas de moagem, para que essa fracéo seja
retirada junto com o caldo, com o ganho que essa melhoria representaria ao processo, em
termos de maior quantidade de agucares no caldo. A Tabela 14 contém os dados de agUcares
redutores totais (ART) obtidos.
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Tabela 14- Acucares redutores totais (ART) de amostras de extrato aquoso
de bagaco de sorgo (em g.L™), das variedades IPA 467, BR 506 e SF 15, em
trés diferentes fases de colheita, e desvio padrdo das analises

} 12 fase de colheita 22 fase de colheita 32 fase de colheita
Variedade

Emborrachamento Grao Leitoso/Pastoso Grao Duro

IPA 467 199+45 8,1+4,7 11,1+ 3,7
BR 506 22,3+104 79+37 12,7+1,8
SF 15 19,4+8,5 8,4+0,5 6,4+1,2

Os resultados ndo apresentaram normalidade. Dessa forma, ndo foi aplicado teste de média.

Com base na Tabela 14, pode-se observar gque, para as variedades IPA 467 e BR 506,
da 12 para a 22 fase de colheita, ocorreu uma diminui¢do no valor dos ART, e depois, da 22
para a 3% fase de colheita, ocorreu aumento desse valor. J4 a variedade SF 15 apresenta
comportamento diferente, diminuindo o valor dos ART tanto na 2° quanto na 3?2 fase de
colheita. Dutra el al. (2011), analisando o caldo de sorgo, obteve valores de 105,9 g.L™*, 164,8
g.L ™" e 133,4 g.L" para as variedades IPA 467, BR 506 e SF 15, respectivamente. Os aclcares
quantificados no extrato aquoso do bagago de sorgo sdo residuos da extracdo do caldo, na
moagem do colmo, e, caso seja utilizado um processo de moagem mais eficiente, podem

contribuir para a obtencdo de um caldo de sorgo ainda mais rico em agucares.

A Tabela 15 contém os resultados para as analises de Brix, onde se observa o0 mesmo

comportamento apresentado no caso das analises de ART.

Tabela 15- Brix de amostras de extrato aquoso de bagago de sorgo, das
variedades IPA 467, BR 506 e SF 15, em trés diferentes fases de colheita, e
desvio padréo das analises

12 fase de colheita 2% fase de colheita 32 fase de colheita

Variedade Emborrachamento Grao Leitoso/Pastoso Grao Duro
IPA 467 2,3+0,5 0,9+0,6 25+0,6
BR 506 29+13 14+0,2 2,1+0,3

SF 15 1,2+0,0 16+0,5 1,1+0,1

Os resultados ndo apresentaram normalidade. Dessa forma, néo foi aplicado teste de média.

As variedades IPA 467 e BR 506, da 1% para a 22 fase de colheita, apresentam
diminuicdo no valor do brix, e depois, da 22 para a 32 fase de colheita, aumento desse valor. J&
a variedade SF 15 apresenta 0 comportamento oposto. Dutra et al. (2011), trabalhando com o
caldo das mesmas variedades, observaram que a variedade BR 506 é a que apresenta maior
concentracdo de acucares, enquanto a SF 15 e a IPA 467 apresentaram caldo com menor

concentracdo de acucares. No entanto, esse parametro ndo é suficiente para afirmar que a
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variedade BR 506 produz mais agucar que as outras, pois a quantidade bruta de agucar
depende ainda da producdo de biomassa da planta e do percentual de caldo extraido.

Teixeira et al. (1999), estudando a influéncia da época de corte sobre o teor de
acucares no colmo de sorgo sacarino, observaram que 0s teores de acuUcares totais e de
sacarose aumentam, continuamente, desde o inicio da floracdo até atingir o estagio de
maturidade fisiolégica, sendo que o nivel de agucares redutores apresenta comportamento
inverso, possivelmente devido a sua assimilacdo na forma de outros compostos. No presente
trabalho, os valores de ART obtidos também sdo maiores no inicio. Seria interessante,
portanto, verificar se esse comportamento se repete para o caldo das variedades IPA 467, BR
506 e SF 15 ou se as variacOes encontradas nesse trabalho sdo fruto de flutuacbes na
eficiéncia de extracao do caldo.

A Tabela 16 apresenta os valores de pH obtidos para as extracfes aquosas de bagaco.

Tabela 16- pH de amostras de extrato aquoso do bagaco de sorgo, das
variedades IPA 467, BR 506 e SF 15, em trés diferentes fases de colheita, e
desvio padrédo das analises

12 fase de colheita 22 fase de colheita 32 fase de colheita

Variedade Emborrachamento Grao Leitoso/Pastoso Grao Duro
IPA 467 4,82 +0,02 39+0,1 40+04
BR 506 56+1,0 5,05+ 0,02 4,04 +0,01

SF 15 54+1,1 41+01 41+0,3

Os resultados ndo apresentaram normalidade. Dessa forma, ndo foi aplicado teste de média.

Na 12 fase de colheita (emborrachamento), foram obtidos valores de pH proximo ou
acima de 5 (4,8 a 6,5), semelhante ao encontrado por Dutra et al. (2011) para o caldo dessas
mesmas variedades (pH variando de 5,1 a 5,4) e considerado apropriado para fermentacéo
com leveduras (pH 5,0-6,5). No entanto, nas demais fases de desenvolvimento da planta
estudadas, observou-se uma diminui¢do nos valores de pH, que passaram para uma faixa de
3,9 a 5,0, indicando talvez o aumento de substancias acidas provenientes do metabolismo da
planta ou, simplesmente, devido a agdo de micro-organismos contaminantes, que resultam na
producéo de &cidos organicos.

Foi avaliada também, a condutividade dos extrativos (Tabela 17). N&o foi possivel, no
entanto, estabelecer alguma relacdo entre a variacdo de condutividade com outras variaveis,
como brix e pH, nem mesmo verificar alguma tendéncia de comportamento entre as variedade

ou entre as fases de colheita estudadas.
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Tabela 17- Condutividade (mS.cm™) de amostras de extrato aquoso de
bagaco de sorgo, das variedades IPA 467, BR 506 e SF 15, em trés
diferentes fases de colheita, e desvio padréo das anélises

} 12 fase de colheita 22 fase de colheita 32 fase de colheita
Variedade

Emborrachamento Grao Leitoso/Pastoso Grao Duro
IPA 467 2,74 £ 0,03 1,0+05 2,1+04
BR 506 52+272 3,0+£0,6 19+0,2
SF 15 2,1+0,2 1,7+0,2 0,87 £ 0,04

Os resultados ndo apresentaram normalidade. Dessa forma, ndo foi aplicado teste de média.

Os acucares presentes na solucdo ndo sdo capazes de se dissociar na agua para
produzir corrente. Outras substancias idnicas (como sais, acidos e hidrdxidos) ou moleculares
(&cidos inorganicos, amonia, acidos organicos, fendis e aminas) sdo capazes de se ionizar em
4gua. Os valores de condutividade encontrados variaram na faixa de 0,8 a 5,2 mS.cm™ (ou
800 a 5200 pS.cm™) enquanto a agua destilada, por exemplo, apresenta condutividade
variando de 0,05 a 0,3 mS.cm™ (50 a 300 pS.cm™), mostrando uma forte presenca de

substancias ionizaveis.
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5.2 CARACTERIZACAO E PRE-TRATAMENTO DE BAGACO DE SORGO SACARINO
(IPA 467)

Nesse experimento, foi obtida produtividade média de 15,5 t.ha™, em matéria seca
(MS). Esse valor esta um pouco abaixo do encontrado em outros trabalhos, mas, levando-se
em consideracdo as condicdes de cultivo, especialmente o fato de ser uma rebrota, trata-se de
uma produtividade regular. Gomes et al. (2006), citado por Tabosa et al. (2010), encontraram
produtividade de 35 t.ha™!, enquanto Lima et al. (2010) relatam valores de 30,3 t.ha™ para esta
mesma variedade de sorgo. Segundo Tabosa et al. (2010), em condi¢cbes de sequeiro, existe
uma boa adaptacdo da cultura aos mais diversos ambientes analisados pelos pesquisadores,

sendo a produtividade em massa seca de até 20 t.ha™.

5.2.1 Fracionamento de particulas em peneira

Atraveés da analise de dimensGes do bagaco de sorgo, foi possivel verificar que a maior
parte da biomassa utilizada nesse experimento (aproximadamente 80%) encontra-se na faixa
de 0,7 a 2,8 mm (Figura 12).
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Figura 12- Fracionamento de bagaco de sorgo sacarino, variedade IPA 467, em peneiras de
diferentes granulometria.
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Deve-se lembrar, entretanto, que por se tratar de uma biomassa fibrosa, o experimento
indica apenas de forma quantitativa a dispersdo do material. Especialmente para as fracoes de
maior dimensdo, as particulas de biomassa apresentam comprimento da ordem de centimetros,

apesar de passarem por peneiras com abertura de apenas alguns milimetros (Figura 13).

0,6 a 0,7 mm

Figura 13- Bagaco de sorgo sacarino utilizado na etapa de pré-tratamento com &cido diluido,
fracionado de acordo com o tamanho de suas particulas.

5.2.2 Composic¢do quimica do bagago de sorgo sacarino

Os teores de celulose, hemicelulose e lignina obtidos na caracterizacdo quimica do
bagaco de sorgo encontram-se na Tabela 18. Como o bagaco havia sido lavado, o percentual
de extrativos foi relativamente baixo, aproximando-se dos valores obtidos por Li et al. (2010),
Panagiotopoulos et al. (2010) e Yu et al. (2010), que variaram de 6 a 15%. No trabalho desses
autores o balanco de massa obtido foi de 92 e 95%, sendo o percentual de celulose relatado
(entre 38 e 45%) o que mais diferiu dos valores encontrados nessa pesquisa, visto que o teor

de lignina e de hemicelulose ficaram dentro da faixa obtida pelos outros pesquisadores.
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Tabela 18- Composi¢do quimica do bagaco
de sorgo, da variedade IPA 467, cultivado no
municipio de Goiana, estado de Pernambuco,
nordeste do Brasil, no ano de 2011

Componente (%)
Extrativos 10,0
Celulose 33,8
Hemicelulose 23,2
Lignina Insoluvel 18,6
Cinzas 1,4
Somatorio 87,0

Trata-se de valores semelhantes aos encontrados para outras variedades de sorgo, na
faixa de 32 a 46% de celulose, 20 a 28% de hemicelulose, e a lignina entre 10 e 22% (XU et
al.;PANAGIOTOPOULOS et al.; YU et al.; SALVI et al.; KIM e DAY; ZHANG et al, 2010;
LI et al., 2010, BELAYACHI e DEMAS, 1995: VASQUEZ et al., 2007; HERRERA et al.,
2004). Dessa forma, ndo foram encontradas diferencas significativas, em termo de
composicdo de carboidratos, entre esta variedade de sorgo e outras tradicionalmente

pesquisadas.

5.2.3 Pré-tratamento- Hidrolise acida

A seguir, sdo apresentados os resultados do pré-tratamento de acordo com as trés
pespectivas trabalhadas: percentual de reducdo de massa do bagaco de sorgo (item a),
percentual de liberacdo de xilose (item b) e efeito do pre-tratamento na dispersao de particulas
do bagaco (item c).

(a) Percentual de solubilizagcdo de componentes da biomassa de bagaco de sorgo

Na Tabela 19 encontram-se os resultados para as 9 amostras provenientes do
experimento fatorial. Aplicando teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, foi
constatado que todos os fatores apresentam significancia, no entanto, a interagcdo dos fatores
ndo foi significativa. Portanto, aumentando a concentracdo de &cido e o tempo de reacdo, aos
niveis analisados, foi obtido maior rendimento do processo. Comportamento oposto é
observado para a carga de solidos que, ao ser aumentada, diminui o percentual de reducédo de

massa decorrendo do pré-tratamento.
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Tabela 19- Percentual de reducdo de massa de bagaco de sorgo sacarino, da
variedade IPA 467, ap6s pré-tratamento com &cido sulfarico diluido, a 121°C,
de acordo com planejamento fatorial 2°

Experimento Tempode Concentracdo Cargade sélido Reducéo de

reacdo (min) de acido (%) (g:mL) massa (%)
1 - - - 240+0,1
2 + - - 351+0,8
3 - + - 8,3+0,3
4 + + - 38,1+£0,2
5 - - + 20,6 1,9
6 + - + 33,1+£0,7
7 - + + 6,727
8 + + + 385+15
9 0 0 0 14,2+0,1

(b) Percentual de liberacéo de xilose

Através dos experimentos de hidrdlise com &cido sulfurico a 0,5% (v:v) e temperatura
de 121 °C, obteve-se a concentracdo média de xilose, liberada pelo tratamento, variando de 5
a 10 g.L™". No entanto, esse valor é referente a experimentos com massa de bagaco diferente,
devido a variacdo na carga de sélidos. A fim de obter um parametro que, de fato, represente a
capacidade de liberacdo de xilose, que seja independente da quantidade de biomassa, dividiu-
se a concentracdo encontrada pela massa de bagaco de sorgo utilizado em cada experimento.

A Tabela 20 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 20- Concentracdo de xilose encontrada no licor proveniente do pré-tratamento
acido de bagaco de sorgo sacarino, da variedade IPA 467, realizado a 121°C, de acordo
com planejamento fatorial 2°

Experimento Tempo d_e (_2arga de Concent_ragéo de )_iilose
reacdo (min) sélido (g:mL) (9.L ™. Opiomassa )
A B C MEDIA Desvio
1 60 1:25 0,557 0,480 0,532 0,52 0,04
2 100 1:25 0,528 0,591 0,585 0,57 0,04
3 60 1:15 0,558 0,538 0,504 0,53 0,03
4 100 1:15 0,605 0,605 0,585 0,60 0,01

Vargas Betancur e Pereira Junior (2010) em seus estudos de otimizacdo do pré-

tratamento de cana-de-agucar com 4&cido sulfurico diluido- 1,09% (v/v)- obtiveram
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concentracdo de 50 g.L™ de xilose, para uma carga de sélidos de 1:2,8 (g:mL) e um tempo de
reacdo de 27 min, a 121 °C. E de se esperar que, até certo ponto, quanto mais biomassa
utilizada em um mesmo volume, maior a concentracdo de xilose liberada. Vale ressaltar que,
para trabalhar com altas cargas de sélidos é preciso 0 uso de reatores especiais, que

disponham de um bom sistema de agitacdo, para manter a carga homogénea.

Além disso, como o experimento de Vargas Betancur e Pereira Junior (2010) foi
realizado com alta carga de solidos, a concentracdo obtida foi alta, mas para ser comparada
com o presente trabalho, é preciso dividir pela massa utilizada, a fim de obter um pardmetro
comum a ambos os experimentos. Realizando essa operacéo, foi obtido resultado de 0,47 g.L
1 Obiomassa —» UM resultado satisfatorio, proximo ao obtido neste trabalho (0,52 a 0,60 g.L

-1
L Obiomassa )-

Analisando os valores segundo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade,
constatou-se que os resultados néo diferem estatisticamente. Ainda assim, foram calculados os
percentuais de conversdo de xilose, ou seja, quanto de xilose o pré-tratamento conseguiu
retirar do polimero de hemicelulose e liberar para o licor de hidrélise. Como na caracterizacao
qguimica do bagaco de sorgo, para obter o teor de hemicelulose, realiza-se uma hidrélise acida
da biomassa, para liberar os constituintes da biomassa e, em seguida, a quantificagdo dos
acucares, ja foi encontrado que o valor inicial de xilose corresponde a 26,4%. Para obter o
teor de hemicelulose de 23,2% indicado na Tabela 18, basta aplicar o fator de converséo 0,88,

conforme descrito no apéndice D.

Tabela 21- Percentual de conversdo de xilose obtido através do pré-
tratamento &cido do bagaco de sorgo sacarino, da variedade IPA 467, a 121
°C, de acordo com planejamento fatorial 2°

Tempo de Carga de

Experimento -~
Xpett reacdo (min)  solido (g:mL)

Conversao de Xilose (%)

MEDIA Desvio

1 60 1:25 57,2 4,3
2 100 1:25 62,1 3,8
3 60 1:15 58,3 3,0
4 100 1:15 65,4 1,2

O rendimento encontrado nesse experimento variou entre 57% e 66%. Herrera et al.
(2004) determinaram como ponto 6timo de seus experimentos, com acido cloridrico a 6%, o

tempo de reacdo de 83 min a uma temperatura de 100 °C. Nessas condic¢Ges a concentracdo
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de xilose seria de 21,3 g.L™", resultando em rendimento de 95%. Segundo os autores, a
temperaturas mais altas, de 121 °C, e com tempo de reacdo de 70 minutos, esse rendimento

cai para 72%, um valor mais préximo ao encontrado neste experimento.

A Figura 14 mostra o Diagrama de Pareto, obtido com o auxilio do software Minitab
1.5, que avalia o efeito dos fatores estudados (tempo de reagdo e carga de sélidos), bem como
da interacdo dos fatores, na eficiéncia de liberacao de xilose obtida através do pré-tratamento.

{(Parémetro de resposta = % de liberagio de Xilose, 8lfs = 0,05)
2,306
| Fador Mame
& Cama
8 =D
B 4
o
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i
AE |
0.0 0.5 1,0 15 2.0 2.5 3.0 3.5
Efetos Padronizados

Figura 14- Diagrama de Pareto para avaliacdo do efeito do tempo e da carga de sélidos sob o
percentual de liberacdo de xilose obtido através do pré-tratamento do bagaco de sorgo
sacarino.

O Diagrama de Pareto indica que, nas condi¢des experimentais verificadas, o tempo de
reacdo foi o Unico fator que apresentou efeito significativo sobre o resultado final do
experimento. Tanto a carga de solidos, quanto a interagdo de ambos os fatores, ndo se

revelaram como parametro significante.

(c) Efeito do pré-tratamento na dispersao de particulas de bagaco de sorgo

Além da biomassa submetida ao tratamento &cido, foram avaliadas amostras que
receberam apenas agua, ao invés de acido, antes de ir para autoclave, sendo classificadas
como o branco do experimento. Atraves desse ensaio, foi possivel verificar que, ao realizar a

reacdo adicionando apenas dgua ocorre aumento de didmetro das particulas, pois o percentual
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de biomassa com didmetro maior cresce, enquanto o percentual de particulas com didmetro

menor diminui (Figura 15).

>2,80 2,002 2,80 0,502 0,60 <0,5
Abertura da peneira (mm) Abertura da peneira (mm)

i= dispersdo da amostra inicial; H= dispersdo em amostra tratada apenas com apenas agua; a, b, ¢, d= disperséo
em amostras pré-tratadas com &cido sob diferentes condi¢des

Figura 15- Dispersdo de particulas de bagaco de sorgo para fracGes de: (A) Diametro maior;
(B) Didmetro menor.

Para as reacBes que ocorrem na presenca de acido foi observado comportamento
inverso, ocorrendo leve reducdo de didmetro das particulas, pois o percentual de biomassa
com didmetro maior diminui, enquanto o percentual de particulas com diametro menor
aumenta (Figura 15). Essa reducdo, no entanto, ndo passa de 11% (7,2 a 11,8%) em relacdo ao

branco e de 8% em relagéo & amostra inicial (3,3 a 7,9%).

As particulas na faixa de 0,7 a 2 mm, que representam cerca de 50% da biomassa total,

praticamente ndo apresentam variacao de granulometria (Figura 16).

60

50 -

30 -

%

20 -

0,71a2,00 0,60a0,71
Abertura da peneira (mm)

i= dispersdo da amostra inicial; H= dispersdo em amostra tratada apenas com apenas agua; a, b, ¢, d= dispersao
em amostrar pré-tratadas com 4cido sob diferentes condicoes

Figura 16- Dispersdo de particulas de bagaco de sorgo para fragcdes de didmetro intermediério.
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5.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DE PALMA FORRAGEIRA

5.3.1 Extracdo da biomassa de palma forrageira

Os resultados obtidos para a avaliacdo de diferentes estratégias de extracdo da
biomassa de palma encontram-se na Tabela 22.

Tabela 22- Percentual médio de extrativos obtidos pela extracdo de
biomassa de palma forrageira em sistema Soxhlet e seus
respectivos desvios padrdo

Tipo de Extracdo Palma Miuda Palma Gigante
Agua 279+13 38,8 +0,9
Etanol 127+1,6 196 £0,5
Sequéncia:

1- Agua;

2 Etanol 27,3+1,8 423+0,9
Sequéncia:

1-Metanol/etanol;

2- Etanol, 22,3+9,4 44,0+0,6

3- Agua

Observa-se que a extragdo apenas com etanol foi a que removeu menor quantidade de
compostos em relacdo as demais técnicas, que utilizavam a dgua como solvente, em pelo
menos uma das etapas. Estudos anteriores, relatado por Menezes et al. (2011), apontam para
grande presenca de agucares na biomassa de palma (39,9% para a palma gigante e 52% para a
palma miuda), de forma que era esperado que a extracdo com agua fosse capaz de solubilizar
uma grande quantidade dessas substancias, visto que a amostra ndo passou por nenhuma etapa

de lavagem prévia.

Para a palma gigante é possivel verificar, ainda, que quanto mais etapas de extragdes
utilizadas, maior a quantidade de extrativos. Esse comportamento ndo foi observado para a
amostra de palma miuda, no entanto, o alto desvio dos resultados dificultou a anélise. De
qualquer forma, fica clara a importancia da extracdo com agua na caracterizacdo da palma,
pois se essa grande quantidade de soltveis ndo for removida da biomassa pode interferir em

etapas posteriores da analise quimica, levando a um resultado erréneo.
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Uma possibilidade a ser testada seria a moagem da palma forrageira, para remocao da
fracdo liquida, seguida de uma etapa de lavagem, para remover os residuos sollveis
remanescentes da moagem, de forma analoga ao que é realizado com os colmos de cana-de-
acucar, no processo de producdo de etanol. Possivelmente, a presenca de substancias viscosas
na palma forrageira (mucilagens e/ou pectina) exigiria alteracGes nas técnicas de moagem e
lavagem, sendo interessante testar o uso de equipamentos provenientes do processamento de

determinados tipos de frutas, que também possuem alta concentracao de pectina.

E possivel observar, ainda, a partir da Tabela 22, que o percentual de extrativos
obtidos para a palma milda, independente da técnica empregada, esta bem abaixo dos valores
encontrados para a palma gigante, indicando a forte diferenca de composi¢do entre as
variedades estudadas. Ou seja, independente de quais sejam as substancias encontradas nas
fracdes extraidas da palma, estdo presentes em maior quantidade na biomassa da variedade de

palma gigante do que na de palma midda.

Uma observacdo importante durante a realizacdo dessas analises foi que o residuo
solido das amostras que passaram pela extracdo aquosa, ao contrario das que foram extraidas
apenas com etanol, adquiriu consisténcia bastante sélida, sendo necessario, inclusive,
acrescentar uma etapa de moagem até passar novamente por peneira de 20 mesh, retomando
assim a condicdo inicial. Ou seja, em contato com a agua, a biomassa de palma forrageira
adquire consisténcia gelatinosa, o0 que ndo acontece quando em contato com etanol. Como
essas substancias com caracteristicas mais viscosas ndo conseguiram atravessar o papel de
filtro, usado para reter a biomassa, permaneceram agregadas ao residuo sélido. E, ao secar,
conferiram ao residuo sélido uma consisténcia bastante endurecida, indicando ter

propriedades aglomerantes, aglutinantes ou ligantes, tal qual o cimento.

Seria interessante que tais substancias (possivelmente mucilagens ou pectina)
pudessem ser separadas da fracdo insollvel, utilizando para isso alguma metodologia de
extracdo em que a biomassa néo ficasse envolvida em papel de filtro, ou solubilizando-as

completamente, para que pudessem passar pelo papel de filtro.
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5.3.2 Andlise do extrato aquoso

As amostras provenientes de extracdo aquosa foram analisadas por cromatografia
ibnica, para quantificacdo de acucares. No entanto, foram encontrados problemas com o
sistema de cromatografia que tornaram os resultados obtidos inconsistentes, do ponto de vista
quantitativo. Para explicar um pouco o0 problema obtido, serdo mostrados alguns
cromatogramas obtidos. A Figura 17 mostra o cromatograma da primeira leitura realizada

pelo equipamento, logo apos a estabilizacéo do sistema.

my
1 Condigtes de Operagio (HPAEC-PAC)
3200 - Colena: CarboPAC PALD 4x250 mm
' - Bomba Gradiente: Eluente A: doua vltrapera
280.0 ::: ) . Eluente B: NaOH 33 mM
o ¥azio: 1 mL/min
240,0 4 o o
- Substincias:
[ L=
2000 4 A "“f‘ :_i_ 1- Arabinoss
1600 - | o b 2- Galactose
| | rl Il o = 3- Glicos=
1200 1 I 2 o 4- Milose
| i 5- hManoss
80,0 - J I | L 6- Celobinze
400 A / -‘Il __________/f
00 | fHt1 .
T T T T T T T T T
0,0 4.0 8,0 120 16,0 20,0 240 28,0 320 min

Figura 17- Cromatograma da primeira leitura realizada ap0s a estabilizacdo do sistema
HPAEC-PAC, uma amostra de solucdo padrdo contendo seis agucares em concentracdes
conhecidas, C;~ 50 ppm.

A Figura 17 representa a leitura do padréo, contendo seis acucares (glicose, xilose,
arabinose, galactose, manose e celobiose) em concentragbes conhecidas, C1, de
aproximadamente 50 ppm. Anteriormente ja haviam sido injetadas amostras padrdes contendo
apenas um acucar, para que pudesse ser determinado o tempo de retencdo de cada um dos
acucares analisados. A curva ao final do cromatograma ndo representa pico de substancias. Na
verdade a linha de base nesse sistema ndo € uma reta porque foi utilizado um sistemas de duas
bombas operando com um gradiente de concentracdo. Nas condi¢Oes operacionais
empregadas, apesar de identificar os seis picos, correspondentes aos seis agucares injetados, €
possivel verificar certa sobreposi¢do de substancias, pois um pico surge antes mesmo que o

pico que saiu imediatamente antes retorne a linha de base. Conforme explicado na
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metodologia, o erro associado a esse método seria avaliado futuramente, em etapa de
validagcdo do método, e por isso foi dado sequéncia as andlises, para obtencdo de resultados

parciais.

No entanto, apesar de ter conseguido a estabilizacdo do sistema em testes realizados
previamente, no momento da leitura de algumas amostras foi observado que ocorreu variagao
no tempo de retencdo das substancias. A Figura 18 mostra o cromatograma da segunda leitura
realizada pelo equipamento, logo apos a estabilizacdo do sistema, o padrdo contendo seis

acucares em concentracdes conhecidas, C,, de aproximadamente 25 ppm.

my _ :: Condigdes de Operagio (HPAEC-PAC)
o Coluna: CarboPAC PALD 4x250 mm
. Bomba Gradients: Eluente A: 3ona vltrapura
160.0 - =) Eluents B: N20H 33 mM
' v B Wazio: 1 mL/min
4
24 Svhstineias:
120,0 4 o 1- Arabinoss
5}_ 2- Galactose
_ = 3- Glicose
80,0 o | | | e b - 4- Xilose
| ;f 5- Manose
| | h - Celobiose
40,0 A \
‘*/ - _-F.-'r.-r‘ _ o
00 J———"T"

0,0 4.0 8.0 12,0 16,0 20,0 240 280 320 min

Figura 18- Cromatograma da segunda leitura realizada ap6s a estabilizacdo do sistema
HPAEC-PAC, uma amostra de solu¢do padrdo contendo seis agucares em concentracdes
conhecidas, C,~ 25 ppm.

Na primeira leitura (Figura 17) o tempo de retencdo da ultima substancia 6, por
exemplo, foi de 14,56 min, enquanto na segunda leitura (Figura 18) caiu para 14,15 min. Esse
comportamento repetiu-se leitura apés leitura, tornando-se ainda mais evidente ao avaliar o

tempo de retenc¢do dessa mesma substancia apds a leitura de mais 10 amostras (Figura 19).
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Figura 19- Cromatograma da 132 leitura realizada apds a estabilizacdo do sistema HPAEC-
PAC, uma amostra de solucédo padréo contendo seis aglicares em concentracdes conhecidas,
C1= 50 ppm.

O parédmetro iniciou em 14,56 min, caiu para 14,15 min e chegou a 10,29 min.
Observa-se, na Figura 19, que essa modificacdo ocasiona em perda de eficiéncia na separacao
das substancias, ou seja, dois picos adjacentes passam a Sair juntos, ou muito proximos,
alterando a area medida de cada um deles. Dessa forma, torna-se impossivel calibrar o sistema
e, consequentemente, quantificar as substancias. Até mesmo a identificacdo dos compostos é
prejudicada, pois o tempo de retencdo é um dos parametros para determinar a que substancia
estd relacionado cada pico. Um dos fatores apontados para a ocorréncia dessa falha foi a
ocorréncia de problemas com o eluente. Foi utilizado NaOH 33 mM que, especialmente em
baixas concentracdes, absorve dioxido de carbono e forma carbonato, de acordo com o
sistema de reacOes apresentado a seguir, que influencia negativamente na separacdo dos

acucares:

H,O + CO, = H,CO;
2NaOH + H,CO3 = Na,CO3 + 2 H,O

2NaOH + CO2 - Na,COs + H20

Uma solucéo para este problema seria adquirir, e acoplar ao cromatégrafo, um sistema
degaseificador da amostra e do eluente e/ou verificar se a compra de novo reagente NaOH

resolveria o problema. Nao € utilizado NaOH na forma de pelotas justamente por serem
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revestidas por uma camada de carbonato, mas é possivel que a solugdo de NaOH (50% m:m)
tenha sido inadvertidamente agitada, provocando a introducdo de dioxido de carbono e
modificando as propriedades da solucdo. Outra opcdo seria estudar outras condicGes de
operacdo do cromatografo, que pudessem utilizar solugdo mais concentrada de NaOH, visto

que os cuidados tomados para evitar a formacao de carbonatos ndo foram eficazes.

E interessante notar que, apesar do problema ocorrido ter comprometido a
quantificacdo dos agUcares, foi possivel obter informac6es qualitativas a respeito da presenca
de acucares nas amostras analisadas. A Figura 20 mostra o cromatograma do extrato aquoso

(obtido atraves do sistema Soxhlet) de amostra de palma miuda.

v Condigdes de Operagio (HPAEC-PAC)
1 Coluna: CarboPAC PALD 4x250 mm
280.0 y Bomba Gradiente: Eluente A: agoa vltrapura
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Figura 20- Cromatograma da 52 leitura realizada ap0s a estabilizag8o do sistema HPAEC-
PAC, uma amostra de extrato aquoso de palma miuda, obtido em sistema Soxhlet.

Comparando a analise do extrativo de palma mituda com o cromatograma de amostra
padréo, e levando em consideracdo que a cada leitura o tempo de residéncia das substancias
sofre reducdo, é possivel identificar a presenca de acUcares, apesar de ndo ser possivel sua
quantificacdo. Foi encontrado, no extrativo, a presenca principalmente de glicose, além de

arabinose, galactose e manose, em menores quantidades.

O resultado para o extrato aquoso, obtido através do sistema Soxhlet, da palma gigante
(Figura 21) foi semelhante ao encontrado para a variedade de palma miulda, indicando a

presenca dos mesmos agucares: glicose, arabinose, galactose e manose.
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Figura 21- Cromatograma da 62 leitura realizada ap0s a estabilizacéo do sistema HPAEC-
PAC, uma amostra de extrato aquoso de palma gigante, obtido em sistema Soxhlet.

Chen et al. (2007), analisaram a fracdo de palha de milho solivel em agua com um
sistema de cromatografia de troca i6nica semelhante ao utilizado no presente trabalho. Os
autores relataram a presenca de glicose e frutose como principais constituintes (representando
de 30 a 46% dos extrativos), além de varios alditois (3-7%), acidos alifaticos (7-21%), ions
inorganicos (10-18%), acucares oligoméricos (4-12%), e uma distribuicdo de oligbmeros,
identificados como possivelmente derivados de glicosideos fendlicos (10-18%). Néo
relataram, no entanto, a presenca de manose e galactose. Seria interessante verificar se o
HPAEC-PAC utilizado nessa pesquisa, adaptado as condi¢des utilizadas por Chen et al.
(2007), como, por exemplo, o uso de duas colunas em série, seria capaz obter melhores

resultados.

5.3.3 Extracdo em béquer, a temperatura ambiente

A leitura da fragdo liquida, obtida a partir do experimento de extragdo aquosa em
béquer, sofreu 0 mesmo problema apresentado para a analise do extrato aquoso obtido através
do sistema Soxhlet. O cromatograma apresentado na Figura 22 apresenta o resultado obtido
para analise dos acUcares soluveis da palma miuda, obtidos a temperatura ambiente, por

extracdo aquosa em béquer.
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Figura 22- Cromatograma da 32 leitura realizada ap0s a estabilizag8o do sistema HPAEC-
PAC, uma amostra de extrato aquoso de palma miuda, obtido em extracdo no béquer, a
temperatura ambiente.

O cromatograma obtido foi semelhante aquele encontrado para o extrato aquoso
obtido pelo sistema Soxhlet: indica a presenca de glicose, arabinose, galactose e manose.
Existe apenas uma diferenca na escala (eixo y) devido ao grau de dilui¢do utilizado. Para
avaliar que tipo de extracdo seria capaz de remover mais aglcares, se a extracdo realizada em
sistema Soxhlet ou se seria a extracdo realizada em béquer, faz-se necessario a quantificacdo
dos acucares. Mas como o0s problemas analiticos impediram essa quantificacdo, ndo foi
possivel obter maiores conclusfes. Sabe-se apenas que os tipos de agucares obtidos, em
ambas as extragdes, foram os mesmos. Resultado semelhante foi obtido para a amostra de
palma gigante, ou seja, a identificagdo dos mesmos acucares, sem a possibilidade de realizar a

quantificacéo.

A presenca de galactose e manose nessa fragdo soltvel pode indicar a existéncia de
polimeros de galactomanana, que produzem solucGes com alta viscosidade. A galactose
encontrada, bem como a arabinose, também podem estar relacionadas a polissacarideos ricos
em acido galacturdnico, ou seja, as pectinas. J& a maior quantidade de glicose encontrada
pode ser proveniente de oligossacarideos (sacarose, lactose, maltose ou rafinose) ou até
mesmo da fragdo mais soltvel de polimeros como o0 amido. Mas como as amostras ndo foram
analisadas quanto ao teor de oligossacarideos e acidos organicos, a associa¢do dos agucares

encontrados a possiveis polimeros torna-se uma tarefa dificil.
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5.3.4 Hidrdlise 4cida da biomassa livre de extrativos

Além da analise dos extratos aquosos, foi realizada a caracterizagdo quimica da
biomassa livre de extrativos, ou seja, a biomassa apos a extracdo com agua, com etanol, ou
com a combinacdo de duas ou mais etapas de extracdo. Os valores obtidos para a biomassa de
palma milda estdo dispostos na Tabela 23.

Tabela 23- Resultados obtidos na caracterizagdo quimica de palma forrageira,
da variedade miuda, quanto ao teor de extrativos, cinzas e lignina

. . Cinzas antes Lignina Lijgni igni
Tipo qe EXtrf tivos da extracéo Tgotal lh;g?(:\r}gl EL?S\I/Z?
extracdo (%) %) (%) (%) %)
Agua 279+13 95%0,2 106 7,701 29+0,3
Etanol 12,7+1,6 95+0,2 55 29+0,1 2,6+0,2
Agua; etanol  27,3+18  95+0,2 70  41+11 2884004
Metanolfetanol; ) 3,94 95+02 54 2905 25:08
etanol; agua
Sem extrair 0 8,6+0,3 6,6 34+12 32+0,2

Foi encontrado alto percentual de cinzas, resultado este ja relatado por outros autores
(MENEZES et al., 2011). Sabe-se também que a palma contém grande quantidade de cristais
de oxalato de calcio, que contribuem para o teor de cinzas (Menezes et al, 2005). No entanto,
ainda nao é compreendido o motivo da presenca desses cristais em tanta abundancia, nem a
sua importancia no metabolismo da planta. Em regides onde a palma é muito utilizada para
alimentacdo humana (VALDEZ, 2005), existe inclusive o estudo da associagdo entre a

ocorréncia de doengas renais e o consumo de palma.

Para a biomassa de palma midda, o percentual de lignina encontrado apresentou
diferencga de acordo com a técnica de extragcdo empregada. Isso se deveu, predominantemente,
ao valor de lignina insolavel, que variou de 2,9% a 7,7%, visto que a lignina soltvel variou
apenas entre 2,5% e 3,2%. E interessante ressaltar que a amostra extraida apenas com agua foi

a que apresentou maior percentual de lignina.

J& havia sido observado anteriormente a importancia de ser realizada uma extracéo
com &gua, devido a sua capacidade de remover grande percentual de sollveis, visto que a

biomassa ndo passou por tratamento prévio de moagem e lavagem. Contudo, a realizacéo
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apenas desse tipo de extracdo exerce forte influéncia no percentual de lignina insoltvel, visto
que até mesmo a amostra que ndo sofreu nenhum tipo de extracdo resultou em um menor

percentual de lignina insolavel.

Uma possivel explicacdo para o aumento no percentual de lignina na biomassa
proveniente da extracdo aquosa é a precipitacdo de polifen6is. Como sdo extremamente
sollveis em etanol, a extracdo com &lcool é capaz de remover os polifendis da biomassa,
evitando, assim, que sejam quantificados como lignina. Esse mesmo comportamento é

observado para a biomassa de palma gigante (Tabela 24).

Tabela 24- Resultados obtidos na caracterizacdo quimica de palma forrageira, da
variedade gigante, quanto ao teor de extrativos, cinzas e lignina

. . Cinzas antes Lignina igni igni
Tipo qe Extr: tivos da extracéo Tgotal Egﬂiciu ggﬂ:/r:j

extracao (%) (%) (%) (%) (%)
Agua 388+0,9 10,2+0,2 16,1 116+09 45+0,2
Etanol 19,6 +05 10,2+0,2 9,1 41+04 5001
Agua; etanol  423+09 10,2+0,2 12,7 77+22 50%02
Metanolfetancl; ) 4 g5 102402 129  66+21 63402

etanol; agua

Sem extrair 0 99+05 13,4 57+01 7,7+0,1

Comparando as duas variedades estudadas, em relacdo ao teor de lignina, observa-se
que, independente da técnica de extracdo utilizada, a palma gigante apresenta maior
percentual de lignina do que a palma miuda. Esse resultado ja havia sido demonstrado no
trabalho de Menezes et al. (2011), que relataram teor de lignina de 6,8% para a variedade de
palma miuda e 13,8% para a palma gigante, valores extremamente proximos aos encontrados
no presente trabalho, considerando as mesmas condi¢des experimentais, ou seja, biomassa
sem prévia extracdo, tendo sido obtidos 6,6% de lignina para a variedade de palma miuda e

13,4% para a variedade de palma gigante.

Era esperado também que, além de influenciar no teor de lignina, a remogéo de
extrativos resultasse em modificagdes nos agucares obtidos ap6s hidrdlise da biomassa. Afinal
de contas, a extracdo aquosa removeria 0s agucares sollveis e/ou, ainda, 0s presentes em
estruturas facilmente hidrolisaveis, cujas condigcdes de extracdo (agua levemente aquecida e

presenca de acidos provenientes da propria planta) fossem suficiente para libera-los, restando
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na biomassa apenas 0s agucares provenientes de cadeias com ligacdes mais fortes, como a

celulose.

5.3.5 Teor de agUcares no hidrolisado da biomassa de palma

A biomassa livre de extrativos, ou seja, a biomassa ap6s a extracdo com agua, com
etanol, ou com a combinacdo de duas ou mais etapas de extracdo, foi submetida a hidrélise
acida para liberacdo de seus constituintes. O licor de hidrdlise foi analisado por cromatografo
de ions, quanto ao teor de aglcares. A Tabela 25 mostra os resultados obtidos para a amostra
de palma midda, indicando a presenca de glicose, xilose, arabinose e galactose.

Tabela 25- Acucares estruturais da palma miuda, obtidos através da hidrolise da biomassa
livre de extrativos e analisados em sistema de cromatografia de troca idnica de alta
performance com detector amperométrico (HPAEC-PAC)

Tipo de Extrativos Arabinose Galactose Glicose  Xilose AcUcares
Extracdo (%) (%) (%) (%) (%) estruturais (%)
Agua 279+13 40+£05 66+07 65%+08 3205 20,3+£25
Etanol 127+16 51+00 85+00 7,1+01 38%0,2 245+0,3

Agua; etanol  27,3+18 46+01 7,7+01 70+01 36+00 229+0,3

Metanol_/ejtanol; 223+94 43+03 75+02 68+00 34+02 22,0+0,7
etanol; agua

Sem extrair 0 50+02 83+02 8,7+01 3,7+0,1 25,7+0,6

O resultado obtido esta de acordo com o esperado, pois foi observado que as amostras
que ndo foram extraidas com agua apresentaram maior teor de agucares no hidrolisado (24,5 e
25,7% de acgucares), especialmente a amostra que ndo passou por extra¢do, do que as amostras

gue passaram por extracao aquosa (20,3%, 22,9% e 22,0% de agUcares).

Lembrando que no extrato aquoso também foi encontrada a presenca dos agucares
arabinose, galactose e glicose, aqui identificados como aguUcares estruturais do residuo solido
da biomassa de palma. No entanto, ndo havia sido relatada a presenca de xilose no extrato

aguoso, e sim de manose.

E possivel que parte da xilose encontrada no residuo solido da biomassa de palma seja
proveniente de polimeros de hemicelulose, enquanto a glicose venha de polimeros de

celulose. No entanto, parte da glicose e da xilose encontradas podem estar associadas a
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polimeros de pectina, assim como a arabinose e a galactose. Mais uma vez, como as amostras
ndo foram analisadas quanto ao teor de oligossacarideos e acidos organicos, a associagdo dos

acucares encontrados a possiveis polimeros torna-se uma tarefa dificil.

Menezes et al. (2011) encontraram 39,9% de acUcares para a biomassa de palma
gigante e 52% para a palma miuda. Tais resultados foram obtidos sem a realizacdo de
extracdo da biomassa antes da hidrélise com écido sulfdrico concentrado (72% m:m). Nessas
mesmas condicdes experimentais, a Tabela 25 mostra que foi obtido 25,7% de acUcares
estruturais para a biomassa de palma miuda, cerca da metade do valor encontrado por
Menezes et al. (2011), mostrando grande discrepancia dos resultados. Nao foi encontrada
explicacdo para essa diferenga e, como a biomassa foi hidrolisada nem nenhum tratamento
prévio, fica ainda mais dificil inferir sobre a origem de tais acUcares: se estavam presentes na
biomassa na forma sollvel, se eram provenientes de celulose ou se faziam parte de outros

polissacarideos, como o amido.

A Tabela 26 apresenta o somatério de todas as substancias analisadas nesse trabalho.
Observa-se que o valor maximo encontrado foi de 68,3%, restando ainda mais de 30% de

substancias ndo quantificadas.

Tabela 26- Resultados obtidos na caracterizacdo quimica de palma forrageira, da
variedade milda, quanto ao teor de extrativos, cinzas, lignina e acUcares
estruturais, bem como o total de todos os compostos analisados

Cinzasantes Lignina Aculcares

Tipo de Extrativos da extracdo Total  estruturais TOTAL
3 0, 0,
extracao (%) %) (%) (%) (%)
Agua 279+13 95+0,2 106 20,3+25 68,3
Etanol 12,7+1,6 95%0,2 55 245+0,3 52,2
Agua; etanol  27,3+1,8 95+£0,2 7,0 229+0,3 66,7
Metanolietanol; 5, 3,94  95+0,2 54  220+07 59,2
etanol; agua

Sem extrair 0 8,6+0,3 6,6 25,7+ 0,6 40,9

Entre as substancias ndo quantificadas, estima-se que deve haver grande quantidade de
acidos organicos, provenientes do metabolismo da planta. Mas, além da analise de acidos,
recomenda-se uma avaliacdo detalhada dos possiveis oligossacarideos presentes. Dessa forma,
seria possivel um balango de massa mais favoravel, um pouco mais proximo de 100%, e uma

maior chance de realizar inferéncias a respeito da origem dos agtcares encontrados.
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Infelizmente, na anélise do residuo sélido livre de extrativos da biomassa de palma
gigante também foi constatado erro nos cromatogramas, com modificacdo no tempo de
residéncia ao longo do tempo, levando a uma calibragéo ineficiente do sistema. A Tabela 27
mostra os resultados para a palma gigante, indicando a presenca dos mesmos agtcares obtidos
para a palma milda, no entanto, com valores superestimando da concentracdo dos agucares,

devido ao erro analitico.

Tabela 27- Acucares estruturais da palma gigante, obtidos através da hidrolise da biomassa
livre de extrativos e analisados em sistema de cromatografia de troca idnica de alta
performance com detector amperométrico (HPAEC-PAC)

Tipo de Extrativos  Arabinose Galactose Glicose Xilose ei\tgr ﬂfﬁgfs
Extracédo (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Agua 388+09 113+£0,3* 142+03* 21,1+19* 48+09* 51,4 *
Etanol 196+£05 188+11* 226%+12* 315+15* 85%0.2* 81,4*
Agua; etanol 42,3+£09 152+08* 18,7+0,6* 256+1,1* 6,6%0,3* 66,1*
Metanolietanoli 4 5406  160+08* 165+03* 197+12¢ 58:02% 580
etanol; dgua
Sem extrair 0 45%0,2 56+0,3 8,1+0,1 24+0,1 20,6

* erro na andlise

Apesar da falha em quantificar os agucares encontrados, a analise qualitativa ainda é
possivel e a indicacdo dos acgUcares presentes na amostra estd de acordo com o resultado
encontrado para a palma miuda, bem como com resultados apresentado por outros autores
(MENEZES et al. 2011).

Devido aos erros analiticos, ficou dificil uma melhor avaliagcdo dos constituintes da
biomassa de palma forrageira. Também se deve lembrar que os resultados obtidos neste
trabalho encontram-se dependentes de maior estudo da técnica analitica empregada. Ficou
claro, no entanto, o importante papel das substancias viscosas (mucilagens e/ou pectinas) na
analise da biomassa de palma forrageira. Esses compostos interferem no processamento do
material e aparentam estar presente em grande quantidade, de forma que uma técnica
analitica, para se adequar as caracteristicas dessa biomassa, deve priorizar a identificacdo e

quantificacdo de tais substancias.
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6 CONCLUSOES

Extracdo de biomassa de variedades de sorgo em diferentes fases de desenvolvimento da
planta

O bagaco de sorgo sacarino das variedades IPA 467, BR 506 e SF 15 apresentou
elevado percentual de extrato aquoso e extrato etendlico independentemente dos estadios de
colheita. Recomenda-se a realizagdo de uma moagem mais eficiente dos colmos de sorgo
sacarino, bem como a lavagem exaustiva do bagaco para maior aproveitamento da fracao

sollvel, rica em acgucares.

Caracterizacdo e pré-tratamento de bagaco de sorgo sacarino (IPA 467)

O tempo de reacdo se mostrou como o parametro de maior significancia na eficiéncia
de liberacdo de xilose, a partir da biomassa de sorgo. O pré-tratamento empregado ndo alterou

significativamente a dispersao de particulas da biomassa.

Caracterizacdo quimica de palma forrageira

A extracdo de biomassa de palma forrageira milda e da palma forrageira gigante
resulta em grande percentual de extrativos, especialmente para a palma gigante. Recomenda-
se, como preparacdo da biomassa de palma forrageira para a caracterizacdo quimica, a
extracdo com agua seguida de extracdo com etanol, ou a moagem e lavagem aquosa da

biomassa, seguida de extracdo com etanol.

A analise do extrato aquoso da biomassa de palma forrageira indica a presenca de
glicose, arabinose, galactose e manose, enquanto a analise da biomassa livre de extrativos

indica a presenca dos acucares estruturais glicose, arabinose, galactose e xilose.
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7 TRABALHOS FUTUROS

Realizar a caracterizacdo quimica do bagaco de sorgo sacarino livre de extrativos, das

variedades IPA 467, BR 506 e SF 15, em diferentes fases de desenvolvimento da planta.

Avaliar o pré-tratamento do bagaco de sorgo utilizando tanto o percentual de liberacéo
de xilose, quanto a formacgdo de produtor inibidores (furfural e HMF) como parédmetros de

eficiéncia do processo.

Encontrar método cromatografico adequado e confiavel para a analise dos agucares

provenientes da palma forrageira.

Quantificar, além dos agUcares estruturais, acidos organicos e oligossacarideos

provenientes da palma forrageira.

Desenvolver técnica de separacdo e caracterizacdo quimica das substancias viscosas

(mucilagens e/ou pectinas) presentes na palma forrageira.
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A- Determinacéo de umidade

Para determinacdo da umidade, foi realizado o seguinte procedimento:

- Pesar de 0,5 a 2,0 g + 0,1 mg de amostra em trés cadinhos de porcelana previamente
tarados;

- Levar os cadinhos a estufa a 105 °C até massa constante, sendo massa constante
definida por variacdo de massa inferior a 0,1% apés 1 h de reaquecimento da amostra a 105
°C:

- Apos resfriar em dessecador, pesar os cadinhos com precisdo de 0,1 mg;

- A umidade foi entdo calculada através da equacéo 2:

. massa gmestra e cadinho secos — MASSAcqdinho Eq. 2
% umidade = 100 — ( 9

MmassQgmeostra inicial

B- Determinacao de cinzas

Para determinag&o de cinzas, foi realizado o seguinte procedimento:

- Pesar de 0,5 a 2,0 g + 0,1 mg de amostra com umidade conhecida, em trés cadinhos de
porcelana previamente tarados;

- Levar os cadinhos a mufla a 105 °C por cerca de 12 minutos;

- Elevar a temperatura da mufla para 250 °C e manter a calcinacdo nessas condi¢fes por
cerca de 30 minutos, o suficiente para total digestdo do material;

- Finalmente, elevar a temperatura para 800 + 25 °C e manter por, no minimo 180
minutos, até que a amostra atinja massa constante. Nesse caso, massa constante é definida por
variacdo de massa inferior a 0,3 mg apds 1 h de reaquecimento da amostra a 575 * 25 °C;

- Antes de abrir a mufla para retirada das amostras, deve-se resfria-la até 105 °C;

- Apos retiradas da mufla, as amostras devem ser resfriadas em dessecador, por um
intervalo de tempo igual ao utilizado na limpeza dos cadinhos, para serem tarados;

- Pesar os cadinhos com precisdo de 0,1 mg;

O teor de cinzas foi entdo calculado atraves da equacao 3:

. masSQcaginho e cinzas — MASSAcqdinho
% cinzas = X 100 =03

MmassSQgmostra inicial em MS
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Onde a massa de amostra em matéria seca (MS) e dada pela equagéo 4:

_ MmassQameostra in natura X (100 - %umidade) Eq- 4
massQgmostra inicial em MS = 100

Vale ressaltar que a determinacdo de cinzas deve ser realizada em paralelo a

determinacédo de umidade, a partir do mesmo material.

C- Determinacao de extrativos

Para determinacgéo de extrativos, foi realizado o seguinte procedimento:

- Pesar de 2 a 10 g da amostra em cartucho de extracdo de celulose previamente tarado, com
precisdo de 1 ou 0,1 mg;

- Em paralelo, pesar amostra para determinar umidade, de acordo com procedimento
anteriormente descrito;

- Posicionar o cartucho com a amostra na corneta de extracdo de sistema Soxhlet;

- Adicionar 190 mL do solvente (agua, alcool etilico 96°GL, ou metanol/etanol) no baldo
volumeétrico;

- Ligar a chapa ou manta aquecedora para dar inicio a extracao;

- Realizar o processo de extracao até que o solvente ao redor do cartucho de extracdo retorne a
aparéncia inicial, ou seja, incolor para o caso de agua e etanol.

- Apds o resfriamento do sistema, retirar o cartucho de extracdo do sistema e deixar a
temperatura ambiente para que a maior parte do solvente evapore;

- Levar o cartucho para secagem, em estufa a 105 °C, até massa constante;

- Resfriar a amostra em dessecador e pesar com precisdo de 1 ou 0,1 mg.

O percentual de extrativos foi entdo calculado através da equacgéo 5:

. MmassQcartucho e amostra secos — MASSAcartucho
% extrativos = % 100 Eqg.5

massQgmostra inicial em MS

Onde a massa de amostra em matéria seca (MS) foi calculada de acordo com a equagé&o 6:
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_ MasSAgmostra innatura X (100 — % umidade) Eq. 6
MmassAagmoestra inicial em MS — 100

D- Determinacéo de carboidratos e lignina

- Pesar 0,300 £0,010 g da amostra livre de extrativos, com umidade conhecida, em um
béquer de 50 mL. Realizar o ensaio em triplicata;

- Adicionar 3,00 = 0,01 mL (ou 4,92 £ 0,01 g) de H,SO,4 72% (p:p) e agitar com bastéo
de vidro, a fim de homogeneizar a solugéo;

- Colocar os béqueres em banho térmico a 30 £ 3 °C, mantendo essas condi¢des durante
1h;

- Agitar a solugdo com bastéo de vidro a cada 10 minutos, a fim de garantir uma hidrdlise
homogénea;

- Diluir a concentracdo de acido para 4%, adicionando 84,00 £ 0,04 mL de agua
deionizada e transferir o material para frascos Erlenmeyer de 250 mL ou 500 mL;

- Preparar solucdo padrdo de agUcares (SRS) para corrigir as perdas de agucares durante a
hidrélise acida diluida: Pesar, com precisdo de 0,1 mg, quantidades adequadas de cada agUcar
(glicose, xilose e arabinose), de forma que a concentracao final seja proxima da concentracdo
de acucares liberados pela amostra analisada; Adicionar 10,0 mL de agua deionizada;
Adicionar 348 puL de acido sulfarico 72%; Transferir para frasco Erlenmeyer;

- Vedar os frascos Erlenmeyer com o auxilio de papel aluminio e fita crepe e autoclavar
as amostras a 121 °C por 1 h, juntamente com os padrdes de aglcares;

- Apbs a descompressdo, os frascos Erlenmeyer devem ser resfriados e filtrados em
cadinhos filtrantes previamente tarados, com o auxilio de uma bomba a vacuo, medindo e
anotando o volume do filtrado;

Tém-se agora duas fragcdes distintas: o hidrolisado, fracdo liquida filtrada, e o residuo
solido, retido na filtragem. Com o hidrolisado foram determinados os teores de agucares
correspondentes a cada carboidrato (glicose da celulose; xilose e arabinose da hemicelulose) e
o percentual de lignina soltvel. A partir do residuo sélido foi determinado o percentual de

lignina insoluvel.

> Uma fracdo do hidrolisado foi utilizada para analise de lignina sollvel através de
leitura de absorbancia em espectrofotdmetro UV-visivel, no maximo 6h apos realizacdo da

hidrélise:
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- Anotar o valor da absorbancia, medida a 205 nm, com trés casas decimais. A
reprodutibilidade deve ser de 0,05 unidades e, caso a absorbancia néo esteja na faixa de 0,7 a
1,0, deve-se realizar diluicdo da amostra.

O percentual de lignina soluvel (LS) foi calculado através da equagéo 7:

UV, . X Volumey; X Diluicao Eq. 7
% LS = abs filtrado ¢ 100 q
& X massAgmoestra em MS

Onde:
UV, = absorbancia UV-Vis média, para amostra a 205 nm;
Volume firago = Volume da fracéo liquida da hidrolise, aproximadamente 87 mL;

.1~ VOlumeamostra + VOlumesolvente de diluicao Eq- 8
Diulicao =

VOlumeamostra

Massa amostra em ms = Massa inicial da amostra em matéria seca;
¢ = absortividade do material a 205 nm, 105 L/g.cm
> Outra fracdo do hidrolisado foi utilizada para determinacdo de acUcares por

cromatografia:

- Filtrar uma pequena fracdo do hidrolisado em membrana de 22 pum e analisar os teores
de acucar por cromatografia.

- Além das amostras, devem ser analisadas as solu¢bes padrdo de aclcares (SRS),
autoclavadas junto com as amostras, a fim de corrigir as perdas de agUcares durante a
hidrélise &cida diluida. Para cada acglcar analisado deve ser calculado o percentual de

recuperacao do agucar (%Racicar) através da equagdo 9:

concentragdo detectada por CLAE Eq. 9
% Ragﬁcar = = = - X 100
concentracado padrao conhecida

- As concentracgdes de cada componente (CcLag) devem ser obtidas por correlagédo entre
as areas dos cromatogramas e curvas analiticas, previamente determinadas por padrdes de
acucar. Deve-se ainda realizar uma correcdo de tais valores, de acordo com o de recuperacao

do aglcar (%Racicar) para cada um dos componentes analisados, de acordo com a equagéo 10:

c _ Ccra X fator de diluigao Eqg. 10
acucar — % Ragﬁcar/
100
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- A conversdo de massa de glicose para massa de celulose € realizada utilizando-se o
fator 0,90. Da mesma forma o fator de conversdo de xilose e arabinose em hemicelulose é
0,88. O teor de celulose e hemicelulose podem entdo ser calculados, de acordo com as

equacOes 11 e 12, respectivamente.

1g Eq. 11
Cglicose x 0,90 x Vfiltrado X Ta000 5
1000mg % 100

% celulose =
massQgmeostra inicial em MS

1 Eqg. 12
(Critose + Carabinose) X 0,88 X Vrjjpraao X 100(39mg !
x 100

% hemicelulose =
MmassQgmestra inicial em MS

Onde o volume do filtrado foi medido previamente, sendo aproximadamente 87,00 mL, e

a amostra inicial em matéria seca esta em base livre de extrativos.

» O residuo sélido resultante da filtragem da amostra hidrolisada foi utilizado para
determinacéo de lignina insolavel:
- Usar agua deionizada para remover quantitativamente todo o material solido
remanescente no frasco Erlenmeyer;
- Lavar o material retido no cadinho filtrante com no minimo 50 mL de agua deionizada;
- Secar o cadinho filtrante, junto com o residuo, em estufa a 105°C até massa constante;
- Ap0s resfriar em dessecador, 0s cadinhos devem ser pesados, com precisdo de 0,1 mg;
O célculo do percentual de lignina insoluvel (L1) e realizado através da equacéo 13:

massAcqdinho filtrante e amostra secos ~— massQceaginho filtrante

Eq. 13

% LI = x 100

massQgmostra inicial em MS

» O percentual total de lignina é a soma da lignina soltvel com a insoltvel, de acordo com

a equagéo 14:

% lignina = % LS + % LI Eq. 14
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E- Desvio padrdo amostral

Todos os experimentos foram realizados em duplicata, no minimo, sendo o desvio

padrao (o) calculado de acordo com a equagao 15:

n—1

j ?=1(xi _x,)? Eqg. 15

Onde n é o numero de repeti¢cGes do experimento, X; & o valor da repeticdo i, e Xm € @

raiz quadrada da média de todos os valores x do experimento, expressa pela equacao 16:

Eq. 16






