PAULA SANTANA BARBOSA

PROCEDIMENTOS PARA CARACTERIZACAO QUEMICA DO BAGACO DE
CANA-DE-ACUCAR: ESTUDOS PARA OTIMIZACAO E PADRONIZACAO

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduacéao
em Engenharia Quimica, para obtencdo do
titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2018



PAULA SANTANA BARBOSA

PROCEDIMENTOS PARA CARACTERIZACAO QU!:MICA DO BAGAGCO DE
CANA-DE-ACUCAR: ESTUDOS PARA OTIMIZACAO E PADRONIZACAO

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-Graduagédo
em Engenharia Quimica, para obtencdo do
titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 26 de fevereiro de 2018.

Fernando José Borges Gomes Marcio Henrique Pereira Barbosa
(Coorientador)

Reinaldo Francisco Teofilo
(Orientador)



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradego a Deus, por sempre iluminar e guiar meu caminho. Por me
dar perseveranca para conquistar mais esta vitoria.

A minha mée, Marilia, pelo amor incondicional, carinho e paciéncia. Por me
incentivar e me apoiar. Muito obrigada mae por ser meu exemplo.

A minha irm4, Camila, por todo apoio, carinho e ajuda.

Aos meus familiares pelo constante apoio e pela torcida.

Ao meu namorado Bruno pelo convivio saudavel, companheirismo, paciéncia,
carinho, incentivo e ajuda.

A Universidade Federal de Vicosa, ao Departamento de Quimica e ao Programa
de Pos-Graduacdo em Engenharia Quimica pelas oportunidades dadas.

Ao Laboratério de Instrumentacdo e Quimiometria (LINQ) e ao Laboratério de
Biotecnologia e Melhoramento Vegetal (LBMV) pelo suporte, pelas amizades e ajuda,
durante o desenvolvimento deste trabalho.

A Capes pela concessdo da bolsa de mestrado.

Ao professor Reinaldo Francisco Tedfilo pela orientacdo sempre presente, pela
confianga, compreensdo e ensinamentos durante todo este periodo de convivéncia. Por
ter contribuido muito para o meu crescimento profissional.

Ao professor Marcio Henrique Pereira Barbosa pela coorientacdo, por ter
disponibilizado a estrutura fisica para realizacdo deste trabalho e por ser sempre solicito
quando precisei de apoio.

Ao Centro de Pesquisa e Melhoramento de Cana-de-aclcar (CECA) e a toda
equipe envolvida na disponibilizacdo, corte e processamento preliminar realizado nos
materiais utilizados neste estudo, em especial, ao Marcos Roberto Soares.

Aos amigos que contribuiram com incentivo, apoio e companheirismo durante
esta jornada.

A todos aqueles que colaboraram, direta ou indiretamente, na elaboracdo deste
trabalho.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ........ooomsimvreesnessiessessssssssssissss s sssssssss s ssssssssesssssssssssnnns v
LISTADE TABELAS ... Vi
RESUMO ...ttt b e viii
ABSTRACT e ne e IX
1. INTRODUGAO ..ottt 1
2. OBUIETIVOS ...ttt bbbttt sae et e rneenee 3
2.1, ODJELIVO GEIAL ... 3
2.2, ODbjetivos €SPECITICOS. ......iiviiiirieieieie e s 3

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA .......coiiieieeeeeeeeeeeees s sen st 4
TS O 1= e (- ot o7 T S PSTSS 4
200 T = - T = Voo o (o L - RSSO 6

3.2.  Procedimentos para analise de biomassa...........cccevvieeiieieiieve e 6
3.3.  Determinacao de extrativoS € CINZAS ..........cceevvevieerieieeseerieseesie e s se e 8
3.4. Determinaco de lHGNINa........ccccceeiieieiieiece e 9
3.5.  Anadlise de carboidratos da biomassa lignoceluldsica ............ccccccovveviiiieieennne 10
3510 ClUIOSE....ceiiecee e 11
3.5.2.  HEMICEIUIOSE.....ccuiiiiee e 12

3.6.  Planejamento experimental ..........cccooiiiiiiiiii s 14
3.6.1. Planejamento fatorial COMPIEtO.........cceviiiiiiiiiiiie e 14
3.6.2. Planejamento Composto Central (CCD).......cccovririnicieeieie e 15

4. MATERIAIS E METODOS .....ooieiiieeeeeeieeeeeeeese st esesess s s senes s, 16
4.1. Preparo da amostra de bagaco de cana-de-agUcCar ............cceevveveeieeviecieseennnns 16
4.1.1. Determinagdo do teor de Umidade.........cooviiriieiiniiniesese e 17

4.2. Remogao e determinagdo de eXtratiVoS .........ccceveeririeiieeieeie e 18
4.3.  Determinagdo de LIGNING ......cccoveiieiiiiiiiesie ettt 19
4.3.1. Lignina insolUvel (KIaSON).........c.coeiiiiieieiic e 20
4.3.1.1. Determinacgdo de silica na lignina insolavel ............cccccoveiviiiiiiinnnns 21

4.3.2.  Lignina SOIUVEL.........covoiiiiiiiii 21



6.
7.

4.3.3.  LIgniNatotal .......cccveieiieiiee e 22

4.5. Determinagao de CiNzas Na DIOMASSE ........covervirieiiiirineeeee s 25
4.6. Validagdo do procedimento para outras variedades...........ccoccevveeviveriesienneennnns 26
4.7. Célculo do balango de massa total............cccoereiriiiisiineee e 26
4.8.  Calculos e analises eStatiStiCaS .......ccveveieierieiere e 26

RESULTADOS E DISCUSSAD ..ot 27
5.1, Secagem da @MOSIIA ........ccccuerieieieeiesie e e stee e eee e see et sre e s 27
5.2.  Determinagdo de eXIratiVOS ..........cccvveieiieieiiesee e eiesee et sre e sne e 27
5.3.  Teor de lignina sollvel e iNSOIUVEL...........ccooveeiieiiceecee e 34
5.4. Determinacdo do teor de cinzas total no bagaco de cana-de-agUcar ................ 37
5.5. Determinacdo de carboidratos estruturais na biomassa.............cccccceeeivveieennne 38

5.5.1.  Otimizagdo d0 MELOUO .......c.ecvveiureiiiiecie e 38

5.5.2. Separacao dos carboidratos nos hidrolisados de bagaco de cana-de-agucar.

40
5.6. Balango de massa total ...........ccoeoiiiiiiiiiiiee s 45
CONCLUSOES ..ottt 48
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........c.ooeoeeeeeeeeeeee e eeeeee s, 49



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Producéo de cana-de-acucar por regido e por estado (CONAB, 2017b).......... 4

Figura 2. Evolucédo da érea, produtividade e producdo de cana-de-aglcar ao longo dos

aN0S (CONAB, 2017D)....eiiiee et te e ns 5
Figura 3. Precursores primarios da lignina (FENGEL; WEGENER, 1989).................... 9
Figura 4. Estrutura da celulose (FENGEL; WEGENER, 1989).......c.cccccccvivviviieieenne. 11

Figura 5. Estrutura quimica dos componentes das hemiceluloses (D'ALMEIDA, 1988).

Figura 6. Superficie de resposta que relaciona o teor de extrativos em fungédo do tempo
de extracdo em agua (t.a) € em etanol (1.8). ..covevieiieeiieie e 31

Figura 7. Cromatogramas na coluna HPX-87P antes da otimizacdo do método: A:
Detector ELSD; B: Detector PDA,; 1: GLI; 2: XIL; 3: GAL; 4: ARA; 5: MAN; 6: HMF e
A 5L SRRSO 38

Figura 8. Gréafico de Pareto do planejamento fatorial mostrando a influéncia dos fatores
L2000 2 To [0 1SS 39

Figura 9. Cromatogramas obtidos usando a coluna HPX-87P na condicdo otimizada
(Ensaio 2). A: Detector ELDS; B: Detector PDA; 1: GLI; 2: XIL; 3: GAL; 4: ARA; 5:
MAN; 6: HMF € 7: FUR. ..ot 40

Figura 10. Cromatogramas tipicos de dois hidrolisados de bagago de cana-de-agucar
obtidos no HPLC-ELSD usando a coluna HPX-87P. A: amostra BMT45 (RB867515 seca
a 45 °C) e B: BMA45 (RB127045). Picos: 1. CEL; 2. GLI; 3. XILe 4. ARA............... 41

Figura 11. Cromatogramas tipicos obtidos na coluna HPX-87H de uma solucéo padrao
contendo a mistura GLI, XIL, ARA, GAL, MAN, HMF e FUR. Cromatograma A:
separacdo dos carboidratos da mistura GLI, XIL, ARA, GAL, MAN no ELSD;
cromatograma B: separacdo dos furdnicos HMF e FUR no detector PDA. ................... 42

Figura 12. Cromatogramas tipicos obtidos na coluna HPX-87H dos hidrolisados das
amostras A: BMAL5 e B: BMA45. Picos: 1. GLI, 2. XILe 3. ARA. ....cccovevvvveiiene 43



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Diferentes procedimentos analiticos para analise de biomassa.............c.cc....... 7
Tabela 2. Caracterizacdo dos diferentes gendtipos de cana-de-agucar ............c.ccceeenee.. 16

Tabela 3. Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 22 para o estudo
A TASE MOVEL.......eieeee e e re et re e 23

Tabela 4. Teores de umidade das amostras secas na condi¢éo de ar livre e em estufa..27
Tabela 5. Variaveis e niveis utilizados nos planejamentos fatoriais completos 22 com
ponto central (triagem 1 e 2) para o estudo do tempo de extracdo com agua (t.a) e com
etanol (t.e) na remocéo de extrativos da DIOMASSA. ........c.ccvevveiieiieiiiie e 28

Tabela 6. Coeficientes da regressao linear no planejamento executado na triagem 2. ..29

Tabela 7. Variaveis, niveis e resposta do CCD para a otimizacdo da determinacdo do

BXETALIVOS. ..ttt ettt ettt se e ere e be e e st e s Re e te st e Re e tean e e eneenreenteaneenreenre s 30
Tabela 8. Avaliagéo dos coeficientes estimados para o planejamento CCD. ................ 30
Tabela 9. ANOVA do modelo construido para o planejamento CCD. ...........cccceevruneen. 31

Tabela 10. Teor de extrativos das amostras de bagaco de cana-de-agucar da variedade
RB867515 nas trés condiGies de SECAJEM. .......c.ccveiueiieieereseesie e sre et sre e 32

Tabela 11. Aplicacdo dos procedimentos desenvolvido para determinacdo do teor de
extrativos do bagaco de diferentes genotipos de cana-de-agucar............cocevevvveieinanns 33

Tabela 12. Teor de extrativos presentes no bagaco de cana-de-agUcar encontrados na
=T (U] - S TSP SRS 34

Tabela 13. Teor de lignina insoltvel e soltvel de bagaco de cana-de-aclcar da variedade
RB867515 em trés condighes de SECAJRIM. .......c.cevrierieiiiriesie et 35

Tabela 14. Teores de lignina obtidos para o bagaco de cana-de-agucar livre de extrativos.
Tabela 15. Valores obtidos por diferentes autores na quantificacdo do teor de lignina no
Dagago de CaNA-AE-ACUCAN. .......cueveeieieieeie ettt e e e nee e 36
Tabela 16. Teor de cinzas para diferentes variedades de bagaco de cana-de-agucar..... 37
Tabela 17. Teor de cinzas presentes no bagaco de cana-de-agUcar por diversos autores.

Tabela 18. Variaveis e niveis utilizados para o estudo da influéncia do tempo de inicio
da adicéo de acetonitrila e sua cONCeNtragao Na reSPOSTA. ..........everreeierierierienie s 39

Vi



Tabela 19. Modelos de calibragdo para os carboidratos separados na coluna HPX-87H.
Tabela 20. Teor de carboidratos e polissacarideos presentes no hidrolisado do bagaco da
cana-de-agucar de amostras secas € Sem de eXtratiVos. .........cccveverierierereresieseseseeneas 44

Tabela 21. Variacédo nos teores de carboidratos presentes no hidrolisado do bagaco de
(o T o (o Lol o | OSSR 45

Tabela 22. Constituintes quimicos do bagaco de cana-de-acucar, base biomassa seca com
BXETALIVOS. ..ttt sttt sttt e b et e et st e e be e teen e e Rt et e e Rt e ene e nEe et areenreenre s 46

Tabela 23. Teores de grupos acetil e &cidos urdnicos presentes no bagago de cana-de-
acucar encontrados NAa lLEIALUNA. ..........cecveiieiii i 47

vii



RESUMO

BARBOSA, Paula Santana, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2018.
Procedimentos para caracterizacdo quimica do bagaco de cana-de-acUcar: estudos
para otimizacdo e padronizacdo. Orientador: Reinaldo Francisco Teofilo.
Coorientadores: Marcio Henrique Pereira Barbosa e Luiz Alexandre Peternelli.

Um estudo dos procedimentos para caracteriza¢do quimica do bagaco de cana-de-agucar
é apresentado. O objetivo é quantificar com confiabilidade e economia de consumiveis e
energia 0s componentes majoritarios presentes neste tipo de biomassa. A caracterizagao
quimica do bagaco de cana-de-agucar é necessaria para tomada de decisdao em programas
de melhoramento genético e para indicacdo da melhor utilizacdo deste residuo. Neste
trabalho, procedimentos genéricos empregados para a biomassa de diversas espécies,
lenhosas ou ndo, foram ajustados especificamente para a biomassa de cana-de-agucar. Os
procedimentos para determinacao de extrativos, lignina soltvel e insoltvel, carboidratos
e cinzas foram aplicados para cinco variedades diferentes de cana-de-acucar. Para a
andlise de extrativos o tempo de extracdo foi otimizado com auxilio de planejamentos
experimentais. A condicdo 6tima para biomassa de cana-de-aglcar com até 20% de
extrativos foi de 11,5 h de extracdo em agua seguida por 9 h em etanol. As porcentagens
de extrativos das variedades estudadas variaram de 8,67 a 19,49%. Os procedimentos para
determinacdo de cinzas, lignina insoltvel e soltvel seguiram aqueles ja descritos na
literatura e as porcentagens encontradas variaram respectivamente de 2,13 a 3,63%; 18,28
a 23,33% e 1,82 a 2,49%. Para analise de carboidratos, um método de separacdo por
cromatografia liquida foi desenvolvido e otimizado para reducdo do tempo de retencédo
dos compostos furanicos gerados na hidrdlise acida. A condi¢do 6tima indicou uma
eluicdo isocratica da fase mével com solucdo aquosa contendo 15% de acetonitrila. Este
procedimento reduziu em cerca de 30% o tempo de retencdo dos compostos furanicos
sem afetar o tempo de retencdo dos carboidratos. As porcentagens de glicanas, Xilanas e
arabinanas na biomassa livre de extrativos, variaram respectivamente de 32,74 a 35,75%);
21,40 a 23,44% e 6,48 a 6,82%. Galactana e manana néo foram detectadas. Os resultados
de todos os procedimentos apresentaram excelente precisdo com desvio padréo relativo
variando de 0,54 a 9,02% e valores similares a literatura. Os balancos de massa totais
considerando como base a biomassa com extrativos, apresentaram valores entre 89,7 a
92,8%. Estes resultados foram considerados aceitaveis em relacgdo a literatura, visto que

as determinagdes dos grupos acetil e acidos urénicos ndo foram realizadas.
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ABSTRACT

BARBOSA, Paula Santana, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2018.
Procedures for chemical characterization of sugarcane bagasse: studies for
optimization and standardization. Adviser: Reinaldo Francisco Te6filo. Co-advisers:
Marcio Henrique Pereira Barbosa and Luiz Alexandre Peternelli.

A study of the procedures for the chemical characterization of sugarcane bagasse is
introduced. The objective is to quantify, with reliability and energy savings and
consumables, the main components present in this type of biomass. The chemical
characterization of sugarcane bagasse is necessary for decision making in genetic
breeding programs and for indication of the best use of this residue. In this work, the
generic procedures employed for biomass of several species, wood or not, was
specifically adapted for biomass of sugarcane. The procedures for the determination of
extractives, soluble and insoluble lignin, carbohydrates and ashes was applied to five
different varieties of sugarcane. For analysis of extractives, the time of extraction was to
optimize with the aid of experimental design. The optimal condition for biomass of
sugarcane with up to 20% of extractives was 11.5 h of extraction in water followed by
during 9 h in ethanol. The percentages of extractives of the varieties studied ranged from
8.67 to 19.49%. The procedures for determination of ash, insoluble and soluble lignin
followed those already described in the literature and the percentages found varied
respectively from 2.13 to 3.63%; 18.28 to 23.33% and 1.82 to 2.49%. For carbohydrate
analysis, a method of separation by liquid chromatography was developed and optimized
to reduce the retention time of the furanic compounds generated in the acid hydrolysis.
The optimal condition indicated an isocratic elution of the mobile phase with aqueous
solution containing 15% acetonitrile. This procedure reduced the retention time of the
furanic compounds by about 30% without affecting the retention time of the
carbohydrates. The percentages of glycans, xylans and arabinans in extractive free
biomass ranged respectively from 32.74 to 35.75%; 21.40 to 23.44% and 6.48 to 6.82%.
Galactana and manana were not detected. The results of all procedures presented excellent
accuracy with relative standard deviation ranging from 0.54 to 9.02% and similar values
to the literature. The total mass balances considering biomass with extractives was 89.7
to 92.8%. These results were considered acceptable in relation to the literature, since the

determinations of acetyl groups and uronic acids were not performed.



1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas tém-se observado um aumento do interesse mundial pelo
desenvolvimento na producdo de biocombustiveis a partir de fontes renovaveis. Os
prejuizos ambientais causados pelo aumento da concentracdo dos gases responsaveis pelo
efeito estufa e as fontes finitas de reservas de petréleo tém incentivado a utilizacdo de
insumos renovaveis e sustentaveis (RAGAUSKAS et al., 2006; KRALOVA; SIOBLOM,
2010; MOE et al., 2012; BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016). Devido a essa necessidade,
a busca por uma biomassa com uma composic¢do adequada e produzida com viabilidade
econdmica tem atraido o interesse de governos e empresarios (VERMA et al., 2012;
PARAJULI et al., 2015; ULLAH et al., 2015; BACOVSKY et al., 2016; CHEN; FU,
2016).

Uma das fontes de biomassa mais viavel economicamente do ponto de vista das
biorrefinarias é a obtida pela cana-de-aclcar devido a sua alta producédo, facilidade
logistica e composi¢do quimica (OKUNO, 2016). No ano de 2017, foram produzidos
aproximadamente 84 t/ha de cana, gerando cerca de 110 a 160 kg/t de bagaco seco
(CONAB, 2017b).

A cana-de-acucar é uma graminea de origem asiatica e apresenta-se como um
recurso energético abundante. Sua composi¢éo € representada por aproximadamente 73 a
76% de agua, 10 a 16% de solidos sollveis, principalmente sacarose e 11 a 16% de fibras
(seca) (CHEN; CHOU, 1993).

Com a intencdo de fortalecer o setor sucroalcooleiro, alguns estudos estéo
direcionados para producéo de cana-energia, visando obter uma biomassa com maiores
teores de fibra no colmo, ao comparada com a cana convencional. Sendo possivel
aumentar o potencial produtivo a partir das fibras, com foco na producdo de
bioeletricidade, biocombustiveis e quimicos de segunda geracdo. A cana-energia pode
atingir o dobro do teor de fibras obtido na cana tradicional, gerando quantidades de
bagaco muito superiores, até quatro vezes maior por unidade de &rea plantada (KIM;
DAY, 2011; VIATOR; RICHARD, 2012).

A fracdo fibrosa seca é altamente energética e caracteriza-se por apresentar em
sua composicdo 35,0 a 46,4 % de celulose; 20,6 a 35,8 % de hemiceluloses; 15,7 a 28,6
% de lignina; 1,6 a 57,9% de extrativos e 0,8 a 5,96 % de cinzas (SASAKI et al., 2003;
MASARIN et al., 2011; PAULA et al., 2011; PITARELO et al., 2012; CHONG et al.,
2013; ANDRADE; COLODETTE, 2014; KUCHELMEISTER; BAUER, 2015; ROCHA

et al.,, 2015; HOANG et al., 2017). Portanto tem potencial para ser convertida em
1



biocombustiveis por meio de processos bioquimicos (hidrélise acida ou enzimatica) ou
termoquimicos (ZHENG et al., 2009; RABELO et al., 2011; CANILHA et al., 2012).

O bagaco de cana-de-agUcar pode ser utilizado para diversos fins como fonte de
energia. Destaca-se a queima direta, a obtencdo do etanol de segunda geracdo (E2G), e a
producdo de hidrocarbonetos (DE OLIVEIRA et al., 2005; BALAT; BALAT, 2009;
CATRINCK et al., 2017). Além disso, a composi¢do quimica da biomassa da cana-de-
acucar pode ser modificada em programas de melhoramento genético, o que torna esta
graminea estrategicamente importante em programas governamentais e industriais. Neste
contexto, a caracterizacao quimica do bagaco de cana-de-agucar é necessaria para tomada
de decisdo em programas de melhoramento genético e para indica¢do da melhor utilizagéo
deste residuo.

Os procedimentos encontrados na literatura atualmente, séo genéricos e indicados
para a biomassa de diversas espécies lenhosas, como madeira de eucalipto e pinus
(TAPPI, 2012) e ndo lenhosas como capim, cana-de-agucar, milho e sorgo (SLUITER et
al., 2010).

As andlises para caracterizacdo quimica de biomassa florestal e agricola estdo
baseadas principalmente nos procedimentos NREL - National Renewable Energy
Laboratory, TAPPI - Technical Association of the Pulp and Paper Industry e ASTM -
American Society of Testing and materials. Os procedimentos TAPPI s&o padronizados
para madeiras e polpas. JAa ASTM e o NREL, sdo aplicaveis para biomassa em geral.

Apesar disso, varios autores utilizam os procedimentos TAPPI para algumas
andlises de bagaco de cana-de-agUcar, ja que ndo existe um procedimento padrdo para
cana (ALVES et al., 2010; BATALHA et al., 2015; DE CARVALHO et al., 2015).

Esse trabalho se justifica devido a necessidade de definir condicdes e desenvolver
um procedimento de caracterizacdo quimica da biomassa de cana-de-agucar, uma vez que
ndo ha um método especifico para anélise de cana-de-agUcar na literatura. Com isso, sera
possivel a quantificacdo precisa dos principais constituintes presentes no bagaco. Uma
quantificacdo com maior confiabilidade torna possivel uma melhor avaliacdo da matéria-

prima e uma melhor aplicabilidade para tal material de acordo com sua composicao.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é estudar procedimentos genéricos de caracterizagdo
quimica de biomassas a fim de torna-los especificos para quantificar com confiabilidade

e economia, 0S componentes majoritarios presentes no bagacgo de cana-de-agucar.

2.2. Objetivos especificos

- Estudar o tempo de extracdo em &gua seguida de etanol empregando
planejamento experimental;

- Definir uma condicdo 6tima para remocdo do extrativo presente no bagaco de
cana-de-acucar;

- Avaliar se diferentes condicfes de secagem interferem na quantificacdo de
extrativos e lignina;

- Desenvolver um meétodo para a determinacdo de carboidratos utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), a fim de reduzir o tempo de retencdo dos
compostos furanicos e consequentemente o tempo total de analise;

- Quantificar com precisao e confiabilidade os constituintes majoritarios presentes

na biomassa, i.e., celulose, hemiceluloses, lignina, extrativos e minerais.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Cana-de-agucar

A cana-de-agucar foi introduzida no Brasil no inicio da colonizagdo. Em 1515 os
primeiros exemplares de cana chegaram ao pais vindos da ilha da Madeira (Portugal). No
ano de 1532 foi construido o primeiro engenho para processamento da cana, na capitania
de S&o Vicente. Historicamente, a cana-de-agucar destacou-se como um dos principais
produtos agricolas do Brasil e, hoje, o pais ocupa a posi¢do de maior produtor mundial
da cultura, sequido por india e China. A producdo é concentrada na regido Sudeste,
principalmente no estado de Séo Paulo, como apresentado na Figura 1, mas a cultura se
estende em todas as regides do pais (Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB,
2017b; Conselho de Informages sobre Biotecnologia — C1B, 2009).
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Figura 1. Producdo de cana-de-aglcar por regido e por estado (CONAB, 2017b)

Em relacdo a ultima safra (2016/17), a producgdo de cana-de-agucar foi de 657,2
mil toneladas e a previsdo estimada para a safra 2017/18 é de 635,6 milhdes de toneladas,
representando uma reducéo de 3,3%. Estima-se que a area a ser colhida sera de 8,74

milhGes de hectares, ao compara-la com a safra 2016/17 observa-se uma queda de 3,4%
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e a produtividade esperada para a safra 2017/18 é de 72.734 kg/ha (CONAB, 2017a). A
Figura 2 representa os dados de area, produtividade e producédo de cana-de-agucar de 2005
a 2016/17.
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Figura 2. Evolucédo da érea, produtividade e producdo de cana-de-aglcar ao longo dos
anos (CONAB, 2017b).

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma graminea com caracteristica
semiperene pois permite varios cortes sem a necessidade de replantio e possui bom
desenvolvimento em solos com boa aeracéo e boa drenagem (SCORTECCI et al., 2012;
BHOWMIK et al., 2016). Porém, o rendimento obtido na primeira colheita é o maior e
decresce ao longo dos anos, até a necessidade de reforma do canavial. Geralmente a
producdo é satisfatoria por cinco ou seis anos consecutivos (CARVALHO et al., 2011).
A cultura, por ser adaptada aos climas tropical e subtropical, demanda grande volume de
agua para bom desenvolvimento vegetativo e expressiva producao de biomassa (TEJERA
etal., 2007).

A sua estrutura é composta de partes subterraneas, como raizes e rizomas, e partes
aereas como colmo, folhas e flores (BAKKER, 1999; MOZAMBANI et al., 2006). O
desenvolvimento da planta pode ser influenciado por diversos fatores, sendo eles:
propriedades fisicas, quimicas e microbioldgicas do solo, idade fisioldgica, condigdes
climéticas durante o desenvolvimento e maturacdo (HUMBERT, 1963; ALEXANDER,
1973; INMAN-BAMBER; SMITH, 2005). Devido a essas caracteristicas, o setor
sucroalcooleiro brasileiro apresenta dois periodos de colheita, de setembro a margo para
a regido Norte/Nordeste, e de abril a novembro para o Centro-Sul (BACCHI; ALVES,
2004; BACCARIN et al., 2011; MORAES, 2011).

H& diversas variedades de cana-de-agUcar, 0 que contribui para aumentar a

produtividade do setor sucroalcooleiro. Dentre as variedades, existem diferencas
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significativas em relacdo ao crescimento frente ao deficit hidrico e, quanto a composi¢éo
quimica dos sélidos soltveis e insoliveis (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005; SILVA et
al., 2008).

3.1.1. Bagago de cana

O bagaco é o principal subproduto gerado pelas usinas de cana-de-agucar. A
producdo desse residuo é em média 280 kg de bagaco imido por tonelada de cana moida
(RABELO etal., 2011) e 110 a 160 kg de bagaco base seca (OKUNO, 2016). Apesar das
tentativas de aproveitamento desse residuo, ainda existe um grande excedente, que se ndo
for devidamente manejados, pode causar problemas ambientais e de estocagem (SUN et
al., 2004).

Esse residuo lignocelulosico fibroso é obtido do colmo da cana-de-agtcar apos a
etapa de moagem e extracdo do caldo (SUN et al., 2004). Consiste em um material
heterogéneo formado por celulose, hemicelulose ou polioses, lignina, organicos
(extrativos) e inorganicos (cinzas) (MARK, 1983; CARDONA et al., 2010). Sendo que,
0s carboidratos representam a maior parte da massa, constituindo-se uma fonte abundante
e renovavel de matéria-prima para a utilizacdo em processos biotecnolégicos (LEE,
1997).

A composicdo desse material pode variar de acordo com o periodo da safra, tipo
de solo, estagio de desenvolvimento da planta, tipo de colheita, regido e condicdes
climéticas. Devido a essa variagdo destaca-se a importancia da caracterizacdo prévia da
matéria-prima para que se possa obter o melhor aproveitamento na industria (AGUIAR
FILHO, 2008).

Alternativas para a utilizacdo do bagaco de cana-de-aglcar como matéria-prima
para diversos produtos de maior valor agregado, tem sido buscadas. Como a fabricagéo
de celulose e papel, racdo animal, producdo energética (briquetes, pellets e etanol de
segunda geracdo) e confec¢do de compdsitos (CARASCHI et al., 1996; PANDEY et al.,
2000; ANDRADE et al., 2001; TITA et al., 2002; ALMEIDA, 2008; BRIENZO et al.,
2009; CHANDEL et al., 2012; FIORELLI et al., 2013).

3.2. Procedimentos para analise de biomassa

Na literatura, atualmente, existem varios procedimentos genéricos para obter a

caracterizagdo quimica de biomassa lignoceluldsica. Podendo ser de origem lenhosa

6



(madeira de coniferas e folhosas), ndo lenhosa como gramineas (trigo, milho, cana-de-
acucar, arroz, cevada, sorgo, etc.) ou originadas de residuos vegetais (bagaco de cana-de-
acucar, palha de trigo, milho. etc.). Os principais componentes quimicos das biomassas
sdo celulose, hemicelulose e lignina, além de cinzas e extrativos (SLUITER et al., 2010).

Os procedimentos mais utilizados mundialmente sdo: TAPPI, ASTM e NREL.
Sendo que nenhum deles apresentam documentos especificos para anélise de bagaco de
cana-de-agucar. Um comparativo entre os principais procedimentos analiticos utilizados

para analise de biomassa ¢é apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Diferentes procedimentos analiticos para analise de biomassa

TAPPI ASTM* NREL
Norma Titulo Norma Titulo Norma Titulo
D 1107  Ethanol-Toluene Solubility
. of Wood
Solvent extratives
T 204 £ d and pul
orwood and pulp - 1690 Determination of Ethanol L
Extractives in Biomass Tp.510.  Determination
42619 of Extractives
in Biomass
T 207 Water solubility D1110 Water Solubility of Wood

of wood and pulp

Preparation of . .
T 264 wood for D1105 Preparation of Extractive- ) )

. . Free Wood
chemical analysis
Ash in wood, D1102 Ash in Wood
pulp, paper ar\d TP-510- Determma}tlon
T211 paperboard: o 42622 of Ashin
combustion at E1755 Ash in Biomass Biomass
525°C
D1106 Acid-Insoluble Lignin in
Acid-Insoluble Wood
T 222 Ligninin _—— .
E1721 Determination of Acid- —
Wood and Pulp Insoluble Residue in Deterrg]l‘natlon
Biomass
— TP-510- Structural
D5896 Carbohydrate_ DIStI’IbL_Jtlon of 42618 Carbohydrates
Cellulosic Material A
. and Lignin in
Chromatographic Biomass
T 250 Analysis of E1758 Determination of
Purified Pulp Carbohydrates in Biomass
by High Performance Liquid
Chromatography

*As normas ASTM sdo classificadas em D e E. Sendo que, D, indica que o procedimento é aplicado para
madeiras. A denominacéo E, sugere a aplicacdo em madeiras de coniferas e folhosas, materiais herbaceos
(gramineas), residuos agricolas (palha de milho, de trigo e bagaco) e lixo (caixa de papeldo, papel de jornal,
residuos de escritorio).

Na Tabela 1 estd descrito diferentes procedimentos para quantificacdo de
extrativos, cinzas, carboidratos, lignina solivel e insolavel. Os procedimentos sédo
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fornecidos por laboratorios de referéncia reconhecidos internacionalmente. Foi observado
em todos laboratorios, que os procedimentos referente a biomassa sdo genéricos, ou seja,

aplicaveis para diversas biomassa de origem lenhosa ou vegetal.

3.3. Determinacdo de extrativos e cinzas

Os extrativos sdo componentes organicos intermediarios da biomassa, oriundos
do metabolismo vegetal, depositados nas lamelas médias, no interior das células e em
canais presentes nos vegetais. Sao soluveis em solventes organicos e agua e pertencem a
diferentes classes de compostos como &cidos graxos, ésteres, alcoois, esteroides,
hidrocarbonetos de elevada massa molecular e outros. Esses compostos sdo responsaveis
pelas diversas caracteristicas das plantas, tais como cor, cheiro, sabor, resisténcia ao
apodrecimento e outros. Sua quantidade e composicdo relativa dependem de diversos
fatores como espécie, idade da planta e regifo de ocorréncia (GOMEZ RUEDA, 2010).

O teor de extrativos € um parametro importante, pois podem prejudicar a producao
de bioetanol a partir de material lignocelulésico. Alguns tipos destes organicos podem
diminuir a atividade enzimatica durante o processo de hidrolise (CHERDCHIM et al.,
2012).

J& no &mbito da industria de celulose e papel, os extrativos sdo responsaveis pela
formacédo do pitch (manchas) no papel, o que é indesejavel para este setor. Além de causar
reducdo dos niveis de producdo, maiores custos operacionais, incrustaces em
equipamentos e maior incidéncia de defeitos de qualidade (HILLIS; SUMIMOTO, 1989;
FREIRE et al., 2002; CRUZ et al.,, 2006; BARBOSA et al., 2008; JANSSON;
NILVEBRANT, 2009).

E relevante ressaltar que a remocdo de extrativos da amostra de biomassa é
necessaria para obter medidas mais confidveis dos componentes estruturais presentes.
Algumas classes desses organicos poderiam ser condensados ou precipitados sob as
condicBes acidas e isso causaria uma superestimacao da lignina presente na biomassa.
Adicionalmente, os extrativos presentes no bagaco de cana-de-agucar podem conter
agucares ndo estruturais, como a sacarose, portanto se ndo forem devidamente removidos,
causardo uma determinacdo incorreta no teor de carboidratos da amostra
(THAMMASOUK et al., 1997; TAMAKI; MAZZA, 2010).

Outro componente presente em menor quantidade na biomassa, mas gque precisam
ser quantificados s@o 0s minerais ou cinzas. Absorvidos pelas plantas através das raizes

ou folhas compBem a estrutura celular ou sdo importantes em diversos processos
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fisioldgicos essenciais a vida. Na biomassa as cinzas sdo representadas pelos sais,
oxalatos, sulfatos, carbonatos e silicatos de potéssio, sédio, manganés e calcio. De acordo
com Fengel e Wegener (1989) estes componentes e 0s extrativos representam entre 5 a

20% do material lignocelulosico.

3.4. Determinagéo de lignina

Dentre os componentes da biomassa lignoceluldsica, a lignina é a segunda
macromolécula mais abundante, na qual consiste em um polimero amorfo e hidrofébico
com estrutura complexa altamente ramificada. Formada principalmente por moléculas
aromaticas e grupos alifaticos, com diversos mondmeros de fenilpropano substituidos,
ligados por diferentes tipos de ligagdes, como carbono-carbono (C-C), éter (ROR’) e
ligagOes etilénicas (CH2) (FENGEL; WEGENER, 1989; KHAN; ASHRAF, 2007; LIU
et al., 2008). A maior parte das ligacOes presentes na lignina proveniente de madeiras séo
do tipo éter, denominadas de p-O-4 ou a-O-4 (BOERJAN et al., 2003). J& para a cana as
ligacbes ndo sdo conhecidas. A composicdo da lignina em espécies herbaceas, como o
bagaco de cana varia em torno de 10 a 40% em massa (YAMAN, 2004).

Estudos revelam que a lignina é formada por meio da polimerizacdo
desidrogenativa de trés precursores primarios, sdo eles: alcool p-cumarilico, alcool
coniferilico e alcool sinapilico, representados na Figura 3. Estes alcoois dao origem aos
grupos p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S), respectivamente, de acordo com
a substituicdo do anel aromatico (ASSUMPCAO et al., 1988; FENGEL; WEGENER,
1989; PILO-VELOSO et al., 1993).

‘f-HzUH CH,OH (rOH
CH (I;H ‘l:l"H
!,H : CH

CH
HaC oc
@D% 4CO” ; ~0CH,8
OH H

ALCOOL CUMARILICO (1) ALCOOL CONIFERILICO (1) ALCOOL SINAPILICO (L)

Figura 3. Precursores primarios da lignina (FENGEL; WEGENER, 1989).

A principal diferenca entre as ligninas de diversas espécies vegetais se da de
acordo com a presenca e propor¢do dos grupos S-G-H. As ligninas de gramineas, como
0 bagaco da cana-de-agucar, é do tipo H-G-S, pois possui 0s trés precursores. Porém a

proporcao de unidades de p-hidroxifenila (H) € menor ao comparado com as unidades de



guaiacila (G) e siringila (S) (SJOSTROM, 1981; CURVELO, 1992; PILO-VELOSO et
al., 1993; DEL RIO et al., 2005).

A lignina tem funcgdo de extrema importancia para a planta, pois confere rigidez e
resisténcia mecanica, além de proteger os tecidos vegetais contra degradacéo quimica ou
bioldgica (CANILHA et al., 2010; PITARELO, 2013).

A presenga de lignina na biomassa de gramineas pode ser identificadas
principalmente por via quimica. Como espectroscopia, pois devido sua estrutura
aromatica, absorve na regido do ultravioleta (UV) ou método klason que consiste no

isolamento da lignina por meio da hidrdlise total dos carboidratos (D'ALMEIDA, 1988).

3.5. Anélise de carboidratos da biomassa lignocelul6sica

Os carboidratos sdo as biomoléculas mais abundantes na natureza e possuem
como formula geral (CH20)n. Eles sdo predominantemente cetonas ou aldeidos com
grupos hidroxilas ligados as suas estruturas (poliidroxicetonas ou poliidroxialdeidos,
respectivamente). S&o classificados em trés grupos, de acordo com o seu tamanho:
monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos (NELSON; COX, 2008).

Os monossacarideos sdo unidades mais simples dos carboidratos, por
apresentarem somente uma unidade de poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas. Sao
solidos cristalinos, incolores e soltveis em agua. (NELSON; COX, 2008). Destaca-se
como alguns exemplos a glicose, xilose, arabinose, galactose e manose (SILVA et al.,
2009).

Os polissacarideos sdo carboidratos de alto peso molecular, formados por mais de
20 unidades de monossacarideos. A celulose é o polissacarideo mais abundante, possui
grau de polimerizacdo médio (DP) entre 2.000 a 15.000, dependendo da espécie vegetal
e localizacdo na parede celular. Quando a celulose é submetida a hidrolise libera um
grande nimero de monossacéridos, neste caso a glicose. Outros exemplos de
monossacarideos sdo: hemiceluloses e amido (NELSON; COX, 2008).

Os oligossacarideos sdo formados por cadeias curtas de monossacarideos, ligados
entre si por ligagBes glicosidicas. Os oligossacarideos mais abundantes sdo 0s
dissacarideos, compostos por duas unidades de monossacarideos. Exemplos de
oligossacarideos sdo: sacarose, unida por uma unidade de glicose e uma de frutose e
celobiose, unidas por duas moléculas de glicose (NELSON; COX, 2008).

A anélise para quantificagdo dos carboidratos e realizada por um método analitico

denominado HPLC. Consiste em um método fisico-quimico de separagdo dos
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constituintes de uma mistura, através da distribuicdo desses constituintes em duas fases
em contato, chamadas de fase movel e fase estaciondria (COLLINS et al., 2006). A
separacao se baseia na diferenca de velocidade, gerada pelas diferencas de afinidade entre
as fases movel e estacionaria. A fase estacionaria, geralmente, € sélida e poder ser polar
ou apolar, e a fase maovel € liquida, na qual é bombeada sobre a fase estacionaria utilizando
alta pressdo (SKOOG et al., 2006).

O cromatograma é um gréafico gerado pelo detector, ap6s a amostra juntamente
com a fase movel sair da coluna. A resposta obtida estd em funcao do tempo de retencéo,
que corresponde ao tempo gasto desde 0 momento de injecdo da amostra até a saida do
ponto maximo do pico. A concentra¢do dos analitos no cromatograma é proporcional a
area ou a altura do pico (COLLINS et al., 2006).

O tipo de detector a ser utilizado depende da natureza da amostra. Os mais
utilizados sdo baseados na absorcao de radiacao visivel ou ultravioleta e 0 ELSD. Este
ultimo é usado em amostras que ndo apresentam grupos cromoforos ou que apresentam
cromoforos fracos e também possibilita a analise de compostos menos volateis que a fase
moével (SKOOG et al., 2006; GONZALEZ et al., 2011).

3.5.1. Celulose

A celulose (CeH100s)n € uma substancia fibrosa polimérica, insoltvel em agua,
que se encontra nas paredes celulares de plantas, particularmente em talos, caules, troncos
e todas as porcdes lenhosas de tecidos vegetais (OSULLIVAN, 1997). E um dos
biopolimeros mais abundantes na terra, possui uma cadeia longa, linear e uniforme de
elevado peso molecular. Formado por varias de unidades de D-glicose, unidas entre si por
ligacdes glicosidicas B(1-4), desempenhando funcéo estrutural nas plantas (FENGEL;
WEGENER, 1989; SJOSTROM, 1993). A estrutura da celulose estd representada na
Figura 4.
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Figura 4. Estrutura da celulose (FENGEL; WEGENER, 1989).

A interligacdo entre as moléculas de celulose ocorre através de ligagOes de

hidrogénio. As hidroxilas sdo os grupos funcionais predominantes, possibilitando o
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alongamento da cadeia molecular e a unido com o0s outros componentes da matriz. A
unido de todos os componentes na matriz celulésica provoca diminuigdo da reatividade e
aumento da resisténcia a acdo de agentes biologicos (SANTOS et al., 2012).

A celulose, em termos estruturais é formada por duas fases, uma cristalina que ¢é
ordenada e estd presente na maior parte da estrutura e uma amorfa, naturalmente
desordenada e em menor parte da estrutura. Essas regides ndo sdo bem definidas, mas
parece haver uma transicdo de um arranjo ordenado das cadeias de celulose para um
estado desordenado ou amorfo, no qual estas cadeias apresentam uma orientacdo menor.
As regides amorfas surgem como imperfei¢des, falhas nas microfibrilas de celulose
(hemicelulose e lignina). A presenca de hemiceluloses nas microfibrilas causam
descontinuidade nas cadeias e a formagdo do complexo lignina-carboidrato, tornando a
estrutura menos cristalina. Na regido cristalina a fibra tem maior resisténcia a tracéo, ao
alongamento e a solvatacdo. Na regido amorfa a fibra tem maior flexibilidade e
permeabilidade (GARZON FUENTES, 2009).

De acordo com Ogeda e Petri (2010), a celulose possui sete formas cristalinas,
designadas como la, Ip, II, IIII, IIIII, IVI e IVIL. Cada forma possui particularidades em
relacdo as caracteristicas fisicas e quimicas, como solubilidade, densidade, ponto de fusao
e estrutura cristalina, além de propriedades Gticas e elétricas. A proporcao entre as regides
cristalina e amorfa, que determina o grau de cristalinidade. Seguindo as designagdes
anteriores, Pitarelo (2013) afirma que celulose I (Ta. e If) € o produto direto da biossintese
e por isso € denominada celulose nativa. Ja as demais formas sdo de natureza sintética.
Através de tratamentos térmicos ou alcalinos, as cadeias da celulose nativa se abrem e se
recombinam de forma aleatéria, dando origem a uma nova forma alomérfica.

A constituicdo quimica estrutural do bagaco de cana é similar as diferentes
biomassas em termos de componentes individuais, variando as percentagens dos
constituintes. De acordo com Lee (1997), entre 33 e 36% do bagaco de cana é do polimero

celulose, percentagem esta menor que a encontrada nas madeiras em geral.

3.5.2. Hemicelulose

As polioses ou hemiceluloses, se constituem em uma mistura de sacarideos de
baixa massa molecular, os quais estdo associados com a celulose e a lignina na matriz
celular. As unidades de acUcares que formam as polioses podem ser subdivididas em
grupos, tais como: pentoses, hexoses e deoxihexoses e acidos urénicos (SAHA et al.,

2005). Séo vérios 0s monossacarideos responsaveis pela constituigdo quimica estrutural
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das hemiceluloses e sdo demonstrados na Figura 5, a seguir, a nomenclatura e estruturas

quimicas destes componentes.

|CH;OH H
H H H H
H H
oH CH OH H
OH H OH OH
H H H OH
B-D-Manose B-D-Xilose B-D-Glicose

H
OH
b H
OH H CH
HO H
Ch;
o OH H

u-L-Arabinose

a-D-Galactose (Furanose) a-L-Arabinose
(Piranose)
COCH COCH COCH
H i OH i o
H H H H
OH H OH H oH H
™ oH H on MO o
H oH H OH H OH
Acido p-D- Acido B-D- Acido ¢-D-4-0-
Galactour@nico Glucourdnico Metilglucourénico

Figura 5. Estrutura quimica dos componentes das hemiceluloses (D'ALMEIDA, 1988).

As xilanas ou pentoses sdo formadas pela condensacdo de unidades de xilose
associadas a grupos acetil, arabinosil e glucoranosil e sdo 0s monossacarideos
predominantes na formacao das hemiceluloses. Ja os grupos funcionais mais abundantes
sdo: as hidroxilas (OH), seguido das ligacGes acetil (COCHS3) nos anéis dos aglcares e
das ligagdes éster aos grupos acetil. Diante disso, a hemicelulose de gramineas, como o
bagaco da cana-de-acucar, € formada majoritariamente por xilanas altamente acetiladas
(PITARELO, 2013).

O bagaco de cana-de-agucar possui contetdo de xilanas elevado na composicao
de suas hemiceluloses, a qual representa entre 20 a 35% da massa seca deste complexo,
tornando-o uma significativa fonte de biomassa renovavel (CARAMEZ, 1999).

Comparativamente a celulose, a estrutura quimica das hemiceluloses é diferente,
apresentando maior quantidade de regibes amorfas, maior ramificacdo e menor peso
molecular. Estas diferencas tornam a hemicelulose uma substancia mais instavel
quimicamente, sofrendo hidrdlise e degradacdo térmica com maior facilidade (YANG et
al., 2007; SANTOS et al., 2012; HAGHIGHI MOOD et al., 2013). Devido a estas
caracteristicas, as hemiceluloses sdo relativamente sensiveis as condi¢des de operagao.
Fatores como temperatura e tempo de reagédo interferem nos processos de producdo de

etanol de segunda geracdo, devido a formacdo de inibidores da fermentagdo, como
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furfural e hidroximetilfurfural (HMF) (HAGHIGHI MOOD et al., 2013).

O aproveitamento das hemiceluloses para usos em producdo de bioetanol,
biopolimeros, emulsificantes e para aplicacdo na area da saude humana tem se
desenvolvido por intermédio das pesquisas possibilitando mais estudos sobre estas
substancias (KROGELL et al., 2013; GILANI; STUART, 2015).

3.6. Planejamento experimental

Os planejamentos experimentais (DOE) sdo metodos estatisticos que se baseiam
em analisar quais fatores (varidveis independentes) apresentam influéncia significativa
nas respostas de interesse (variavel dependente) (EBRAHIMI-NAJAFABADI et al.,
2014; MONTGOMERY; RUNGER, 2014).

Quando um sistema possuir um grande numero de fatores, é provavel que alguns
deles ndo influencie a resposta de interesse. Assim, para evitar a execugdo de muitos
experimentos, deve-se realizar uma triagem para analisar quais sdo os fatores mais
relevantes a serem estudados. Neste caso, é recomendado a realizacdo de um
planejamento fatorial fracionario (BARROS NETO et al., 2001).

As técnicas de planejamentos fatoriais sdo empregadas, principalmente, para
reduzir o nimero de experimentos e para melhorar as caracteristicas e qualidade dos
produtos (MONTGOMERY, 2000).

3.6.1. Planejamento fatorial completo

O planejamento fatorial completo é uma técnica que pode ser utilizada quando ha
dois ou mais fatores independentes (CALADO; MONTGOMERY, 2003). Neste tipo de
planejamento todas as combinacGes dos niveis das variaveis sdo realizadas, o que torna
tal planejamento pouco eficiente quando se estuda mais de trés variaveis.

Para realizar esse tipo de planejamento, deve-se primeiramente, estabelecer os
niveis dos fatores a serem estudados no experimento, ou seja, a faixa de variagdo que um
fator sofrera. Normalmente é utilizado dois niveis para cada variavel e séo comumente
codificados usando sinais (-) para niveis inferiores e (+) para niveis superiores (BARROS
NETO et al., 2001).

Posteriormente deve-se analisar a influéncia de todos os fatores e os efeitos de
interacdo nas respostas. Se dois niveis forem estudados para cada fator, a combinacao de
k fatores resultara em 2% experimentos. (TEOFILO; FERREIRA, 2006).
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A relacdo entre os fatores e a resposta obtida € descrita por uma funcdo ou modelo
matematico. Para este tipo de planejamento utiliza-se modelos lineares com coeficientes
dos efeitos principais e das interacGes entre os fatores. Considerando duas variaveis,
denominadas de x1 e X2, 0s modelos lineares sem e com o coeficiente de interacdo podem

ser descritas conforme Equacdes 1 e 2, respectivamente.

y=Dbho+bxi1+hbx>+e (Equacéo 1)
y = bo + bixg + boxo + biaxixz + € (Equacao 2)

em que, y é a resposta experimental, bo é coeficiente correspondente a média de todas as
respostas obtidas, b1 e bz sdo os coeficientes relacionados as variaveis X1 e Xz,
respectivamente, e é o erro associado ao modelo e b1z é o coeficiente referente a interagdo
x1x2 (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

3.6.2. Planejamento Composto Central (CCD)

O planejamento composto central para k fatores é constituido por uma parte
fatorial, que pode ser um planejamento fatorial completo ou fracionario de dois niveis.

Uma parte axial, que sdo pontos situados nos eixos do sistema de coordenadas com

distancia +o da origem, no qual o =V2¥ e por pontos centrais, que sdo valores médios
entre os dois niveis do planejamento. Com a utilizacdo desses pontos centrais (niveis zero)
é possivel verificar se 0 modelo possui curvatura e também utiliza-los para estimativa do
erro puro (BARROS NETO et al., 2001; TEOFILO; FERREIRA, 2006).

As superficies de resposta sdo graficos elaborados a partir dos modelos lineares,
quadraticos ou cubicos estimados a partir de calculos empregando os resultados do
planejamento. As superficies descrevem o comportamento da resposta considerando
qualquer alteracdo nas varidveis dentro dos niveis estudados. A partir do gréafico de
superficie de resposta é possivel encontrar os niveis da varidveis que fornecem a resposta
6tima desejada (TEOFILO; FERREIRA, 2006).
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratorios de Instrumentagdo e
Quimiometria (LINQ) e de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal (LBMV), vinculados
respectivamente aos Departamentos de Quimica (DEQ/UFV) e de Fitotecnia (DFT/UFV)
da Universidade Federal de Vigosa, localizados em Vigosa, MG.

Amostras de colmos de cana-de-agUcar da variedade RB867515 (referéncia
comercial) foram utilizadas para o desenvolvimento dos procedimentos de caracterizacdo
quimica. ApoOs esta etapa, o procedimento foi aplicado para outros clones, sendo eles:
RB127032, RB127035, RB127039 e RB127045. Todos os gendtipos foram obtidos do
banco de germoplasma do Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-Acucar da
UFV (PMGCA), localizado em Oratérios — MG e estdo caracterizados quanto ao teor de
fibras e sacarose na Tabela 2. A plantagéo foi estabelecida em junho de 2014 e as amostras
foram colhidas com 12 meses de idade em cana-soca (rebrota). O plantio estava
localizado a 20° 44’ latitude sul e 42° 50’ longitude oeste, a 400 m de altitude.

Tabela 2. Caracterizacdo dos diferentes gen6tipos de cana-de-agucar

Gendtipo Tipo Teor de fibrast  Teor de sacarose?
RB127032 Clone em teste* 17,45 9,25
RB127035 Clone em teste* 16,68 7,86
RB127039 Cana-energia** 33,41 7,38
RB127045 Clone em teste* 11,11 10,43
RB867515  Variedade comercial*** 17,54 12,39

*Clone em processo de melhoramento genético;

**Clone com elevado teor de fibras visando desenvolvimento da cana-energia;

***\/ariedade comercial utilizada em cerca de 25 % da area total cultivada com cana-de-agUcar no Brasil.
1 Teor de fibra médio, estimado de acordo com a analise tecnoldgica realizada em laboratério de usina, com
base no método Consecana obtido junto ao programa de melhoramento genético.

2 Teor de sacarose médio estimado de acordo com a andlise tecnoldgica realizada em laboratério de usina,
com sacarimetro.

4.1. Preparo da amostra de bagaco de cana-de-acucar

Quinze colmos da RB867515 foram selecionados aleatoriamente, colhidos e
despontados manualmente. Posteriormente os colmos foram picados em ensiladeira,
homogeneizados e prensados & 250 Kgf cm min™ para retirada do caldo.

Imediatamente & extracdo do caldo dos colmos, o bagaco foi submetido a etapa de
secagem. O bagaco triturado dos quinze colmos da RB867515 foi definido como amostra

bruta, a qual foi secada em trés condicdes, sendo: (i) secagem ao ar livre ~25 °C, (ii)
16



secagem em estufa a 45 °C por 24 h e (iii) secagem em estufa a 75 °C por 72 h. Para cada
condicéo, foi utilizado aproximadamente 2 kg de amostra bruta.

Para a secagem ao ar livre, a amostra bruta foi espalhada em padiolas com
camadas inferiores a 5 cm de altura, colocadas em ambiente coberto com ventilagdo
natural. O material foi misturado manualmente duas vezes ao dia, para garantir a secagem
uniforme e impedir o crescimento microbiano. A cada 24 h de secagem, foi determinado,
em triplicata, o teor de umidade ou o teor de solidos, por gravimetria, até que tenha
atingido umidade inferior a 10 % ou teor de sélidos maior que 90 %. Para todos os
experimentos foi usado como referéncia base os procedimentos descritos pelo National
Renewable Energy Laboratory (NREL) (HAMES et al., 2008). O tempo em dias
necessario para a secagem da amostra, depende da determinacdo do teor de umidade.

Para secagem em 45 °C por 24 h e 75°C por 72 h, o procedimento foi realizado
da mesma maneira, porém as amostras foram colocadas em uma bandeja para secar em
uma estufa de conveccao forcada nas temperaturas pré-estabelecidas. A determinagéo do
teor de umidade foi feita apds 24 h para a primeira condigdo e 72 h para a segunda, até
peso constante.

Em seguida, as amostras brutas foram identificadas de acordo com o tipo de
secagem, moidas em moinho do tipo Willey e peneiradas. O peneiramento foi realizado
utilizando peneiras de 20 e 80 mesh. A biomassa foi colocada na peneira de 20 mesh até
atingir a altura de aproximadamente 3 cm, o sistema foi agitado por 15 min. O material
retido na peneira de 80 mesh foi usado para andlise de extrativos, lignina e carboidratos.
A fracdo de finos (material retido na panela de captura) foi utilizada para analise de cinzas.
Os materiais peneirados foram armazenados em sacos do tipo ZipLock e mantidos a
temperatura de -20 °C.

A amostra bruta seca e moida foi nomeada de acordo como o tipo de secagem,
i.e., BMT25 seca ao ar livre, BMT45 seca em estufa a 45 °C por 24 h e BMT75, seca em
estufaa 75 °C por 72 h.

4.1.1. Determinagéo do teor de umidade

A determinacdo do teor de umidade foi baseada no procedimento NREL
(SLUITER, A. et al., 2008). O seguinte método foi executado: ap0s 24 h de exposicao
ao ar livre, a amostra foi homogeneizada para retirada de trés aliquotas com
aproximadamente 10 g cada e transferidas para um cadinho previamente seco e pesado.
Os cadinhos contendo a amostra foram colocados em estufa de conveccdo forgada a

105£2 °C por 4 horas. Ap0s esse tempo, os cadinhos foram retirados da estufa e pesados,
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para realizacdo do célculo de teor de umidade conforme apresentado na Equacao 3. Os
cadinhos com valores de umidade menores que 10 % foram recolocados na estufa por
mais 1 hora. A pesagem foi repetida até peso constante, ou seja, até que a diferenca entre
as duas medidas consecutivas do teor de umidade fosse menor ou igual a 1 %. Os valores
de umidade maiores que 10%, indicam que o bagaco nédo esta seco o suficiente, portanto,
as amostras com estes valores foram deixadas ao ar livre por mais 24 h, até a proxima

pesagem.

m -m
Yumidade =100-| —&) "¢ y100 (Equacéo 3)
mu(a)

em que, Ms(a-+c) € a massa seca da amostra com o cadinho, my() € a massa imida da amostra
e m¢ € massa do cadinho.

Para as condicGes de secagem em estufa a 45 °C e 75 °C, o teor de umidade foi
determinado da mesma forma, apds atingir os tempos estabelecidos de 24 e 72 horas,

respectivamente.

4.2. Remocdo e determinacao de extrativos

No desenvolvimento do procedimento para a analise de extrativos apenas a
amostra BMT45 foi usada. O objetivo foi otimizar usando apenas um material. Uma
massa de 3 g desta amostra (base massa seca) foi pesada e transferida para cartucho
confeccionado com papel de filtro qualitativo, previamente pesado. O cartucho com a
amostra foi colocado no extrator Soxhlet modelo MA044/8/50 para extracdo. Os volumes
e temperaturas dos solventes extratores foram: 150 mL de &gua a 100 °C seguido de
150 mL de etanol a 80 °C.

Uma triagem dos niveis das variaveis, tempo de extracdo em agua (t.a) e tempo
de extracdo em etanol (t.e) foi executada com o auxilio de planejamento fatorial completo
22 com 3 experimentos no ponto central. Apés a triagem, um planejamento composto
central (CCD) foi aplicado para a amostra, com intuito de encontrar os niveis 6timos das
varidveis capaz de remover todos os extrativos em menor tempo de analise. A resposta
desses planejamentos foi o teor de extrativos utilizando como referéncia os
procedimentos descritos pelo NREL (SLUTIER et al., 2005). O procedimento estipula
que, o tempo de extragdo em agua deve ser entre 6 a 24 horas e o tempo de extragdo em
etanol deve ser entre 16 a 24 horas. Estes foram portanto, 0s niveis menos e mais

utilizados para agua e etanol, respectivamente, no primeiro planejamento fatorial
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completo.

Ao finalizar a extragdo de cada corrida do planejamento, os cartuchos contendo a
amostra foram retirados do Soxhlet e o material foi colocado para secar em estufa a 50 °C
por 24 h. O célculo do teor de extrativos foi realizado conforme apresentado na

Equacéo 4.

M 2y — (M -m
%Extrativos :( (@)~ n:(am) Ct)]xloo (Equagio 4)
i(a)

em que, Mia+ct) € @ Massa da amostra mais cartucho apos extragdo, met € a massa do
cartucho e mj@) € a massa da amostra inicial na base seca.
Ao final do desenvolvimento do procedimento, a metodologia foi aplicada para as

outras condi¢Oes de secagem, i.e., ao ar e a 75 °C por 72h.
4.3. Determinacdo de Lignina

Para este estudo foram usadas as amostras BMT25, BMT45 e BMT75. Ambas
passaram pela etapa de remocgdo de extrativos (Item 4.2) usando o procedimento
otimizado.

A determinacdo de lignina foi realizada em duas etapas: tratamento da biomassa
com acido forte, seguido de hidrolise com &cido diluido em alta temperatura (SLUITER,
A. etal., 2008).

Na primeira etapa foi pesada aproximadamente 0,3 g, base massa seca, da amostra
de bagaco de cana-de-acUcar sem extrativos, em tubos de ensaio com capacidade de
100 mL. A cada tubo foi adicionado 3 mL de acido sulfurico 72%. Os tubos foram
colocados em banho termostatizado a 30+3 °C durante 120 minutos. Neste tempo, a cada
5 minutos a mistura foi agitada com auxilio de um bast&o de vidro. Esta etapa é importante
para que ocorra a remocao de regibes amorfas (lignina e hemicelulose) e o rompimento
da estrutura cristalina da celulose (SUN; CHENG, 2002; HUBBE et al., 2008; WIJAYA
etal., 2014). O tempo recomendado pelo procedimento NREL é de 60 minutos.

A escolha da concentragdo do H>SO4 de 72% foi fundamentada em estudos ja
desenvolvidos. Uma vez que, em concentracfes de acido mais baixas (< 65%), a hidrolise
ndo é eficiente, restando grandes quantidades de polissacarideos ndo hidrolisados. Por
outro lado, em concentragdes elevadas de acido (> 80%), foi observado um aumento no

teor de lignina insoltvel e também degradacdo de acUcares, produzindo quantidades
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significativas de HMF e furfural (LIN; DENCE, 2012).

ApoGs a primeira etapa, os tubos foram removidos do banho e 84 mL de &gua
deionizada foram adicionados a cada tubo. Deste modo, o &cido foi diluido a uma
concentracdo de 4% (SLUITER, A. et al., 2008). A mistura foi homogeneizada e a boca
do tubo foi coberta com uma camada dupla de papel laminado. Os tubos com a mistura
foram autoclavados a 121 °C por 60 minutos. Nesta etapa ocorre a hidrélise dos
carboidratos em mondmeros da hemicelulose e celulose (YOON et al., 2014). Apo6s
resfriar, a autoclave foi aberta e os tubos com as misturas foram retirados e levados

imediatamente para filtracdo a vacuo.

4.3.1. Lignina insolavel (Klason)

Para a determinacdo de lignina insoltvel, a mistura hidrolisada obtida no item 4.3
foi filtrada. A filtracédo foi feita a vacuo em um cadinho de vidro sinterizado, previamente
preparado com uma camada de aproximadamente 3 mm de espessura de fibra de 6xido
de aluminio (Al>Os). A fibra de Al>Os foi usada para proteger o vidro sinterizado e evitar
que a lignina ndo entupisse e contaminasse a area filtrante. O cadinho com a fibra de
Al>O3 foi seco em estufa a 105+2 °C por 6 h, pesado e, posteriormente, utilizado na
filtrac&o.

Apos a filtracdo, os cadinhos foram novamente secos em estufa a 105+2 °C por
12 h, até massa constante. Em seguida, foi registrada a massa do residuo retido no
cadinho, a qual foi usada para calcular a porcentagem de lignina insoltvel na amostra.

O filtrado foi utilizado para analise de lignina solivel e determinacdo de
carboidratos. Um volume de aproximadamente 84 mL de cada hidrolisado foi transferido
para frascos de vidro &mbar de 100 mL e armazenados em freezer a -20 °C. O tempo de
armazenamento ndo foi superior a duas semanas (SLUITER, A. et al., 2008).

Para a determinacdo do teor de lignina insoltvel foi necessario realizar a corre¢ao
de cinzas. Grande parte dos constituintes inorgéanicos presentes no bagago é formado por
silica, insoltvel em solventes comuns como agua e alcool, por exemplo (ANDRADE;
COLODETTE, 2014; DE CARVALHO et al., 2015). Desse modo, para que 0s resultados
da composi¢cdo quimica organica da biomassa seja confiavel, foi descontado a
superestimacao causada pela silica remanescente na lignina insollvel. J& que esta co-

precipita com a lignina durante a hidrolise acida.
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4.3.1.1. Determinacao de silica na lignina insolavel

A determinacdo de silica, i.e., composto inorganico remanescente na lignina
insoluvel, foi realizada conforme o seguinte procedimento. A lignina insoltvel foi
retirada do cadinho de vidro com auxilio de uma espétula, transferida para cadinhos de
porcelana. Em seguida os cadinhos, previamente pesados, foram colocados no forno de
muflaa 575 + 25 °C durante 24 h. Apds este tempo, os cadinhos foram retirados da mufla
e transferidos para um dessecador até atingirem temperatura ambiente. Em seguida, foram
pesados e a massa foi anotada. A diferenca de massa antes e depois se refere ao composto
inorganico. A massa determinada foi usada para correcédo da lignina.

O teor de lignina insolavel (L.1) foi calculado, por gravimetria, de acordo com a

Equacéo 5.

Mt (a+c.0) ~Me.o x

%L =| —&+C0) —mg |x100 (Equagao 5)
Mi(a)

em que, Mfa+c.0) € @ massa final da amostra mais cadinho com oOxido de aluminio, mco é a

massa do cadinho com Oxido, mg é a massa de silica presente na lignina e mj) € a massa

inicial da amostra na base massa seca.
4.3.2. Lignina soluvel

Para determinacdo de lignina soluvel, trés aliquotas de 12,5 mL do filtrado obtido
no item 4.3.1 foram transferidas, separadamente, para bal6es volumétricos de 50 mL. As
aliquotas foram diluidas na proporcao 1:3 a fim de obter uma absorbancia menor do que
1. Em seguida, a solucéo diluida de cada aliquota foi transferida para cubeta de quartzo
de 1 cm de caminho Optico e colocada no compartimento de amostra do espectrofotémetro
UV-Visivel marca Ocean Optics modelo USB4000. A leitura foi realizada no modo
absorbancia no comprimento de onda de 240 nm. A concentracdo de lignina soltvel na
biomassa foi determinada de acordo com a lei de Beer (Equacéo 6), considerando uma
absortividade a 240 nm igual a 25 L gt cm™ (SLUITER, A. et al., 2008).

A=¢b.c (Equacéo 6)

em que, A é a Absorbancia da amostra, & ¢ a absortividade, ¢ é a concentracio (g L) e

b é o caminho éptico, igual a 1 cm.
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Ap0s a obtencdo da concentracdo, foi calculado o teor de lignina soltvel (L.S) de
acordo com a Equagdo 7.
f-c-v-100
m;

%L.S = (Equacéo 7)

em que, f é o fator de diluicéo, ¢ é a concentragdo em g L2, Vit € o volume total em litros

do hidrolisado e m; é a massa inicial da amostra em gramas.

4.3.3. Lignina total

A determinacdo da lignina total (LT) foi realizada através do somatorio da lignina
solavel (LS) e lignina insoltuvel (LI), descontada o contetdo de silica (SL), como

apresentado na Equagéo 8.

%LT =LS+LI-SL (Equacéo 8)

4.4. Andlise dos carboidratos

Para o desenvolvimento do método de quantificacdo de carboidratos foi utilizado
um cromatografo a liquido de alta eficiéncia (HPLC) marca Shimadzu modelo
Prominience. Os detectores utilizados foram o UV-visivel como arranjo de fotodiodos
(PDA) para verificar o tempo de retencdo dos compostos furanicos e o ELSD, usado para
quantificar os carboidratos. Um estudo foi realizado para a escolha da melhor coluna para
separacdo e quantificacdo. As colunas cromatograficas estudadas foram a Bio-Rad
Aminex HPX-87P e HPX-87H, ambas com dimensdo de 300x7,8 mm e tamanho de
particula de 9 um. As colunas sdo preenchidas com um copolimero de divinilbenzeno-
estireno sulfonado. Na coluna HPX-87P o grupo sulfonico é ligado ao chumbo, enquanto
na HPX-87H, o mesmo grupo € ligado a ions hidrénio.

As condicdes cromatograficas para a coluna HPX-87P foram: temperatura do
forno de 80 °C, fluxo de 0,85 mL mint. Para a coluna HPX-87H as condicGes foram:
temperatura do forno de 60 °C, fluxo de 0,80 mL min. O volume de inje¢do da amostra
para ambas as colunas foi de 10 pL.

A fase mdvel utilizada foi uma mistura de agua e acetonitrila (ACN) filtrada a
vacuo em filtros de 0,45 um, posteriormente desgaseificada em ultrassom por 5 minutos.
A proporcdo H2O/ACN e o tempo para iniciar a adi¢cdo de ACN na proporc¢éo definida (t)

foi determinado através de um planejamento fatorial completo 22 com trés experimentos
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no ponto central. Os ensaios foram realizados utilizando uma solucdo preparada com
padrdes dos carboidratos, glicose, xilose, arabinose, galactose, manose, além dos
compostos furanicos, HMF e furfural. Este estudo foi realizado usando a coluna HPX-
87P devido a sua alta capacidade de separacdo destes carboidratos. As variaveis e 0s

niveis estudados séo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 22 para o estudo
da fase movel

Variaveis Niveis
-1 0 +1
t (min) 0 6 12
% ACN 15 20 25

t, € 0 tempo em que se inicia a adi¢cdo de ACN e %ACN, é a porcentagem de acetonitrila adicionada.

A resposta usada foi definida pela Equacéo 9.

% (tp; —tpy)
Rtr=1=2_____ 100 (Equacao 9)
Lurfural

em que n é o numero de picos no cromatograma, tp; é o tempo de retengédo de cada pico,
tp1 € 0 tempo de retengdo do primeiro pico e tiurfural € 0 tempo gasto até a saida do furfural,
i.e., Ultimo composto a sair da coluna. O objetivo foi diminuir o tempo de analise com

uma boa separacdo entre os picos. Portanto, obter o maior valor para Rtr.
Os niveis otimizados para a fase movel da coluna HPX-87P serdo aplicados na
coluna HPX-87H com uma leve alteracdo na composicao da fase movel. A fase movel
otimizada sera acidificada com acido acético 0,005 mol L™ para que a coluna HPX-87H

possa ser utilizada. As outras condi¢des ndo serdo alteradas.

4.4.1. Construcdo dos modelos de calibracdo para os carboidratos

estruturais

Apos definir a composicdo e tempo Otimo de adicdo de ACN, modelos de
calibragdo foram construidos. Na coluna HPX-87H os modelos foram construidos para
glicose, xilose e arabinose. Foram estudados 10 niveis para cada carboidrato, sdo eles:
0,08;0,1;0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4 e 5 mg mL™. Os modelos de calibracio foram validados
com padrdes de validacdo contendo os carboidratos nas concentracfes definidas, i.e. 0,4;
29e42mgmL™

23



As solugdes com os padrdes foram transferidas diretamente para vials sem a
necessidade de filtragdo. Em seguida os vials foram levados para analise no HPLC. O
Software Labsolution da Shimadzu foi usado para configuragdo do método, injecao,

analise, construcao dos modelos de calibracdo e previsoes.
4.4.2. Padroes de recuperacéo (SRS)

Um conjunto de padrdo de recuperacdo de aclcar (SRS) foi elaborado em
triplicata para corrigir as perdas dos carboidratos durante a hidrdlise. Para isso, foi
preparada uma solucdo contendo padrdes de glicose, xilose, arabinose, galactose e
manose com concentracdo 10 mg mL™. As solucdes foram transferidas para o tubo de
ensaio, no qual foi adicionado 348 pL de &cido sulfarico 72%. A solucéo foi autoclavada
por 60 minutos a 121 °C. Em seguida, os SRS foram filtrados a véacuo e o hidrolisado foi
transferido para um baldo de 10 mL e diluido com agua deionizada para concentracao de

1,6 mgmL™.
4.4.3. Preparo do hidrolisado para analise no HPLC

Para coluna HPX-87P, os hidrolisados, amostras e padrdes SRS, tiveram o pH
corrigido entre 5 e 6 com a adi¢do lenta de carbonato de célcio (CaCQOz3) sob agitacdo. O
pH foi medido com um eletrodo de vidro da marca Mettler Toledo e modelo InLab Expert
Pro-ISM ligado a um pHmetro da mesma marca, modelo S220 SevenCompact™ pH/lon.
Para a coluna HPX-87H as corre¢cdes de pH ndo foram necessarias. Em seguida, as
amostras e padrdes SRS foram filtradas em filtro de seringa de 0,45 um e transferidas

para vial de 2 mL. Posteriormente, os vials foram levados ao HPLC para analise.
4.4.4. Determinagéo da concentragdo de carboidratos na biomassa

Para determinar a concentracdo de carboidratos na biomassa, € primeiramente
necessario realizar correcdes nas concentraces encontradas no HPLC a fim de obter os
valores dos carboidratos na forma anidra. As concentragdes obtidas pelo HPLC sé&o
medidas na forma de mondmeros, i.e., glicose, xilose, galactose, arabinose e manose,
porém os agucares que constituem o bagaco de cana-de-agUcar séo ligados uns aos outros
formando polissacarideos. Portanto, os valores precisam ser relatados na forma
polimérica, para expressa-los corretamente. A unido entre dois monémeros de forma a
obter um polimero, ocorre com a perda de um préton e uma hidroxila, totalizando

18 g mol™* de massa perdida, ou seja, uma molécula de H20. O fator de corregdo anidro
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para as hexoses € de 0,90 (162/180), ja para as pentoses o valor € de 0,88 (132/150)
(ROCHA et al., 2015).

A concentracdo dos carboidratos nas amostras foi calculado utilizando as
Equacdes 10, 11, 12 e 13, conforme o procedimento do NREL (SLUITER, A. et al.,
2008).

%SRSX — Conc. padréo detectada HPLC

x100 (Equacéo 10)

ONC.conhecida do padrao antes da hidrélise

_ ConC-amostra HPLC x f
X %SRS, /100

(Equacao 11)

Cx.corrigido = Cx x Correcgdo anidro (Equacao 12)

.19
1000mg <100

Cx.corrigido 'Vf
%Carboidratos =

(Equacao 13)
m
em que m é a massa da amostra em gramas sem extrativos, base massa seca, Vf é o volume

do filtrado em mL e o subindice x representa os diferentes acucares.
4.5. Determinacdo de cinzas na biomassa

Para determinacdo de cinzas, foi aplicado 0 mesmo método utilizado por diversos
autores (BATALHA et al., 2015; DE CARVALHO et al., 2015; DEL RIO et al., 2015;
ROCHA et al., 2015; HOANG et al., 2017).

A quantificacdo do teor de cinzas na biomassa foi executada em triplicata com a
utilizacdo da fragdo de finos da amostra como descrito no item 4.1, de acordo com o
procedimento NREL (SLUITER et al., 2005).

Uma massa de 1,5 g de biomassa fina (> 80 mesh), base massa seca, foi pesada e
transferida para cadinhos de porcelana previamente secos e pesados. Em seguida o
conjunto cadinho e amostra foi colocado em um forno de mufla a 575+25 °C por 24 h,
até peso constante.

O teor de cinzas (Cz) foi determinado de acordo com a Equagéo 14.

m -m
9%Cz =| —cd+)_7ed | 100 (Equacéo 14)
m.
i(a)
em que, Md+cz) € a massa do cadinho mais cinzas, meg € @ massa do cadinho e mi) € a
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massa inicial da amostra.

4.6. Validagdo do procedimento para outras variedades

Ap0s desenvolvido procedimentos especificos para a caracterizacdo quimica do
bagaco de cana-de-aguUcar utilizando a variedade RB867515 como modelo, quatro
diferentes genotipos foram selecionados para aplicacdo dos procedimentos. Os quais
foram: RB127032 (BMA32), RB127035 (BMA35), RB127039 (BMA39) e RB127045
(BMAA45).

Todas as propriedades quimicas determinadas nos procedimentos de
caracterizacdo estudados neste trabalho bem como o balanco de massa total foram

comparadas com resultados encontrados na literatura para cana-de-acucar.

4.7. Célculo do balango de massa total

Para o calculo do balango de massa total foi realizado o somatério de todos 0s
constituintes presente no bagaco de cana-de-aclicar com base na biomassa seca com

extrativos conforme Equagéo 15.

%BM = Extr + LT + Cel + Hemi + Cz (Equacéo 15)

4.8. Calculos e analises estatisticas

Todos os calculos e/ou graficos foram realizados usando os softwares Statistica
7.0, Excel do pacote Office 465 da Microsoft, Labsolution versdo 5.54 SP3 da Shimadzu
e Microcal Origin 9.0.

Sendo que, todas as analises estatisticas referentes aos planejamentos
experimentais foram feitas no Statistica 7.0 (avaliagédo dos coeficientes e/ou efeitos,
analise de variancia (ANOVA), superficie de resposta, grafico de pareto). Bem como a
obten¢do do modelo de regresséo para etapa de extrativos.

Jé para determinacédo de carboidratos foi usado o Labsolution versdo 5.54 SP3 da
Shimadzu, Excel do pacote Office 465 da Microsoft para calculos e Microcal Origin 9.0
para construgdo dos cromatogramas.

Na determinagdo de lignina e cinzas foi usado o Excel do pacote Office 465 da

Microsoft para fins de calculos basicos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Secagem da amostra

As amostras foram secas até obter teor de umidade inferior a 10%. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Teores de umidade das amostras secas na condi¢éo de ar livre e em estufa.

Secagem ao ar Secagem em estufa

Repeticoes Ar-24h  Ar-48h  Ar-72h 45 °C-24h 75 °C-72h
1 27,75 12,71 9,16 0,45 0,065
2 26,99 13,11 9,33 0,48 0,078
3 26,23 13,35 9,15 0,49 0,038
Média 26,99 13,06 9,21 0,47 0,060

Para as amostras secas ao ar foram necessérias 72 h para secagem ate atingir teor
de umidade inferior a 10% (Tabela 4). Entretanto este valor pode variar de acordo com a
umidade do ar e condi¢bes climaticas. As amostras secas em estufa com conveccao
forcada, atingiram o teor de umidade desejado nas condi¢des de temperatura e tempo pré-
estabelecidos, como indicado na Tabela 4.

Para os estudos de remocao e determinacdo de extrativos a secagem em estufa a
45 °C por 24 h foi escolhida por ser uma condicdo intermediaria. O método 6timo definido
para os extrativos foi aplicado para todas as condi¢es de secagem, i.e., ao ar e a 75 °C
por 72h.

5.2. Determinacao de extrativos

As respostas do planejamento fatorial completo 22 com experimentos ponto

central utilizando a amostra seca a 45 °C / 24 h, sdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5. Variaveis e niveis utilizados nos planejamentos fatoriais completos 22 com
ponto central (triagem 1 e 2) para o estudo do tempo de extracdo com agua (t.a) e com
etanol (t.e) na remocéo de extrativos da biomassa.

Triagem 1 Triagem 2
Variaveis Resposta Variaveis Resposta
ta(h) te(h) Extrativos % ta(h) te(h) Extrativos %
6() 16(-) 19,9 3() 8() 16,3
24 (+) 16 (-) 19,5 12(+) 8() 18,9
6(-) 24(+) 18,8 3() 12 (+) 16,2
24 (+) 24 (+) 19,8 12 (+) 12 (+) 18,5
15 (0) 20 (0) 19,8 7,5(0) 10 (0) 18,1
15 (0) 20 (0) 19,3 7,5(0) 10(0) 18,2
15 (0) 20 (0) 19,5 7,5(0) 10 (0) 17,9

Os simbolos (+) e (-) referem-se aos niveis maximo e minimo das variaveis independentes, respectivamente.

Os resultados do planejamento mostrado na Tabela 5-Triagem 1, indicam ao nivel
de significancia de 0,05, que ndo houve variacdo significativa no teor de extrativo nos
experimentos realizados. A média do teor de extrativos foi de 19,5% com coeficiente de
variacdo de 1,95%. Estes resultados mostram que, dentro dos niveis estudados, ndo ha
alteracdo na quantidade de extrativo. Além disso, como os tempos de extracdo usando
agua seguido de etanol foram muito altos, espera-se que nestes niveis estudados todo
extrativo tenha sido removido em cada ensaio. Devido a esses resultados foi necessaria a
construcdo de um segundo planejamento fatorial completo (Triagem 2) utilizando outros
niveis. O planejamento e as respostas sdo apresentados na Tabela 5-Triagem 2.

Na triagem 1, as varia¢fes do tempo de 6 a 24 h para agua e 16 a 24 h para o
etanol, como é indicado pelo NREL (SLUTIER et al., 2005), se mostraram excessivas
para o bagaco de cana-de-acUcar. Portanto, os niveis foram reduzidos pela metade como
observado na Tabela 5-Triagem 2.

De acordo com o modelo de regressdo, os coeficientes das variaveis estudadas na

triagem 2 sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Coeficientes da regressao linear no planejamento executado na triagem 2.

Coeficientes Erro Puro t(2) p
Média/Interacao 17,728 0,058 307,07 0,000
t.a (h) 1,225 0,076 16,039 0,004
t.e (h) -0,125 0,076 -1,637 0,243
taxte -0,075 0,076 -0,982 0,429

t.a é o tempo de extragdo em agua e t.e é o tempo de extracdo em etanol. O sinal (z) se refere a direcdo do
coeficiente, ou seja, se a resposta aumenta ou diminui com a variagao do nivel (-) para (+). O Erro Puro é
calculado com base na variancia das repeticdes no ponto central (erro aleatério das replicatas). O t (n)
representa o nimero de graus de liberdade, sendo n igual ao nimero de replicatas no ponto central subtraido
de uma unidade. p, menor nivel de significancia para se rejeitar a hipotese nula. o = 0,05.

Ao nivel de significancia de 0,05, somente a variavel tempo de extracdo em agua
(t.a) foi estatisticamente significativa e positiva. Este resultado revela que, dentro dos
niveis estudados, quanto maior o tempo de extracdo em agua, maior a remocao de
extrativos. Assim, esta variavel deve ser investigada para niveis maiores. Por outro lado,
o coeficiente da variavel t.e ndo foi significativo dentro dos niveis estudados. Porém,
como o etanol foi usado em todos 0s experimentos em uma etapa posterior a agua, esta
variavel ndo deve ser eliminada. E importante ressaltar também que, o etanol é usado para
remover compostos organicos que a agua ndo é capaz de retirar. Assim, os resultados
sugerem que 0s niveis para t.e sejam estudados em valores menores.

A partir dos resultados observados na Tabela 6, um planejamento composto
central (CCD) com duas varidveis foi elaborado investigando niveis maiores para a
variavel t.a e niveis menores para a variavel t.e. Os niveis do planejamento e 0s resultados

sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Varidveis, niveis e resposta do CCD para a otimizacdo da determinacdo do
extrativos.

Ensaios Variaveis Resposta
ta(h) t.e (h) Extrativos (%0)
! 45 () 4() 183
2 11,5 (+) 4(-) 18,6
3 45 (-) 9 (+) 18,3
4 11,5 (+) 9 (+) 20,0
5 3,0 (-1,41) 6,5 (0) 18,8
6 13 (+1,41) 6,5 (0) 19,9
7 8 (0) 3,0 (-1,41) 18,2
8 8 (0) 10,0 (+1,41) 19,1
9 8 (0) 6,5 (0) 18,3
10 8 (0) 6,5 (0) 18,2
11 8 (0) 6,5 (0) 18,3

t.a é o tempo de extracdo em agua e t.e € o tempo de extragdo em etanol. Os simbolos (+) e (-) referem-se
aos niveis maximo e minimo das varidveis independentes, respectivamente.

A partir dos resultados apesentados na Tabela 7, a analise estatistica foi executada.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Avaliacdo dos coeficientes estimados para o planejamento CCD.

Coeficientes SQR t (5) p
Média/Interacao 18,27 0,09 210,11 0,0000
ta 0,444 0,05 8,35 0,0004
t.a2 0,492 0,06 7,76 0,0006
te 0,334 0,05 6,27 0,0015
t.e2 0,142 0,06 2,23 0,0756
t.axt.e 0,350 0,07 4,65 0,0056

SQR, soma quadréatica dos residuos; t representa 0 nimero de graus de liberdade; p, menor nivel de
significancia para se rejeitar a hipotese nula. a. = 0,05.

Ao nivel de significancia de 0,05, as variaveis principais ta e te foram
significativas e positivas, como apresentados na Tabela 8. Isso sugere que, dentro dos
niveis estudados, deve-se usar 0s niveis maiores destas variaveis para obter melhores
extragdes. O coeficiente quadratico do t.a também foi significativo e mostra que ha
variacdo quadrética significativa nas respostas dentro dos niveis estudado para esta
variavel. Além disso, o sinal positivo representa uma curvatura convexa. A interacdo entre
as variaveis tempo de extracdo em agua e tempo em etanol, também foram significativas
e positivas, indicando que a combinacdo entre eles agem sinergicamente.

O ajuste do modelo construido foi avaliado empregando a analise de variancia. Os
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resultados sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. ANOVA do modelo construido para o planejamento CCD.

SQ GL MQ Fcalc. p
Regressao 4,328 5 0,867 38,18 0,0005
Residuos 0,113 5 0,023
Falta de Ajuste 0,107 3 0,036 10,67 0,087
Erro Puro 0,007 2 0,003
Total 4,442 10

SQ: soma quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica; Fcalc. Teste F calculado; p: menor
nivel de significancia para se rejeitar a hipotese nula. o = 0,05.

A ANOVA, ao nivel de significancia de 0,05, mostra que o modelo de regressao
(Equacdo 16) foi significativo e a falta de ajuste ndo significativa. Estes resultados
indicam que o0 modelo se ajustou e possui capacidade de realizar previsdes. O coeficiente
de determinacdo indica que o modelo consegue explicar 97,5% da variacao total em torno
da média, portanto o modelo foi satisfatorio, dentro dos niveis estudados, para explicar a

extracdo usando as variaveis t.ae t.e.

%Extr. = 18,27 + 0,44 t.a+ 0,33 t.e + 0,49 t.a? + 0,14 t.e? + 0,35 t.axt.e (Equacio 16)

A superficie de resposta obtida a partir do modelo construido pode ser observada

na Figura 6.

t.e(h)

Teor de
extrativos (%0)

| Il 205

N ptXy

o I 194

19,1

3188

= % B 184

3.4 5 6 7 8 9 1011 gy s

t.a(h)

Figura 6. Superficie de resposta que relaciona o teor de extrativos em fungdo do tempo
de extracdo em agua (t.a) e em etanol (t.e).

Conforme resultado médio obtido na triagem 1 (Tabela 5) o teor maximo de
extrativos que se espera obter com a biomassa da variedade estudada é de
aproximadamente 19,5%. Esta quantidade é esperada pois na triagem 1 0s niveis
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estudados foram extremos 6 a 24h para agua e 16 a 24h para etanol. Definindo o valor de
19,5% como exato para o teor de extrativos na biomassa estudada, pode se concluir com
base no modelo (Equacdo 16) que os tempos Otimos de maxima extracdo com agua
seguida de etanol sdo de 11,5 h e 9 h, respectivamente.

O teor de extrativos das amostras BMT25, BMT45 e BMT75 foi determinado nas
condigdes otimizadas. Para cada amostra foram realizadas 10 repeticGes e os resultados
estdo mostrados na Tabela 10.

Tabela 10. Teor de extrativos das amostras de bagaco de cana-de-agucar da variedade
RB867515 nas trés condicbes de secagem.

BMT25 %Extr. BMT45 %Extr. BMT75 %Extr.

1 1934 1 1958 1 19,34
2 19,03 2 1941 2 19,36
3 18,79 3 1895 3 19,32
4 18,65 4 20,01 4 1921
5 18,97 5 19,96 5 1941
6 18,79 6 19,30 6 19,07
7 19,36 7 18,84 7 19,16
8 19,15 8 1893 8 1952
9 1887 9 19,03 9 19,35
10 18,64 10 20,07 10 1946

Média 1896.  Média 1941 Média 19,32

RSD% 1,37 RSD% 246 RSD% 0,71

Médias de teores de extrativos seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. BMT25: secagem ao ar; BMT45: secagem em estufa a 45°C; BMT75: secagem em estufa a
75°C. RSD: desvio padréo relativo.

A partir dos resultados obtidos, observa-se que as médias apresentaram valores
muito proximos entre as trés amostras e uma alta precisdo foi obtida para as dez repeticdes
de cada amostra. Uma comparagdo de médias entre os trés tratamentos foi realizada e o
teste Tukey foi aplicado ao nivel de significancia de 0,05. O resultado mostrou que as
condicdes de secagem estudadas ndo apresentaram diferencas significativas. Deste modo,
asecagem a 45 °C por 24 h, por ser uma secagem a temperatura branda, rapida e eficiente
foi escolhida para os demais gendtipos.

E possivel observar também que, apesar de existirem extrativos volateis no bagaco
de cana-de-agucar, estes ndo apresentaram interferéncia neste estudo, j& que todos os
tratamentos foram iguais estatisticamente.

O procedimentos definido para a remogéo de extrativos da biomassa de cana-de-
acucar foi aplicado, em triplicata, para os genotipos BMA32, BMA35, BMA39 e
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BMAA45. Os resultados séo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Aplicacdo dos procedimentos desenvolvido para determinacdo do teor de
extrativos do bagaco de diferentes gen6tipos de cana-de-agucar.

BMAS32 %EXxtr. BMA35 %EXxtr. BMA39 %EXxtr. BMA45 %EXxtr.
1 15,69 1 12,85 1 7,99 1 18,61
2 13,43 2 11,37 2 9,53 2 20,50
3 15,18 3 11,76 3 8,51 3 19,36

Média 14,77 Média 11,99 Média 8,67 Média 19,49

RSD% 8,01 RSD% 6,37 RSD% 9,02 RSD% 4,89

BMA32: RB127032. BMA35: RB127035. BMA39: RB127039 e BMA45: RB127045. RSD: desvio padrio
relativo.

De acordo com os valores de extrativos e de RSD apresentados na Tabela 11
obtidos para as diferentes amostras, foi possivel concluir que o procedimento
desenvolvido é confiavel para ser aplicado a outros tipos de gendtipos.

Os valores de RSD foram menores que 10% para todas as amostras. Esse erro
aleatorio ocorreu devido as variagdes na pesagem, e/ou perda de massa durante o
processo.

Apbs revisdo de literatura, diferentes valores de teor de extrativos foram
encontrados, os quais variaram de 16 a 57,9% (MASARIN et al., 2011;
KUCHELMEISTER; BAUER, 2015). Os resultados sdo apresentados na Tabela 12. A
variacdo nos valores encontrados ocorre devido as caracteristicas das espécies da cana-
de-agUcar analisadas, tempo de maturacdo, tipo de colheita, preparo de amostra,

condicdes climaticas, regido, solo, dentre outros fatores.
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Tabela 12. Teor de extrativos presentes no bagaco de cana-de-agucar encontrados na
literatura.

Autor Solvente %EXtr.
(MASARIN et al., 2011) Etanol (95%) 16-75
(ROCHA et al., 2015) Etanol/ciclo-hexano (2:1) e agua 2,30 - 10,45
(ROCHA etal., 2011) Etanol (95%) 4,6

Diclorometano, etanol:tolueno

(PITARELO et al., 2012) 1:2 (vIv) e etanol 95% 6,7
(ANDRADE; COLODETTE, Etanol:Tolueno (1:2), etanol 85
2014) (95%) e agua quente ’
(CANILHA et al., 2011) Agua e etanol 9,1
(PHILIPPINI, 2012) Agua e etanol (24h para cada) 11,07 - 14,3
Etanol:Tolueno (1:2), etanol
(PAULA et al., 2011) (95%) e agua quente 31,76
(DE CARVALHO et al., Etanol:Tolueno (1:2), etanol 15.0
2015) (95%) e agua quente ’
(ORLANDO et al., 2002) Etanol e 4gua 20,0
(DAS et al., 2004) Alcool, benzeno e agua 25,8
(KUCHELMEISTER;  Aguae eano 578
(HOANG et al., 2017) Agua e etanol 15,1 -34,8

E importante ressaltar, que cada autor fez a determinacio de extrativos de forma
diferente, o que pode causar erros nos valores obtidos e dificuldade de comparagéo.
Assim, um procedimento padréo para analise de extrativos especifico para cana-de-agucar
é desejavel.

Os tempos 6timos de maxima extracdo em agua seguida de etanol de 11,5h e 9 h,
respectivamente, indicados neste estudo podem ser aplicados para biomassas de cana-de-
acucar com até 20% de extrativos. Recomenda-se, portanto, caso o teor de extrativos
encontrado usando o procedimento indicado seja maior que 20%, que 0s tempos em agua
e etanol sejam aumentados seguindo, como referéncia, o modelo apresentado na
Equacdo 16. No entanto, conforme modelo construido e ajustado, as condicdes
encontradas podem ser usadas para teores maiores que 20%. Porém, nenhum estudo foi
realizado neste trabalho com biomassas de cana-de-agucar contendo teores de extrativos

maiores que 20%.
5.3. Teor de lignina solavel e insoltvel

Diversos estudos foram executados com objetivo de quantificar o teor de lignina
em variados materiais vegetais, dentre eles o bagaco da cana-de-agUcar. Portanto, neste
trabalho, um procedimento comum & maioria dos estudos realizados foi aplicado com
uma pequena modificacdo no tempo em &cido concentrado. O aumento no tempo para
120 minutos foi necessario, ja que com 60 minutos, como recomenda o procedimento
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NREL, gerou grande quantidade de celobiose.

Para este estudo as amostras BMT25, BMT45 e BMT75 foram utilizadas a fim de
analisar uma possivel degradacdo da lignina devido a secagem da biomassa. A estrutura
do material vegetal pode ser afetada durante a secagem, o0 que poderia alterar as
propriedades fisicas da lignina e consequentemente, a sua separacdo (PASQUINI et al.,
2002; CHAKAR; RAGAUSKAS, 2004).

O teor de lignina insollvel foi expresso na base seca e livre de extrativos. Os

resultados para lignina insoltvel e solivel podem ser observados na Tabela 13.

Tabela 13. Teor de lignina insoltvel e soltvel de bagaco de cana-de-agucar da variedade
RB867515 em trés condi¢des de secagem.

Lignina Insoluvel Lignina Solavel
Repeticbes BMT25 BMT45 BMT75 BMT25 BMT45 BMT75
1 21,23 21,86 21,65 2,27 2,39 2,33
2 21,48 2196 21,78 2,41 2,51 2,47
3 21,67 21,68 21,59 2,33 2,45 2,39
Média  21,46a 21,822 21,67a 2,34 2,452  2,40a
RSD (%) 1,03 0,65 0,45 3,00 2,45 2,93

Médias de teores de lignina soltvel e insoltvel seguidos pela mesma letra, para cada uma, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. RSD: desvio padrao relativo. BMT(25;45;75): RB867515
seca ao ar (~25 °C), seca a 45 °C e 75 °C, respectivamente.

A partir dos resultados obtidos, pode perceber que o teor médio de lignina
insoltvel e soltvel entre as trés amostras foi de 21,65 e 2,40%, respectivamente, com
RSD menor que 3%. O teste Tukey foi executado ao nivel de significancia de 0,05 para
comparacdo de média entre as trés condi¢cBes para lignina insoltvel e solavel. Os
resultados indicaram que a hipdtese nula foi aceita e, portanto, todos os tratamentos sdo
iguais. Assim, as condicGes de secagem empregadas nao afetaram a determinacdo de
lignina insoltvel e soltvel. Diante disso, para as determinacGes de carboidratos
estruturais e balango de massa foram utilizadas a condic¢éo de secagem de 45 °C por 24
h. Esta condicéo foi escolhida por consumir o menor tempo no preparo da biomassa e
exigir um consumo de energia intermediario entre a secagem ao ar e a secagem a 75 °C.

Os teores de lignina insolavel corrigidos para a silica, além dos contetdos de

lignina solvel e lignina total sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Teores de lignina obtidos para o bagaco de cana-de-agucar livre de extrativos.
BMT45 BMA32 BMA35 BMA39 BMA45

Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD

LI(%) 21,82 054 19,77 0,98 24,67 0,89 24,71 1,33 24,21 0,98

SL(%) 2,29 4,67 1,49 2,99 135 1,35 138 21 1,03 2,16

LS(%0) 2,45 2,35 2,49 3,38 1,94 3,96 182 1,78 2,01 1,25

LT(%) 21,98, 0,66 20,76 1,36 25,26, 0,65 2515, 14 25,19, 0,96

BMA32: RB127032. BMA35: RB127035. BMA39: RB127039 e BMA45: RB127045. Valores médios e
respectivo desvio padrdo relativo (%RSD) para lignina insoltvel (L1), silica da lignina (SL), lignina solGvel
(LS) e lignina total (LT). As Médias de LT seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de significancia de 0,05.

Como observado na Tabela 14, as amostras possuem diferentes valores médios
para o contedo de lignina total, os quais variaram entre 20,76 a 25,26%. O teste Tukey
foi aplicado ao nivel de significancia de 0,05 e indicou que as amostras BMA35, BMA45
e BMA39 sdo iguais estatisticamente e as demais sao diferentes.

Em relacdo a lignina solGvel é importante destacar que quanto maior a presenca

do grupo siringila na lignina, maior sera o teor de lignina soltvel.

Tabela 15. Valores obtidos por diferentes autores na quantificagdo do teor de lignina no
bagaco de cana-de-acgucar.

Autor L1 (%) LS (%) LT (%)
(DEL RIO et al., 2015) 17,8 2,2 20,0
(ROCHA et al., 2011) - - 21,1
(ANDRADE; COLODETTE, 2014) 21,3 1,2 22,5
(PITARELO et al., 2012) 27,4 1,2 28,6
(DE CARVALHO et al., 2015) 19,5 1,87 21,37
(ORLANDO et al., 2002) - - 21
(LEE, 1997) - - 18,4
(DAS et al., 2004) - - 21,8
(CANILHA et al., 2011) 14,1 5.2 19,3
(MASARIN et al., 2011) - - 16,8 - 24,5
(ROCHA et al., 2015) - - 18,9 - 26,12
(CHONG et al., 2013) - - 15,68 — 22,38
(NEUREITER et al., 2002) 25,15 - -
(CARASCHI et al., 1996) 22,3 1,0 23,3
(HOAREAU et al., 2004) 253 - -
(MARYANA et al., 2014) 17,52 - -
(HOANG et al., 2017) 16,7-21,2 09-13 17,8-22.2
(VIERA et al., 2007) - - 23,8
(ASSIS et al., 2017) 23,44 - -
ESTE TRABALHO 18,28 - 23,33 1,82 2,49 23,67

LI: lignina insoltvel; LS, lignina soltvel e LT, lignina total.

Os resultados obtidos para LI, LS e LT apresentados na Tabela 14 foram

confiaveis, tendo como referéncia os valores reportados na literatura (Tabela 15). Os
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valores apresentados na Tabela 15 para LT variam de 16 a 29%. Neste trabalho os valores

de LT atingiram em média de 23,7%.
5.4. Determinacdo do teor de cinzas total no bagaco de cana-de-agucar

Os resultados do teor de inorganico das diferentes amostras sdo mostrados na
Tabela 16. O procedimento aplicado as amostras para quantificacdo do teor de cinzas,
indicou resultados satisfatorios, em média 2,65% de cinzas e RSD menor que 4%. Estes
resultados sdo similares aos encontrados por De Carvalho et al. (2015), Hoang et
al.(2017), Pitarelo et al. (2012) e Rocha et al. (2015). Os valores médios do contetddo de
inorganicos obtido variaram entre 2,12 a 3,63 % e estdo coerentes com a faixa encontrada

na literatura (Tabela 17).

Tabela 16. Teor de cinzas para diferentes variedades de bagaco de cana-de-agUcar.
Repeticbes BMT BMA32 BMA35 BMA39 BMA45

1 3,72 2,09 2,57 2,39 2,67
2 3,56 2,15 2,64 2,26 2,55
3 3,61 2,13 2,65 2,22 2,59

Média 3,63b 2,124 2,62a 2,29 2,60a

%RSD 2,21 1,31 1,83 3,81 2,34

Médias de teores de cinzas seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. RSD: desvio padréo relativo.

Tabela 17. Teor de cinzas presentes no bagaco de cana-de-agucar por diversos autores.

Autores Cinzas (%)
(LEE, 1997) 2,8
(ROCHA et al., 2012) 3,5
(PITARELO et al., 2012) 2,9
(ROCHA et al., 2011) 2,1
(BATALHA et al., 2015) 4,0
(CANILHA et al., 2011) 1,4
(PAULA et al., 2011) 0,8
(ANDRADE; COLODETTE, 2014) 4,0
(DEL RIO et al., 2015) 2,0
(DE CARVALHO et al., 2015) 2,31
(ROCHA etal., 2015) 1,14- 5,96
(SOARES et al., 2017) 1,89
(HOANG et al., 2017) 1,1-26
(DAS et al., 2004) 1,83
ESTE TRABALHO 2,12 — 3,63

O teste de Tukey foi aplicado aos resultados apresentados na Tabela 16. Ao nivel
de significancia de 0,05, as amostras BMA35 e BMA45 apresentaram valores de teor de

cinzas estatisticamente iguais. As outras amostras apresentaram teores diferentes entre si.
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Segundo Vassilev et al. (2010), variacBes nos teores de cinzas podem ocorrer em
funcgdo da espécie de cana, idade, manuseio, tipo de colheita, velocidade e condigdes de
crescimento, tipo de solo, local de cultivo e depende também da quantidade de
fertilizantes e pesticidas utilizados, os quais irdo interferir em alguns elementos (Cl, K,
N, P, S, entre outros).

5.5. Determinacéo de carboidratos estruturais na biomassa

5.5.1. Otimizacao do método

Na Figura 7 séo apresentados os cromatogramas obtidos no HPLC com a coluna
HPX-87P utilizando apenas agua como fase maével, ou seja, fase mével ndo otimizada. O
tempo total de analise nesta condi¢cdo foi de 30 minutos e o tempo de retencdo dos
compostos furanicos foi de 27 minutos.

Os carboidratos foram denominados de celobiose (CEL), glicose (GLI), xilose
(XIL), arabinose (ARA), galactose (GAL) e manose (MAN) e os compostos furanicos,
I.e. furfural (FUR) e hidroximetilfurfural (HMF).
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Figura 7. Cromatogramas na coluna HPX-87P antes da otimizagdo do método: A:
Detector ELSD; B: Detector PDA; 1: GLI; 2: XIL; 3: GAL; 4: ARA; 5: MAN; 6: HMF e
7: FUR.

Os resultados das corridas referentes ao planejamento experimental para o estudo
da influéncia do tempo de inicio da adi¢do de acetonitrila e sua porcentagem na fase
movel sobre a resposta Rtr sdo apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18. Variaveis e niveis utilizados para o estudo da influéncia do tempo de inicio
da adi¢é@o de acetonitrila e sua concentracdo na resposta.

Ensaios Variaveis Resposta

% ACN Tempo / min Rtr
1 25 (+) 12 (+) 34,2
2 15 (-) 0() 53,7
3 25 (+) 0() 52,1
4 15 (-) 12 (+) 30,9
S 20 (0) 6 (0) 36,4
6 20 (0) 6 (0) 37,0
7 20 (0) 6 (0) 37,3

ACN: proporcdo de acetonitrila na fase movel. Rtr: razdo entre a melhor separacdo entre 0s picos
cromatograficos e o menor tempo de analise.

Os resultados apresentados na Tabela 18 indicam que a melhor condicéo é aquela
que possui a maior resposta, ja que é desejavel obter menor tempo total de analise e uma
boa separacéo dos picos. Portanto, o ensaio 2 apresenta a melhor condicdo, i.e., 15% ACN
com adic&o no tempo zero. Deste modo, a condicdo 6tima € a eluicdo isocratica.

Os efeitos das varidveis estudadas no planejamento fatorial sdo apresentados na
Figura 8. Em que, (1)%ACN é a proporcdo de acetonitrila adicionada na fase movel,
(2)t/min é o tempo em minutos em que se inicia a adicdo de ACN e 1by2 representa a
interacdo entre os dois fatores.
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Figura 8. Gréafico de Pareto do planejamento fatorial mostrando a influéncia dos fatores
estudados.

Ao nivel de significancia de 0,05, a variavel tempo de inicio da adi¢do de
acetonitrila foi estatisticamente significativa e negativa. Este resultado indica que, dentro
dos niveis estudados, quando mais rapido a ACN é introduzida na fase movel, melhor a
resposta, por isso escolheu-se o tempo zero.

Percebe-se também que, a interagdo entre a mudanca da concentracdo da fase
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movel e o tempo de adicao de acetonitrila foi significativa. A %ACN néo foi significativa
dentro dos niveis estudados.
Os cromatogramas obtidos no HPLC usando a coluna HPX-87P apds otimizagao

sdo mostrados na Figura 9.
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Figura 9. Cromatogramas obtidos usando a coluna HPX-87P na condigdo otimizada
(Ensaio 2). A: Detector ELDS; B: Detector PDA; 1: GLI; 2: XIL; 3: GAL,; 4: ARA; 5:
MAN; 6: HMF e 7: FUR.

Uma comparacdo entre os resultados obtidos na Figura 7 com os obtidos na
Figura 9 indica que o tempo total de analise reduziu para de 30 para 19 minutos e o tempo
de retencdo dos compostos furanicos diminuiu de 27 para 16,5 minutos. Isso confirma
que a mudanca na polaridade da fase movel através da adicdo de acetonitrila melhora
significativamente o tempo total desta analise, melhorando inclusive, a separacdo. A

condicdo otimizada foi aplicada para coluna HPX-87H.

5.5.2. Separacgéo dos carboidratos nos hidrolisados de bagacgo de cana-de-

acucar.

Os cromatogramas tipicos de dois hidrolisados de bagaco de cana-de-agucar
obtidos usando a coluna HPX-87P, s&o apresentados na Figura 10. Em todas as amostras
analisadas, foram detectados apenas 0s picos relativos a glicose, xilose e arabinose,

respectivamente.
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Figura 10. Cromatogramas tipicos de dois hidrolisados de bagaco de cana-de-agucar
obtidos no HPLC-ELSD usando a coluna HPX-87P. A: amostra BMT45 (RB867515 seca
a 45 °C) e B: BMA45 (RB127045). Picos: 1. CEL; 2. GLI; 3. XIL e 4. ARA.

De acordo com a Figura 10, foi observado o pico celobiose de baixa intensidade.
Isso indica que a hidrélise foi praticamente completa. Além disso, os carboidratos GAL
e MAN néo foram detectados para todas as amostras analisadas. GLI e XIL foram os
carboidratos majoritérios.

Os cromatogramas dos hidrolisados de bagaco de cana-de-acUcar obtidos usando
a coluna HPX-87P apresentaram efeito de matriz significativo, ou seja, 0s constituintes
presentes na biomassa (matriz) interferem na resposta. O efeito de matriz, que afetou a
linha de base dos cromatogramas, pode ser observado apds o tempo de aproximadamente
8 minutos. Analises estatisticas mostraram que o efeito de matriz superestimou a
concentracdo dos carboidratos quantificados, principalmente para ARA, que foi o
carboidrato mais afetado. Devido a este efeito, optou-se por substituir a coluna Bio-Rad
HPX-87P pela HPX-87H.

A coluna HPX-87H possui como vantagens em relagdo a HPX-87P, a
possibilidade de ser usada com fase mével acida, i.e., pH entre 1 e 3 e ndo apresentar o
efeito de matriz observado na Figura 10. No entanto, misturas com os carboidratos GLI,
XIL, ARA, GAL e MAN ndo sdo recomendadas para esta coluna, uma vez que 0s
carboidratos GAL e MAN co-eluem com os trés primeiros (Figura 11A). Ja que apenas
os carboidratos GLI; XIL e ARA foram detectados nas amostras de hidrolisados de

bagaco de cana-de-acucar a coluna HPX-87H é a mais recomendada.
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Figura 11. Cromatogramas tipicos obtidos na coluna HPX-87H de uma solucdo padréo
contendo a mistura GLI, XIL, ARA, GAL, MAN, HMF e FUR. Cromatograma A:
separacdo dos carboidratos da mistura GLI, XIL, ARA, GAL, MAN no ELSD;
cromatograma B: separacdo dos furanicos HMF e FUR no detector PDA.

Os resultados apresentados na Figura 11 ilustram a co-eluicdo dos carboidratos
GLI, XIL, ARA, GAL e MAN presentes no padrdo ao utilizar a coluna HPX-87H.
Observa-se também que o tempo total de corrida foi de 19 minutos. 7,5 minutos para a

saida do altimo carboidrato e 18,5 min para a saida do furfural.
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Figura 12. Cromatogramas tipicos obtidos na coluna HPX-87H dos hidrolisados das
amostras A: BMAL5 e B: BMAA45. Picos: 1. GLI, 2. XIL e 3. ARA.

Os resultados apresentados na Figura 12 ilustram a separacdo tipica dos
carboidratos presentes nas amostras analisadas de hidrolisado de bagaco de cana-de-
acucar. Conforme observado na Figura 12, nenhum efeito de matriz foi observado. Deste
modo as previses das concentracdes de carboidratos sdao mais confiaveis nesta coluna.
Outra vantagem da utilizagdo desta coluna foi no preparo da amostra, uma vez que ndo
foi necessario realizar corregdo de pH com CaCOs. Esta etapa consome tempo, reagentes
e necessita de um pHmetro.

Modelos de calibracdo foram construidos para quantificacdo dos carboidratos. Os
resultados s@o apresentados na Tabela 19 e indicam modelos bem ajustados com

coeficientes de determinagéo, R? proximos a 1.

Tabela 19. Modelos de calibracdo para os carboidratos separados na coluna HPX-87H.
ax10®  bx10° R2

GLI 1,62 -3,54 0,993
XIL 1,57 -3,42 0,993
ARA 1,54 -3,50 0,992

Coeficientes do modelo linear A = aC + b, em que A ¢é a area do pico cromatografico, a é o coeficiente
angular, ou inclinacéo e b é o coeficiente linear, intercepto ou termo constante

As previsdes dos contetdos de glicanas (GLN), xilanas (XLN), arabinanas (ABN)

e os célculos dos valores de CEL e HEM séo apresentados na Tabela 20. Os valores séo

43



expressos tendo como base a amostra seca sem extrativos. Estes resultados foram obtidos

apos separacao na coluna HPX-87H das amostras de hidrolisado de bagago de cana-de-

acucar.

Tabela 20. Teor de carboidratos e polissacarideos presentes no hidrolisado do bagaco da
cana-de-acgucar de amostras secas e sem de extrativos.

BMT45 BMA32 BMA35 BMA39 BMA45
Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD  Média RSD
GLN/% 33,19 330 3391 305 32,74 254 3580 3,77 33,67 3,50
XLN/% 23,44 189 2140 066 21,28 055 2211 0,27 2283 0,85
ABN/% 682 05 648 012 647 081 652 039 665 048
1CEL/% 33,19a 3,30 3391s 3,05 32,74, 254 3580, 3,77 33,67 3,50
2HEM/% 30,264 1,55 27,88, 0,49 27,75, 0,42 28,63, 0,16  29,48. 0,62

BMT45: RB867515 seca a 45 °C; BMA32: RB127032; BMA35: RB127035; BMA39: RB127039 e
BMAA45: RB127045. GLN: glicanas; XLN: xilanas; ARB: arabinanas. Médias de seguidas pela mesma letra

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
1 A celulose foi expressa de acordo com o teor de glicanas. 2 O célculo das hemiceluloses foi simulado com
base no somatério das xilanas e arabinanas presentes na biomassa. A galactose e manose ndo foram

detectadas e néo foi considerado o teor de glicose presente na hemicelulose.

Dentre os carboidratos analisados, as GLN apresentaram em média maiores teores
com valores variando de 32,74 a 35,78% e RSD menor que 4,0%. Em relagéo as HEM, a
mais representativa foi a XLN com valores variando entre 21,11 e 23,44% e RSD menor

que 2,0%.

Os valores de carboidratos em bagaco de cana-de-acUcar obtidos por diferentes

autores sdo mostrados na Tabela 21.
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Tabela 21. Variacédo nos teores de carboidratos presentes no hidrolisado do bagaco de
cana-de-agucar.

Autores GLN XLN GTN___ ABN MNN _HEM
(SASAK' et aI., 35.0 - - - - 358

2003) ! '

(LEE, 1997) 38,1 23,3 1,1 2,5 ND 26,7
(ANDRADE;

COLODETTE, 41,6 18,9 0,5 1,2 ND 20,6

2014)

(DE

CARVALHO et 41,8 24,8 0,87 2,27 0,93 28,87

al., 2015)

(ROCHA, G.J.  3951-4565 20,82-26,84 ND 1,34-247 ND 22,16-2931
M. et al., 2015)

(MASARIN et 359 439 . - - - 252 -31,6
al., 2011)

(MARYANA et 44.43 _ - - - 229

al., 2014) ! '
(GUILHERME  3859+345 - - - - 27,89 + 2,68
etal., 2015)

gg%?NGe‘a'-' 378-464 208-269 06-09 09-23 ND 223-301

(NEUREITER et 40,19 22,54 1,40 2,00 0,48 26,42

al., 2002)

ESTE 32,74-3580 21,18-23,44 - 6,47 -6,82 - 27,75 - 30,26
TRABALHO ’ ’ ' ' ' ' ' '

ND, ndo detectado. Glicanas (GLN), Xilanas (XLN), Arabinanas (ABN), Galactanas (GTN), Mananas
(MNN) e Hemicelulose total (HEM).

Uma anélise da Tabela 21 mostra que os teores de celulose obtidos para os cinco
gendtipos estudados se encontraram pouco abaixo da faixa encontrada na literatura, a qual
variou de 35,0 — 46,4% (SASAKI et al., 2003; HOANG et al., 2017). Porém, para
compensar o menor teor de celulose, foi observado um aumento no contetdo de ABN em
relagdo ao obtido por diversos autores. Para as XLN e o contetdo de HEM total, os

valores foram similares ao reportado na literatura.
5.6. Balango de massa total

Na caracterizacdo quimica do bagaco de cana-de-agucar, conseguir um balanco de
massa igual a 100% ndo é uma tarefa trivial. Isto se justifica devido a dificuldade de
isolamento das macromoléculas que constituem a parede celular (celulose, hemicelulose
e lignina) sem comprometé-las. Além disso, o elevado nimero de etapas das analises
aumenta o erro aleatdrio e sdo passiveis de erros sistematicos.

Para este trabalho, o balango de massa total das amostras de bagaco de cana-de-
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acucar analisadas foi obtido somando os teores individuais de extrativos, lignina total,
cinzas totais, celulose e hemicelulose para cada amostra com base na biomassa seca e

com extrativos. Os resultados estdo dispostos na Tabela 22.

Tabela 22. Constituintes quimicos do bagaco de cana-de-agUcar, base biomassa seca com
extrativos.

BMT45 BMA32 BMA35 BMA39 BMAA45

Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD Media RSD

Extr/%  16,53* 225 14,77 801 11,99° 6,37 867" 9,02  19,49° 4,89
L1/%" 1821 0,62 2064 152 21,75 2,17 2253 117 1591 0,76
SL/%" 1,91 4,26 0,87 1,91 1,22 1,37 1,23 1,35 1,20 2,44
LS/%" 204 191 1,71 2,59 1,60 1,81 1,77 3,37 2,00 274
LT/%" 18,34 0,84 2148 163 22,13 224 2307 082 1671 111
CT/%® 363 221 2,12 1,31 2,62 1,83 229 3,18 260 234
GLN/%® 27,71 311 2891 405 2882 320 3267 334 2711 314
XLN/%" 1956 1,85 18,24 200 1873 0,99 2019 1,13 18,38 1,77
ABN/%" 569 0,89 552 1,27 569 0,26 595 0,64 535 0,71
ICEL/%® 27,71 3,11 2891 405 2882 320 3267 334 2711 314
HEM/%® 25,26 155 23,76 1,83 2442 0,75 26,14 101 2373 1,52

Total/% 91,47 1,25 91,04 1,19 89,99 0,97 92,85 1,32 89,65 1,46

BMT45: RB867515 seca a 45 °C. BMA32: RB127032. BMA35: RB127035. BMA39: RB127039 e
BMAA45; RB127045. Extrativos (Extr), Lignina insolavel (LI), Silica na lignina (SL), Lignina soltvel (LS),
Lignina total (LT), Cinzas totais (CT), Glicanas (GLN), Xilanas (XLN), Arabinanas (ABN), Celulose
(CEL) e Hemicelulose total (HEM). Os subindices ? b correspondem a média obtida com 10 e 3 repetigdes,
respectivamente. RSD: desvio padro relativo.

L A celulose foi expressa de acordo com o teor de glicanas. 2 O calculo das hemiceluloses foi simulado com
base no somatdrio das xilanas e arabinanas presentes na biomassa. A galactose e manose ndo foram
detectadas e ndo foi considerado o teor de glicose presente na hemicelulose.

Os resultados apresentados na Tabela 22 mostram que o balango de massa total
para as amostras estudadas, atingiram teores entre 89,6 a 92,8% e RSD inferior a 1,5%.
Estes resultados sdo similares aos reportados por Masarin et al. (2011) e Hoang et al.
(2017), os quais encontraram valores de balancos médios de 92,4% e 93,6%,
respectivamente.

O gendtipo denominado BMA39, apresentou melhores resultados para os teores
de lignina e carboidratos totais (CEL+HEM). Isso pode ser explicado pelo fato desta
amostra ser classificada como cana-energia e, possuir elevado teor de fibra em sua
composicao (33,41%). Em contra partida, BMA45 obteve-se menores teores de lignina
total, celulose e hemicelulose, ao compara-la com as demais, por ser o clone que destacou-
se com menor conteudo de fibras (11,11%).

Neste trabalho ndo foram quantificadas as concentragdes de grupo acetil e 4cidos

urdnicos. Esses grupos encontram-se ligados a hemicelulose, mais especificamente, a
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cadeia de xilana e sdo liberados durante a hidrolise (MCDOUGALL et al., 1993;
CARVALHEIRO et al., 2004). A ndo quantificacdo destes teores e a perda de extrativos
volateis durante a secagem da amostra, sdo razfes que contribuiram para que o balan¢o

de massa ndo atingisse valores muito proximos a 100%.

Tabela 23. Teores de grupos acetil e &cidos urdnicos presentes no bagago de cana-de-
agucar encontrados na literatura.

Autores Grupos Acetil/%*  Acidos Urdnicos/%
(DE CARVALHO et al., 2015) 2,56 1,24
(CANILHA et al., 2011) 2,6 -
(PITARELO et al., 2012) 3,0 -
(AMORES et al., 2013) 3,1 -
(CARRASCO et al., 2010) 2,0 -
(ROCHA et al., 2015) 2,06-3,11 -
(ANDRADE; COLODETTE, 2014) 19 1,0
(BATALHA et al., 2015) 3,3 2,4
(ROCHA et al., 2012) 3,7 -

*Base biomassa seca com extrativos.

De acordo com a Tabela 23, pode observar que o contetdo de grupos Acetil possui
valores significativos, na faixa de 1,9 a 3,7%. Por outro lado, os &cidos urénicos possuem
menores teores variando entre 1,0 a 2,4% e por isso muitas vezes ndo sdo analisados.
Portanto, a quantificacdo desses componentes, faz que o balanco de massa total se
aproxime mais do valor exato.

E importante ressaltar que os grupos acetil protegem as xilanas contra a reacio de
despolimerizacdo terminal e, portanto a perda desse grupo durante a hidrolise ird causar
perda no rendimento.

A liberacdo dos &cidos urénicos durante a hidrolise é indesejavel, pois produzem
compostos toxicos, como o metano. Além disso, no ambito da celulose e papel esses

acidos podem causar amarelamento das folhas e, portanto aumento no gasto de reagentes.
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6. CONCLUSOES

Com auxilio de planejamentos experimentais, analises gravimétricas, métodos
cromatograficos e técnicas espectroscopicas foi possivel realizar um estudo dos
procedimentos usados para quantificacdo dos principais constituintes do bagaco de cana-
de-acucar. Alguns procedimentos foram melhorados com ganhos significativos no tempo
e custo da analise. Além disso, um maior conhecimento da amostra e de cada
procedimento foi obtido. As diferentes temperaturas estudadas para secagem das
amostras ndo demonstraram diferencas significativa pelo teste de Tukey a 5% de
significancia e a condicdo recomendada é a secagem em estufa a 45 °C por 24 h. Para a
remocao e determinacdo de extrativos, 0s tempos 6timos encontrados em agua e etanol
foram diminuidos significativamente. Na etapa de hidrolise, um maior tempo é necessario
em &cido sulfdrico concentrado para que as celobioses sejam quebradas liberando a
glicose. O método desenvolvido para separacdo e quantificacdo dos carboidratos no
HPLC foi eficiente, preciso e exato. O tempo de separa¢do cromatografica foi reduzido
em cerca de 30% com a adicdo de acetonitrila na fase movel. A coluna HPX-87H
apresentou melhor confiabilidade na quantificacdo dos carboidratos no hidrolisado do
bagaco de cana-de-acUcar das amostras analisadas. Além disso o uso da coluna HPX-87H
néo exige a correcdo do pH antes da injecdo no HPLC. O balanco de massa total para o
bagaco de cana-de-acUcar, apresentou resultado entre 90 a 92,8%, o qual foi considerado
satisfatorio, uma vez que as determinacdes de grupos acetil e acidos urénicos nao foram

realizadas.
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