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VALIDATION OF METHODOLOGY FOR THE CHEMICAL CHARACTERIZATION OF SUGAR CANE BAGASSE. In this
work, a methodology for the characterization of sugar cane bagasse was validated. Bagasse pre-treated with steam in a 5000 L
reactor at a pressure of 15.3 kgf/cm?, during 7 min, was used to test the methodology. The methodology consisted of the hydrolysis
of the material with H,SO, at 72% v/v, for the quantification of carbohydrates, organic acid, furfural and hydroxymethylfurfural by
HPLC; insoluble lignin and ash by gravimetry; and soluble lignin by spectrophotometry. Linearity, repeatability, reproducibility and

accuracy of the results obtained in two Research Laboratories were determined, and were considered to be suitable for the validation

of the methodology.
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INTRODUCAO

Materiais lignoceluldsicos na forma de biomassa de plantas,
como o bagaco de cana-de-agucar, sdo os mais abundantes comple-
xo0s organicos de carbono e sdo constituidos, principalmente, de trés
componentes: celulose, hemicelulose e lignina.! O bagaco de cana-
de-acticar, para a maior parte dos paises tropicais, € um dos principais
materiais lignoceluldsicos utilizados para a bioconversdo em etanol,
ja que estes materiais apresentam alta concentrag@o de carboidratos,
baixo contetido relativo de lignina, facil utilizacdo, baixo custo de
colheita, transporte e armazenagem.>

A metodologia utilizada para a determinag¢io da composicao qui-
mica do material € de extrema importancia em estudos de valorizacdo
de materiais lignoceluldsicos. Em particular, o desenvolvimento de
processos para a produgdo de etanol a partir da biomassa da cana-
de-actcar envolve a otimizagdo, de forma integrada, de diversas
etapas: pré-tratamento, hidrdlise e fermentag¢@o dos hidrolisados.
Para a avaliagdo da eficiéncia de diferentes processos alternativos, é
fundamental uma caracterizagio precisa da composi¢ao quimica da
biomassa durante a sua conversdo nas diferentes etapas envolvidas.

Para a caracterizagdo quimica de lignoceluldsicos geralmente é
utilizada uma hidrolise acida com acido sulftrico. Assim, ocorre uma
despolimeriza¢do do polissacarideo, formando oligdmeros e seus
aglicares constituintes, isto €, suas unidades repetitivas. No caso da
hemicelulose, as maiores fragdes sdo de xilose, dcido acético e fur-
fural. Ja para a celulose, sdo formados glicose e hidroximetilfurfural
(HMF) que, por sua vez, pode ser convertido a dcido férmico.?

O objetivo deste trabalho foi a validacdo da metodologia para
a caracteriza¢do quimica de bagaco de cana-de-agticar, quanto aos
teores de celulose, hemicelulose e lignina. A metodologia analitica
aqui avaliada foi descrita por Rocha er al.* e tem sido utilizada rotinei-
ramente nos laboratérios do Departamento de Biotecnologia da Escola
de Engenharia de Lorena (EEL/USP) para andlises de gramineas, tais
como bagaco e palha de cana-de-agucar. No presente trabalho, esta
metodologia foi validada, através da andlise de resultados de caracte-
rizacdo de uma mesma amostra de bagaco obtidos por 2 laboratdrios:
pelo Departamento de Biotecnologia da EEL e pelo Laboratério

*e-mail: estergouveia@gmail.com

de Processos Biotecnoldgicos do Departamento de Antibidticos da
UFPE. Ambos os laboratérios participam da Rede Bioetanol (rede
nacional financiada pela Financiadora de Estudos e Projetos - FINEP/
MCT), cujo objetivo € o desenvolvimento de um processo de producio
de etanol a partir da biomassa da cana-de-aguicar. A validagdo desta
metodologia garante a qualidade dos resultados obtidos pelos diversos
grupos que compdem esta rede.

PARTE EXPERIMENTAL
Material

Para a validagdo da metodologia, foi utilizada uma amostra de
bagaco de cana-de-agucar, pré-tratado na Usina Vale do Rosario
(SP), através de explosdo a vapor. A amostra foi caracterizada no
Laboratério B (EEL/USP) e no Laboratério A (Departamento de
Antibiéticos/UFPE) para comparac@o dos resultados.

O efeito do tratamento por explosdo a vapor sobre a organizagao
estrutural da celulose aumenta consideravelmente sua drea superficial
e, por conseguinte, sua susceptibilidade a hidrélise dcida e/ou enzima-
tica. Por esta razdo, este método de pré-tratamento tem sido proposto
para a conversdo de biomassa lignoceluldsica a etanol.’

O pré-tratamento do bagaco, com uma umidade de aproxima-
damente 50%, foi realizado em reator de 5000 L a uma pressdo
de 15,3 kgf/cm? (equivalente a 200 °C — pressdo de vapor d’dgua),
durante 7 min. A completa abertura da vélvula da base do reator se
deu em 15 s e o material pré-tratado foi transferido para um ciclone
por diferenca de pressdo. O material foi lavado exaustivamente até
a total remocdo dos agticares hidrolisados e, em seguida, foi seco a
temperatura ambiente e armazenado.

Hidrolise do bagaco de cana-de-agiicar com acido sulfiirico

Amostras de 2 g (moidas a 20 mesh em moinho Wiley) de bagaco
pré-tratado, pesadas com precisdo de 0,1 mg foram transferidas para
béqueres de 100 mL e tratadas com 10 mL de H,SO, 72% v/v, sob
vigorosa agitagdo, em um banho termostatizado (Fisatom) a 45 °C por
7 min. As amostras foram transferidas quantitativamente para frascos
erlenmeyers de 500 mL, adicionando-se o volume de 275 mL de dgua
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destilada. Os erlenmeyers foram fechados com papel aluminio e auto-
clavados por 30 min a 121°C. Ap6s a descompressdo da autoclave, os
frascos foram retirados e resfriados a temperatura ambiente, sendo a
fracdo sdlida separada da fragdo liquida por filtragcdo em papel de filtro
qualitativo. A frag@o liquida foi transferida para baldo volumétrico de
500 mL, o qual teve o seu volume posteriormente completado com
dgua destilada. A solugdo foi armazenada para analises posteriores de
carboidratos, dcidos organicos, furfural, HMF e lignina soldvel.

Determinacio de lignina insoliivel na fracao sélida

Lignina insolivel foi determinada de acordo com o método
Klasson modificado por Rocha et al..* O material retido no papel de
filtro foi lavado com 1500 mL de dgua destilada, transferido para
pesa-filtros para secagem em estufa a 100 °C até massa constante. A
percentagem de lignina insolivel foi calculada em relagdo a massa
de amostra seca conforme a Equagdo 1:

M, -M

%Ly, = C 100 )

A

onde: L, — Lignina Klason insoldvel; M, —massa de lignina insoltvel
seca; M. — massa de cinzas; M, — massa da amostra seca.

Determinacéo de lignina solivel na fracao liquida

A quantidade de lignina soltvel foi determinada pela medida de
absorvancia a 280 nm em espectrofotometro. O célculo da lignina
solivel foi determinado conforme a Equagdo 2.4

C,, = 4187*107(A-A )-3279%10* 2)

onde: Clig - concentragdo de lignina soltvel, em g/L; A | - absorvancia
da solucdo de lignina junto com os produtos de degradacgio, em 280
nm; Ap .= €, € +c¢, € —absorvincia, em 280 nm, dos produtos de
decomposicdo dos agucares (furfural e HMF), cujas concentra¢des
¢, e ¢, foram determinadas previamente por CLAE (cromatografia
liquida de alta eficiéncia) e €, e €, sdo as absortividades e valem,
respectivamente, 146,85 e 114,00 L g'cm™.

Determinacio de carboidratos, acidos organicos, furfural e
hidroximetilfurfural na fracio liquida

Antes da determinagdo de carboidratos e de dcidos organicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, o hidrolisado foi aplicado
em cartuchos de extra¢@o em fase s6lida Sep-Pak C,, (Phenomenex).
Para a construcdo das curvas de calibrag@o dos carboidratos, foram
injetadas no cromatdgrafo liquido, solugdes contendo celobiose,
glicose, xilose e arabinose. A construcdo das curvas de calibragio
dos 4cidos organicos foi realizada através da injecdo de solucdes
contendo 4cido acético e dcido férmico. As condigdes das andlises
no Laboratdrio A, foram: coluna Phenomenex Rezex ROA-Organic
Acid H* (8%); fase mével: H,SO, 0,005 mol L'; fluxo de 0,6 mL
min’'; temperatura do forno: 45 °C e detector de indice de refragao
em cromatdgrafo liquido da Agilent (modelo 1100). Nas anélises de
carboidratos e dcidos organicos, realizadas no Laboratério B, foi uti-
lizada uma coluna Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad) e um
cromatdgrafo da Shimadzu (modelo CR 7), empregando um detector
de indice de refragd@o Shimadzu modelo RDI-6, sendo a fase médvel, o
fluxo e a temperatura iguais aquelas utilizadas no Laboratério A.

Da mesma forma, para a construgdo das curvas de calibragdo de
furfural e de hidroximetilfurfural, foram injetadas solucdes contendo
estes dois compostos. Nas andlises de furfural e de hidroximetilfur-
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fural, uma amostra do hidrolisado foi filtrado em membrana de 0,45
um. As condic¢des das andlises no Laboratério A, foram: coluna C-18
(Beckman); fase moével: solucdo de acetonitrila/dgua 1:8 com 1% de
dcido acético; fluxo de 0,8 mL min''; detector UV/VIS a 274 nm; tem-
peratura do forno a 25 °C, em cromatdgrafo liquido Agilent (modelo
1100). Nas andlises de carboidratos e dcidos organicos, realizadas
no Laboratério B, foi utilizada coluna C-18 (Hewlett-Packard) em
cromatégrafo Shimadzu modelo CR 7A com detector de UV visivel
marca Shimadzu modelo SPD-10, sendo a fase movel, o fluxo e a
temperatura também iguais aquelas utilizadas no Laboratério A.

Determinacao de cinzas

Ap6s a determinacio da lignina insolivel em meio dcido, a mes-
ma, juntamente com o papel de filtro, foi transferida para um cadinho
de porcelana, previamente tarado. A amostra foi calcinada lentamente
até 300 °C e mais 2 h a 800 °C, em uma mufla (Fornitec modelo MDS
15X15X30). Na determinacgiio das cinzas totais, pesaram-se apro-
ximadamente 2 g do bagaco em cadinho de porcelana previamente
tarado. Por diferenca de massa, o teor de cinzas da lignina insoluvel
e das cinzas totais foi determinado conforme a Equacio 3.

% cinzas = % *100 3)
a

onde: % cinzas — percentual em massa de cinzas; M_ — massa de
cinzas (diferenga entre a massa do cadinho com cinzas e a massa do
cadinho vazio); M, — massa da amostra base seca.

Validacio do método de caracterizacio

A validac@o do método de caracterizagdo foi obtida pela determi-
nag¢do dos parametros: linearidade, repetibilidade, reprodutibilidade
e exatiddo, utilizando os Programas Microsoft Office Excel 2007 e
Microcal Origin 6.0. A andlise da varidncia também foi realizada
utilizando estes programas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Linearidade

A linearidade € a resposta obtida em fungdo da concentragdo do
analito (produto comercial), a qual deve ser estudada em um intervalo de
concentracdo apropriado.® A faixa linear de detecgdo que obedece a Lei
de Beer depende do composto analisado e do tipo de detector utilizado.
A linearidade foi determinada pelo coeficiente de correlagio (R), obtido
pelo gréfico relacionado a resposta do equipamento (detector UV/VIS ou
Indice de Refracio) em funcdo de vérias concentragdes dos analitos. A
faixa linear para cada analito, em ambos laboratérios, foi: 0,0306-0,306
g/L (celobiose); 0,1621-1,621 g/L (glicose); 0,0622-0,622 g/L. (xilose);
0,0316-0,316 g/L (arabinose); 0,0293-0,293 g/L (4cido férmico); 0,0286-
0,286 g/L (4cido acético); 0-1 g/L (furfural); 0-0,8 g/L (hidroximetil-
furfural) O nimero minimo de pontos geralmente aceito nos graficos
de calibragao varia entre 5 ¢ 6 pontos.® Neste trabalho foram utilizados
5 pontos. Os coeficientes para cada equacio da reta (Area = a C + b;
C — concentragdo), obtidas em ambos laboratérios, sdo apresentados na
Tabela 1. Em ambos laboratdrios foram obtidas adequadas linearidades,
com coeficientes de correlacdo maiores que 0,995.7

Repetibilidade

A repetibilidade expressa a fidelidade obtida nas mesmas condi-
¢des operacionais, aplicadas em um curto intervalo de tempo.® Para a
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Tabela 1. Parametros das curvas de calibracdo dos componentes
Laboratdrio A Laboratério B
a R a b R

Celobiose 3,44x10° 1,000 3,43x10° 3,34x10° 0,997
Glicose 3,12x10° 0,999 2,81x10° 9,19x10° 0,997
Xilose 2,94x10° 1,000 2,77x10° 4,13x10° 0,997
Arabinose 3,25x10° 1,000 2.81x10° 2,49%10° 0,998
Acido férmico 1,20x10° 0,999 9,67x10* 9,18x10? 0,997
Acido acético 1,84x10° 0,999 1,48x10° 9,57x10? 0,996
HMF 1,24x10° 0,990 3x107 1,02x10° 1,000
Furfural 1,69%x10° 0,998 5%107 3,91x10° 1,000

Tabela 2. Repetibilidade obtida para celulose, hemicelulose e lignina total no Laboratério A

Analista 1 Analista 2

Experimentos Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina Total (%) Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina Total (%)
1 49,99 8,06 33,55 50,42 7,93 34,93

2 48,00 7,86 33,84 49,63 7,89 34,85

3 46,50 8,09 34,63 48,94 8,00 33,98
Média 48,16 8,00 34,01 49,66 7,94 34,59

S 1,43 0,10 0,46 0,60 0,04 0,43

Ccv 2,97 1,28 1,34 1,22 0,57 1,24
avaliagdo da repetibilidade do método de caracterizagdo quimica, foram Reprodutibilidade

realizados seis (Laboratério A) e trés (Laboratério B) procedimentos de
hidrélise com dcido sulftrico a 72% v/v e todas as etapas subsequentes,
para determinar os teores de celulose, hemicelulose e lignina presentes
na amostra de bagaco de cana-de-acticar. Ao determinar carboidratos,
4cidos organicos, furfural e HMF, € possivel se calcular os teores de
celulose e de hemicelulose utilizando os seguintes fatores de conversio:*
celulose (0,90 x massa de glicose; 0,95 x massa de celobiose; 1,20 x
massa de HMF; 3,09 x massa de acido formico); hemicelulose (0,88
x massa de xilose; 0,88 x massa de arabinose; 0,72 x massa de acido
acético; 1,37 x massa de furfural).

As Tabelas 2 e 3 apresentam os resultados de repetibilidade de
celulose, hemicelulose e lignina total obtidos em ambos os labora-
tdrios, respectivamente.

Tabela 3. Repetibilidade obtida para celulose, hemicelulose e lignina
total no Laboratério B

Experimentos Celulose Hemicelulose  Lignina Total
(%) (%) (%)

1 48,2 8,8 34,9

2 47,3 9.8 34,5

3 47,6 82 33,5

Média 47,7 8,9 343

S 0,37 0,66 0,59

Ccv 0,78 7,39 1,72

O coeficiente de variagdo (CV) menor que 20% foi utilizado
como um critério para avaliar a repetibilidade do método.” Pode-se
observar nas Tabelas 2 e 3 excelentes repetibilidades dos resultados
obtidos em ambos os laboratdrios, com coeficientes de variagdo bem
abaixo de 20%.

A reprodutibilidade designa a fidelidade entre laboratérios,
geralmente obtida em andlises colaborativas. A principal funcio da
reprodutibilidade € confirmar se determinada metodologia pode ou
nao ser transferida de um laboratdrio para outro, gerando resultados
confidveis dentro dos critérios estabelecidos. Assim, enquanto o termo
repetibilidade se refere a precisdo intralaboratorial, a reprodutibili-
dade se refere a precisdo interlaboratorial.®

A reprodutibilidade foi avaliada entre ambos os laboratdrios pela
andlise da variancia (Tabela 4). O nivel de significancia, no presente
trabalho considerado 95%, € a probabilidade de se rejeitar a hipdtese
que as medidas ndo sejam significativamente diferentes, quando
a probabilidade (p-valor) for menor ou igual a 0,05.% Como pode
ser observado na Tabela 4, as medidas de celulose, hemicelulose e
lignina na amostra de bagago pré-tratado com vapor, realizadas nos
dois laboratérios, ndo foram significativamente diferentes, uma vez
que as probabilidades (p-valor) foram maiores que 0,05.

Os termos Entre Grupos e Dentro dos Grupos referem-se a forma
como foram analisados os dados, ou seja, a comparagdo das medi-
das em cada laboratério (Dentro dos Grupos) e as medidas entre os
laboratérios (Entre Grupos). Nas medidas da celulose, as variacdes
em cada laboratério e entre os laboratérios foram semelhantes. No
caso da hemicelulose, as variagdes também foram semelhantes, tanto
em cada laboratério, como entre os laboratdrios, mas cerca de quatro
vezes menores, que aquelas encontradas nas medidas da celulose. As
variagdes das medidas da lignina foram cerca de trés vezes menores
em cada laboratério que as variagdes nas medidas da celulose. Por
outro lado, as varia¢des entre os laboratérios foram cerca de quatorze
vezes menores em variagdes que as medidas da celulose.

Exatidao

A exatiddo expressa a concordancia entre o valor encontrado
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Tabela 4. Reprodutibilidade obtida para celulose, hemicelulose e lignina total entre ambos laboratdrios

Fonte de variagao Soma quadrética Graus de liberdade Meédia quadratica F p-valor
CELULOSE
Entre grupos 6,32 3,16
siup 2,48
Dentro dos grupos 7,65 1,27 0,16
HEMICELULOSE
Entre grupos 1,86 2 0,93
4,14 0,07
Dentro dos grupos 1,34 0,22
LIGNINA TOTAL
Entre grupos 0,50 2 0,25
0,68 0,54
Dentro dos grupos 2,22 0,37

e o valor aceito como verdadeiro ou como referéncia. Assim, uma
variacdo expressa como 105% indicaria uma tendéncia positiva de
desvio de 5%, enquanto uma exatiddo expressa como 95% significaria
uma tendéncia negativa de 5%.°

No presente trabalho, para a avaliacdio da exatiddo, foram con-
siderados os valores dos balancos de massa, ou seja, os teores de
celulose, hemicelulose, lignina total e cinzas totais foram somados
e considerados exatos, para resultados de 100 + 5%. A Tabela 5
apresenta os resultados dos balangos de massa do bagaco tratado com
vapor e caracterizados em ambos os laboratdrios. As cinzas totais
obtidas para o Laboratério A foram igual a 6,6 e para o Laboratdrio
B foram 5,5 %.

Tabela 5. Exatidao do método de caracterizacio quimica pelo balanco
de massa obtido em ambos laboratérios

Laboratorio A Laboratério B

Analista 1 Analista 2 Analista
98,20 99,88 97,4
96,30 98,97 97,1
95,82 97,52 95,0

Para o bagaco de cana-de-agticar sem pré-tratamento, os teores de
celulose, hemicelulose e de lignina foram, respectivamente, 42,8; 25,8
e 22,1%, sendo a quantidade de cinzas totais 1,4% e de extrativos de
6,1%. Trabalho recente utilizando bagaco de cana-de-acicar indica
percentuais proximos para os trés maiores componentes: celulose —
43,9%, hemicelulose — 26,4% e lignina — 22,2%.°

Observando-se as Tabelas 2 e 3, verifica-se que os teores de
celulose (48,65%) e de lignina (34,29%) sdo um pouco maiores
que aqueles encontrados para o bagaco sem pré-tratamento (42,8 e
22,1%, respectivamente), enquanto que os teores de hemicelulose

sdo menores (8,28%) que o do bagaco in natura (25,8%), devido
ao material ter sido submetido a um pré-tratamento com vapor, que
elimina boa parte da hemicelulose.’?

CONCLUSOES

O método de caracterizagio do bagaco de cana-de-agticar apresen-
tou excelente linearidade, repetibilidade, reprodutibilidade e exatido,
sendo possivel a sua utilizagdo em dois diferentes laboratdrios. A
validagdo deste método traz um importante avanco para as pesquisas
com materiais lignoceluldsicos, como a produgdo de etanol a partir
do bagaco de cana-de-actcar.
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