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Resumo

RESUMO

Os métodos analiticos empregados atualmente para a caracterizacao
qguimica de materiais lignocelulésicos foram desenvolvidos para a madeira e
sdo empregados com pequenas modificacdes ao bagaco e a palha da cana-de-
acucar. A ndo existéncia de metodologia especifica para estes materiais leva a
obtencao de resultados inadequados e dificultam tanto o planejamento quanto
a interpretacéo de resultados. Sendo assim, o objetivo principal deste trabalho
€ desenvolver metodologias analiticas especificas para a caracterizagdo
quimica da palha e do bagaco de cana-de-aclcar. A determinacdo de lignina
foi estudada a partir da hidrélise e solubilizacdo da celulose e hemiceluloses
em solu¢do de acido sulfurico. A frag@o insoluvel foi analisada por analise
elementar, espectroscopia no infravermelho, espectrometria de ressonancia
magnética nuclear de C** no estado sélido e analise termogravimétrica (TGA).
Os acucares hidrolisados e produtos derivados destes foram analisados por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foi realizada uma
andlise de holocelulose que é complementar & determinacdo de lignina. O
procedimento consiste no tratamento do material lignoceluldsico (pré-extraido
com cicloexano/etanol) com solugdo de clorito de s6dio em meio acido. Os
resultados obtidos ndo apresentaram similaridade nas correlagbes entre os
métodos analiticos, entretanto mostraram que o bagaco integral e suas fracdes
separadamente apresentam comportamentos diferentes, frente ao tratamento

acido, o que ressalta a necessidade de métodos analiticos especificos.
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Abstract

ABSTRACT

The analytical methods currently used for chemical characterization of
lignocellulosic materials were developed for wood and are applied with minor
modifications for sugar cane bagasse and straw analysis. The lack of specific
methodology for these materials leads to inadequate results and hamper both
the planning and the interpretation of results. Thus, the main aim of this work is
to develop specific analytical methodologies to the chemical characterization of
sugar cane bagasse and straw. The determination of lignin was studied by the
hydrolysis and dissolution of the polysaccharide fraction in sulfuric acid solution.
The insoluble fraction was analyzed by elemental analysis, Fourier Transform
Infrared (FT-IR), Carbon-13 nuclear magnetic resonance spectroscopy (**C
NMR), Gel permeation chromatography (GPC) and Thermogravimetric analysis
(TGA). The sugars and derivatives of these hydrolysates were analyzed by High
performance liquid chromatography (HPLC). It was also performed a
complementary analysis from the holocellulose content determinations in order
to check the values obtained by the klason procedure. The results showed the
dependence of sulfuric acid concentration on lignin content determinations and
the role of condensation reactions in the lignin characteristics. Despite the
similarities in chemical composition, klason lignins obtained from straw
exhibited very low molar masses. Preliminary results obtained from
holocellulose determinations showed also the need for optimized oxidation

procedures in order to be successful applied to sugar cane bagasse analysis.
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Introducao

1- INTRODUCAO

1.1- BIOMASSA

Petréleo, gas natural e seus derivados respondem por 55% do consumo
mundial de energia [BNDES, et al.,, 2008]. S&o esses combustiveis que
permitem boa parte das atividades industriais e possibilitam o desenvolvimento
econdbmico dos paises. Entretanto, como combustiveis de origem féssil, as
suas reservas sao finitas, e 0 seu uso é um dos principais responsaveis pela
emissdo de gases poluentes que estdo provocando mudancas climaticas e o
aguecimento global.

No inicio deste século, com a conscientizacdo a nivel mundial da
necessidade de fontes renovaveis de energia e de preservacdo do meio
ambiente, surge uma nova perspectiva de produzir combustiveis a partir de
matéria organica renovavel (biomassa). Essa biomassa acumula energia
quimica que, para 0s vegetais, provem da conversdo de energia luminosa
gracas a fotossintese. Capaz de aliviar preocupantes problemas ambientais, a
energia fotossintética traz uma nova dindmica ao mundo agroindustrial e
oferece uma alternativa a evolugdo industrial em um contexto mais racional e
sustentavel.

A producgdo de biocombustiveis com base em matérias-primas vegetais
pode ser efetuada por distintas rotas tecnolégicas, com diferentes vantagens e

limitagbes. Entre os biocombustiveis liquidos, destacam-se o etanol e o
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biodiesel. O bioetanol, também conhecido como etanol celuldsico, representa a
segunda geracdo de biocombustiveis. Enquanto a primeira geracdo requer a
utilizacdo de produtos agricolas como matéria-prima (sacarose de cana-de-
acucar, por exemplo), a segunda geracdo utiliza residuos agricolas e
agroindustriais (celulose do bagaco de cana-de-acucar, por exemplo) como
insumo na producao de biocombustiveis. O bietanol pode ser produzido a partir
de qualquer biomassa que contenha quantidades significativas de amido (como
trigo, milho e outros graos), acucares (como cana e beterraba) ou celulose. A
Figura 1 sintetiza as rotas tecnolégicas para producdo de bioetanol,

considerando as diferentes matérias-primas de interesse.

ﬁmassa acucarada Biomassa amilacea Biomassa celuldsica
(Cana e beterraba) (milho, trigo, mandioca) (em desenvolvimento)
Ex}ragao por Separacdo, limpeza Moagem
Presséo ou difusdo e moagem

| !

Hidrdlise acida ou
enzimatica

| |

Solugao Fermentavel |

|

‘ Fermentacdo

|

\\ ‘ Destilacéo — Etanol

Figura 1. Rotas para produc¢ao de etanol.

‘ Hidrélise enziméatica
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O biodiesel € uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos, obtidos a
partir de matérias ricas em acidos graxos, caso dos Oleos vegetais e das
gorduras animais. Os processos atuais de producdo de biodiesel estédo
centrados fortemente na reacao de transesterificacado de 6leos vegetais usando
etanol anidro como reagente e catalise basica homogénea usando hidroxidos
ou alcooxidos de metais alcalinos. Quando queimado em substituicdo total ao
Oleo diesel, libera 50% a menos de material particulado e 98% a menos de

enxofre. Além disso, é biodegradavel e ndo toxico (BOEHMAN, 2005).

1.2- BIOENERGIA E BIOCOMBUSTIVEIS

O interesse mundial pelo desenvolvimento dos biocombustiveis
aumentou em meados dessa década em virtude de uma preocupacédo maior
com o desenvolvimento de fontes renovaveis de energia e problemas
ambientais causados pela queima de combustiveis fosseis. Nesse cenario,
destaca-se o Brasil onde o programa de bioetanol apresenta bons resultados.
O etanol, produzido da cana-de-agUcar, ja substitui hoje metade da gasolina
que seria consumida e seu custo é competitivo sem o0s subsidios que
viabilizaram o programa no seu inicio.

O setor sucroalcooleiro brasileiro passou por profundas alteragdes nos
altimos 30 anos. Em meados da década de 70, com a necessidade de reducgéo

de importa¢cdes, o governo Brasileiro criou o Proalcool (Programa Brasileiro de
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Alcool), o qual provocou o primeiro grande impacto no setor sucroalcooleiro
brasileiro, gerando a primeira grande onda transformista.

O Proalcool teve por objetivo criar uma fonte alternativa de combustivel
para veiculos providos de motor a explosdo com ciclo Otto e promover a
criacdo de emprego no Brasil. Este programa, apesar de suas falhas, injetou
consideravel soma de capital no setor, o inicio do desenvolvimento tecnolégico
em todos os segmentos econdmicos relacionados com a producéo de alcool a
partir da cana de acucar, principalmente.

Embora o uso do alcool combustivel, iniciado ha mais de trés décadas,
tenha sofrido uma crise de desabastecimento nos anos 80 e 90, as pesquisas
nessa area tém continuamente avancado no pais, tanto nas instituicoes
publicas quanto na esfera privada. E ganharam um novo impulso com o
sucesso dos carros bicombustiveis no mercado. A cada ano, surgem novas
espécies de cana mais resistentes a pragas ou a seca e com maior
produtividade de agucar e alcool. A maior promessa para um futuro préximo é
aproveitar também a palha e o bagaco resultante da moagem da cana — hoje
usado para geracdo de energia térmica ou alimentacao animal — para produzir
alcool combustivel.

O Brasil produz atualmente cerca de 16 bilhdes de litros de etanol
combustivel, o que representa 35% do total mundial. [ERENO, D , 2007]. Como
hoje apenas um terco da biomassa contida na planta cana € aproveitado para a
producdo de acucar e de etanol, o grande desafio é transformar a celulose,
presente no bagaco e na palha (descartada na colheita), em alcool

combustivel.
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O aproveitamento do bagaco e da palha de cana ainda merece muitos
estudos. Para que esta biomassa possa ser utilizada como matéria-prima para
0S processos quimicos e bioldgicos de producéo de alcool sdo necessarios a
realizacdo de pré-tratamentos para desorganizar o complexo lignoceluldsico,
sendo o principal desafio a remocé&o seletiva e quantitativa da lignina. Além de
nao levar a producdo de alcool, a presenca de lignina inibe o processo de
fermentacao dos acucares.

A deslignificacdo dos materiais lignoceluldsicos e as analises (qualitativa
e quantitativa) destes materiais envolvem particularidades morfolégicas e
estruturais dos diferentes tecidos vegetais. Os meétodos atualmente
empregados para a realizacdo destas etapas foram desenvolvidos para
aplicacado em estudos de arvores e suas respectivas madeiras e ndo produzem,
necessariamente, os melhores resultados quando aplicados ao bagaco e a
palha da cana-de-acucar. Os valores de lignina encontrados na literatura, para
0 bagaco e palha de cana-de-acucar, apresentam uma variacao de cerca de 10
pontos percentuais, como pode ser observado na Tabela 1.

O crescimento da importancia da alcoolquimica e a particularidade
quimica e morfoldgica da cana-de-acucar (e seus subprodutos agroindustriais)
demandam o desenvolvimento de métodos especificos, tanto para sua

caracteriza¢do quimica como para seu processamento industrial.
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Tabela 1. Valores de lignina no bagaco de cana-de-acucar.

Medula Bagaco Referéncias
Integral
16,1 — SANJUAN, R. et a.l
25,3 HOAREAU, W. et a.l
o 23,8 VIERA, R. G. P. et a.l
Lignina 18,1 MARTIN, C. et a.l
(%) 18,6 KELLY, S. S. etall

—_ WIDYORINI, R et a.l
24,6 AGUIAR, C.L. eta.l
18,9 ROWELL, R. M. eta.l
24,5 PASQUINI, D. et a.l
18,5 NASSAR, M. M. et a.l
13,0 SMITH, N. G. J. eta.l

1.3- CANA-DE-ACUCAR

O Brasil é o maior produtor de cana-de-acucar do mundo, seguido por
india e Austrélia. Planta-se cana no Centro-Sul e no Norte-Nordeste do pais, o
que permite dois periodos de safra no ano. A producédo de cana-de-acucar no
Brasil tem crescido nos ultimos anos, atingindo na safra 2007/2008 um total de
aproximadamente 500.000.000 toneladas (Tabela 2). [UNICA - Unido da
Industria de Cana-de-Acucar, 2007].

A cana-de-acucar € composta pela epiderme, capa fina que recobre e
protege o talo, atuando como impermeabilizante, a casca, composta de fibras
bastante lignificadas que protegem o talo dos efeitos mecanicos externos,
dando sustentacdo a planta, e na parte interior do talo se encontra o tecido
parenquimatoso, cuja funcédo € armazenar o suco acucarado (Figura 2). Imerso

dentro desse tecido aparecem feixes de fibras e vasos que juntos possuem a
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funcdo de conduzir os nutrientes e produtos produzidos pela planta [ICIDCA,

1990].

Tabela 2. Toneladas de cana-de-agUcar processadas pelas usinas brasileiras.

Centro-Sul

Norte-

03/04

04/05

05/06

06/07

07/08

299.120.591

60.194.968

328.697.362

337.714.418

372.285.061

431.184.748

Nordeste
Brasil

57.392.755

49.727.458

53.250.700

62.199.804

359.315.559

386.090.117

387.441.876

425.535.761

Fonte: Unido da Industria de Cana-de-Agucar, 2007.

493.384.552

Figura 2. Seccdao transversal do talo da cana-de-acucar.
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O bagaco de cana-de-acucar € um material lignoceluldsico fibroso que
se obtém ap6s a moagem da cana-de-acuicar. E formado por um conjunto de
fragmentos bastante heterogéneo com dimensdes que oscilam de 1 a 25 mm.
A granulometria do bagaco depende do trabalho de moagem e da variedade da
cana. Do ponto de vista fisico, o bagaco industrial é constituido por cerca de
50% de umidade, 45% de estruturas fibrilares e 5 % de extrativos e
componentes inorganicos. Esta fracdo de estruturas fibrilares € composta por
55 a 60% de fibras (células fibrilares), 30 a 35% de medula (células de
parénquima) (Figura 3) e 10 a 15% de outros componentes [ICIDCA, 1990].

A composicdo quimica do bagaco apresenta pequenas variagcbes em
funcdo da variedade da cana empregada e da localizacdo geografica dos locais
de cultivo. O bagaco € composto por celulose, polioses (hemiceluloses) e
lignina, como principais componentes macromoleculares. A celulose é o
principal componente da parece celular e representa 41 a 44% do bagaco, a
lignina representa de 20 a 22%, as polioses representam 25 a 27% e o
restante, cerca de 10%, sdo componentes minoritarios de baixo peso
molecular, extrativos e substancias minerais. [ICIDCA, 1990].

A principal dificuldade encontrada na andlise de composicédo quimica de
materiais lignoceluldsicos é o fato de que as macromoléculas presentes na
parede celular (celulose, polioses e lignina), se encontram intimamente
associadas. Nas diferentes etapas empregadas nos processos analiticos,
por¢cBes de ligninas e de polissacarideos permanecem como residuos junto as
fracbes isoladas de holocelulose (celulose + polioses) e de lignina,
respectivamente. Como resultado, o balanco de massas destas analises

dificilmente alcanca 100%, especialmente se o numero de etapas ou analises
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individuais é elevado, causando lapsos ou sobrepondo resultados, combinados
com a adicao de erros individuais. Valores entre 98 e 102% para o balanco de

massa sao geralmente considerados aceitaveis.

Figura 3. Imagens da fracédo (A) fibra e (B) medula, componentes do bagaco

de cana-de-acUcar.
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A utilizacéo industrial da madeira para fabricacdo de papel ja conta com
mais de 100 anos e foi acompanhada do desenvolvimento de metodologias
analiticas e de processamento. Atualmente as normas brasileiras (NBR) da
ABNT — Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ja dispdem sobre varios
meétodos aplicados a determinacfes da composicdo quimica quantitativa e
qualitativa da madeira. Na industria de papel e celulose, a determinacdo de
lignina é uma analise muito importante para caracterizar a matéria prima,
avaliar efeitos dos tratamentos quimicos, fisicos e biologicos aplicados a
madeira, monitorar a liberacdo de efluentes e estimar a quantidade de
reagentes em reacdes de branqueamento.

No caso particular da cana-de-agucar, a utilizacédo industrial concentrou-
se em produtos derivados da sacarose: acucar e alcool. Por outro lado, a
utilizacdo do bagaco de cana-de-acucar, que tem se limitado a producéo de
polpas celuldésicas em alguns poucos paises, utilizacdo em racdo animal e,
mais recentemente, na geracao de energia pela sua queima em caldeiras, vem
sendo alvo de pesquisas para producdo de bioetanol e produtos com maior
valor agregado. Em todas estas aplicacbes e em maior ou menor extensao,
foram utilizados métodos de caracterizacao originalmente desenvolvidos para a
madeira.

Comparando a morfologia da cana-de-acicar com a madeira podemos
observar diferencas significativas. As madeiras de coniferas (softwood) séo
compostas por 90-95% de traquedides, que sdo células longas e delgadas com
arestas fechadas achatadas ou cénicas, ja as madeiras de folhosas (hardwood)
apresentam o tecido basico de sustentacdo constituido por fibras libriformes,

fibro-traquedides e vasos de conducdo. A cana é composta em grande parte
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por células de parénquima que sdo menores e compactas. Na Figura 4 séo
apresentadas estruturas varios tipos de fibras. A espessura das paredes de
fibras ou traquedides, o niumero e o diametro de vasos, bem como o niumero de
células de parénquima, determinam a densidade das madeiras. E apesar da
ampla utilizacdo da cana-de-acgucar e de suas caracteristicas morfolégicas que
a diferenciam das madeiras, os métodos de caracterizacdo da fracéo
lignocelulésica do bagaco e da palha da cana-de-aglucar seguem o0s
procedimentos estabelecidos para a madeira. O desenvolvimento de novas
espécies de cana de acucar e o uso da fracdo de polissacarideos, em especial
a celulose, presentes no bagaco de cana-de-acgucar para a producao de etanol

celulésico reforca a demanda por métodos especificos de caracterizacao.
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Figura 4. Elementos constituintes da madeira de folhosa: A, B, C — elementos
de vasos largos; D, E, F — elementos de vasos estreitos; G- traqueodide; H —
fibrotraquedide; | — fibra libriforme; J — células de parénquima radial; K — células

de parénquima axial.

12



Introducao

1.4 - COMPOSICOES QUIMICAS DO BAGACO DE CANA-DE-ACU CAR

1.4.1 - CELULOSE

A celulose, representada na Figura 5, € o polissacarideo mais abundante
na natureza, sendo base estrutural das células das plantas, ¢ a mais
importante substédncia natural produzida pelos organismos vivos. A
porcentagem de celulose nas plantas varia dependendo da origem. O
isolamento da celulose é fortemente influenciado pelas substancias que
acompanham a celulose na parece celular. Compostos como gorduras, ceras,
proteinas e pectina podem ser facilmente removidos por extragdo com
solventes organicos e alcalis diluidos. Sua cadeia se constitui de unidades de
anidroglicose, unidas através de ligacdes [-1,4-glicosidicas, resultando num
polimero de alto peso molecular. As cadeias de celulose nas paredes celulares
das plantas séo arranjadas compactamente, de modo que suas fibras
apresentam regifes nitidamente cristalinas, uma consequéncia do numero
grande de ligagOes de hidrogénio que resulta numa forte interacdo entre suas
moléculas. Os grupos funcionais da cadeia de celulose responsaveis por essas

interagcdes sao grupos hidroxilas.
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H H2 OHO . H H
Ny o. Cadeia de g
OH celulose ' HcoH

HoCOH
| 6
| |
ponta celobiose ponta
nio-redutora 1,03 nm redutora

Figura 5. Representacdo da molécula de celulose.

Os grupos OH das moléculas de celulose sao capazes de formar dois
tipos de ligagBes de hidrogénio (Figura 6). Ha ligagbes de hidrogénio entre
unidades de glicose adjacentes formando ligacdes intramoleculares, e ligagdes
de hidrogénio entre unidades de glicose de cadeias de celulose adjacentes
formando ligagbes intermoleculares.

A dissolucdo da celulose € possivel por meio de conversdes
heterogéneas em ésteres (celulose nitrato e celulose acetato) ou éteres
(metilceluloses, caboximetilceluloses) sollveis. Pode também ser diretamente
dissolvida em acidos concentrados. Contudo, o tratamento com &cidos pode
conduzir a uma clivagem hidrolitica das cadeias de celulose, gerando produtos
de degradacdo como ésteres ou adigcdo de compostos. [FENGEL; WEGENER,

1984].
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Figura 6. Ligacdes de hidrogénio intra e intermolecular na celulose.

Os processos de dissolucdo da celulose comecam com a degradacéo
das fibras e estruturas fibrilares e resulta na completa desintegracéo
modificando o comprimento das cadeias. A degradacdo da estrutura
supramolecular ocorre pela insercdo de grupos quimicos que quebram as

ligacdes intermoleculares e solvatam as moléculas deslocadas da cadeia.
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1.4.2 - POLIOSES

Polioses sédo polissacarideos nao celulésicos também denominados
hemiceluloses, seu peso molecular varia entre 25.000 a 35.000. Estéo
associadas a celulose e a lignina nos tecidos vegetais.

As polioses diferem da celulose pela composicéo de varias unidades de
acucar, com cadeias moleculares menores e ramificadas. Enquanto a celulose,
como substancia quimica, contém exclusivamente a D-glicose como unidade
fundamental, as polioses sdo polimeros, em cuja composi¢cao podem aparecer
condensadas em propor¢des variadas, as seguintes unidades de acucar: p-D-
xilose, B- D-manose, B-D-glicose, a-L-arabinose, a-D-galactose, acido B-D-
glicourénico, &cido B-D-galactourdnico e &cido a-D-4-metilglicourdnico. As
estruturas dos principais agUcares estdo mostradas na Figura 7.

Como observado na Figura 7, algumas das unidades de acucares que
compdem as polioses possuem cinco atomos de carbono, sendo denominadas
pentoses, outras, porém, possuem seis atomos de carbono, sendo
denominadas hexoses. Os polimeros formados pela condensacao de pentoses
sdo chamados pentosanas, e os formados por hexoses, hexosanas. As
polioses ndo séo, portanto um composto quimico definido, mas sim uma classe
de compostos poliméricos presentes em vegetais fibrosos, possuindo cada um

destes componentes propriedades caracteristicas.
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Figura 7. AcgUcares componentes das polioses.

Madeiras de folhosas e coniferas diferem ndo sé na porcentagem do

total de polioses, mas também na porcentagem individual de cada acUcar que

compdem as polioses. Coniferas possuem uma maior proporcdo de unidades

de manose e galactose quando comparado as folhosas. Estas, por sua vez,

apresentam uma maior proporcao de unidades de xilose e grupos acetila que o

encontrado em coniferas. No caso especifico do bagaco de cana, o principal

acucar constituinte das polioses é a xilose [FENGEL; WEGENER, 1984].
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1.4.3-LIGNINAS

A lignina é um dos principais componentes da biomassa vegetal,
possuindo natureza aromatica e muito complexa. Estdo presentes em muitas
espécies vegetais com teores que variam de 15 a 36%, e ndo possuem a
mesma estrutura quimica em todas elas. E um polimero derivado de unidades
fenilpropénicas (unidades-C9) que tém sua origem na polimerizacao
desidrogenativa dos alcoois: cumarilico (unidade p-hidroxifenila), coniferilico

(unidade guaiacila) e sinapilico (unidade siringila) (Figura 8).

C|:H20H C|:H20H C|:H20H
i i§ i
HC HC HC
OCH; HsCO OCH;
OH OH OH

(1) (I (1)

Figura 8. Precursores primarios das ligninas: alcool p-cumarilico (1), alcool

coniferilico (1) e alcool sinapilico (llI).
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Do ponto de vista morfolégico a lignina € uma substancia amorfa
localizada na lamela média, bem como na parede secundaria. Durante o
desenvolvimento das células, a lignina € incorporada como o Ultimo
componente na parede, interpenetrando as fibrilas e assim fortalecendo e
enrijecendo as paredes celulares. Tem um importante papel no transporte de
agua, nutrientes e metabolitos, sendo responsavel pela resisténcia mecanica
de vegetais, além de proteger os tecidos contra o ataque de microorganismos.
[FENGEL; WEGENER, 1984].

Devido ao seu alto conteudo na madeira, a lignina € um produto
secundario da producdo de polpa celulosica, por via quimica. Embora a
quantidade de lignina extraida nas operacdes de polpacdo em todo o mundo
seja estimada em mais de 70 milhfes de toneladas por ano, menos de 2% séo
efetivamente recuperadas para utilizacdo como produtos de mercado.
[GANDINI, A.; BELGACEM, M, 2008]. Este numero € maior que aquele
correspondente a producédo de polimeros sintéticos.

A principal utilizacdo da lignina nos dias atuais ainda € como fonte de
energia. A maior parte da lignina obtida no processo Kraft é utilizada para
geracdo de energia, pois 0S processos quimicos de recuperacdo estdo
baseados na incineragdo do licor negro obtido ao final do processo de
polpacado, sendo assim, um importante fator econdmico. No caso do processo
sulfito de polpacdo a combustdo do licor negro s6 € possivel se sdédio,
magnésio ou amodnia sado utilizados como bases. Devido a maior dificuldade de
utilizacdo do licor negro como fonte de energia nesse processo, a lignina
(lignossulfonatos) obtida, tem encontrado novos campos de aplicagdo. Sua

utilizacdo é geralmente baseada nas propriedades dispersantes e adesivas,
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sendo aplicada como dispersante para pigmentos, produtos ceramicos,
pesticidas, como emulsificante de 6Oleos e latex, aditivo em concreto e cimento,
entre outros. Uma das principais raz6es para a lignina ainda ser utilizada, em
sua maior parte, como fonte de energia esta associada a sua estrutura quimica
complexa.

A presenca de diferentes unidades precursoras e 0 elevado numero de
combinacdes possiveis entre as unidades precursoras faz com que a estrutura
da macromolécula de lignina seja bem mais complexa que a apresentada pela
celulose e pelas polioses. Os estudos visando esclarecer a estrutura da lignina
empregam métodos de isolamento suaves procurando preservar ao maximo as
ligacdes presentes na protolignina. [LIN; DENCE, 1992].

Uma das classificacbes possiveis para a lignina é estabelecida em
funcdo das espécies vegetais e dos padroes aromaticos de substituicdo, como
segue:

- Lignina de Coniferas: Sdo mais homogéneas, contendo quase que
exclusivamente unidades guaiacila (Ligninas-G);

- Ligninas de Folhosas: Apresentam quantidades equivalentes de grupos
guaiacila e siringila, e pequenas unidades p-hidroxifenila (Ligninas-GS);

- Ligninas de Gramineas: Apresentam maior quantidade de unidades p-
hidroxifenila que o encontrado em madeiras (coniferas ou folhosas), mas
sempre em propor¢gao menor que as outras unidades (Ligninas-GSH).

Na literatura hd uma série de modelos de ligninas, todos construidos a
partir de andlises de grupos funcionais e espectroscépicas. Na Figura 9 é

apresentado modelo estrutural da lignina proposto por Nimz.
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Figura 9. Modelo estrutural de lignina de folhosa (Fagus sylvatica) proposto por

Nimz.

O comportamento quimico da lignina é governado, principalmente, pela
presenca de diferentes grupos funcionais encontrados na macromolécula. A
Figura 9 revela a presenca de éteres (alifaticos e aromaticos), alcoois alifaticos
e benzilicos, fendis e em menor proporcdo grupos carbonila (aldeidos, cetonas

e ésteres).
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Ainda, as diferentes ligac6es como ligacdes do tipo éter ou tipo carbono-
carbono determinam a escolha das condi¢cdes experimentais a serem utilizadas
quando se deseja o isolamento, a caracterizacdo e o estudo das propriedades
quimicas das ligninas. [CURVELO, 1992; FENGEL, 1984].

A biossintese da lignina envolve o radical fenéxido estabilizado, que
pode ser representado por 05 hibridos de ressonancia (Figura 10). Os
principais modos de acoplamento desse radical estdo mostrados na Tabela 3.
As densidades eletrbnicas relativas determinam a freqiéncia com que o0s

diferentes sitios participam da formacéo das ligacfes na lignina.

y(|3H20H (|3H20H CH,OH CH,OH CH,0H CH,OH
B CH CH HC C|H C|H C|H
I I | | | I
HC a HC HC HC HC HC
6 1 2 -e-H'
EE—— —_— — . p— —
5 3 _ :
4 OCHj3 OCHj3 OCH3 OCHj3 OCH3; OCH3;
OH . o} o} o}
0} (mn (I (v) V)

Figura 10. Desidrogenacéo enzimatica do alcool coniferilico

Tabela 3. Modos de acoplamentos do radica fenéxido do alcool p-cumarilico

(Glasser 1980).

|
Peréxido instavel
B-0O-4
4-0-5
1-0-4
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A determinacdo de grupos funcionais, como hidroxilas alifaticas e
aromaticas, grupos éter, grupos carbonila e metoxila, para a elucidacao da
estrutura da lignina, pode ser feita por varios métodos quimicos e fisicos, como
espectroscopia na regido do ultravioleta visivel, espectroscopia na regido do
infravermelho, ressonancia magnética nuclear (RMN de 1H e RMN de *3C),
espectrometria de massas, em combinagdo com cromatografia gasosa, pirolise
acoplada a espectrometria de massa, e também os métodos quimicos como
acetilacao para determinacéo de hidroxilas alifaticas e totais e determinacao de
grupos carbonila pela reacdo com cloridrato de hidroxilamina. [FENGEL;

WENEGER, 1984, LIN; DENCE, 1992].

1.4.4-EXTRATIVOS E CINZAS

Junto aos componentes da parede celular existem numerosas
substancias de baixo peso molecular pertencentes a classes muito diferentes
em termos de composicao quimica e, portanto ha dificuldades em se encontrar
um sistema claro e compreensivo de classificacéo.

Uma classificagao simples pode ser feita dividindo-se estas substancias
em material organico e inorganico. O material organico € comumente chamado
de extrativos, e a parte inorganica é sumariamente obtida como cinzas.

Os principais grupos quimicos que compreendem as substancias
organicas de baixo peso molecular sdo: compostos aromaticos (fendlicos),

terpenos, acidos graxos saturados e insaturados, proteinas e flavondides. Os
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constituintes inorganicos (cinzas) em maior quantidade sais e oxidos de Ca, K

e Mg seguidos de Mn e Na.

1.4.5- ASSOCIACAO DE CELULOSE, POLIOSES E LIGNINAN OS TECIDOS

VEGETAIS.

A partir de uma série de estudos relacionados, por exemplo, a
degradacéao oxidativa e microscopia eletronica, foram propostos varios modelos
para a associacdo de celulose, lignina e polioses nos tecidos vegetais, sendo
que em todos eles, as polioses aparecem como uma fase intermediaria entre
regides altamente organizadas de celulose e regides amorfas de lignina (Figura
11).

A existéncia de cristalinidade na celulose demonstra a relacao
intermolecular entre estas moléculas; as similaridades quimicas e estruturais
entre os diferentes polissacarideos seriam 0s responsaveis pela intima
associacdo entre a celulose e as polioses (por intermédio de pontes de
hidrogénio); o carater amorfo das polioses e sua menor massa molar

permitiriam, por sua vez, a posterior deposicéo de lignina [CURVELO, 1992].
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Figura 11. Modelos de associacdo dos componentes celulares
macromoleculares. [FENGEL e WENEGER, 1984]. a) Preston (1962); b)

Marchessault (1964); c) Kerr e Goéring (1975); d) Fengel (1970).

1.5- METODOS DE DETERMINACAO QUALITATIVA DE LIGNINA

Algumas reagdes que produzem produtos coloridos (reacdes de cor) sao
utilizadas para deteccao e identificacdo de lignina e muitas delas sao também

aplicadas na determinacdo quantitativa de lignina. Reacdo de Wiesner: Os

grupos coniferaldeido (1) da lignina sdo 0s grupos que reagem com

fluoroglucinol — HCI formando uma estrutura quinona-metideo (2) (ou metileno
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quinona) via um ion carbonio. As reacdes que levam a formacéo da coloracéo

nas reacgdes de fluoroglucinol foram estudas por Adler et al. (1948).

HO
I Fluoroglucinol - HCI ®
RO— \ / —CH=CHCHO —— RO— ——CH = CHCH OH
H3CO H,CO nd
(1) R = H ou Alquil (2) Inax~ 550 nm

Reacdo de Maule: As unidades siringila (3) sdo convertidas em metoxicatecol

(4) pelo tratamento com permanganato e acido cloridrico, em seguida a
amostra é tratada com hidréxido de amoénio resultando em uma estrutura

metoxi-quinona (5) que fornece uma coloragao rosa intensa.

\(|: - \(|: - \C e
KMnO, - HCI X NH,OH ol
HaCO OCH, HaCO Zon HaCO 0
OH OH 0
(3) (4) (5) lmax ~ 515 - 517 nm

Reacdo com solucédo de cloro (ou reacéo de Cross e Bevan): Quando unidades

siringila s&o cloradas pelo tratamento com solugéo de cloro ocorre a formagéao
de 2,6—dicloropirogenol (6) que na presenca de uma solucao de sulfito de sédio
fornece uma cor vermelha. No caso de unidades guaiacila ocorre a formacao
de uma coloracdo marrom. Isto significa que no caso de madeira de conifera
somente uma cor marrom palida é obtida que ndo é muito caracteristica. Mas

no caso de madeiras de folhosas a cor € mais intensa.
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Na2803
Cor vermelha
Inax ~ 540 nm

H,CO OCH,

(©) 6)

Reacdo com Cloreto de Tosila em piridina (ou reacdo de Lindgren e Mikawa):

Unidades de alcool coniferilico (7) podem ser transformadas em cromaoforos
avermelhados (9) através da reacdo com cloreto de tosila em piridina seguido

do tratamento com p-nitrosodimetilamina em solucéo de cianeto de potassio.

CN
® |
HOH2C\: Hz(\:—N N(CHs), C\:=N N(CHz),
(|3|H (|:\H CH
CH CH (U)H
A B
—_— —_—
OCHs OCH, OCH,
OCHs OCHs OCHs
(7) (®) ©)

A: Cloreto de tosila em piridina
B: Nitrosodimetilamina-cianeto de potassio

Reacdo com Monocloramida quinona: Os alcoois p-hidroxibenzil (10) e p-

hidroxibenzil alquil e aril éteres (11) sdo convertidos em quinonametideos (ou
metilenoquinonas (13) através de sucessivos tratamentos com brometo de

hidrogénio em cloroférmio e piridina ou bicarbonato de sodio.
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P T
. B
Ro_H(lj Br-HC
HBr em CHCl3
—_—
OCH, -
OH OH
(12)
(10) R=
(11) R= Iqun ou aril

Reacdo com Nitrosodissulfonato de potassio:

OCH,

\l/
|

—C—

l

:{WL “OCH,

(13) lax ~320-340 nm

Piridina ou NaHCO4

—_—

Unidades fendlicas néao

condensadas em lignina podem ser estimadas pela reacdo de cor baseada na

oxidacdo com nitrosodissulfonato de potassio (sal de Fremy’s).

L L

—C— -
RO-HC HzCO-HC
CH3OH-HCI
—_—
OCHj
OH OH
(14)R=H (16)

(15) R = Alquil ou Aril

\|/

I
—?_
H;CO-HC
Sal de Femy's
_—
OCHg o) OCH,4
O

(17)

Para eliminar a interferéncia dos grupos carbonila e hidroxilas da posi¢ao a, a

lignina € previamente reduzida com boroidreto e alquilada com metanol em

meio acido cloridrico para converter esses grupos em o-quinona.
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1.6- METODOS DE DETERMINACAO QUANTITATIVA DE LIGNIN A

A determinacdo quantitativa de lignina € uma andlise utilizada
freqientemente para caracterizar materiais lignocelulésicos, para avaliar os
efeitos dos tratamentos quimicos, fisicos e bioldégicos de madeira e polpa, para
monitorar efluentes de processos industriais e, no caso de polpas quimicas,
para estimar a quantidade de agente oxidante utilizado no processo de
branqueamento. (LIN; DENCE, 1992).

Em consideracdo aos varios métodos propostos para determinacao de
lignina, € importante ter em mente que nenhum pode ser considerado
totalmente satisfatorio. Isso se deve ao fato de que a lignina precisa ser isolada
em uma condi¢ao pura ou sem modificacdo, e todos os métodos aplicados para
o isolamento da lignina geram alguma modificacdo na estrutura,
proporcionando uma lignina diferente da nativa (in situ). Como resultado, nao
ha uma formula estrutural definida da lignina disponivel que baseie o
desenvolvimento de uma medida racional e quantitativa ou que assegure a
viabilidade de um método disponivel.

Os métodos de determinacdo de lignina podem ser divididos em
métodos diretos e métodos indiretos. Nos métodos diretos a lignina é obtida
como um residuo e nos métodos indiretos a lignina pode ser calculada pela
diferenca entre 100% e a quantidade de polissacarideos presentes em
amostras livres de extrativos ou, mais comumente, por medidas de algumas
caracteristicas de funcionalidade estrutural ou propriedades quimicas que

possibilitem uma determinacdo da concentracao de lignina.
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Métodos diretos

- Hidrdlise acida: O método tem por base a hidrolise e solubilizacdo total ou
parcial dos polissacarideos (celulose e polioses) presentes nos tecidos
vegetais, obtendo a lignina como um residuo que € determinado
gravimetricamente. A eliminacdo desses polissacarideos pode ser realizada por
hidrolise em acidos minerais concentrados, principalmente acido sulfarico 72%,
que € chamada de lignina Klason, acido cloridrico concentrado conhecida como
lignina Willstéater ou periodato de sédio em meio acido.

O método klason consiste basicamente de duas etapas: tratamento do
material lignocelulésico com acido sulfurico 72% a temperatura ambiente
seguido de uma diluicdo do acido para 3%, com aquecimento até completa
hidrolise. Esse procedimento € um meétodo oficial das normas TAPPI - T222
om-93 (Technical Association of the Pulp and Paper Industry 1983). Cabe
ressaltar que o método Klason é a base de outras normas, tais como as
normas ABTCP M 10/71 (ABTCP, 1968) e ABNT NBR 7989 (ABNT, 2003) para

determinacao de lignina insolivel em madeira e polpa.

Métodos Indiretos

-Métodos espectrométricos: Esses métodos estdo baseados na capacidade da
lignina de absorver radiagdo correspondente a varias regibes do espectro
eletromagnético. O método espectral consiste essencialmente na total
dissolugéo da amostra em um solvente e a medida da absorbancia da solugao
em um comprimento de onda caracteristico da lignina, usualmente 280 nm.
Dentre os métodos que utilizam analises espectroscopicas, o brometo de

acetila parece ter a maior aceitacdo. Esse reconhecimento € devido algumas
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vantagens no procedimento, pois € rapido, simples, utiliza pequenas
guantidades de amostra e gera uma pequena modificacdo quimica da amostra.
O meétodo consiste no tratamento do material com brometo de acetila 25% em
acido acético glacial [JOHNSON et al. 1961]. Segundo Fukushima e Hatfield
(2001) as lignina obtidas com brometo de acetila apresentaram alta
contaminacgao por carboidratos. Essa contaminacdo também foi observada por
Fukushima e Dohority (2000) que obtiveram teores elevados de carboidratos
variando de 7,3% a 29,7% em ligninas de diversas plantas.

-Métodos baseados no consumo de oxidante: Esses métodos, utilizados
exclusivamente em analise de polpas foram desenvolvidos para estimar a
quantidade de lignina residual para controle de qualidade em processos de
polpacdo e/ou branqueamento comerciais. Os procedimentos estdo baseados
no principio de que a lignina reage com o0 agente oxidante mais rapidamente
que os carboidratos presentes nos materiais lignoceluldsicos. A concentracéo
de lignina € expressa como a quantidade de oxidante consumido pela massa
de polpa (numero Kappa). Esses valores de numero Kappa podem ser
convertidos em teores de lignina Klason aplicando alguns fatores de converséo
obtidos empiricamente. Esses fatores de conversdo dependem da amostra e

do processo, para madeiras a norma (TAPPI T236 cm-85) utiliza o fator 0,15.
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1.7 - ISOLAMENTOS DA LIGNINA

O isolamento da lignina envolve inicialmente o preparo de amostras
livres de extrativos, para evitar que estes sejam extraidos juntos com a lignina
e também minimizar os problemas de interferéncia entre a lignina in situ e
outros fendlicos soluveis. A obtencao de lignina com elevado rendimento causa
alteracdes de natureza quimica, ocasionando mudancas estruturais, em que a
lignina resultante difere da original presente no vegetal, chamada protolignina
[CURVELO, 1992].

Os principais métodos empregados para obtencao de ligninas podem ser
divididos em: isolamento por extracdo, e isolamento como derivado solavel.
[CURVELO, 1992]

O isolamento por extracdo consiste no emprego de um solvente
quimicamente inerte que dissolva uma fracdo da lignina. Os principais tipos de
ligninas obtidas por extracéo séo:

- Lignina de Brauns: A lignina € extraida com o uso de etanol a temperatura
ambiente. O rendimento em lignina dessa extracdo €é muito baixo,
representando de 2 a 4% da lignina total presente na madeira.

- Lignina liberada enzimaticamente: O material €, primeiramente, extraido com
éter e dgua, em seguida é submetido a uma cultura de determinados tipos de
fungos (Phanerocheate chrysosporium, por exemplo), com enzimas que
atacam somente 0s polissacarideos (como celulases), propiciando sua hidrélise

enzimética e liberando a lignina intacta. A lignina €, entdo, extraida do meio
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com etanol 95% e purificada. Este método pode levar a rendimentos da ordem
de 15% do teor da lignina total da madeira.

- Lignina de madeira moida: Esta € uma das técnicas mais empregada para a
analise estrutural de ligninas, pois a estrutura da lignina ndo sofre grandes
transformacdes quimicas durante o processo, representando assim, uma
lignina padrdo com a mesma estrutura encontrada no vegetal. O procedimento
consiste na trituracdo do material, livre de extrativos, em um moinho de bolas
por dois ou trés dias. Esta moagem € importante para facilitar a penetracdo do
solvente e obter um maior rendimento na extracdo. Faz-se, entdo, a extracao
desse p6 com mistura dioxano-agua ou acetona-agua. Por este método, é
possivel extrair até cerca de 50% da lignina total do vegetal (FENGEL;
WEGENER, 1984).

- Método PEPPER (ou Lignina Dioxano): Esta lignina € separada tratando o
material lignocelulésico com uma solugéo de dioxano e acido cloridrico aquoso.
Algumas ligacdes sdo quebradas por este procedimento sendo que a lignina
obtida apresenta uma estrutura molecular modificada.

A solubilizacdo da lignina é outra possibilidade empregada para o
isolamento destes materiais. A solubilidade em &agua € conseguida com a
introduc&o de grupos polares na estrutura da lignina, acompanhado de reacdes
que levam a diminuicdo da massa molar da lignina, facilitando assim sua
solubilizagéo.

A solubilidade em solventes organicos exige somente a escolha do
solvente adequado e uma hidrélise parcial da lignina; podem ser realizados na
presenca de acidos ou bases e constituem a base dos processos de polpacgéo

organossolve de deslignificagéo / polpacao.
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1.8- REACOES EM MEIO ACIDO
1.8.1- REACOES DE POLISSACARIDEOS

Além da degradacdo por ataque enzimatico, a hidrélise acida € uma
tipica reacdo de degradacao de ligacdes glicosidicas em glicosideos, di-, oligo-
e polissacarideos. O principal mecanismo molecular de hidrolise acida, que foi
confirmado por modelos e estudos, € ilustrado na Figura 12. [FENGEL;
WENEGER, 1984]. A hidrolise &cida ocorre com a quebra das ligacbes

glicosidicas e 0 mecanismo compreende trés etapas.

OH OH
- OH ® - OH
\% HO o _H, \OH H HO o
"~ oA ~o " CoH| @ ~o
OH OH
0]

m

OH OH HO \g\ _
_Q -0
~ ~ (0]
——| © 6o =——> O N\ + H
H ‘ c H ‘ c -0
OH H OH ™H OH

(D)

O O

H H
L o /O\ o i "o /O\ OH
_-OH, H -
‘ C ‘ c

OH‘ OH‘
H

Figura 12. Mecanismo de hidrdlise acida de ligacdes glicosidicas.
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Primeiramente o préton do acido interage rapidamente com o oxigénio
glicosidico que liga duas unidades de acucar (I), formando o acido conjugado
(I). Essa etapa € seguida por uma clivagem da ligagdo C-O formando um
carbocation ciclico (I1), estabilizado por ressonancia. Finalmente uma molécula
de agua é adicionada ao carbocation, resultando em um produto final estavel.

A escolha do acido e de sua concentracéo depende do tipo de amostra e
do objetivo da hidrélise. Em anélises e em sacarificacdo de madeira, os acidos
minerais mais empregados, em varias concentracdes sdo: o acido sulfarico,
acido cloridrico, acido fosférico, acido nitrico, e mais recentemente acido
trifluoracético.

O comportamento  hidrolitico das ligacdes (glicosidicas €
substancialmente influenciado por dois fatores. O primeiro € a conformacao das
unidades de agucares, e 0 outro € o efeito indutivo. Os anéis furanosidicos séo
hidrolisados mais rapidamente que os aneéis piranosidicos, devido ao maior
angulo de tensdo na conformacdo das unidades nos anéis de cinco atomos
quando comparado aos anéis piranosidicos livres de tensdo. O termo efeito
indutivo descreve o fato de diferentes substituintes causarem uma alteracdo na
densidade eletrénica no oxigénio do anel. Substituintes eletrofilicos como
grupos carboxila ou carbonila reduzem a intensidade da protonacdo e
dificultam a quebra da ligagdo C-O [FENGEL; WENEGER, 1984].

Durante tratamentos térmicos podem também ocorrer reacdes de
desidratacdo. Dependendo da concentracdo do acido e da temperatura
aplicada, numerosos produtos de degradacdo podem ser formados. A
desidratacéo catalisada por acidos conduz a formacéo de anidroagucares com

ligacBes glicosidicas intramoleculares, resultantes da eliminagdo de moléculas
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de agua. Como essas ligacdes sdo facilmente hidrolisadas, produtos de
degradacdo podem ser formados, desde produtos com caracteristicas
aromaticas até compostos condensados. Os mais importantes produtos de
degradacédo, considerando o potencial de utilizacdo, sdo o furfural (2-
furaldeido) formado a partir de pentoses e acidos urdnicos, e hdroximetilfurfural
(5-hidroximetil-2-furaldeido) (HMF) derivados de hexoses. Se a temperatura €
elevada, a molécula ciclica de HMF pode decompor-se em acido levulinico e
acida formico (Figura 13).

Produtos de condensacao

T

OH H,C—CH,
HO OH -3H,0 / \ +2H,0 |
CH,OH o) |

o
Glicose HMF Acido Levulinico
l +
HCOOH
OH / \
-3 H,0
HO OH i O\ __» Produtos de
HO 0] 0 CHO degradagao
Xilose Furfural
+ Formaldeido

Figura 13 . Formacéo de furfural e HMF pela degradacéo de polissacarideos

em meio &cido.
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Reacdes de oxidacdo envolvendo polissacarideos em meio acido sao
importantes e também ocorrem mais ou menos simultaneamente com a
degradacéao hidrolitica durante processos de polpacdo e branqueamento, por
exemplo.

Em principio os grupos hidroxilas das unidades de acucares e 0S grupos
terminais de di, oligo e polissacarideos podem sofrer ataque oxidativo. Os
grupos convertidos séao aldeidos, cetonas e grupos carboxilicos. A estrutura do
anel pode ser preservada ou pode ser quebrada pela clivagem pelo oxigénio do
anel ou das ligacées C-C, contudo essas reacfes nao causam a quebra das
cadeias de polissacarideos em grande extensao.

A acédo do clorito de sodio em meio acido na celulose causa ambas as
conversdes, primeiramente 0s grupos hidroxilas sdo convertidos em acidos
urénicos (I) ao longo da cadeia e reducdo dos grupos terminais para acido

glicénico (). As reacdes de oxidacdo estdo mostradas na Figura 14.

CH,OH CHO COOH
(0] 0 2 R
R —» R — R
R
R
HO OH HO OH Ho or
@
OH —> — > R
R R CHO COOH
HO OH HO OH "o on

ay
Figura 14. Formacao oxidativa de diferentes unidades de acUcares de

polissacarideos.
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1.8.2- REACOES DA LIGNINA.

Nas reacdes solvoliticas catalisadas por acidos, a degradacéo da lignina
€ produzida por reacbes de substituicdo e quebra de ligacbes, geralmente
acompanhadas de indesejaveis reacfes de condensacdo. As diferentes
reacdes na lignina podem ocorrer ao nivel da cadeia propanica lateral, nos
atomos de carbono do anel aromatico, no grupo metoxila e com menor

frequéncia nas hidroxilas fendlicas (Figura 15). [FENGEL; WENEGER, 1984].

*Se R2=H

** Ge R2=0CH3
*** Ge R3=H
% Ga R3=0CH3

(OH) ORI

Figura 15. Sitios reativos em unidades fenilpropanicas.

As ligninas, representadas como unidades p-hidroxi ou p-alcoxi
arilpropano e arilpropeno, contém pares de elétrons desemparelhados no
atomo de oxigénio fendlico, os quais podem conjugar com elétrons ™ do anel

benzénico, criando sitios de alta densidade eletronica (6). Nas unidades
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arilpropano esses centros estdo localizados nas posi¢bes orto e para, em
relacdo ao oxigénio fendlico, enquanto que nas unidades alifaticas com
ligacdes duplas em conjugacdo com o anel, apresentam um sitio adicional de

alta densidade eletrbnica no carbono B da cadeia lateral como mostra a Figura

16.
H |—o— ' HEo!
+H,-ROH o 3+
<> —_ e
A)
OCH; 5 OCHs
0) O
/
R/ R
H2(|3—O— R' H2C6+
H(”: H Il
H H | ot
- > + H+, -R'OH o+ 5+
B)
OCH, ~, ochs
O
/ /O
R R
R =H, Alquila

Figura 16. Sitios de alta e baixa densidade eletrbnica, em meio acido ou

neutro, em unidades arilpropano (a) e arilpropeno (b).

A protonacao frequientemente ocorre no oxigénio ligado ao carbono q,
gerando sistemas carbocation-oxonio (Figura 17). Estes sistemas estéo
envolvidos em reacbes de fragmentacdo ou condensacdo da lignina,

dependendo do tipo de nucledfilo presente no meio reacional.

39



Introducao

H — _
H\C//O\R H\C//((D)/\R H\%/ H\|C|:/
= (]
OCH, OCH, OCH, \”/\OCH3
® ©)
__O[oH] __O[OH] __O[OH] 20 [OH]

R =H, Aril, Alquil

Figura 17. Conversao dos grupos a-éter para carbocéation-oxénio.

O tratamento da madeira com acidos minerais concentrados podem néo

causar a dissolugcédo, mas reacdes de condensacao da lignina, como mostra a

Figura 18.
/H
o) OCHj OCHj
HC|/
Y ® [OH]
@CH, HO—CH HC ——( [OH] HC 0
o \
-Hco
+ —_— _>H"
OCHs OCH, OCH, OCHj,
(€]
O [OH O [OH
s [OH] - [OH] /o [OH] /o [OH]

Figura 18. ReacOes de condensacdo da lignina com acidos minerais
concentrados.

As reacOes de oxidacdo da lignina ocorrem geralmente pelo ataque
eletrofilico em sitios de alta densidade eletronica, seguidas de reacoes

nucleofilicas.
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Dioxido de cloro causa a mais eficiente deslignificacdo, isso €
principalmente porque as reacbes com lignina sdo exclusivamente reacoes
oxidativas do OH fendlico da lignina com radicais de diéxido de cloro, iniciadas
pela abstracéo de hidrogénio. Os produtos finais da oxidacao sao derivados de

acidos muconicos ou estruturas quinoides (Figura 19).

+ ClO,, +H,0 X

—_—

- HCIO OCHs
R R OCHj N\ o
HO o)
+ CIO O
2 /
_HCIO, ﬂ
OCH, OCHj
R 0
OH o) AN
+ C|02
—_—
R, -CI&
OCH; OCH,4
o) o)

Figura 19. Degradacado oxidativa de unidades fendlicas da lignina por diéxido

de cloro.
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2- OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho é o desenvolvimento de metodologia analitica
para determinacdo quantitativa do conteudo de lignina em amostras de bagaco
e da palha da cana-de-acucar, com base no estudo sistematico do processo de
hidrolise acida dos polissacarideos.

Para isso serdo avaliadas:

A influéncia da concentracéo de acido sulfdrico, utilizado na etapa
de hidrélise do material lignocelulosico, na condensacéo de lignina, obtida
como residuo, e na solubilizacdo dos polissacarideos.

A influéncia do agente oxidante na oxidacao da lignina, bem como
o comportamento da celulose e polioses presentes no material lignocelulésico,

na presenca do agente oxidante.
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3 — PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 - Matéria-prima

A palha e o bagaco de cana-de-acucar utilizados neste trabalho foram
gentilmente cedidos pela Usina Ipiranga localizada em Séo Carlos, SP, sendo
estes colhidos na safra de 2007. O material fornecido originalmente composto
por uma mistura de fibras e medula, geralmente vem acompanhado de certa
quantidade de impurezas como terra e fuligem. A fim de remover essas
impurezas o bagaco passou por um processo de desmedulamento em agua
quente, seguido por um peneiramento Umido a frio. O bagaco foi adicionado a
um recipiente contendo agua a 80°C e agitado por cerca de 1 hora, depois foi
lavado com agua fria em uma peneira de 16 mesh. As fibras retidas nesta
peneira, e a fracdo de medula que passou pela peneira foram secas e
utilizadas nos experimentos. Este procedimento foi realizado a fim de se
separar a fragcdo medula (células de parénquima). Este procedimento também
serviu para eliminar extrativos, bem como alguns compostos inorganicos,

solaveis em agua.
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3.2- AMOSTRAGEM

Durante o processo de desmedulamento, descrito anteriormente no item
3.1, as fracOes fibra e medula foram separadas pelo uso de peneiras de
diferentes aberturas (16, 60 e 100 mesh), sob fluxo de agua. Os estudos
previstos neste projeto foram realizados separadamente para as fracoes fibra e
medula. A palha foi somente lavada para remoc¢ao de impurezas, como terra e
fuligem e posteriormente triturada, nao foi realizada lavagem com agua a 80C

para evitar a perda de extrativos soluveis em agua.

3.3. CARACTERIZACAO DO BAGACO E DA PALHA DE CANA-DE -

ACUCAR

3.3.1 - TEOR DE UMIDADE

O teor de umidade das amostras foi determinado em balanga OHAUS
modelo MB200 a partir de 1 grama de material, pelo aquecimento a 105° por
cerca de 180 min. A balanca mede diretamente a porcentagem de perda de

massa que e relativa ao teor de umidade do bagaco.
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3.3.2 - TEOR DE CINZAS

Os teores de cinzas da palha e do bagaco de cana foram determinados
pelo teor de residuos resultantes da queima completa do bagaco conforme
norma Tappi T211 om-93 modificada. Cerca de 1g de bagaco (ou palha) &
adicionado em um cadinho de porcelana de massa conhecida, este cadinho é
levado em mufla a uma temperatura de 525°C por um periodo de 4 horas. O
cadinho é depois resfriado e pesado com o residuo. Determinou-se o contetdo
de cinzas com base na massa do residuo relativo a massa de bagaco (ou

palha) seco.

3.3.3 - TEOR DE EXTRATIVOS

A palha e as fracOes fibra e medula do bagaco de cana-de-acucar foram
submetidas a uma extracdo em um extrator soxhlet utilizando-se uma mistura
cicloexano/etanol (1:1, v/v), conforme norma Tappi T204 cm-97 modificada. O
tempo de extracdo foi determinado pelo monitoramento da concentragdo da
solugdo por meio de espectroscopia no ultravioleta. Este procedimento foi
realizado a fim de se remover 0s extrativos organicos sollveis nesta mistura de
solventes. Determinou-se o conteddo de extrativos com base na diferenca em

massa do bagaco (ou palha) seco antes e depois do processo de extracao.
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3.4-DETERMINACAO DO CONTEUDO DE LIGNINA

A determinacdo de lignina foi estudada a partir das condicOes
empregadas no método de hidrolise e solubilizacdo da celulose e polioses em
acido sulfarico. Nestas condicdes, a lignina sofre reacdes de condensacao e é
determinada gravimetricamente a partir do residuo insolivel. Este método,
tratado genericamente como método Klason, € dividido em duas etapas:
tratamento do material lignocelulésico com acido sulfurico 72% por um periodo
de 2 horas seguido de hidrélise com acido sulfarico a 3%, sob refluxo, por 4
horas.

O rendimento e composi¢ao da lignina isolada no procedimento Klason
sdo afetados pela concentracdo do acido utilizado para promover a hidrélise
dos polissacarideos, do tempo e da temperatura do tratamento. Com acido
sulfirico em concentracdo abaixo de 65%, os carboidratos ndo séao
completamente hidrolisados em tempo razoavel; acido sulfarico em
concentracdo acima de 80% pode promover a degradacéo dos carboidratos em
produtos insolaveis. A hidrolise incompleta de carboidratos também pode
ocorrer se 0 tempo de reacdo € muito curto ou a temperatura muito baixa. Por
outro lado, o prolongamento da reagcdo ou temperaturas muito altas pode
proporcionar um falso aumento na quantidade de lignina como consequéncia
da condensacdo dos carboidratos (ou produtos de degradacdo destes)
produzidos com a lignina (LIN; DENCE ,1992).

A partir da norma TAPPI 222 (método Klason de lignina insoltvel)

desenvolvida para madeiras foram realizadas etapas de otimizagdo para o
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tratamento da palha e do bagaco de cana de acucar, variando-se a
concentracéo de acido sulfarico de 60% a 80%.

Pesou-se cerca de 1 grama de amostra seca e transferiu-se para um
erlenmeyer de 250 mL com 15,0mL de acido sulfurico nas concentracdes de
60, 65, 70, 72 e 80 %. Esta mistura ficou sob agitacdo por um periodo de 2
horas. ApOs esse tempo, transferiu-se a mistura para um baldo de 1,0L,
completou-se o volume até concentracdo de 3% com agua destilada e
agueceu-se sob refluxo por 4 horas. Em seguida, filtrou-se a lignina insoltvel
em um funil de vidro sinterizado n° 4 previamente tarado. Coletou-se o filtrado
para analise posterior de lignina soluvel. Secou-se o funil com a lignina
insolivel em estufa a vacuo a 80 + 5T por 24 horas. Resfriou-se em
dessecador até obtencdo de massa constante e pesou-se. A porcentagem de

lignina Klason insoluvel foi determinada pela equacéao 1.
%Lignina = 1% X100 )
m2

Onde:
% Lignina = teor percentual de lignina Klason insolavel.
m1l = massa (g) de lignina Klason insoluvel seca.

m2 = massa (g) de bagaco inicial seco.

A lignina obtida como residuo em cada um dos experimentos realizados
nas diferentes temperaturas foi analisada empregando analise elementar,
espectroscopia no infravermelho, espectrometria de ressonancia C** no estado
sélido, analise termogravimétrica (TGA) e cromatografia por exclusdo de

tamanho.
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Para uma melhor compreensédo do processo de hidrélise, os acucares
dissolvidos e produtos derivados destes (furfural e hidroximetilfurfural) foram
quantificados por meio de analise cromatografica. A lignina solubilizada em
meio acido foi quantificada por espectroscopia na regidao do ultravioleta, nos
comprimentos de onda de 280nm e 215nm.

Este planejamento permitiu o conhecimento das quantidades de lignina e
polissacarideos residuais, respectivamente nas fracdes de acucares e de
lignina insolivel, medidos gravimetricamente, contudo fundamentadas
analiticamente com emprego das diferentes técnicas mencionadas
anteriormente. A analise destes resultados permitiu compreender em maiores
detalhes o processo de hidrdlise do bagaco e da palha da cana-de-acucar,

levando assim ao estabelecimento de metodologia.

3.5. DETERMINACAO DE LIGNINA SOLUVEL

A quantidade de lignina soltuvel foi determinada através da medida de
absorbancia a 215 e 280 nm das solucdes resultantes das filtracées do método
Klason, nas diferentes condicbes empregadas (item 3.4). As concentracfes de

lignina foram calculadas pela equacéo 2:

C(g/L) = (453x g‘glé)_Azso

(2)

A equacdao (2) é resultante da resolucdo simultanea de duas equacdes
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Azg0= 0,68 Cp + 18 C,_

A215= 0,15 Cp + 70 C_
Onde Aygo= valores de absorbéancia da solucao a 280

Az15= valores de absorbancia da solucéo a 215

Cp= concentracao dos carboidratos (g/L)

C.= concentracao de lignina soluvel (g/L)

Os valores 0,68 e 0,15 séo as absortividades molares dos carboidratos
em 280 e 215 nm, respectivamente, e os valores 18 e 70 sdo absortividades

molares da lignina solivel em 280 e 215 nm, respectivamente.

3.6- DETERMINACAO DO TEOR DE POLISSACARIDEOS

A determinacdo do teor de polissacarideos totais (holocelulose) é
complementar a determinacdo de lignina. Neste caso, a fracdo de
polissacarideos permanece como residuo solido e a lignina presente é
transformada em produtos sollveis e separada por filtracdo. O procedimento
estudado consiste no tratamento do material pré-extraido com solugdo de
clorito de sédio em meio &cido. Nestas determinagfes, as variaveis mais
importantes séo o valor do pH do meio reacional, a temperatura e o tempo de
duracéo do tratamento (BROWNING, 1967). Condi¢cbes ndo adequadas podem
levar & oxidagdo incompleta da lignina ou a dissolugdo parcial da fragdo de

polissacarideos.
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Neste trabalho, adicionou-se cerca de 3 g de material pré-extraido, 160
mL de agua destilada, 0,5 mL de &cido acético concentrado e 1,5 g de clorito
de sodio nesta ordem, em um baldo de trés bocas de 250 mL. Foi acoplado um
pHmetro e um termdmetro para monitorar o pH e a temperatura da reagdo, que
foram mantidos em pH 4 e temperatura entre 70-80 T . Segundo Browning em
pH entre 3-4 ocorre uma maior producdo de cloro, e em temperatura baixas a
reacao € lenta, sendo que uma maior deslignificacdo € obtida em temperatura
na faixa de 70-80<C.

As quantidades de clorito foram variadas a fim de se obter uma maior
deslignificacdo acompanhada de uma menor perda de polissacarideos. A
extensdo da reacdo de oxidacdo sobre as fracbes de lignina e de
polissacarideos foi acompanhada por espectroscopia na regido do

infravermelho.

3.7- EXTRACAO DE LIGNINA PELO METODO PEPPER

O bagaco pré-extraido com cicloexano/etanol, primeiramente passou por
um processo de moagem para obtencdo de granulometria de 40 mesh em
seguida foi tratado com dioxano-acido cloridrico aquoso 2N (9:1) a temperatura
de ebulicdo (89-90°C). Utilizou-se uma razao bagaco-solvente de 1:10 (m/v)
por um tempo de 4 horas. O reator foi colocado em um banho de agua a 90 °C
e 0 tempo de extracdo contado a partir do inicio do refluxo (cerca de 15

minutos apdés o sistema ser colocado no banho). Apds a extracdo, o bagacgo
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residual foi filtrado, transferido para um béquer, lavado com dioxano-agua (9:1),
sob agitacdo mecanica, e novamente filtrado. Repetiu-se o procedimento de
lavagem por 3 vezes. Os filtrados foram neutralizados com bicarbonato de
sodio, reunidos e concentrados até 150 mL. O concentrado foi, entdo,
adicionado em 2000 mL de &agua sob agitacdo. A lignina precipitada foi
centrifugada e o solido foi transferido para dessecador a presséao reduzida com
pentoxido de fésforo até peso constante e utilizada nas analises.

Esse método foi escolhido para obtencdo de uma lignina padrdo de
referéncia, pois segundo trabalhos publicados [FUKUSHIMA et al.,, 2001] a

lignina obtida apresenta baixa contaminacgéo por carboidratos.

3.8 - METODOS DE CARACTERIZACAO.

Devido a complexidade da lignina e a sua susceptibilidade de alteracao
durante os procedimentos de isolamento, 0 uso de técnicas espectroscopicas
na regido do infravermelho e visivel tem sido de grande importancia na

elucidacéo da estrutura e das reagfes quimicas sofridas pela lignina.
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3.8.1- ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

A espectroscopia na regido do infravermelho (4000-400 cm™) é uma
técnica de grande importancia na analise organica qualitativa, sendo muito
utilizada na area de quimica de produtos naturais, sintese e transformacodes
organicas. A espectroscopia na regido do infravermelho e demais métodos
espectroscopicos modernos constituem hoje 0s principais recursos para a
identificacdo e elucidacdo estrutural de substancias organicas. Sao, também,
de alta relevancia na determinacdo da pureza e quantificacdo de substancias
organicas, bem como no controle e acompanhamento de reacdes e processos
de separacao.

Desde 1950, espectroscopia no infravermelho (IV) tem sido uma
ferramenta analitica bastante utilizada para caracterizacdo quimica da lignina e
seus derivados. Esta técnica pode ser usada como ferramenta para
compreender a estrutura de ligninas isoladas, para dar informacédo sobre
grupos quimicos alterados, removidos e/ou adicionados durante oS processos
quimicos.

Na Tabela 4 s&o apresentadas as principais bandas de absorcéao de trés
ligninas diferentes, do tipo Guaiacila (G), siringila (S), e guaiacila-siringial-

hidroxilfenila (HGS).
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Tabela 4. Bandas de absorcao caracteristicas das ligninas.

Faixa de
Absorcéo
(cm™)

Atribuicao

Softwood

Introducao

Hardwoo
d

Bamboo

cm?

cm?

cm?

3460-
3412

Estiramento O-H.

3000-
2842

Estiramento CH de grupos metila e/ou
metileno, simétrico e assimétrico.

1738-
1709

Estiramento C=0, em cetona nao
conjugadas, carbonilas e em ésteres
(frequentemente de carboidratos).

1655-
1675

Estiramento C=0, em aril cetonas
conjugadas.

1593-
1605

Vibracao do anel aromatico e estiramento
C=0

1505-
1515

Vibracao do anel aromatico.

1460-
1470

Deformacao C-H assimétrica, em CHs e
CH..

1422-
1430

Vibracéo do anel aromatico combinado com
deformagéo C-H no plano.

1365-
1370

Estiramento C-H alifatico em CHs;
estiramento O-H fendlico.

1325-
1330

Vibracéo de anel siringila e guaiacila
condensados.

1266-
1270

Vibracao anel guaiacila com estiramento
C=0.

1166

Estiramento C - O em grupos ésteres
conjugados.

1140

Deformacado C-H aromatico no plano (tipico
de unidades guaiacila).

1128-
1125

Deformacao C-H aromatico no plano (tipico
de unidades siringila).

1086

Deformacao C-O em alcool secundario e
éter alifatico.

1030-
1035

* HGS: p-hidroxifenila—guaiacila- siringila. [DENCE e LIN, 1992].

Deformacao C-H aromatico; deformacao C-
O de alcool primario.
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As amostras de lignina foram previamente secas, preparadas como
pastilhas de KBr e compactadas a 10 — 12 Kgf.cm™ sob pressdo reduzida. Os
espectros das ligninas foram obtidos na regido de 4000-400 cm™ em um
espectrofotometro marca BOMEN — MB, a partir de pastilhas de KBr (1mg

amostra para 100mg Kbr).

3.8.2- ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO UV-VISIVEL

A espectroscopia de UV-Vis esta entre 0s mais convenientes e usuais
meétodos para andlise quantitativa e qualitativa de lignina em solucdo. Devido a
natureza aromatica da lignina, ela absorve fortemente luz ultravioleta.

O espectro tipico da lignina compreende um maximo de absorcéo em,
aproximadamente, 280 nm e um ombro mais ou menos pronunciado na regiao
de 230 nm. Um segundo maximo de absorcdo com um alto valor de
absortividade aparece na regido de 200 e 208 nm (FENGEL; WEGENER,
1984).

Os espectros das ligninas foram obtidos na faixa de 190 a 400 nm, em
um aparelho Spectrophotometer UV-Vis-NIR, CARY 5G a partir de solugbes de

H.SO,4 3% neutralizadas com NaOH 6 mol/L (= 1mL).
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3.8.3- ESPECTROSCOPIA DE RMN *C

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) tem
mostrado um potencial significante no fornecimento de informacdes estruturais
detalhadas para ligninas. (HIMMELSBACH et al., 1983, JUNG et al., 1989;
SALIBA, 1998). As amostras sdo submetidas a campos magnéticos fortes e
irradiadas por radiofreqiéncias cujos valores dependem do nucleo do atomo
estudado. O estudo do espectro RMN da uma idéia das vizinhancas e dos
arranjos relativos dos atomos.

Técnicas padrdo de RMN '°C para solucdes raramente fornecem
espectros uteis quando aplicadas para amostras solidas, pois 0s sinais sao,
geralmente, fracos e largos. No entanto, o problema com os sinais fracos pode
ser melhorado usando sequéncias de pulsos com polarizacdo cruzada e as
linhas podem ser afinadas pelo giro das amostras no “anglo magico” de 54,7°
relativo ao campo magnético aplicado (CP/MAS). [LIN; DENCE, 1992].

Existem diferencas profundas entre um espectro de lignina de préton e
de €13, provocados por quatro motivos:

(1) O nicleo €13 mostra um campo de absorcao cerca de 20 vezes
maior em relag&o ao préton. O espectro de RMN H' se estende sobre cerca de
10 ppm e do espectro de RMN C13 sobre 200 ppm.

(2) Os nucleos C13 apresentam um tempo de relaxacado spin-spin
maiores que o do hidrogénio. De acordo com uma relagdo reciproca entre a
largura de linha (v12) e 0 tempo de relaxacao T (vi2 = 1/T,) tem-se as larguras

de linhas menores para os sinais de C*°.

55



Introducao

(3) O desacoplamento C-H leva ao colapso dos multipletes de C*.
Assim, o desacoplamento de prétons fornece somente um sinal agudo para
cada tipo de atomo de carbono.

(4) Devido a que os atomos de carbono formam o esqueleto da molécula

enquanto que prétons aparecem sempre na sua petriferia, os sinais de C13
dependem muito mais da vizinhanca e do padrdo de substituicdo dos

respectivos nucleos do que os sinais de protons. Por este motivo, um espectro

de RMN C13 contém muito mais sinais com um grau de informagcéo estrutural
maior.

No espectro de RMN protonico somente se encontram quatro areas
largas de absorcdo. Em campo mais baixo aparece um sinal para os
hidrogénios aromaticos e olefinicos. A cerca de 4 ppm encontra-se um segundo

sinal para os prétons metoxilicos e a 2.2 e 2.0 ppm, dois sinais para 0s protons

acetilas fendlicos e alcodlicos. O espectro de RMN C13 pode ser subdividido
em trés areas principais, a primeira delimitada em cerca de 200 ppm a 165
ppm, cobrindo os atomos de carbono dos grupos carbonila, a segunda area
delimitada de 165 até cerca de 100 ppm, provocada pelos atomos de carbono
aromaticos e olefinicos, e um terceiro dominio, estendendo-se de cerca de 100
a 50 ppm, que é causada pelos atomos de carbono alifaticos.

As medidas foram realizadas em dois equipamentos, um Discovery da
marca Tecmag Inc. 85 MHz para o hidrogénio, e 20,1 MHz para carbono, e o
outro em um Varian Inova 400MHz pra hidrogénio e 100,5 MHz pra Carbono
Os experimentos realizados foram CPMAS (Cross-Polarization Magic-Angle-

Spinning) com TOSS (Total Suppression of Spinning Sidebands) de 4 pulsos,
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com rotacdo em torno do angulo magico de 2500 Hz (para os experimento

feitos no Tecmag) e 5000 Hz (para os feitos no Varian).

3.8.4- ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

As técnicas termoanaliticas sado definidas como métodos nos quais se
mede a variacdo de uma determinada propriedade fisica de uma amostra em
funcdo do tempo ou da temperatura. A analise termogravimétrica (TGA) € uma
das técnicas termoanaliticas onde é medida a perda de massa da amostra em
funcdo do tempo, ou em funcdo da temperatura. A analise termogravimétrica
fornece informacdes sobre o conteudo dos componentes volateis como
solventes ou agua, sobre o comportamento de decomposicdo e conteudo de
cinzas.

As analises termogravimétricas foram realizadas em um equipamento
SHIMADZU TA-50WSI com modulo TGA50, porta-amostra de platina, razao de
aquecimento de 20 °C/min sob fluxo de N, de 10 mL/min, num intervalo de

temperatura ambiente a 900°C.
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3.8.5- ANALISE ELEMENTAR (C, H ,N)

Essa técnica esta baseada na combustdo de uma amostra do material a
ser analisado para a determinacdo das quantidades de carbono, enxofre,
hidrogénio e nitrogénio; a quantidade de oxigénio é obtida por diferenca.

As anadlises elementares foram realizadas pelo CAQI — Central de
Analises Quimicas Instrumentais do Instituto de Quimica da USP, Sao Paulo,

utilizando aparelho da CE Instruments modelo EA 1110 CRNS-O.

3.8.6. CROMATOGRAFIA DE PERMEACAO EM GEL (GPC)

As distribuicbes de massas moleculares das ligninas obtidas foram
determinadas em um sistema cromatografico SHIMADZU. Sao apresentadas a
seguir as condi¢cdes empregadas nas analises por GPC.

Detector — Indice de Refracéo Diferencial (modelo RID 6A), e detector de UV
254nm.

Coluna — Pré-coluna PI-Gel + 3 colunas em série Plgel 500 A + 10° A + 10* A
(polymer Laboratories).

Enchimento: Gel de poli(estireno/divinilbezeno) — PS/DVB

Eluente — THF.
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3.9- ANALISE DE POLISSACARIDEOS E DERIVADOS

3.9.1- CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HP LC).

O teor de polissacarideos foi determinado por analise cromatografica do
filtrado obtido na determinacéo do teor de lignina Klason, através da deteccao
dos seguintes compostos hidrolisados: celobiose, glicose, xilose, arabinose,
acido acético, furfural e hidroximetilfurfural. A solu¢cdo contendo o hidrolisado foi
submetida a filtracdo em membrana SEP PAK C,g (Waters) para separacao da
lignina soltvel e demais produtos de degradacdo. As demais condi¢cbes de

analise foram:

ACUCARES

Cromatografo — SHIMADZU, modelo CR 7A.
Detector — indice de Refracdo SHIMADZU R10-6A.
Coluna — Aminex HPX 87 H (300 x 7,8mm BIO-RAD).
Eluente — H,SO4 0,005mol.L™.

HIDROXIMETILFURFURAL E FURFURAL

Cromatdgrafo — SHIMADZU, modelo CR 7A.

Detector — UV (254nm) da SHIMADZU SPD-10A.

Coluna — RP 18 (Cig) da HEWLETTPACKARD.

Eluente — Solucdo de acetonitrila/agua 1:8 (v:v), contendo &acido acético 1%

(V:v)
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4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

Visando o estudo das reacdes envolvidas nos processos de
determinacao de lignina do bagaco e da palha de cana-de-acucar foi realizada
uma sequéncia de estudos conforme descrito a seguir:

- Preparacao e caracterizacao do material lignocelulésico;

- Estudo do efeito da concentracdo de acido sulfarico na determinacéo do
teor de lignina;

- Caracterizacdo das ligninas isoladas, por diferentes técnicas
espectroscopicas;

- Estudo da obtencéo de lignina pelo método indireto de determinacéo dos
polissacarideos totais (holocelulose). A determinacdo do teor holocelulose é
complementar a determinacdo de lignina. Neste caso, a fracdo de
polissacarideos permanece como residuo solido e a lignina presente é oxidada

e transformada em produtos soluveis.

4.1- CARACTERIZACAO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR.

O bagaco de cana-de-aguUcar originalmente composto por uma mistura
de fibras e medula, geralmente vem acompanhado de certa quantidade de
impurezas como terra e fuligem. A fim de remover essas impurezas o bagaco

passou por um processo de extracdo em &gua quente, seguido por
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desmedulamento Uumido a frio. Este procedimento foi realizado a fim de se
separar a fracdo medula (células de parénquima) da fracdo fibra. Foram
obtidos 72% de fibras, 20% de medula e 8% de soluveis e insoluveis (terra).
Esse procedimento de separacdo ndo € absoluto, ou seja, cada uma das duas

fracOes €, na verdade, rica em um dos dois elementos (fibra e medula), como

pode ser observado na figura 20.

Figura 20. Fotografias das fracdes (A) fibra e (B) medula do bagaco de cana-

de-acucar. <—— Medula, Fibra

4.2- DETERMINACOES DE CINZAS

Os teores de cinzas (compostos inorganicos) da palha e do bagaco de
cana foram determinados pelo teor de residuos resultantes da queima
completa do bagaco e da palha conforme norma Tappi T211 om-93 modificada.
Os valores de cinzas obtidos e os encontrados na literatura para palha, bagaco
e suas fracbes separadamente sdo mostradas na Tabela 5.
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Os valores encontrados apresentam pequenas Vvariacdes, quando
comparados aos da literatura, que pode ocorrer em funcdo da variedade da
cana empregada e da localizacao geografica dos locais de cultivo.

Quando comparadas as diferentes fracdes do bagaco (medula e fibra),
nota-se que estas apresentam diferentes teores de cinzas. Essa diferenca pode

ser explicada pela funcdo que cada estrutura celular exerce na planta.

Tabela 5. Teores de cinzas nas amostras de bagaco e palha de cana-de-

acucar.
Referéncias Cinzas (%)

Medula Bagaco

Integral

Fibra Palha

Este trabalho

0,34 +0,03

2,48 £ 0,02

0,93+ 0,03

4,97 +0,15

ATLAS (ICIDCA)

1,4

5,4

2,6

HOAREAU, W.

11

SANJUAN, R.

11

5,4

NASSAR, M. M. - - 3,4

XIN, L. 1,9
JUAREZ, J. A. 2,7
BAUDEL, H.M. 2,6

4.3- TEOR DE EXTRATIVOS

A extracdo com a mistura de solventes organicos (cicloexano/etanol)
possibilitou a remogdo de compostos organicos, comumente chamados de
extrativos, dentre os quais se incluem lignanas, terpenos, flavondides e outros

aromaticos presentes na amostra, alguns dos quais podem condensar com a
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lignina insolavel interferindo nas analises. A extracdo com agua permitiu a
remocao de compostos inorganicos solUveis em agua e, principalmente, uma
fracdo de sacarose residual e polissacarideos de baixa massa molar nao
removidos no processo de moagem e extracao da cana-de-acgucar.

Os dados obtidos experimentalmente encontram-se dentro da faixa de
valores descritos na literatura, exceto para a fracéo fibra, que apresentou um

valor um pouco inferior, como mostrados na Tabela 6.

Tabela 6. Teores de extrativos do bagaco e da palha de cana-de-acucar.

Referéncias Extrativos (cicloexano/etanol) (%)

Fibra Medula Bagaco Palha
Integral

Este trabalho 1.8 3,2 2,9

ATLAS (ICIDCA) 2,3 2,9 2,7

BAUDEL, H.M. - - 3,2*

SANJUAN, R. 25 3,6 -

Widyorini, R. 4,9 2,2 -

* etanol

4.4- DETERMINACOES GRAVIMETRICAS DE LIGNINA

As condic¢des escolhidas para a obtencédo de lignina insolavel (tanto para
0 bagaco e suas fragbes, fibra e medula, quanto para palha) foram
estabelecidas a partir da variacdo da concentracdo de acido sulftrico em torno

do valor de referéncia (72%). Assim, utilizou-se &cido sulfrico nas
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concentracdes de 60, 65, 68, 70, 72 e 80%, com a finalidade de se determinar
a concentracao de acido que permita a obtencéo de valor minimo para a fracéo
insolivel. Ou seja, condigcdes nas quais ocorressem, preferencialmente ou
exclusivamente, reacfes de hidrélise de polissacarideos, sem (ou minimizando)
a ocorréncia de condensacao destes com a lignina. A concentracédo de 72% é
a concentracdo utilizada no procedimento descrito pela norma TAPPI T222
para analise de madeiras. Neste trabalho foram escolhidas concentracfes de
acido maiores e menores que o da referéncia para comprovar a ocorréncia de
um “minimo”.

Na Tabela 7 e 8 sdo mostrados os valores lignina insoluvel (expressos
como residuo) obtidos nos tratamentos acidos para o bagaco e suas fracdes e
para palha de cana-de-acucar nas diferentes concentracdes de acido sulfarico

utilizadas.

Tabela 7. Valores de lignina insoluvel (expresso como massa residual) para o

bagaco de cana-de-acucar e suas fracdes (fibra e medula)

Concentragao
H,SO4
(%)
60

65

68
70
72
80

Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Tabela 8. Valores de lignina insoluvel (expresso como massa residual) para a

palha de cana-de-acucar

Concentragao
H,SO4
(%)
60
65
68
70
72
80

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.

Como a concentragdo Otima de acido sulfurico deve permitir a
maximizacdo das reacdes de hidrdlise de polissacarideos com a minimizacéo
dos processos de condensacdo envolvendo a lignina, um grafico de massa
residual (lignina insolavel) versus concentragdo de acido deve apresentar um
valor de minimo. Para as amostras ensaiadas neste trabalho (medula, fibra,
bagaco integral e palha) foram obtidos valores de minimo em diferentes

concentracdes de acido sulfurico para cada uma das fracGes (Figura 21).
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Figura 21. Grafico do teor de lignina insoluvel (expresso como massa residual)

em funcéo da concentracdo de acido sulfarico.

De acordo com os resultados apresentados € possivel observar que
todas as amostras obtidas com acido na concentracdo de 60%, apresentaram
valores altos de massa residual, indicando que uma fracédo de polissacarideos
nao foi hidrolisada e permaneceu como residuo. Para as amostras obtidas com
acido 80% os valores mais altos de lignina sdo devido a condensacédo de
produtos de degradacdo dos polissacarideos, como furfural e p-

hidroximetilfurfural, com a lignina.
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As andlises indicaram que a concentracdo oOtima de &cido, para
determinacdo de lignina insolavel total, situa-se em um intervalo de
concentracdo, que varia de 65 — 72%, para todas as amostras.

Os teores de lignina encontrados para o bagaco integral estdo mais
proximos dos teores de lignina da fibra, isso estad coerente pelo fato da fibra
corresponder a, aproximadamente, 72 % do bagaco. Os teores de lignina
insoltvel obtidos para a fibra estdo em torno de 20% e da medula em torno de
19%, se fizermos uma média ponderal o teor de lignina no bagaco deveria
apresentar um valor préximo a 20%, como obtido experimentalmente.

Como os métodos de determinacédo de lignina foram desenvolvidos para
madeira resolvemos aplicar as mesmas condi¢des utilizadas para o bagaco em
duas espécies de madeira (Pinus taeda e Eucalyptus grandis), e observar a
melhor concentracdo de &cido para cada espécie. Foram realizados
tratamentos com acidos nas mesmas concentracdes utilizadas para o bagaco e

para palha de cana-de-acgucar, os resultados sdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9. Valores de lignina insollvel obtidos para a madeira de Eucaliptus e

Pinus

Conc entragéo Lignina Desvio | Lignina | Desvio
H.SO4 (%) Insolavel | Padréo | Insolavel | Padréo
(%) (%)
Eucaliptus Pinus
60 73,21 +0,33 75,08 10,52

65 26,64 +0,39 30,04 +0,45
68 25,56 +0,06 30,49 10,26
70 25,90 +0,43 30,10 10,26
72 27,39 +0,85 29,89 10,09
80 29,84 +0,43 30,69 +0,13

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.
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Como podemos observar na tabela 9 as concentracdes de acido que
proporcionam os menores teores de lignina (residuo) estdo entre 65 — 72%. Os
conteudos de lignina Klason total para algumas espécies de Pinus variam de
26,0 a 30%, e para Eucayiptus, de 21,0 a 34,0% [FENGEL; WEGENER, 1984].
Os valores obtidos experimentalmente estdo dentro da faixa de valores
encontrados na literatura, entretanto observa-se que a concentracdo de acido
sulfirico de 72%, referenciada na norma (TAPPI T222), apresenta valores de
lignina proximos para madeira de Pinus, mas para o Eucaliptus a diferenca
alcanca até 2%. Segundo Nimz, as concentracdes de acido variam para
madeiras de folhosa e coniferas, no caso de lignina de abeto (conifera) se a
concentracdo de H,SO, for graficada vs. o conteddo de lignina insolavel,
obtém-se uma curva com um minimo em acido 72 %, ja para lignina de faia
(folhosa) o minimo € encontrado em 66%, valores coerentes com observado
experimentalmente.

O perfil do grafico de residuo vs. concentracdo do acido para as
amostras de bagaco e para as amostras de madeira mostraram

comportamentos semelhantes, como pode ser observado na Figura 22.
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Figura 22. Grafico do teor de lignina insolavel (expresso como residuo) para

madeiras em funcdo da concentracdo de acido sulfurico.

Os resultados obtidos para as madeiras de Pinus e Eucayiptus serviram
para confirmar a necessidade do desenvolvimento de métodos especificos para

0 bagaco de cana-de-acucar.
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4.5- CARACTERIZACAO DAS LIGNINAS OBTIDAS NAS DIFERE NTES

CONCENTRACOES DE ACIDO.

Devido a nao obtencdo de um uanico valor de minimo foram realizadas
analises dessas ligninas residuais, que pudessem fornecer mais informacoes,
tais como presenca de polissacarideos nos residuos, que pudessem produzir
um artefato na escolha de uma concentracéo ideal de acido sulfurico.

A caracterizacao de ligninas obtidas no processo de hidrélise € realizada
empregando-se analises especificas de grupos funcionais (metoxilas e
hidroxilas), analise elementar, massa molecular, ressonancia magnética
nuclear, espectroscopia na regido do ultravioleta e do infravermelho. O
emprego destas técnicas é de grande importancia, pois permite acompanhar as

mudancas estruturais das ligninas ocorridas em funcéo do processo utilizado.

4.5.1- ANALISE ELEMENTAR

A analise elementar foi utilizada para avaliar a presenca de
polissacarideos nas amostras de ligninas residuais. Considerando a formula
molecular da anidroglicose como unidade monomérica da celulose CgH100s5
(Figura 23-a) e de uma anidropentose como mondmero das polioses CsHgO4
(Figura 23-b) a porcentagem de carbono € igual a 44,4% e 45,5%,

respectivamente. No caso da lignina, pelo fato desta apresentar trés
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precursores (Figura 8) e ndo se conhecendo a propor¢cdo de cada um na
macromolécula de lignina do bagaco o teor de carbono pode variar entre 57,9,
60,9 e 63,2%, que correspondem aos teores de carbono do alcool sinapilico
(ou unidade siringila), alcool coniferilico (unidade guaiacila) e do alcool
cumarilico (unidade p-hidroxifenila), respectivamente, acrescidos de uma
molécula de agua. A diferenca entre esses precursores € 0 numero de

metoxilas por anel aromatico.

I 6CH,0H

(a)p-D-glicopiranose (b) B-D-xilopiranose

Figura 23. Estruturas moleculares das unidades monomeéricas da celulose (-

D-glicopiranose) e de um acucar tipico de polioses ([1-D-xilopiranose).

Analisando os dados da literatura, a porcentagem de carbono para
lignina do bagaco varia de 59,5 a 63,5 % (Tabela 10), e a porcentagem de
carbono para polissacarideos € cerca de 44%, sendo assim, exceto a amostra
obtida pelo uso de acido sulfarico na concentracdo de 60%, todas as demais
concentracfes produziram amostras compativeis com a férmula estrutural de
ligninas, pois possui um teor de carbono proximo de 60 %. A lignina padréo,
obtida pelo método Pepper, apresentou teor de carbono de 61,66%. Os

resultados da analise elementar estdo mostrados nas Tabelas 11, 12, 13 e 14
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Os teores de carbono foram corrigidos pelas cinzas e o conteudo de oxigénio

foi obtido por diferenca.

Tabela 10. Analise elementar de amostras de lignina de bagaco e palha de

cana-de-agucar.

Referéncia Amostra

Lignina -Padréao obtida Bagaco de cana
neste trabalho

SINGH, R. * Bagaco de cana

BOTARO, V. Bagaco de cana

FENGEL& WEGENER Bagaco de cana

* Lignina organossolve

Os polissacarideos podem estar presentes nas amostras de lignina
residual, sendo que a porcentagem de contaminacdo pode variar de 2 a 5%
dependendo do método de isolamento e purificacdo da lignina [FENGEL;
WEGENER, 1984].

Todas as amostras obtidas com acido sulfurico na concentracdo de 60%
apresentaram um contetdo de carbono baixo (~47%), indicando a presenca de

elevada quantidade de carboidratos.
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Tabela 11. Analise elementar (C, H, N e O) das ligninas obtidas da fracdo de

fibra do bagaco

Amostra
60 %

65%
68 %
70 %
72 %
80 %

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em duplicata.

Tabela 12. Analise elementar (C, H, N e O) das ligninas obtidas da fracao de

medula do bagaco

Amostra
60 %

65%
68 %
70 %
72 %
80 %

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em duplicata.

Tabela 13. Analise elementar (C, H, N e O) das ligninas obtidas da fracdo de

palha

Amostra
60%

65%
68%
70%
72%
80%

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em duplicata.
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Tabela 14. Analise elementar (C, H, N e O) das ligninas obtidas do bagaco

integral

Amostra
60%

65%
68%
70%
12%
80%

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em duplicata.

Como a analise elementar da lignina padrao, obtida pelo método Pepper,
ndo apresentou teor de enxofre concluimos que os teores de enxofre
encontrados nas demais amostras de lignina sdo provenientes do processo de
hidrélise com acido sulfdrico que passa por uma etapa de sulfatacdo da lignina,
como mostra a Figura 24. Sendo assim, os teores de carbono, oxigénio e

hidrogénio foram corrigidos e sao apresentados nas tabelas 15 - 18.

®CH HC—SO,H

H,SO,

OCH;s OCH,
o [OH] O [OH]

Figura 24. Reacédo de unidades de lignina em acido sulfurico.
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Tabela 15. Analise elementar (C, H, N e O) das ligninas obtidas da fracdo de

fibra do bagaco.

Amostra
60 %

65%
68 %

70 %
72 %
80 %

Tabela 16. Analise elementar (C, H, N e O) das ligninas obtidas da fracdo de

medula do bagaco

Amostra
60 %

65%
68 %
70 %
72 %
80 %

Tabela 17. Analise elementar (C, H, N e O) das ligninas obtidas da fracdo de

palha

Amostra
60 %

65%
68 %
70 %
72 %
80 %
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Tabela 18. Analise elementar (C, H, N e O) das ligninas obtidas do bagaco

integral

Amostra
60 %

65%
68 %

70 %
72 %
80 %

Analisando os teores de carbono obtidos experimentalmente, observa-se
gue esses se situam dentro de uma faixa que vai de 57 a 62%,
aproximadamente. Essa faixa de valores esta proxima dos teores de carbono
das unidades siringila (57,9% de C) e guaiacila (60,9% de C), e p-hidroxifenila
(63,2% de C). Contudo, utilizando somente a analise elementar ndo podemos
assegurar a propor¢cdo de cada unidade na macromolécula de lignina do
bagaco, pois podemos variar as propor¢des das mesmas de modo a obter
teores de carbono na faixa de nenhuma, uma ou duas metoxilas, e a perda de
carbono da cadeia lateral também pode alterar os teores de carbono mantendo
0 numero de metoxilas por anel aromatico. Na Tabela 19, sdo apresentadas

algumas proporcdes possiveis.
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Tabela 19. Teor de metoxila para algumas proporcbes de unidades

constituintes de ligninas.

Proporcoes (%)

Siringila Guaiacila Hidroxifenila (OCHj3) por anel
(2 OCHs) (1 OCHa) (sem OCH )
100 0 0 2,0
70 20 10 1,6

50 50 0 15
60 20 20 1,4
40 40 20 1,2
50 0 50 1,0

Como a variagdo da concentracdo do &cido visa a obtencdo de um
residuo (lignina insoluvel) onde a lignina obtida tenha a menor quantidade de
contaminantes (polissacarideos), o teor de carbono do produto insoltvel obtido
nestas concentracbes de 4cido, deve estar dentro da faixa esperada (57,9 e
63,2%). Sendo assim, podemos plotar um grafico de lignina insolavel e teor de
carbono em funcdo da concentracdo de acido e observar se 0 minimo de
lignina corresponde aos maiores valores de contetdo de carbono.

Os gréficos (Figura 25) mostram um perfil semelhante, onde se observa
uma grande variacdo no teor de carbono da amostra obtida com acido na
concentracdo de 60% em relagcdo as demais e uma pequena variacdo nos

teores de carbono entre as concentragdes de 65 a 80%.
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Grafico de lignina insoluvel (% Residuo) e do teor de carbono em

funcd@o da concentracdo do acido para o bagaco integral, sua fracdes (fibra e

medula) e para palha de cana-de-agucar.

4.5.2- ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

As andlises térmicas sdo importantes técnicas para determinacdo de

propriedades quimicas e fisicas de materiais poliméricos.

A T4 (temperatura de transi¢cdo vitrea) da lignina € afetada por varios

fatores como a presenca de contaminantes de baixo peso molecular (incluindo

agua e solventes),

pela massa molecular

da

lignina, pelas ligacdes
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entrecruzadas e pela pressdo. Sendo assim, um valor de Ty tipico de alguma
lignina particular ndo pode ser precisamente obtido. Entretanto, segundo dados
da literatura os valores de T4 de lignina dioxano e de lignina de madeira moida
estdo, geralmente, por volta de 400 e 420K, respectivamente [SARKANEN;
LAI, 1971].

A decomposicédo térmica da lignina resulta de complexas reacdes, sendo
assim, sdo encontradas na literatura varias hipéteses para explicar as etapas
de perda de massa das ligninas. Segundo Singh a degradacdo da lignina
apresenta trés estagios, um primeiro de perda de umidade residual da amostra
em 100 — 150°C, o segundo ocorre em 200-230 °C que é devido a presenca de
carboidratos na lignina e o terceiro em 300-400 °C onde ocorre a degradacdo
maxima da lignina. Para Dominguez a degradacédo térmica da lignina vai de
200 - 450 °C, e em temperaturas acima de 400°C que corresponde ao processo
de pirdlise da lignina, reacdes de decomposicdo e de condensacao dos anéis
aromaticos sao possiveis.

Na Figura 26 é apresentada a curva termogravimétrica da lignina obtida
pelo método Pepper, utilizada nesse trabalho como padréo. Observa-se uma
primeira etapa de degradacdo que vai até aproximadamente 150°C, essa
degradacdo € atribuida a perda de umidade da amostra. A segunda
degradacéo inicia por volta de 200°C que corresponde a pirdlise da lignina e
prossegue até cerca de 400 °C, onde se inicia a terceira degradacéo atribuida a

degradacdo dos anéis aroméaticos.
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Figura 26. Analise termogravimétrica da lignina obtida pelo método Pepper em

atmosfera de N

As curvas de TGA para as ligninas obtidas pelo tratamento com
diferentes concentragcbes de acido apresentaram um comportamento de
degradacédo semelhante ao observado para lignina padrdo. Os resultados das
analises termogravimétricas para as ligninas encontram-se nas Figuras 27 —
30. Nas curvas TGA das ligninas obtidas com acidos nas concentracdes de 65,
68, 70, 72 e 80% a perda de massa que aparece em temperatura menor que
100 € ¢é devida, principalmente, a evaporacdo de agua e de outras
substancias de baixa massa molar. A perda de massa que se inicia em 200 C
corresponde ao inicio da reacdo de pirdlise da lignina, mas também pode ser
um indicio da presenca de carboidratos na amostra de lignina. A perda de

massa prossegue até a temperatura de 500C, onde é reduzida em quase 40%
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da massa inicial. Alguns processos de degradacdo da lignina que ocorrem
normalmente acima de 300 °C sao atribuidos a ruptura de ligacdes
interunidades o que resulta na perda de fendis monomeéricos para a fase vapor.
Uma terceira perda de massa é observada acima de 500 °C, atribuida as
degradacbOes de anéis aromaticos. Para as ligninas obtidas pelo tratamento
com acido 60% (Figuras 27 — 30) observa-se um comportamento semelhante,
no entanto os maximos valores de perda de massa ocorrem entre as
temperaturas de 200 °C e 400 °C. Isso pode ser devido a presenca de
polissacarideos nestas amostras. As amostras de lignina obtidas com acido
65% de fibra e medula também apresentaram um perfil diferente. A degradacéo
térmica da lignina procede mais lentamente em relacdo a celulose e/ou
polioses, que sdo degradadas em uma estreita faixa de temperatura. Isso
ocorre, pois a lignina possui estrutura aromatica mais complexa com muitas

ligacdes entrecruzadas, que aumentam sua estabilidade.
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Figura 27. Andlise termogravimétrica de ligninas obtidas com &cido sulfarico
nas concentracoes de (—) 60%,(—) 65%, (—) 68%, (—) 70%, () 72%, (—)

80%, da fracdo medula do bagaco em atmosfera de N,
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Figura 28. Analise termogravimétrica de ligninas obtidas com &cido sulfarico
nas concentracdes de (—) 60%,(—) 65%, (—) 68%, (—) 70%, () 72%, (—)
80%, da fracéo fibra do bagaco em atmosfera de N,
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Figura 29. Andlise termogravimétrica de ligninas obtidas com &cido sulfarico
nas concentracoes de (—) 60%,(—) 65%, (—) 68%, (—) 70%, () 72%, (—)

80% do bagaco integral em atmosfera de N,
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Figura 30. Analise termogravimétrica de ligninas obtidas com &cido sulfarico

nas concentracdes de (—) 60%,(—) 65%, (—) 68%, (—) 70%, () 72%, (—)

80% da palha de cana-de-acucar em atmosfera de N,
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Nas curvas de TGA do bagaco, suas fracdes e da palha (Figura 31)
podem ser observados trés estagios de decomposicdo térmica. A primeira
perda de massa aparece em temperatura menor que 100 T, devido a
evaporacao de agua e de outras substancias de baixa massa molar. A segunda
perda de massa em 200 T corresponde a decomposicdo da celulose e
hemicelulose em produtos volateis, e ao inicio da reacéo de pirolise da lignina.
Essa perda de massa prossegue até 350C, onde a amo stra é reduzida em
quase 70% da massa inicial. A terceira perda de massa ocorre acima de
350°C e corresponde a processos de degradacdo da lignina atribuidos a
ruptura de ligacdes interunidades o que resulta na perda de fendis

monomericos para a fase vapor.
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Figura 31. Analise termogravimétrica da fibra, medula, palha e do bagaco

integral em atmosfera de N,
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4.5.3- ANALISE DE UV-VISIVEL

A analise UV foi empregada neste trabalho para a analise da lignina
soltvel, com o objetivo de sua determinacdo quantitativa para a determinacao
do teor de lignina total.

A espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis) &
uma técnica muito utilizada para caracterizacdo de mudancas na estrutura e
propriedades da lignina, que absorve fortemente na regido do ultravioleta
devido ao seu carater aromatico. E utilizada tanto para analises quantitativas
quanto qualitativas de ligninas em solucdo. A localizacdo e intensidade do
maximo de absorcdo dependem do tipo de lignina, das modificacbes quimicas
ocorridas durante os processos de isolamento e do solvente utilizado nas
medidas fotométricas.

Embora existam algumas diferencas nos espectros de UV de diferentes
ligninas, um espectro tipico de lignina apresenta geralmente um maximo de
absorcdo em torno de 280 nm com um ombro na regido de 230 nm
caracteristico de grupos fendlicos ndo condensados presentes na estrutura da
lignina, e um segundo maximo na faixa entre 200 e 215 nm. Para ligninas de
madeira mole (softwood), os espectros consistem de um maximo em 280 nm e
para ligninas de madeira dura (hardwood) um méaximo entre 275 e 277 nm
[FENGEL; WEGENER, 1984]. Esses maximos de absor¢cdo podem sofrer
pequenos deslocamentos devidos a um aumento no numero de conjugacdes

das ligninas durante o processo de isolamento.
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A absorcdo da amostras de lignina em 280 nm pode ser fortemente
influenciada pela presenca de produtos de degradacdo dos polissacarideos,
como furfural e hidroximetilfurfural, que também possuem o méaximo de
absorcdo nesse comprimento de onda.

Para as ligninas obtidas das amostras de bagaco e palha de cana-de-
acucar os maximos de absorcao estao entre 275 e 277 nm, e nao foi observada
a banda em 200-215 nm, nesse caso, nota-se apenas a presenca de um ombro
nessa regido, como pode ser observado na Figura 32.

As quantidades de lignina soltvel foram calculadas segundo a equacao
2, descrita na introducéo desta dissertacdo. Os valores de absorcdo em 215 e
280 nm e os respectivos teores de lignina soluvel sdo apresentados na Tabela

20.

Os teores de lignina soluvel obtidos para o bagaco e as fra¢cdes (medula
e fibra) diminuem com o aumento da concentragdo de acido, exceto para as
fracOes fibra e medula onde na concentracdo de &acido de 65% se observam
valores maiores de lignina soltvel. A tendéncia observada na diminuigcdo dos
teores de lignina solivel com o aumento da concentracdo de acido pode ser
justificada, pois em concentracdes de &cido sulfarico maiores as reagfes de
condensacao da lignina ocorrer em maior extenséo. Para a palha observa-se
um comportamento semelhante, contudo o maior valor de lignina soltvel foi

obtido em acido na concentragéo de 60%.

86



Resultados e Discussées

Para as ligninas obtidas das amostras de Pinus taeda e Eucalyptus
grandis em meio acido os maximos de absor¢cdo estdo em 280 e 277 nm,
respectivamente, e um segundo maximo em 200 nm para Eucalyptus Grandis e
entre 193 e 208 nm para Pinus Taeda, como pode ser observado na Figura 33.
Os valores de absorcdo em 215 e 280 e os respectivos teores de lignina

soluvel sdo apresentados na Tabela 21.
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Figura 32. Espectro de UV-vis das ligninas obtidas nas diferentes

concentracdes de &cido. (A) Fibra, (B) medula, (C) Palha e (D) Bagaco Integral.
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Tabela 20. Valores de absorcao das ligninas em meio acido.

FIBRA MEDULA

Abs % Desvio Abs % Desvio
215 | lignina | Padréao 215 | lignina | Padréo
Solavel Solavel
0,60 1,84 +0,10 0,55 1,65 +0,08
0,72 2,46 10,02 0,70 2,38 10,10
0,43 1,43 +0,05 0,44 1,62 +0,02
0,40 1,39 +0,01 0,43 1,55 +0,09
0,31 0,78 +0,06 0,45 1,39 10,10
0,33 0,85 +0,07 0,35 1,04 +0,04
ALHA BAGACO INTEGRAL

Abs % Desvio Abs % Desvio
215 | lignina | Padréao 215 | lignina | Padréo
Soluvel Soluvel
0,79 2,43 +0,20 0,75 2,23 +0,05
0,70 2,29 10,26 0,65 2,19 10,05
0,60 1,98 +0,01 0,48 1,89 +0,03
0,54 1,95 +0,06 0,56 2,10 10,02
0,53 1,87 +0,05 0,53 1,88 10,02
0,42 1,40 +0,12 0,41 1,37 +0,12

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.
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Figura 33. Espectro de UV-vis das ligninas das amostras de madeira obtidas
nas diferentes concentracfes de acido. (A) Eucalyptus Grandis e (B) Pinus

Taeda.
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Tabela 21 . Valores de absor¢cao das ligninas das madeiras de Pinus Taeda e

Eucalyptus Grandis em meio acido.

Pinus Taeda Eucalyptus Grandis

Abs % Desvio Abs % Desvio
215 | lignina | Padréo 215 | lignina | Padrao
Soluvel Soluvel

0,22 0,64 +0,03 1,57 5,07 +0,04

0,10 0,30 +0,01 1,28 4,90 +0,13

0,11 0,33 +0,06 1,10 4,30 +0,10

0,07 0,20 +0,02 0,91 3,60 +0,02

0,08 0,22 +0,01 0,74 2,91 +0,08

0,08 0,23 +0,04 0,45 1,86 +0,02
Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.

Observam-se também, que o bagaco, suas fracbes e a palha
apresentam valores de lignina solluvel intermediarios entre os valores obtidos
para as diferentes madeiras (Pinus taeda e Eucalyptus grandis). Isso é uma
evidéncia de que a estrutura macromolecular da lignina do bagaco e da palha
difere da madeira e confirmam a necessidade de estudos especificos para
lignina desses materiais. A questao de como as unidades Cq estéo interligadas,
na estrutura macromolecular da lignina € de importancia fundamental porque
explica ndo somente as propriedades fisicas e quimicas da lignina, mas
também fornece o conhecimento basico, de como a lignina pode ser utilizada
ou degradada a compostos de baixa massa molar de interesse tecnolégico ou
de como sua estrutura pode ser alterada de tal forma a obter um produto com
propriedades desejadas.

A partir dos resultados obtidos de lignina soltvel e considerando o teor

de cinzas e de lignina insoluvel (residuo), foi possivel calcular a quantidade de
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lignina total encontrada nas amostras de bagaco, suas fracées (medula e fibra)
e de palha de cana-de-agucar. Os valores obtidos sdo apresentados nas

tabelas 22-25.

Tabela 22. Valores de lignina total (soltvel + insolavel) obtidos para a fracédo

fibra do bagaco.

Concentragao
H,SO4 (%)

Lignina
Insoluvel
(%)

Lignina
Soluvel
(%)

Cinzas
(%)

Lignina
Total
(%)

Desvio
Padrao

60

60,88

1,84

0,34

62,38

10,42

65

19,80

2,46

0,34

21,92

10,20

68

19,68

1,43

0,34

20,77

+0,37

70

20,09

1,39

0,34

21,14

10,43

72

22,26

0,78

0,34

22,69

+0,08

80

24,56

0,85

0,34

25,07

+0,90

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.

Tabela 23. Valores de lignina total (soluvel + insoltvel) obtidos para a fracao

medula do bagaco

Concentragao

H,S04 (%)

Lignina
Insoluvel
(%)

Lignina
Soluvel
(%)

Cinzas
(%)

Lignina
Total
(%)

Desvio
Padrao

60

56,59

1,65

2,48

55,76

+0,67

65

20,19

2,38

2,49

20,08

+0,92

68

18,84

1,62

2,48

17,98

+0,61

70

19,15

1,55

2,48

18,22

10,45

72

20,53

1,39

2,48

19,44

+0,59

80

24,04

1,04

2,48

22,59

+1,05

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.
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Tabela 24. Valores de lignina total (soltvel + insolavel) obtidos para a palha

Concentragao
H.SO4 (%)

Lignina
Insoluvel
(%)

Lignina
Soluvel
(%)

Cinzas
(%)

Resultados e Discussées

Lignina
Total
(%)

Desvio
Padrao

60

61,14

2,43

4,97

58,6

0,22

65

21,60

2,29

4,97

18,92

+0,36

68

22,36

1,98

4,97

19,37

+0,62

70

22,67

1,95

4,97

19,65

+0,25

72

22,88

1,87

4,97

19,78

+0,50

80

28,32

1,40

4,97

24,75

+0,67

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.

Tabela 25. Valores de lignina total (soluvel + insoltuvel) obtidos para o bagaco

integral

Concentragao

H,S04 (%)

Lignina
Insoluvel
(%)

Lignina
Soluvel
(%)

Cinzas
(%)

Lignina
Total
(%)

Desvio
Padrao

60

63,25

2,23

0,93

64,55

0,27

65

19,37

2,19

0,93

20,63

+0,05

68

19,94

1,89

0,93

20,90

10,04

70

19,61

2,10

0,93

20,78

0,27

72

19,76

1,88

0,93

20,70

+0,07

80

23,44

1,37

0,93

23,88

+0,38

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.

Os valores de lignina total para o bagaco apresentaram valores proximos
aos obtidos para fibra, da mesma forma que a lignina insoltuvel. E a faixa de
concentracbes de acido que fornecem um valor de minimo para lignina

continua entre 65 a 72% (Figura 34).
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Foram também calculados os valores de lignina total para as amostras
de madeira de Eucaliptus e Pinus, e os resultados sdo apresentados nas

Tabelas 26 e 27.
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Figura 34. Grafico do teor de lignina total (soltvel + insoluvel) para as amostras
de bagaco e palha de cana-de-acucar, em funcdo da concentracdo de acido

sulfarico.
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Concentragao
H.SO4 (%)

Lignina
Insoluvel
(%)

Lignina
Soluvel
(%)

Cinzas
(%)
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Lignina
Total
(%)

Tabela 26. Valores de lignina insoltvel obtidos para a madeira de Eucaliptus

Desvio
Padrao

60

73,21

5,07

0,4

77,88

+0,33

65

26,64

4,90

0,4

31,14

10,41

68

25,56

4,30

0,4

29,46

0,12

70

25,90

3,60

0,4

29,10

10,43

72

27,39

2,91

0,4

29,90

+0,85

80

29,84

1,86

0,4

31,30

+0,43

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.

Tabela 27. Valores de lignina insoltvel obtidos para a madeira de Pinus

Concentragao
H.SO4 (%)

Lignina
Insoltvel
(%)

60 75,08
65 30,04
68 30,49
70 30,10
72 29,89 0,22 29,81

80 30,69 0,23 30,62
Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.

Lignina
Soluavel
(%)
0,64
0,24
0,33
0,21

Lignina
Total
(%)
75,42
29,98
30,52

30,01

As concentracdes de acido que proporcionaram 0s menores teores de
lignina séo 68% para a madeira de Eucaliptus e 72% para a madeira de Pinus
(Figura 35). Os valores mostraram que a concentracao de acido utilizada na
norma € adequada apenas para Pinus, e a diferenca pode alcancar até um

ponto percentual para Eucaliptus.
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Figura 35. Gréfico do teor de lignina total (soluvel + insoltvel) em funcdo da

concentracdo de acido sulfurico para amostras de madeiras.

4.5.4- ANALISE DE *C RMN.

A espectroscopia de RMN **C é um método muito eficiente para os
estudos estruturais das macromoléculas, sendo uma técnica bastante utilizada
para andlise de ligninas. Neste caso foi empregada com a finalidade de
verificar a ocorréncia de modificagcées estruturais, determinacao de teores de

metoxila e ainda, verificar a presenca de sinais devidos a carboidratos.
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Um espectro de RMN **C pode ser subdividido em trés regides
principais: uma primeira regido delimitada em cerca de 200 a 165 ppm,
cobrindo os atomo de carbono dos grupos carbonila; a segunda regido que é
delimitada de 165 a 100 ppm relativa aos atomos de carbono aromaticos e
olefinicos; e uma terceira regiao, que se estende de 100 a 20 ppm, relativa aos
atomos de carbonos alifaticos (a, (3, y e metoxila).

A Figura 36 mostra os espectros de CP/MAS *C NMR das ligninas
obtidas para fracdo fibra do bagaco e para lignina obtida pelo método Pepper,
utilizado como padréo.

O espectro de **C NMR da amostra de lignina insolGvel de fibra obtida
com &cido na concentracdo de 65% foi obtido em um equipamento Varian
Inova 400MHz para hidrogénio e 100,5 MHz para Carbono. Os demais
espectros foram realizados em um equipamento Discovery da marca Tecmag

Inc. 85 MHz para o hidrogénio, e 20,1 MHz para carbono.
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Figura 36. Andlise de RMN das ligninas insollveis obtidas com diferentes

concentracdes de &cido e Lignina Pepper.
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Comparando os espectros apresentados na Figura 36, pode-se
perceber que as ligninas residuais obtidas nas concentracdes de acido de 65 —
80% apresentam espectros coincidentes, com pequenas variacbes nas
intensidades dos picos. Podemos observar uma diferenca nas intensidades dos
picos 4 e 5, que correspondem as unidades siringila (S) e guaiacila (G),
respectivamente (Tabela 28). [LIN; DENCE, 1992]. A amostra padréo obtida
pelo método Pepper possui quantidades quase iguais de unidades S e G, e as
amostras de lignina da fibra obtidas com acido nas concentracdes de 65, 68,
70, 72 e 80% apresentam um aumento de intensidade do pico 5 em relacdo ao
pico 4, com o aumento da concentracdo de acido, indicando a presenca de
maiores quantidades de unidades guaiacila em relacéo as unidades siringila.

Podemos observar também uma reducéo no sinal da regido de 115
ppm (pico 8) com o aumento da concentracdo do acido utilizado. Esse pico é
relativo as unidades de acido p-cumarico que se encontram na lignina, ligados
na regido de interface com carboidratos, por meio de liga¢des tipo éster. Sendo
assim, podemos verificar que, com o0 aumento da concentracdo de acido, uma
maior quantidade de polissacarideos estd sendo hidrolisada. Podemos
observar também, a presenca do pico 1 nas amostras de lignina com acido na
concentragdo de 65 - 80%, indicando possiveis oxidagfes de unidades
alcodlicas para aldeidos.

No espectro da lignina obtida com acido 60% observa-se na regiao
relativa aos carbonos alifaticos (72 — 106 ppm), em particular no sinal nimero
10 (73,43 ppm), sinais bastante intensos, indicando a presenca de

polissacarideos nas amostras.
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Tabela 28. Tabela com os valores de picos de **C RMN atribuidos a lignina da

fibra obtidos neste trabalho e picos atribuidos a lignina de bagaco moido

(MBL).

Sinal Lignina
Fibra

Sinal MBL

Atribuicdes

Referéncias

175,3

175,0

-COOH em alifatico

Kringstad et al.
1983

167,9

167,5

aC=0 em ArCOOH;
ésteres de AC

Lin e Dence 1992;

Nimz et al. 1981

159,5

160,5

C-4 ésteres de AC

Nimz et al. 1981

153,2

153,6

C-3/C-5 Se

Nimz et al. 1981

147,2

147,4

C-4 em Ge

LIN e Dence

133,8

133,3

C-1S,G,H

Ludemann et al.
1974

126,4

126,4

C-1 ésteres AC

Ludemann et al.
1974

115,0

1151

C-3 ésteres AC

Ludemann et al.
1974

104,8

105,0

C-2/C-6 Se, S

Ludemann et al.
1974

73,4

73,3

aC em -O-4 e Cy35 de
celulose

Ludemann et al.
1974

55,6

56,4

-OCH3s

Ludemann et al.
1974

* Abreviacfes: AC=acido p-cumarilico; Se=unidades seringila eterificada; S=

unidades siringila; G= unidades guaiacila; H=unidades p-hidroxifenila.

Em cerca de 56 ppm aparece um sinal bastante intenso, relativo ao sinal

de metoxila presentes nas ligninas. A determinacao da quantidade de metoxilas

€ uma analise muito importante para classificacdo das ligninas em guaiacila

(G), guaiacila-siringila (GS) e guaiacila-siringila-hidroxifenila (GSH). O que

diferenciam as unidades guaiacila, siringila e hidroxifenila € a presenca de
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metoxilas nas posi¢cdes 3 e 5 do anel aromatico (Figura 15). Sendo assim, a
determinacdo de metoxilas fornece a o niumero de metoxilas por unidade Co,
consequentemente, podemos classificar as ligninas em G, GS e GSH.

As areas da regido devida as metoxilas foram determinadas e
expressas em valores relativos as areas referentes as regides alifaticas e
aromaticas, e os resultados sédo apresentados na Tabela 29. Os valores da
altima coluna expressam o numero de C alifaticos por unidade Cg incluindo a

metoxila.

Tabela 29. Teor de metoxilas determinados por RMN *3C para as ligninas
insoltveis, da fracdo fibra, obtidas no tratamento com acido sulfurico em

diferentes concentracoes.

Amostra Area (%) Area (%) N° de N° de
(OCH3)/ | (OCHg)/anel | metoxilas carbonos
carbonos aromatico por anel alifaticos por
alifaticos aromatico unidade C g
Padrao 23,2 17,4 1,0 4,3

60% 9,1 20,1 1,2 13,2

65% 18,4 15,9 0,9 4,9
68% 25,2 16,9 1,0 4,0
70% 25,4 16,3 1,0 3,9
72% 22,8 16,1 1,0 4,4
80% 24,1 16,5 1,0 4,1

Com os valores de metoxilas obtidos pela analise de RMN *3C, e o
emprego das analises de composicdo elementar, sdo possiveis estimar as
unidades fenilpropanicas Cgy das ligninas (Tabela 30). Neste procedimento, os

componentes, oxigénio, hidrogénio e teor de metoxilas, sdo quantificados em
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relacdo a nove atomos de carbono. Sendo assim, para complementar os
estudos das ligninas obtidas no presente trabalho, as analises da composicéo
elementar das ligninas foram utilizadas nos célculos para a determinacédo da

férmula Cg da fracao fibra do bagaco.

Tabela 30. Determinacdo das unidades Cgy para as ligninas insolluveis, da
fracdo fibra, obtidas no tratamento com acido sulfurico em diferentes

concentracoes.

Amostra Formula Cq
Padrao C902,9Hs 6 (OCH3)1,0

60% Nao determinada

65% C903,1Hg 6 (OCHz)o 0
68% C903,0 Ho 1 (OCH3)1,0
70% CoO36Hg 9 (OCH3)10
72% C903,1Hg 7 (OCH3)10
80% C9032Hg 6 (OCH3)10

De acordo com os dados apresentados na Tabela 28, para as ligninas
insolUveis obtidas da fibra, ndo ha grande variacdo para os teores de metoxilas
quando comparadas entre as diferentes amostras e a lignina padrdo. Para a
amostra de lignina obtida com acido 60% nao foi determinada a férmula Co,
pois esta apresenta uma maior quantidade de carbonos alifaticos
(polissacarideos condensados) por unidade Co.

Outra forma de apresentar as formulas minimas das ligninas é
considerando-a como um derivado de seus precursores, alcool cumarilico,

alcool sinapilico e alcool coniferilico, os quais possuem dois atomos de
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oxigénio por molécula, excluindo o oxigénio das metoxilas. Assim o conteudo
de oxigénio das ligninas superior a dois atomos por molécula, excluindo o
oxigénio das metoxilas, pode ser expresso como moléculas de agua
adicionadas. Essa agua adicionada é encontrada na lignina na forma de

hidroxilas e pode ter trés origens diferentes.

)] agua adicionada na biossintese da lignina;
i) agua adicionada na clivagem de ligacdes éter de lignina;
i) umidade da amostra.

As ligninas obtidas apresentaram valores de oxigénio superior a dois
atomos, os quais podem ser devidos & agua adicionada durante a biossintese
ou por clivagem de ligacdes éter, uma vez que as ligninas foram secas antes
das analises.

Com relacéo ao conteudo de hidrogénios das ligninas obtidas observa-
se que estas apresentam um conteddo de hidrogénios menor quando
comparadas aos precursores que apresentam de 8 a 10 atomos de hidrogénio
(n&o considerando as metoxilas). A menor quantidade de hidrogénios é devido
a polimerizacdo dehidrogenativa associada a propria biossintese da lignina e
pode também estar indicando que estas ligninas obtidas estdo em um estado
mais oxidado.

Foi realizada uma medida de RMN **C em soluc&o da lignina padréo
para comparacdo com a de RMN '*C de sélido. A integracdo da regido
aromatica com relagdo a regido de metoxilas apresentou resultado bastante
coerente com o obtido pelo RMN *3C de sélido, de 0,938 ppm para RMN **C
em solucdo e 1,0 em RMN **C de sélido, como pode ser observado na Figura

37.
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Figura 37. Andlise de RMN *3C da lignina da frac&o fibra do bagaco de cana-

de-acucar obtida pelo método Pepper, em solucdo de DMSO.

4.5.5- ANALISE DE INFRAVERMELHO

A espectroscopia na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™) é uma
técnica diretamente aplicada em analises de celulose, lignina e outros
polissacarideos. A porcdo de maior utilidade para o estudo de lignina situa-se
entre 4000 e 700 cm™. Esta técnica pode ser usada como ferramenta para
compreender a estrutura de ligninas isoladas, e para dar informacédo sobre

grupos quimicos, removidos e/o adicionados durante 0s processos de
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isolamento. A literatura também mostra trabalhos feitos no IV proximo, no
intervalo 700 - 4000cm™ (1,42 - 2,500m). (SARKANEN, LAI, 1971).

O espectro no IV é caracteristico da substancia como um todo, mas
certos grupos funcionais dédo origem a bandas especificas, independentemente
da estrutura da molécula. E justamente a presenca dessas bandas
caracteristicas de ligacbes de determinados grupos que permite a obtencéo,
mediante simples exame do espectro e consulta a tabelas, de informacdes
estruturais uteis (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979). A
caracterizacdo de picos de absorcdo no IV se faz principalmente de modo
qualitativo, por comparacdo com dados tabelados. Entretanto, alguns estudos
tém sido desenvolvidos a fim de avaliar quantitativamente alguns picos de
absorcdo observados (TAI et al., 1990; MORAIS et al., 1994; SALIBA et al.,
1998).

Dentre as absorc6es mais frequentes em ligninas, os estiramentos O—H,
C-H, e C=O aparecem na regido acima de 1600 cm™ e a as bandas
vibracionais do anel aromatico por volta de 1510 cm™. A atribuicdo das bandas
abaixo destes valores € mais dificil, sobretudo, nos espectros de moléculas
complexas, como as ligninas, com atribuicbes de varios modos de vibracéo
[LIN; DENCE, 1992]. As diferencas espectrais em ligninas sao principalmente o
resultado da variagdo nas razbes entre as quantidades de grupos H
(hidroxifenila), G (Guaiacila) e S (Siringila).

Uma discussdo quanto a classificacdo do tipo de lignina € apresentada
por Lin e Dence, onde os espectros de absor¢cdo no infravermelho sé&o
comparados e classificados em fungdo do padréo guaiacila (G), guaiacila-

siringila (GS) e hidroxifenila-guaiacila-siringila (HGS). As principais bandas
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utilizadas para comparacdo sdo localizadas em 1600 cm™, 1510 cm™e 1460
cm™.

As diferentes relacdes entre as intensidades das bandas em 1510 e
1600 cm -1 podem ser utilizadas para diferenciar as ligninas de coniferas (alto
teor de grupos guaiacila) das de folhosas (teor de siringila maior que na
conifera) [SARKANEN; LAI, 1971]. Se a intensidade da banda em 1510 cm™ for
maior do que a de 1600 cm * a lignina é caracteristica de conifera.

Comparando-se as bandas em 1600 cm™e 1510 cm™, podemos verificar
que a banda em 1600 cm™ é maior que a banda em 1510 cm™, indicando que
as ligninas possuem maiores quantidades de unidades siringila. As
intensidades dessas bandas podem ser influenciadas pela presenca de grupos
C=0, ions carboxilato e carboidratos. Esses compostos tendem a aumentar a
intensidade da banda de 1600 em relacgéo a de 1510 cm™.

Comparando-se agora as bandas 1510 cm™ e 1460 cm™, verificamos
que as ligninas apresentaram a banda 1510 cm™ mais intensa, e se enquadram
dentro dos padrdes estabelecidos para lignina do tipo GSH, que correspondem
as ligninas de bagaco de cana-de-acucar.

Fazendo uma comparacao entre os espectros das ligninas obtidas das
diferentes fragbes podemos observar também que, as bandas por volta de
1460 e 830 cm™ sdo mais intensas na lignina Pepper, seguida do bagaco,
medula e fibra. Como essas bandas s&o referentes a vibracbes de anel
aromatico e C-H aromatico, quanto mais substituidos 0os anéis menores séo as
intensidades das vibracdes. Essa observacéo j4 era esperada uma vez que o

tratamento acido leva a estruturas mais condensadas.
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A Tabela 31 apresenta as bandas de absorcdo para as amostras de

lignina obtidas experimentalmente da palha, do bagaco integral e suas fracdes

(medula e fibra), e lignina padrdo. As atribuicbes das bandas foram feitas de

acordo com LIN e DENCE, e os espectros de infravermelho relativos as essas

amostras séo apresentados na Figura 38.

Tabela 31. Tabela com valores e atribuicbes dos picos caracteristicos em

ligninas.

Bandacm "

1

Lignina
Pepper

Lignina
da
Medula

Lignina
da Fibra

Lignina

Atribuicbes

3410

3438

3432

Estiramento O-H

2933
2842

2933 e
2842

29033 e
2842

Estiramento C-H em grupos metila e metileno

1706

1718

1718

Estiramento C=0 de cetonas e grupos éster

(frequentemente originados de carboidratos);

aldeidos e &cidos carboxilicos absorvem na
regido de 1700 cm™.

Estiramento C=0, em cetonas conjugadas p-
substituidas e em aril-cetonas.

Vibracdo do anel aromético.

Vibracdo do anel aromatico.

Deformagédo assimétrica C—H, em —CH; e
—CH,—.

Vibracdo do anel aromatico combinado com
deformacado no plano de C-H.

Deformagéo C-O anel siringila e/ou anel
guaiacila condensado.

Estiramento C-C e C-0O.

Deformacgédo C—H do anel aromatico no plano
(tipico de unidades siringila)

Estiramento C—H fora do plano nas posicoes
2 e 6 de siringila, guaiacila, e em todas as
posicOes da unidade hidroxifenila.
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Figura 38 . Espectros de infravermelho das ligninas obtidas da (—) Fibra, (—)

Medula, (—) Bagaco integral, (—) Palha, (—) Pepper.
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4.5.6. ANALISE DE MASSAS MOLARES POR CROMATOGRAFIA DE

PERMEACAO EM GEL (GPC).

A massa molar e a distribuicAo de massas molares sdo parametros
importantes no estudo da estrutura e propriedades da lignina. O principal
meétodo para se obter informacgdes sobre a distribuicdo de massas molares é a
cromatografia de permeacdo em gel. E importante ressaltar que embora a
técnica de GPC seja bastante empregada para as analises no fracionamento
de lignina, as informacdes por elas obtidas referem-se apenas ao volume
molecular, ndo permitindo, portanto, nenhuma conclusdo a respeito da
composicao quimica desta macromolécula.

O meétodo consiste no principio de exclusdo por tamanho, onde as
pequenas moléculas podem difundir por um caminho médio maior na coluna
empacotada, eluindo mais lentamente. Se uma série de colunas com diferentes
tamanhos de poros € utilizada, entdo o cromatograma obtido em funcdo do
tempo ou volume de eluicédo é caracteristico da distribuicdo de massas molares
do polimero em questéao.

A partir da curva de distribuicdo de massas molares obteve-se a Massa

Molecular Média em NGmero (Mn) e a Massa Molecular Média em Massa (Mw).

Calculou-se também, a partir destes valores, a polidispersividade para estas

ligninas pela relacéo:
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Polidispersividade =

§|| =
=

No entanto, para calcularmos os valores de Mn e Mw a partir de uma

curva de distribuicdo de massas molares, é necessario a construcdo de uma
curva de calibracdo com padrées de massa molecular definida e estrutura
similar a estrutura da amostra. Em funcéo disto, conhecendo-se a estrutura da
lignina, conclui-se que os padrbes mais adequados para construcdo dessa
curva seriam os compostos modelos de lignina (dimeros, trimeros, tetrameros,
etc.). Entretanto, esses modelos sédo disponiveis apenas para baixas massas
molares, até aproximadamente 800 g/mol, correspondendo no maximo a quatro
unidades fenilpropénicas. Logo, ndo seria possivel construir uma curva de
calibragdo para massas molares superiores a 800 g/mol. Em fungéo disto, o
poliestireno, um polimero de cadeia linear diferente da lignina que tem estrutura
ramificada e maior polaridade devido a grande quantidade de grupos hidroxilas,
passou a ser utilizado como padrao para a construcéo destas curvas.

A utilizacdo de poliestireno como padrao apresenta algumas limitagdes
por causa das diferencas estruturais entre a lignina e o poliestireno, como a
lignina apresenta uma estrutura ramificada os fragmentos de lignina e
poliestreno de mesma massa molecular possuem volumes de eluicdo
diferentes.

A anadlise cromatografica foi acompanhada por detectores de indice de
refracdo e de ultravioleta. Os cromatogramas obtidos sédo apresentados nas

figuras 39 e 40.
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Figura 39. Cromatogramas de andlise de GPC das ligninas obtidas com &cido

72%. Detector de indice de Refraco.
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Figura 40. Cromatogramas de analise de GPC das ligninas obtidas com acido

72%. Detector de UV -254 nm.

As intensidades relativas dos sinais nos cromatogramas € funcédo da
concentracdo das amostras e das caracteristicas proprias do sistema de
deteccdo. A andlise apresentada a seguir deve ser considerada, lembrando
que, para algumas amostras, a dissolucdo parcial das mesmas no solvente
empregado para a eluicdo. Ainda, os valores obtidos representam apenas
valores relativos aos padrdes de poliestireno empregados na curva de
calibragéo, devendo, portanto, serem analisados de forma comparativa e néo

absoluta.
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As massas molares médias em massa e em niimero (M), assim como

as polidisperssividades das ligninas foram obtidas pela cromatografia de

permeacdo em gel e sdo mostradas nas Tabelas 32, 33 e 34.

Tabela 32. Valores de massas molares médias e polidispersividade das

ligninas da fibra.

Amostras
(FIBRA)
Padréao
60%
65%

68%
70%
12%
80%

Tabela 33. Valores de massas molares médias e polidispersividade das

ligninas da medula.

Amostras
(MEDULA)
Padrao
60%
65%
68%
70%
2%
80%
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Tabela 34. Valores de massas molares médias e polidispersividade das

ligninas da palha.

Amostras

(PALHA)
60%
65%

68%
70%
12%
80%

A lignina obtida pelo método Pepper apresenta fragmentos com massas

moleculares superiores (Mw) aos observados para as ligninas obtidas pelo

meétodo com acido sulfurico, além de produzir um nimero maior de fragmentos
com massas molares diferentes, que € evidenciado pelo valor encontrado para
polidespersdo da lignina padrdo de 4,17. Esse comportamento € esperado
uma vez a lignina obtida pelo método Pepper, estruturalmente, preserva em
maior extensdo as caracteristicas da lignina no bagaco, servindo como um
parametro para avaliar as modificacbes ocorridas durante os processos de
hidrélise.

As ligninas da fibra, da medula e da palha apresentaram baixa
solubilidade em THF, sendo assim o0s resultados apresentados séo
representativos apenas da fracdo sollvel, as quais apresentaram valores
baixos de polidispersao (~2).

Os menores valores de massas molares média em massa e em namero
foram obtidos para as ligninas da palha. Para as ligninas da fibra e da medula

os valores foram semelhantes entre si. Em principio, poderiamos esperar que
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mais intensidade de condensacdo (da propria lignina e de ligninas com
carboidratos) deveria levar a um aumento da massa molar. Contudo, as
analises sao significativas apenas da parte soluvel das ligninas, sendo assim,
nao foi possivel quantificar (pela analise da massa molar) a extensdo das
reacoes de condensacdo. Considerando-se as fracbes solaveis, podemos
observar que as amostras de lignina das fracdes de fibra e medula resultantes
do tratamento com acido sulfarico na concentracdo de 72 e 70%, apresentaram
valores de massas molares. Este comportamento pode ser associado com a
extensdo das reacbes de condensacdo, no limite da solubilidade destas
fracOes.

Os valores obtidos para as ligninas de palha foram muito inferiores aos
obtidos quando do tratamento das fracdes fibra e medula. Este resultado € uma
evidéncia da diferenca estrutural da lignina nos tecidos que compdem as folhas
da cana-de-acucar, consequéncia das diferentes funcbes destes tecidos
quando comparados com os tecidos que formam as fibras e a medula. A
presenca de estruturas fendlicas, estruturalmente semelhantes a lignina, e
necessarias ao metabolismo que ocorre nas folhas podem resultar, pelo menos
em parte, em produtos insolluveis durante o tratamento acido e, assim, somar-
se ao residuo isolado quando da determinacdo da lignina Klason. Como as
folnas da palha representam uma estrutura fisiologicamente ativa, em plena
atividade na planta é esperada uma menor quantidade de lignina, sendo assim,
os valores de M,, encontrados nas analises de GPC poderiam ainda indicar que
os teores de lignina insoluvel encontrados no trabalho podem ser relativos a

mondmeros ou dimeros de “lignina”, que seriam utilizados pela planta para uma
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posterior lignificacdo e que condensaram durante o tratamento com acido

sulfarico.

4.5.7- DETERMINACAO DOS TEORES DE CELULOSE E POLIOS ES

O conteudo de lignina pode ainda ser estimado pela analise quantitativa
dos carboidratos presentes nos materiais lignocelulésicos. Uma vez
quantificado os carboidratos, a lignina devera ser o complementar a 100%.
Nestes casos, deve ser determinada também a quantidade de compostos
derivados de polissacarideos, como furfural e hidroximetilfurfural,
transformando-se estes teores em celulose e polioses equivalentes. A
quantificacdo destes derivados de polissacarideos pode ainda ser empregada
para avaliar a agressividade do meio reacional, empregado na determinacdo
realizada.

As amostras de fibra, medula e palha de cana-de-acucar tiveram a
composicao de polissacarideos determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Depois do tratamento com &acidos nas diferentes
concentracdes obtém-se uma solugéo de aglcares que, uma vez, quantificados
por andlise cromatogréfica, permite a determinacdo dos teores originais de
celulose, polioses e produtos de degradacdo dos materiais lignoceluldsicos.

Neste procedimento, as massas de celobiose, (glicose e
hidroximetilfurfural (HMF), proporcionais as areas obtidas nos cromatogramas

dos padrdes, foram convertidas em celulose. Da mesma forma, as massas de
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xilose, arabinose e furfural foram convertidas em polioses, e a massa de acido
acético, convertida em acetila. As massas obtidas foram divididas pela massa
seca do material original e multiplicadas pelos fatores de converséo. Os fatores
de conversao de glicose, celobiose e HMF para a celulose séo 0,90, 0,95 e
1,37, respectivamente. De maneira similar, xilose e arabinose foram
convertidas a polioses, empregando-se o fator 0,88 e para furfural o fator é
1,29. O fator de conversédo de acido acético para acetila é 0,72. A Figura 41

apresenta os cromatogramas dos padrdes utilizados.

60000 2000000

7,81 Celobiose

8,83 Glicose
1500000

= 6,25 Furfural

40000 Ac. Sulfiirico 7,21— ~— 9,45 Xilose

=— 10,35 Arabinose 1000000 Hidroximetilfurfural 5,12

13,68 Ac. Férmico

JM,?O Ac. Acético

20000 500000

T T T T T T T T T T T T T T T T
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12
Tempo / min Tempo / min

Figura 41. Cromatogramas dos padrdes utilizados nas analises dos
polissacarideos dos materiais hidrolisados. (A) Determinacdo de celobiose,
glicose, xilose, arabinose, acido férmico e acido acético, (B) Determinacao de

furfural e HMF.

A partir dos resultados obtidos nas analises cromatograficas e
considerando o teor de lignina total (lignina soltvel + lignina insolavel) e o teor
de cinzas, foi possivel efetuar o balanco de massas com a finalidade de
conhecer a composi¢ao quimica do bagaco e da palha em estudo.
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As Tabelas 35 - 38 apresentam as composi¢cdes quimicas das fracOes
de fibras do bagaco e da palha. Os balancos de massa estdo préximos de
100% e as pequenas variacfes podem ser justificadas pelo tempo de refluxo
empregado durante a hidrélise dos materiais lignocelulésicos, onde
quantidades de polissacarideos ndo hidrolisados tenham permanecido junto a
lignina insoluvel, ou ainda, alguns trimeros de celulose e polioses, ou produtos
de degradacdo, os quais ndo foram detectados durante a analise
cromatografica, podem também provocar a diminuicdo nos valores totais

desses acucares.

Tabela 35. Composicao quimica da fracéo fibra do bagaco de cana.

Amostra | lignina | cinzas | celulose | polioses | Holocelulose | Balanco
(FIBRA) | total (%) (%) (%) (%) de
(%) massa
(%)
60% 62,38 | 0,34 7,95 30,51 38,46 101,2

65% 2192 | 0,34 45,98 29,31 75,29 97,6
68% 20,77 | 0,34 45,90 31,97 77,87 99,0
70% 21,14 | 0,34 46,31 32,19 78,50 100,0
2% 22,69 | 0,34 49,49 24,34 73,84 96,9
80% 25,07 | 0,34 50,29 24,27 74,56 99,9

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.
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Tabela 36. Composicéao quimica da fracdo medula do bagaco de cana.

Amostra | lignina | cinzas | celulose | polioses | Holocelulose | Balanco
(MEDULA) | total (%) (%) (%) (%) de
(%) massa
(%)
55,76 | 2,48 10,56 31,90 42,46 100,7
20,08 2,49 45,71 29,11 74,82 97,4
17,98 | 2,48 46,61 31,63 78,25 98,7
18,22 | 2,48 45,63 32,80 78,43 99,1
19,44 | 2,48 46,06 30,82 76,88 98,8
22,59 | 2,48 46,84 27,24 74,08 99,2

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.

Tabela 37. Composi¢édo quimica do bagaco de cana.

Amostra lignina | cinzas | celulose | polioses | Holocelulose | Balancgo

(BAGACO total (%) (%) (%) (%) de
INTEGRAL) (%) massa
(%)
60% 64,55 | 0,93 6,54 28,21 34,75 100,2

65% 20,63 | 0,93 46,36 29,34 75,70 97,3
68% 20,90 | 0,93 48,14 26,46 74,60 96,4
70% 20,78 | 0,93 46,91 28,78 75,69 97,4
72% 20,70 | 0,93 50,21 27,14 77,35 99,0
80% 23,88 | 0,93 50,13 23,45 73,57 98,4

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.
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Tabela 38. Composicéao quimica da palha de cana-de-agucar.

Amostra | lignina | cinzas | celulose | polioses | Holocelulose | Balango
(PALHA) | total (%) (%) (%) (%) de
(%) massa
(%)

58,6 4,97 6,84 29,12 35,96 99,5

18,92 | 4,97 43,46 28,80 72,26 96,1

19,37 | 4,97 42,69 31,96 74,66 99,0

19,65 | 4,97 40,52 31,53 72,05 96,7

19,78 | 4,97 42,42 29,79 72,21 97,0

24,75 | 4,97 47,94 23,06 70,99 100,7

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 34 - 37, é
possivel observar que as amostras obtidas com &cido na concentracdo de
60%, apresentaram baixos teores de holocelulose indicando que uma fracéo de
polissacarideos ndo foi hidrolisada e permaneceram como residuo,
aumentando o teor de lignina residual. Da mesma forma, os hidrolisados
obtidos com acido 80% apresentaram teores menores polissacarideos devido a
condensacao destes e de seus derivados (HMF e Furfural) com a lignina.

As amostras de fibra, medula e palha de cana-de-agucar tiveram
também a composicdo dos produtos de degradacdo dos polissacarideos
guantificados e sédo apresentados nas Tabelas 39 - 42.

Com os valores de HMF e furfural encontrados nos hidrolisados
podemos verificar as concentracfes de &cido que fornecem uma maior
quantidade de produtos de degradacdo disponiveis para reacfes de

condensacdao com a lignina. De uma maneira geral, observa-se uma maior
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formacdao de furfural nos hidrolisados e um aumento nas quantidades de ambos
HMF e Furfural com o0 aumento da concentragcao de acido.

O Furfural é formado pela degradacéo da xilose e do HMF, como pode
ser observado na Figura 13. Contudo, observamos uma maior variacao nas
quantidades de Furfural em relacdo as de HMF, sendo assim podemos concluir
que o os maiores valores de Furfural sdo devidos a maior reatividade das
polioses quanto comparada a celulose, nas condicbes empregadas na

determinacao de lignina Klason.

Tabela 39. Valores de HMF e Furfural dos hidrolisados da fibra quantificados

por HPLC.

Amostra (FIBRA) HMF (g/L) FURFURAL (g/L)
60% 0,00001 0,00309

65% 0,00157 0,00734

68% 0,00147 0,00833

70% 0,00147 0,00909
72% 0,00175 0,01922
80% 0,00178 0,02555

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.
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Tabela 40. Valores de HMF e Furfural dos hidrolisados da medula

quantificados por HPLC.

Amostra (MEDULA) HMF (g/L) FURFURAL (g/L)
60% 0,00043 0,00333

65% 0,00130 0,00475
68% 0,00145 0,00570

70% 0,00150 0,00847
72% 0,00199 0,01613

80% 0,00157 0,02288
Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.

Tabela 41. Valores de HMF e Furfural dos hidrolisados da palha quantificados

por HPLC.

Amostra (PALHA) HMF (g/L) FURFURAL (g/L)
60% 0,00002 0,00770

65% 0,00147 0,00586
68% 0,00156 0,00835
70% 0,00101 0,00932
72% 0,00180 0,00971
80% 0,00179 0,01725

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.
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Tabela 42. Valores de HMF e Furfural dos hidrolisados do bagaco integral

quantificados por HPLC.

Amostra (BAGACO HMF (g/L) FURFURAL (g/L)

60% 0,00005 0,00688

65% 0,00107 0,00520

68% 0,00130 0,00815

70% 0,00145 0,00756

72% 0,00167 0,00878

80% 0,00182 0,01971

Todas as analises apresentadas acima foram realizadas em triplicata.

4.5.8- DETERMINACAO GRAVIMETRICA DOS POLISSACARIDEO S

(HOLOCELULOSE).

A determinacdo de holocelulose foi também realizada para avaliar (por
diferenca) a adequacao dos procedimentos empregados na determinagédo de
lignina Klason. Como o0s métodos descritos na literatura foram também
otimizados para analise de madeiras, realizou-se inicialmente uma anélise
seguindo-se estes procedimentos. As analises exploratorias visando a
determinacdo de holocelulose foram realizadas segundo a norma TAPPI T9m
que consiste no tratamento do material pré-extraido, com cicloexano/etanol,
com solucao de clorito de sodio (1,5 g) em meio acido (acido acético 0,6 mL),
mantendo o meio em pH = 4. Neste procedimento a lignina sofre reacbes de
oxidacdo que resultam em sua solubilizacdo e as fracdes de polissacarideos

(celulose e polioses) ndo sao oxidadas, permanecendo como residuo sélido.
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Os valores obtidos deveriam ser complementares aos determinados pela
determinacdo gravimétrica de lignina. Entretanto, obtiveram-se valores
diferentes dos esperados, como pode ser observado na Tabela 43. Isso pode
ter ocorrido devido a utilizacdo de condi¢cdes ndo adequadas que podem ter
levado a oxidacdo incompleta da lignina ou a dissolucéo parcial da fracdo de

polissacarideos. Sendo assim, foram realizadas modificacBes no procedimento.

Tabela 43. Valores da primeira determinacdo de holocelulose e lignina das

fracOes do bagaco e da palha de cana-de-acucar.

Amostra Holocelulose (%) Lignina (%)* Desvio Padrao

Fibra 84,83 15,17 10,20

Medula 85,27 14,73 +0,26

Palha 82,8 17,2 +0,85

Bagaco integral 83,11 16,89 10,30
(*) obtido por diferenca.

Como os resultados obtidos por diferenca que corresponderiam ao teor
de lignina mostraram-se inferiores aos obtidos pelo tratamento com acido
sulfarico, julgou-se que a oxidacao, e consequente solubilizagédo, da lignina ndo
tenham sido completas. Assim realizou-se uma primeira modificacdo do
método pelo aumento na quantidade de agente oxidante (clorito de s6dio) em
25% (Tabela 44), e uma segunda modificagdo no tempo de reagao, que passou
de 3 para 4 horas (Tabela 45). Esse aumento no tempo da reacdo também
proporciona um aumento na quantidade de agente oxidante, uma vez que sao
adicionadas novas quantidades de clorito e acido acético a cada hora de

reacao.
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Tabela 44. Valores de holocelulose e lignina das fragdes do bagaco e da palha

de cana-de-acglcar, com aumento na quantidade de clorito em 25

Amostra

Holocelulose (%)

Lignina (%)

Fibra

82,5

17,5

Medula

83,1

16,9

Palha

80,9

19,1

Bagaco integral

82,3

17,7

Tabela 45. Valores de holocelulose e lignina das fragdes do bagaco e da palha

de cana-de-agucar, com aumento no tempo de reacao.

Amostra

Holocelulose (%)

Lignina (%)

Fibra

76,7

23,3

Medula

79,2

20,8

Palha

77,5

22,5

Bagaco integral

79,9

20,1

Para uma melhor avaliacdo da eficiéncia das alteracdes propostas,

apresenta-se abaixo (Tabela 46) os valores de lignina Klason total (solavel +

insoltvel).
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Tabela 46. Valores de lignina total (soluvel + insollvel) obtidos para o bagaco e

palha de cana-de-acucar em meio acido.

Concentragao | Lignina Total | Lignina Total | Lignina Total | Lignina Total
H2SO,4 (%) (%) (%) (%) (%)
Fibra Medula Palha Bagaco

60 62,38 55,76 58,6 64,55

65 21,92 20,08 18,97 20,71

68 20,81 17,98 19,48 20,78

70 21,14 18,32 19,69 20,71

72 22,69 19,44 19,78 20,70

80 25,07 22,59 24,75 23,88

Comparando os valores obtidos pelos dois métodos (oxidativo e o
acido), os valores de lignina obtidos com aumento de clorito em 25%
mostraram uma boa concordancia para palha. Para o bagaco e a fracdo de
fibora a variacdo foi da ordem de 3 pontos percentuais, e para a fracdo de
medula, a variacao foi de 1 ponto percentual.

Com o aumento de 1 hora no tempo de reacao os valores de lignina
foram maiores para todas as amostras, como pode ser observado na tabela 32.
Para o bagaco integral o valor de lignina foi bastante proximo do obtido pelo
método com &cido sulfurico. Contudo, para as fracbes de fibra e medula a
variacao foi de 2 pontos percentuais e para palha essa variacéo foi de 3 pontos
percentuais.

Os maiores valores de lignina obtidos indiretamente (tabela 44) com
aumento do tempo de reacdo sdo uma evidéncia de que ocorreu uma maior

dissolucéo dos polissacarideos.
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Para um melhor conhecimento das reacdes de oxidacao da lignina e dos
polissacarideos foi realizada uma determinacdo de holocelulose em um uma
amostra de polpa branqueada de fibra de bagaco com uma quantidade minima
de lignina. Os resultados mostraram uma perda de 2,7% de polissacarideos,
indicando que, as condicbfes experimentais propostas na norma (para
madeiras), ndo estdo otimizadas para determinacdes a partir de bagaco de
cana.

Para verificar se 0 método oxidativo empregado resulta em dissolucao
incompleta de lignina, foram realizadas analises no infravermelho para verificar
a presenca desta nos residuos de holocelulose. Os espectros das fracbes de
holocelulose obtidas nos trés diferentes tratamentos oxidativos s&o
apresentados nas Figuras 42 - 45. As bandas em 1600, 1515 e 830 cm™ que
correspondem as linhas 2, 3 e 4, (vide figuras) sédo caracteristicas de ligninas,
pois se referem a vibracbes do anel aromatico, como observado na tabela 23.
As figuras 42 -45 apresentam ainda os espectros de amostras de celulose e de
Lignina Pepper, para facilidade de comparacdo. Analisando-se 0s espectros
das amostras de holocelulose, ndo se observa a presenca das bandas devidas
as ligninas.

O pico em 1700 cm™ marcado com a linha 1 nos espectros de IV
corresponde a estiramento C=0 de aldeidos e acidos carboxilicos, formados
durante o processo de oxidag&o dos polissacarideos.

Sendo assim conclui-se que a espectroscopia no infravermelho nao
revelou a presenca de lignina nas amostras obtidas pelo procedimento da

norma e, adicionalmente, revelou a oxidacao parcial dos polissacarideos.
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Figura 42. Espectros de infravermelho das amostras de (— ) Celulose, ( —)
Lignina Pepper, e das holoceluloses obtidas da fibra. (— ) Norma, ( — ) 4

horas de reacédo e (- ) aumento de 25% de clorito.
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Figura 43. Espectros de infravermelho das amostras de ( — ) Celulose, (— )

Lignina Pepper, e das holoceluloses obtidas da medula. (— ) Norma, (— ) 4

horas de reagéo e (- ) aumento de 25% de clorito.
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Figura 44. Espectros de infravermelho das amostras de ( — ) Celulose, (— )

Lignina Pepper, e das holoceluloses obtidas do bagaco integral. (— ) Norma, (

— ) 4 horas de reacao e (— ) aumento de 25% de clorito.
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Figura 45. Espectros de infravermelho das amostras de ( — ) Celulose, (— )
Lignina Pepper, e das holoceluloses obtidas da palha. ( — ) Norma, (— ) 4

horas de reagéo e (- ) aumento de 25% de clorito.
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5 - CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho destacam algumas
caracteristicas do comportamento dos materiais lignoceluldésicos durante os
tratamentos com &cido sulfarico em diferentes concentracdes e na presenca de
agente oxidante, como clorito de sddio, na determinag&o de lignina.

Os resultados obtidos ndo mostraram similaridade nas correlacdes entre
0s métodos analiticos. A andlise pelo tratamento com acido mostrou valores de
lignina e polissacarideos diferentes dos obtidos pelo método oxidativo
utilizando clorito de s6dio em meio acido.

A caracterizacdo do bagaco de cana-de-acUcar pelas analises de cinzas
e extrativos apontou grande dependéncia com relagdo ao meétodo de
separacdo empregado para a obtencdo das fracoes de fibra e da medula do
bagaco.

A determinagdo gravimétrica da lignina pelo tratamento acido mostrou
que a concentracdo Otima de acido, para determinacdo de lignina insolavel
total, situa-se em um intervalo de concentracdo, que varia de 65 — 72%, para
todas as amostras. A concentracdo de &cido sulfarico de 60% mostrou-se
pouco eficiente na hidrélise quantitativa dos polissacarideos, pois se verificou
pelas andlises de caracteriza¢do das ligninas insollveis que os polissacarideos
permaneceram junto com a lignina nos residuos, e na concentracdo de 80%
observou-se um aumento de lignina residual gerado por reacbes de
condensacao.

As analises realizadas para as madeiras de Pinus taeda e Eucalyptus

grandis apresentaram valores de ligninas insollveis bastante proximos dentro
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de uma faixa de concentracdo de 65 a 72%, entretanto observa-se que a
concentracdo de acido sulfarico de 72%, referenciada na norma (TAPPI T222),
apresenta valores de lignina proximos para madeira de Pinus, mas para o
Eucaliptus a diferenca alcanca até 2%. Os resultados obtidos tanto para a
madeira de Eucayiptus quanto para o bagaco e para a palha serviram para
confirmar a necessidade do desenvolvimento de métodos analiticos especificos

para esses materiais.

A analise elementar apresentou teores de carbono compativeis com os
calculados para os precursores da lignina, variando de 57 a 62%, exceto para
as amostras de ligninas obtidas com acido 60% que apresentaram menores
teores de carbono, devido a presenca de polissacarideos residuais.

As andlises termogravimétricas das ligninas mostraram que a
degradacdo térmica da lignina procede mais lentamente em relagéo a celulose
elou polioses, que sdo degradadas em uma faixa temperatura mais estreitas.
Com isso, pode-se verificar a presenca de polissacarideos nas amostras
obtidas com acido na concentracéao de 60%.

Utilizando espectroscopia de na regido do UV- visivel calculamos os
teores de lignina soluvel. Para os calculos foram utilizadas as absorcfes em
215 e 280 nm, que correspondem a maximos de absor¢céo da lignina, contudo
nos espectros obtidos neste trabalho ndo observou-se a banda em 215nm.
Observou-se também que as amostras de bagaco e palha possuem valores de
lignina solavel intermediarios aos valores encontrados para as madeiras de
Pinus taeda e Eucalyptus grandis. Essa constatacdo € uma evidéncia da

diferenca entre a estrutura macromolecular da lignina do bagaco e da palha
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com relacdo as madeiras, e certificam a necessidades de métodos de
caracterizacao especificos para estes materiais.

A andlise de RMN **C mostrou-se bastante eficiente para o estudo
estrutural das ligninas, bem como a determinacdo de teores de metoxila e
ainda, verificar a presenca de sinais devidos a carboidratos. O espectro de
lignina da fibra obtida com acido 60% apresentou picos bastante intensos na
regido de alifaticos, o que comprova a presenca de polissacarideos. Os demais
espectros foram coincidentes, com pequenas variagdes nas intensidades dos
picos. Observou-se também que os espectros das ligninas obtidas pelo
tratamento acido apresentam menores resolugbes quando comparados ao
obtido com a lignina Pepper. Esse comportamento é esperado uma vez que a
lignina obtida pelo método Pepper, estruturalmente, preserva em maior
extensdo as caracteristicas da lignina no bagaco, servindo como um parametro
para avaliar as modificag6es ocorridas durante os processos de hidrélise.

Os valores de metoxilas encontrados foram de 1 metoxila por anel
aromatico, o que é coerente com teores de carbono obtidos por andlise
elementar. Para certificar a viabilidade do método foi realizada uma medida de
RMN *3C, em solucéio, para a lignina padrédo, o qual foi comparado com o
obtido por RMN **C de sélido. A integracdo da regido aromatica com relacdo a
regido de metoxilas apresentou resultado bastante coerente entre os dois
métodos.

A andlise de infravermelho mostrou espectros bastante coincidentes
entre as ligninas das diferentes amostras, com pequenas variagcdes de

intensidades entre alguns picos.
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As massas moleculares médias em massa e em nimero (Mn), assim

como as polidispersividades das ligninas obtidas pela cromatografia de
permeacdo em gel mostraram que a lignina obtida pelo método Pepper

apresenta fragmentos com massas moleculares superiores (Mw) aos

observados para as ligninas obtidas pelo método com &cido sulfarico, além de
produzir um ndmero maior de fragmentos com massas moleculares diferentes.
As ligninas da palha apresentaram valores baixos de massas moleculares
médias em massa e em numero, sendo uma indicacdo da diferenca estrutural
da lignina da palha com relacdo a do bagaco.

O balanco de massa obtido por cromatografia liquida apresentou valores
bastante satisfatério entre de 97 a 100%. As amostras obtidas com &cido na
concentracdo de 60% apresentaram baixos teores de holocelulose indicando
que uma fragdo de polissacarideos néo foi hidrolisada e permaneceram como
residuo, aumentando o teor de lignina residual. Da mesma forma, os
hidrolisados obtidos com acido 80% apresentaram teores menores
polissacarideos devido a condensacdo destes e de seus derivados (HMF e
Furfural) com a lignina. A formacdo de produtos de degradacdo dos
polissacarideos, como HMF e Furfural, foi também quantificada e observou-se
que o aumento da concentracdo do &cido torna 0 meio mais agressivo com
uma maior formagéo desses produtos.

A utilizagdo de processo oxidativo para a determinagdo indireta de
lignina revelou que este método deve também ser otimizado para ser aplicado
a amostras de bagac¢o de cana-de-agucar. O procedimento descrito pela norma

técnica usual apresentou valores menores para o conteddo de lignina. O
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aumento da quantidade de agente oxidante promoveu uma melhor resposta do
método, ainda que quando em excesso pode promover oxidagdo dos
polissacarideos presentes nas amostras.

As andlises de infravermelho das amostras de holocelulose mostraram-
se inadequadas para determinagdo de lignina residual nas amostras de
holocelulose.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram comportamentos
diferentes entre o bagaco integral e suas fragcbes separadamente, frente ao
tratamento &cido. Essa constatacdo levantou muitas questbes que nao
puderam ser respondidas, indicando a necessidade de estudos mais profundos
sobre a estrutura macromolecular da lignina do bagago e da palha de cana-de-
acucar e dos métodos analiticos empregados para a quantificagdo desta

macromolécula.
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