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RESUMO

A biomassa tem ganhado destaque como matéria-prima renovdvel para obtengdo de
produtos quimicos e energia, frente a uma competitiva indudstria baseada em fontes
fosseis. No Brasil, a biomassa florestal € largamente cultivada, seja na construgdo civil e
fabricacdo de méveis, ou na produgdo de energia e na producdo do papel. O eucalipto é
a biomassa florestal de maior relevincia em termos de cultivo no Brasil (38,1 m3/ha/ano
no ano de 2015) e no mundo. Nas dltimas décadas, tém-se buscado a desconstrucio da
biomassa lignoceluldsica, como a madeira, em seus polimeros constituintes, a celulose,
a hemicelulose e a lignina, de forma que cada uma possa ser processada de forma a
gerar produtos de maior valor agregado. Neste contexto temos o processo organosolv,
que € um pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica com a mistura de solventes
organicos e dgua em elevadas temperaturas. Além de fracionar a biomassa, é possivel se
obter a partir do processo organosolv, componentes com elevado grau de pureza e mais
reativos para futuras aplicagdes. O presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito
da temperatura (avaliada entre 180 °C e 220 °C) e relagdo etanol/dgua (avaliada entre
30% e 70% v/v) no processo organosoly aplicados a amostras de Eucalyptus grandis,
sendo observado quanto de cada um dos polimeros foi removido da amostra sélida
inicial. Os experimentos foram realizados segundo um planejamento experimental
fatorial 2> com ponto central, com triplicata em todos os pontos. Como resultado foi
obtido que o melhor ponto foi na condi¢do experimental Es 200 (relativo a 50% etanol e

200 °C), com 80,36% de lignina extraida e 91,35% de rendimento da celulose.
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ABSTRACT

Biomass has gained prominence as a renewable raw material for obtaining chemicals
and energy, in front of a competitive industry based on fossil sources. In Brazil, forest
biomass is widely cultivated, whether in the construction and manufacturing of
furniture, or in energy production and paper production. Eucalyptus is the most
important forest biomass in terms of cultivation in Brazil (38.1 m3 / ha / year in 2015)
and in the world. In the last decades, we have sought to deconstruct lignocellulosic
biomass, such as wood, in its constituent polymers, cellulose, hemicellulose and lignin,
so that each can be processed in order to generate products with higher benefit. In this
context, we have the organosolv process, which is a pretreatment of the lignocellulosic
biomass with the mixture of organic solvents and water at high temperatures. In
addition to fractionating biomass, it is possible to obtainm from the organosolv process,
components with high purity and more reactive for future applications. The objective of
this work was to study the effect of temperature (evaluated between 180 °C and 220 °C)
and ethanol / water ratio (evaluated between 30% and 70% v/v) in the organosolv
process applied to samples of Eucalyptus grandis, being observed how much of each of
the polymers was removed from the initial solid sample. The experiments were
performed according to a factorial 2? experimental design with center point, with
triplicate at all points. As a result it was obtained that the best point was in the
experimental condition Eso200) (relative to 50% ethanol and 200 °C), with 80.36%

lignin extracted and 91.35% cellulose yield.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS



1.1. INTRODUCAO

As matérias-primas fosseis tem se destacado nas ultimas décadas como fonte de
energia e produtos quimicos tdo requisitados pela nossa sociedade moderna. As fontes
fosseis sdo representadas majoritariamente pelo carvdo, gis natural, petréleo e mais
recentemente o shale gas, cuja principal caracteristica € ndo serem renovaveis, e seu uso
implica necessariamente no acimulo de gis carbdnico na atmosfera, influenciando no
aumento do efeito estufa. O aumento e a dependéncia do uso de matérias-primas fésseis
ndo € injustificado, dado que elas tem uma grande homogeneidade de sua composicio
(pequenas quantidade de oxigénio e nitrogénio) e se apresentam concentradas
geograficamente, o que resulta em um baixo custo de producdo, reforcado pela
existéncia de tecnologias maduras para o seu uso, quando comparadas a contraparte

renovavel, a biomassa. L2

Devido a redugdo das reservas mundiais e/ou indisponibilidade local das fontes
fosseis, o uso da biomassa tem-se tornado necessario. Além disso, o uso destas
matérias-primas contribui para redugdo do efeito estufa, uma vez que, o gis carbdnico
emitido na atmosfera € reutilizado no crescimento de uma nova biomassa, realizando
um ciclo fechado de carbono. O lado negativo do uso da biomassa esta relacionado com
a grande variabilidade na sua composicio (contetido elevado de oxigénio e nitrogénio,
além da 4gua), o que requer processos de transformacdo mais complexos quando
comparados com os da cadeia féssil. Outro ponto negativo € o alto custo logistico, pois
a biomassa apresenta densidade energética baixa, com isso o transporte da biomassa

1,2
para a central de processamento e seu armazenamento eleva o custo da produgdo.

7z

Uma vantagem da biomassa é sua disponibilidade na forma de residuos da
agricultura ou da prépria industrializacdo dos produtos agricolas, ou seja, ao utilizar
essas matérias-primas promover-se-ia a correta disposicdo dos residuos, reduzindo
impactos ambientais, e a0 mesmo tempo seriam gerados produtos de valor agregado,

. . 2,3
reforcando uma cadeia produtiva ja existente.”

Além do uso de residuos do agronegdcio, umas das formas de se buscar maior
competitividade no uso da biomassa € sua utilizagdo dentro do conceito de biorrefinaria,
que € um paralelo a refinaria de petréleo, onde uma matéria-prima é processada de
forma a obter vérios produtos de interesse econdmico, minimizando geracio de residuos

4
no processo.



As biorrefinarias sdo inddstrias que promovem a transformac¢do de matéria-
prima de forma sustentivel em produtos comercializdveis e/ou energia.5 Em
biorrefinarias quando o objetivo é a obten¢do dos mondmeros presentes no material
lignoceluldsico € necessdrio realizar um encadeamento de processos de transformacio
que vdo da biomassa aos produtos de interesse. Uma etapa importante nestes processos
de transformacio da biomassa € a etapa de pré-tatamento, pois ela promove a quebra
das ligagGes entres os principais componentes da parede celular vegetal (celulose,

hemicelulose e lignina).’

Durante muito tempo a lignina, componente macromolecular da parede celular,
foi utilizada na industria de papel e celulose apenas como combustivel na geracdo de
energia. Com o passar dos anos e o crescimento da produgdo, algumas industrias se
viam com excedentes de lignina. Com intuito de agregar valor ao processo, as industrias
resolveram diversificar a aplicacdo da lignina em produtos comercializaveis.
Atualmente as ligninas de processos mais estabelecidos, como Kraft e lignosulfonatos,
ji vém sendo comercializadas na forma de adesivos, agentes de flotacdo,
condicionadores de solos, dispersantes, entre outros. O grande problema destas ligninas
€ que apresentam compostos de enxofre em suas estruturas, reduzindo seu desempenho

e dificultando a sintese de subplrodutos.6

Dessa forma, hoje se busca a producdo de ligninas isentas de enxofre e o
processo organosoly atende a esse requerimento ao obter um produto com elevado grau
de pureza, livre de enxofre e mais reativa devido a presenca dos grupos hidroxilas
livres. No processo organosolv é dada importancia a todas as fragdes, tanto a celulose,

quanto a hemicelulose e lignina.6'8

O processo organosolv consiste no fracionamento da biomassa lignoceluldsica,
utilizando uma mistura de solventes orginicos e dgua em elevadas temperaturas para
separar celulose, hemicelulose e lignina. A extragdo direta da lignina na biomassa, ou
seja, sem prévia remocdo de celulose e hemicelulose, implica que mais de 60% da
massa adicionada ao reator de extracdo sejam polissacarideos (celulose e hemicelulose),
os quais podem sofrer degradacdo durante o processo de extragdo, reduzindo o grau de
pureza da lignina extraida. Geralmente, durante o processo de extracdo de lignina, a
hemicelulose também € extraida em grandes quantidades (> 70 %).” Os mondmeros de
hemicelulose (xilose, principalmente) e seus produtos de degradacdo reduzem a pureza

o 110
da lignina extraida.



Outro obsticulo encontrado no processo de extracdo de lignina é o fato de que
ao resfriar o reator, a lignina precipita e deposita sobre as fibras de celulose. A maxima
recuperacdo da lignina extraida pelo processo sé € possivel por meio de lavagem das

fibras em vdrias etapas.11

Neste trabalho foi estudado o processo organosolv visando o fracionamento do
Eucalyptus grandis em suas fracdes macromoleculares de celulose, hemicelulose e
lignina. Como varidveis de processo foi escolhido a temperatura e a relacio etanol/adgua.
Uma etapa de lavagem da biomassa tratada foi adicionada ao processo para tentar
solucionar o problema da lignina que precipita no soélido residual apds processo

organosoly.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1. OBJETIVO GERAL

O trabalho proposto tem como principal objetivo realizar a desconstrugdo da
biomassa lignoceluldsica de Eucalyptus grandis utilizando o processo organosolv,
obtendo como produto fracdo liquida com o maximo de lignina e hemicelulose extraidas

e fracdo sélida com o minimo de perda de celulose.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Avaliacdo do processo organosolv em diferentes condi¢des de operacio,

tendo como varidveis de processo, a temperatura e relacdo de etanol/dgua.

e Estudo estatistico para avaliagdo dos resultados de extracdo dos componentes

macromoleculares (celulose, hemicelulose e lignina).
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2.1. BIOMASSA

Biomassa pode ser definida de diferentes formas, de acordo com o campo onde é
aplicada (ecologia ou energia). Na ecologia podemos definir biomassa como “Extensdo
de matéria viva existente em determinado ambiente, encontrado sob forma de um ou
mais tipos de organismos”. Da perspectiva energética, a defini¢do de biomassa pode ser
dada como: “Todo recurso renovavel de origem vegetal ou animal, que provém de

‘o A ~ (o9 12
matéria organica, podendo ser empregado na produgdo de energia”.

Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)®,
biomassa pode ser definida como: “material produzido pelo crescimento de
microorganismos, plantas ou animais”. Outra defini¢do bastante usada € que a biomassa
€ todo tipo de matéria-prima orginica que pode ser transformada em energia e sua
origem pode ser agricola (arroz, cana-de-acgucar, soja, etc.), florestal (madeira) ou
origindria de residuos industriais ou urbanos, liquidos ou sélidos.'* O aspecto em

comum entre todas a defini¢des de biomassa, € que ela € um recurso renovavel.

No Brasil, de acordo com EPE (Empresa de pesquisa energética), a biomassa € a
principal fonte de energia renovdvel, sendo que em 2015 correspondeu,
aproximadamente, a 25,1% da oferta interna de energia do pais como mostra na Tabela

. < 15
1, destacando-se o uso da cana-de-agucar, da lenha e do carvado vegetal.

Tabela 1. Oferta interna de energia no Brasil em 2015."

Fonte %
Renovaveis (Total) 41,2
Energia hidraulica e eletricidade 11,3
Biomassa da cana-de-acticar e derivados 16,9

Biomassa tradicional (lenha, carvéo e vegetal) | 8,2
Outras renovaveis (solar, edlica, biogas, etc) 4,7

Nao renovaveis (Total) 58,8
Petréleo 37,3

Gas natural 13,7
Carviao mineral 5,9
Uranio 1,3

Outras 1,0

No cendrio mundial o Brasil tem destaque como grande produtor florestal, isto é
possivel, devido a elevada quantidade de terra agricultdvel e as boas condi¢des de clima
e solo, além, do incentivo e apoio das empresas e instituicdes florestais no

desenvolvimento técnico e cientifico. Dentre as biomassas florestais damos destaque



para o pinus e eucalipto devido elevada produtividade.'® O eucalipto é uma planta nativa
da Austrdlia, que tem sua aplicacdo concentrada na industria de papel e celulose. Das
espécies de eucalipto existentes no Brasil, o Eucalyptus grandis é a mais produzida.
Condicdes naturais favordveis garantem ao Brasil ciclos curtos de producdo quando
comparado aos de outros paises, sendo que as regides sul e sudeste apresentam as

maiores concentracdes de eucaliptos plantados.”’ 18

A Figura 1 apresenta a produtividade (em m%ha/ano) de duas espécies de
biomassa florestal, o eucalipto e o pinus, no Brasil e em paises onde a atividade florestal
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Figura 1. Produtividade do eucalipto e pinus em diferentes pal’ses.16
Estima-se que a produtividade florestal no Brasil cresca 1,5% ao ano,
alcancando 63,9 m3ha/ano em 2050. Nesse ganho de produtividade estd incluido o uso

de culturas de clones de eucalipto que corresponde a 30-40% do total citado.'®

O eucalipto € uma biomassa lignocelulésica, nas quais predominam em sua
composicdo a celulose, a hemicelulose e a lignina, que sdao polimeros constituintes das
paredes celulares. Existem também em menor proporcdo substancias de baixa massa

~ N . . . 19,20
molar ndo pertencentes as paredes celulares, tais como oS extrativos € as cinzas.

Os produtos obtidos a partir da conversdo da biomassa dependem da tecnologia
de processamento adotada, das condi¢des de operagdo do processo e do tipo de
biomassa. A estrutura e composi¢do da biomassa, por sua vez, variam de acordo com o
tipo de biomassa, suas condicdes de crescimento, idade da planta e tipo de tecido
celular. Desta forma, um entendimento claro da biomassa em uso é de grande

. N ~ 1
1mportancia nos processos de conversao. ?



2.2. BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Conforme foi explicado anteriormente, os principais constituintes da biomassa
lignoceluldsica sdo: celulose, hemicelulose e lignina. A Figura 2 é uma representagdo de
um tipo de biomassa lignocelulésica (cana-de-agiicar) e como os constituintes
macromoleculares da parede celular (celulose, hemicelulose e lignina) estdo dispostos e
se relacionam (hemicelulose e lignina entrelagadas envolvendo a celulose), além da

apresentacdo dos mondmeros (glicose) que compde a celulose.

Biomassa lignoceluldsica

Célula vegetal

Pareda calular

Microfibrila
celuldsica

Moléculas de
glicose

Glicose

Figura 2. Estrutura recalcitrante da biomassa lignoceluldsica. Adaptado de Santos ef
21
al.

A Tabela 2 apresenta os teores de lignina total, extrativos soliveis em

etanol/tolueno e holocelulose (celulose e hemicelulose) em diferentes biomassas.



Tabela 2. Teores de lignina total, extrativos soldveis em etanol/tolueno e holocelulose
em diferentes tipos de biomassa.”

Biomassa Lignina total(%) | Extrativos(%) | Holocelulose(%)
Eucalipto 30,11 4,64 69,69
Casca de arroz 26,95 1,63 55,83
Casca de pinh@o-manso 25,99 7,81 70,26
Bambu 25,79 5,46 73,67
Bagaco de cana 24,86 6,85 70,31
Capim elefante 23,21 6,15 74,15

A celulose é um polimero de férmula (CgH;¢Os),, formado por mondmeros de
D-glicose que s@o unidos por ligacdes glicosidicas ([3—1,4).23’ * Ela é encontrada na
forma de microfibrilas, constituidas de regides amorfas e cristalinas. Devido a sua
forma e suas ligacdes fortes, a celulose apresenta resisténcia a degrada¢do quimica e

biolégica.”* * O teor da celulose em madeira de eucalipto pode variar de 46-49 %.*°

CH20OH OH CH20H aOH OH
8] o Q )
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OH
OH CHz0OH OH CH20H OH

Figura 3. Estrutura da celulose.”’

A hemicelulose ¢ um polimero constituido por diversos agucares, tais como D-
galactose, D-manose, D-xilose, L-arabinose. O teor da hemicelulose em madeira de
eucalipto pode variar de 18-23 %.? Ela sofre ataques de produtos quimicos com grande
facilidade, devido a auséncia de regides cristalinas. Entre as formas anidras dos
acucares, as galactanas, xilanas, mananas e arabinanas, as xilanas s3o as mais
importantes, pois sdo encontradas em maior quantidade, entre 20 — 50%, na

. 21,28, 2
hemicelulose.?! %% %

D-xilose D-manose

Figura 4. Aciicares que compde a hemicelulose.™




Uma definicao simples para lignina é de que esta ¢ uma macromolécula amorfa
constituida de unidades de fenil-propano contendo diferentes graus de hidroxilacdo e
metilacdo. Estas unidades sdo conectadas por ligacdes (C-C, carbono-carbono) e (C-O,
carbono-oxigénio). As principais ligacdes observadas na molécula de lignina sdo: f-O-

, B-B', 0-O-y', y-O-a!', a-O-4', a-oxidada e p-hidroxicinamil alcool.”® ¥4 A

sintese da
lignina na biomassa ocorre a partir da conversio de L-fenilalanina a monolignbis
primérios, dlcool p-coumaril, dlcool coniferil e dlcool sinapil, os quais irdo formar as
unidades hidroxifenil (H), guaiacil (G), e siringil (S). Atualmente, onze enzimas ja
foram identificadas como catalisadores envolvidos nesta sintese. Entre elas podemos
citar a fenilalanina amonia-liase como uma das principais na sintese.” %0 teor de

lignina em madeira de eucalipto pode variar de 29-33 P. 2
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Figura 5. Estrutura da lignina. Adaptado de Watkins et al. 37

Os extrativos estdo presentes no grupo das substancias de baixa massa molar,
que ndo pertencem a parede celular da biomassa lignoceluldsica. Sdo extraidos com

facilidade pela dgua e por solventes organicos. A composicdo dos extrativos pode variar
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entre 0 e 20% em matéria seca da biomassa lignoceluldsica. Varia de acordo com a

origem, plantio, transporte e estocagem da biomassa lignocelulésica.38’ 3

As cinzas sdo os residuos inorgénicos, compostos por minerais na forma de
oxidos ou metais, presentes na biomassa lignocelulésica. Os elementos quimicos que
compdem as cinzas de eucalipto s@o seguindo a ordem de maior proporcdo: K, Ca, Si,
Al, Fe, Mg, Mn, S, P, Ti, Ni, Cr, Zn, Cu, Rb, Sr, Mo, Zr e Y. As cinzas representam

entre 0,2 € 1% da biomassa lignocelulésica.”’ 40

A Figura 6 apresenta alguns tipos de biomassa lignocelulésica e as aplicacdes

depois que ela é fracionada em seus polimeros constituintes.

Alimentacio Lignocelulasica
Exemgplos: Carsais (Palha); Biomassa Liznocslulosica (Cana-de-agicar);
Biomassa Florestal (Madeira); Residuos 3olidos Municipais de Celulose & Papel.

I
Lignocelulase (LC) |
1
* * []
Lignina Hemicelulose Celulose
Polimero de fenol Pentoses, Hexoses Polimero de glicoss
Hidvéiice | ! i o
L, Apglutinants Tilos Adesivos; Espsssantes; Celulos= Hr:.fr&fr:s
natural & adesivos I:_f’a'tt:}_' 3 Emulsificantas; Goma de Aplicagtes (EC)
- = plantas; Estabilizantes.
| Carvio smb- Hilitol Glicoss
bituminoso Subst. do agvear HMF (Haxose)
Ty (3-hidroximetil-forfural) |
e (Comibustivel solido Furfural Arido levulinico
livrs de enxofre Produtos d2
I ] fermentagio
L Drodstos Fesinas da furano | Amaciantss - Combustiveis
quinmicos — — Ex Etanol
Frooutos qumcos | Lubrificantss - Acidos orednicos
Ex: Acido latico
Produtos quimicos
Nylon 6; Nylon 6.6 fotutos quimes - Solventas
e polimeros Ex: Acetona

Figura 6. Aplicacdes para os componentes macromoleculares. Adaptado de Kamm et
al’

Em processos de conversao da biomassa lignocelulésica em produtos quimicos e
biocombustiveis, tém se aplicado antes do processo uma etapa de pré-tratamento. Esta
etapa contribui com as outras etapas do processo, promovendo o rompimento entre as
estruturas macromoleculares (celulose, hemicelulose e lignina) da parede celular,
tornando a celulose mais acessivel aos ataques enzimaticos e/ou quimicos. A Figura 7

mostra o que acontece na etapa de pré-tratamento.*'
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Figura 7. Efeito do pré-tratamento em materiais lignoceluldsicos.*

A separacdo dos componentes da parede celular é um dos desafios mais
importantes e urgentes para que os processos realizados em biorrefinarias sejam bem
sucedidos.” Atualmente, uma variedade de tecnologias de pré-tratamento vem sendo
alvo de pesquisas no mundo, estes processos sdo divididos em processos: bioldgicos
(e.g. microorganismos (fungos)), fisicos (e.g. moagem de bola e extrusdo), quimicos
(e.g. acido, alcalino e organosolv) ou combinados. Os pré-tratamentos quimicos sio os
mais utilizados na producdo industrial, estes processos se aplicados em residuos
agroindustriais, colaboram para diminui¢do da degradacdo ambiental. Devido a sua
eficdcia em processos de transformacgdo da biomassa, s@o considerados como um dos

mais promissores para o desenvolvimento das biorrefinarias.**

2.3. PROCESSOS DE EXTRACAO DA LIGNINA

2.3.1. EFEITOS DOS TRATAMENTOS QUIMICOS NA ESTRUTURA DA
LIGNINA

A extracdo direta da lignina na biomassa implica que mais de 60% da massa
adicionada ao reator de extracdo sejam polissacarideos (celulose e hemicelulose), os
quais podem sofrer degradacdo durante o processo de extragdo, reduzindo o grau de
pureza da lignina extraida.” Para que ocorra a extracdo de lignina, ligacdes (e.g. p-O-4 e
a-0O-4) que conectam as suas unidades e as ligagdes quimicas existentes entre a lignina e
os polissacarideos (ligacdes benzil-éter, benzil-éster, e fenil-glicosidica) devem ser

. 35, 44
rompidas.™

As propriedades fisicas e quimicas da lignina extraida, como a massa molar, a

reatividade, o teor de contaminantes e a estabilidade térmica, sido fortemente
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dependentes do tipo de extracdo aplicado a biomassa e das condi¢des operacionais

33,35,45,46
empregadas.

As principais modificagdes estruturais da lignina apds a extracdo ocorrem
devido a diminui¢@o de grupos hidroxilas alifaticos, quebra de estruturas p e a-aril éter e
aumento de grupos hidroxila fendlicos, dcidos carboxilicos e estruturas condensadas.*”
* As mudancas na estrutura da lignina se ddo devido 2 desmetoxilacdo, perdas de
unidades siringil (mais sensivel a degradacdo térmica) e quebra de cadeias laterais

alifaticas.®

Nas condi¢des de processo para a obtencdo da lignina, praticamente toda
hemicelulose e parte da celulose sdo convertidas em seus agucares constituintes
(hemicelulose — xilose, galactose, manose, arabinose e celulose — glicose). Em meio
aquoso, geralmente, a degradacdo térmica da biomassa se inicia pela liberagdo do acido
acético presente na hemicelulose, o qual age como um catalisador na extracdo de

. . 10, 49, 50
polimeros da biomassa. %

Processos para a extragdo da lignina que preservam a sua estrutura quimica sao
descritos na literatura, como o método de Bjorkman. Entretanto, estes processos sdo
uteis apenas para realizar estudos em pequena escala, pois apresentam pouca viabilidade
econdmica do ponto de vista industrial. Nestes processos, a biomassa deve ter o
tamanho de sua particula reduzida e em seguida sua extracdo pode ser realizada de
forma branda empregando enzimas ou solventes especificos que ndo causam danos a

estrutura da lignina.”*

Atualmente, um processo industrial bem estabelecido é o Kraft, processo
bastante utilizado na industria de papel e celulose que tem como objetivo a obtengdo da
polpa de celulose, despolimerizando e extraindo a lignina sem que ocorra significativa
degradacdo dos polissacarideos (celulose e hemicelulose).”* Neste processo, hidréxido
de sédio (NaOH) e hidrossulfeto de s6dio (NaHS) sdo utilizados para a extragdo de
lignina em elevadas temperatura (160 — 180 °C) e pressdo (Pressdoy.po/fungdo da

temperatura).5 !

As principais desvantagens deste processo, no que se refere a lignina, sdo:
elevado teor de sdlidos inorganicos (28-44 %) e agucares derivados da hemicelulose (4-
14 %) no licor, elevado grau de condensagdo da lignina, presenca de compostos de
enxofre, baixa massa molar da lignina extraida, baixo contetido de grupos metoxila, uso

oo 51, 52 -
de produtos quimicos poluentes.”” °~ Devido a estas desvantagens desse processo a
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lignina Kraft é considerada um material de baixo valor e tem sido usada em sua maior

parte como combustivel para alimentagdo de caldeiras.”™

Além do processo Kraft, existem outros processos de extracdo como: sulfito,

tratamento 4cido, tratamento alcalino e processo organosolv.

No processo sulfito as principais reagdes envolvidas sdo: sulfonacdo, hidrdlise e
condensagdo. Os principais reagentes utilizados sdo o didéxido de enxofre (SO,), os
hidréxidos de célcio (Ca(OH),), s6édio (NaOH), amoénio (NH4OH) ou magnésio
(Mg(OH),). A lignina extraida pelo processo sulfito é chamada de lignosulfonato, e
apresenta massa molar maior que a lignina obtida pelo processo Kraft, no entanto
também sofre fortes modificacdes estruturais, e portanto perdendo valor como matéria-

: =51
prima para outros processos de transformacao.

Atualmente, tratamento alcalino de biomassas tem sido realizado com o objetivo
de facilitar a hidrdlise enzimatica de celulose em glicose. Este tratamento promove a
remocdo da lignina e a liberacdo da celulose, facilitando o acesso das enzimas. Além da
lignina, também ocorre remocdo de parte da hemicelulose, a qual estd conectada a
lignina por meio de ligagdo covalente e também fisicamente entrelagada.”® ** O meio
alcalino favorece a clivagem de ligagdes de hidrogénio, éster e outras ligacdes
covalentes presentes na estrutura da biomassa.”* Reacdes de saponificagdo envolvendo
ligacdes éster, sensiveis ao dlcali, entre lignina e polissacarideos também ocorrem em

meio alcalino e isto aumenta a solubilidade de hemicelulose e lignina.55

O tratamento dcido de biomassas utilizando como solvente a dgua, sob elevada
temperatura e pressdo, com diferentes graus de acidez promove mudancas estruturais
tanto dos polissacarideos (com dissolu¢do da hemicelulose), quanto da lignina.26 O
processo acido mais conhecido para o isolamento de lignina é o Klason, o qual emprega
dcido sulfirico para uma completa dissolu¢do dos polissacarideos, mantendo a lignina
insolivel. Este processo € adequado para a quantificacio da lignina na biomassa,
entretanto, devido ao elevado grau de condensacgdo desta, sua aplicagdo para a obtencdo
de compostos para a inddstria quimica ou mesmo caracterizacdo estrutural da lignina

. . . . 33.51
original torna-se limitada.”™

Outros processos de extracdo da lignina utilizando 4cido em elevada
concentragdo, por exemplo, dcido férmico: dgua (80:20), permitem a extracdo de lignina
com rendimento de até 84%, tendo apenas 2 % de aclicar contaminante. A lignina

proveniente deste processo tem massa molar relativamente baixa (8000 g/mol) quando
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comparada a ligninas extraidas por processo organosolv (15700 g/mol) ou sistema de
solvente contendo 4cido acético e férmico combinados (12500 g/mol), mas mostra-se
similar a lignina extraida em processo alcalino (7550 g/mol). Baixa massa molar
significa que a lignina foi quebrada em partes menores, se tornando uma molécula mais

especifica, com isso, menos reativa.’®

Em escalas menores, processos empregando liquidos idnicos, fendis, 4cido
acético, acido férmico, peréxido de hidrogénio, glicerol, acetona, acetato de etila,

amodnia, aminas, butanol, propanol, também vém sendo estudados.>* #3738

Todos os processos acima citados t€tm como objetivo a obtencdo da celulose
extraindo a lignina. Um processo que vem ganhando destaque é o organosolv, o qual
visa ndo somente a obten¢do da polpa de celulose, mas também obter uma lignina de

melhor qualidade.
2.3.2. PROCESSO ORGANOSOLV

O processo organosolv é um pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica com a
mistura de solventes organicos e 4gua em elevadas temperaturas. Existe uma variedade
de solventes, porém os mais utilizados sdo: acetona, etanol, metanol e acidos organicos
(acido acético e acido férmico). A escolha do solvente é definida de acordo com o
processo estudado, os custos e a facilidade de aquisi¢do do solvente.” 0 principal
solvente utilizado em processo organosolv atualmente é o etanol devido ao seu relativo
baixo custo, suas caracteristicas quimicas, ndo ser poluente, de facil recuperacgéo, visto

que apresenta baixo ponto de ebuli¢do e pode ser recuperado por destilacio.* %!

A funcgdo do solvente neste sistema consiste em promover reacdes de solvolise (a
biomassa entra em contato com as moléculas do solvente e € decomposta) e reducio da
viscosidade do meio, facilitando a penetracdo e difusdo de reagentes no interior das
particulas da biomassa. O uso de solvente orgénico, em quantidades adequadas, também
favorece o aumento de rendimento de extragdo da lignina, visto que este aumenta a
solubilidade dos fragmentos extraidos e minimiza as reagdes de condensagdo, onde se

C s . 58,62,63
formam ligacdes intermoleculares entre os fragmentos solubilizados da lignina.”™ >~

O processo organosolv em geral € conduzido sem a adi¢do de catalisadores, no
entanto estes podem ser empregados visando acelerar as reacdes. Os catalisadores
usualmente empregados sdo: dcido acético, H,SO4, HCI, NaOH, CaCl,, NHj3, AlCls,

. . 1 ‘. A . 9,45, 46, 64-67
Fey(S0y4)3, AlL(SOy)s3, antraquinona, acido oxalico e acido sulfénico.” ™™ O uso de
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catalisadores apresenta como principais desvantagens a possibilidade de corrosdo de
equipamentos, etapas adicionais de recuperacio e reciclo dos catalisadores,

contaminagdo da lignina extraida e consequente elevacao do custo do processo.45

A lignina extraida por processo organosolv sem uso de catalisador pode
apresentar elevado grau de pureza (> 70 %) e reatividade quimica, ser livre de enxofre e
~ . 33, 35, 48, 61, 68
ndo apresentar toxicidade. Alguns estudos mostram que o aumento da
severidade em processos organosolv leva a redu¢do na massa molar da lignina extraida
de 36 a 56% em relagdo a lignina ndo tratada. Além disso, pode ser observada a redugéo
do conteudo de grupos hidroxila alifitico, aumento de unidades fendlicas siringil e de

estruturas fenélicas condensadas.®®

A massa molar de fragmentos de lignina obtidos por meio de processo
organosoly sem uso de catalisador apresenta valores de 2410 g/mol, para organosoly
alcalino valores de 3520 g/mol e perdxido de hidrogénio alcalino 3200 g/mol, sendo a
massa molar da lignina original de eucalipto em torno de 5160 g/mol. Quanto maior a

. .. , . . . cee 33
massa molar melhor € a hgnma extralda, pois a torna mais reativa € menos espemflca.

A lignina extraida de eucalipto por meio de processo organosolv, sem uso de
catalisador, apresenta redugdo das ligacdes do tipo f-O-4 (reducdo de aproximadamente
50 %) e S3,5 (eterificado), enquanto ligacdes do tipo S3,5 e G3,4 (ndo eterificados)
aumentam. Neste processo, uma parte dos grupos OH alifaticos sdo oxidados, formando
grupos COOH, e outra parte é modificada em reacdes de a-etoxilagdo. A solvolise de
ligacdes do tipo f-aril éter que ocorrem na lignina durante a extracdo com dlcool leva a

formacdo de carbocdtions, os quais reagirdo com dlcool em meio dcido.* %

Também se observa o surgimento de estruturas condensadas e outros derivados
de lignina apds o processo de extracdo. Condensacdo sdo reacdes que os componentes
da lignina podem sofrer entre si ou com outros componentes quimicos. Pode levar a
formacdo de compostos de elevado peso molecular e reverter a solubilizacao da lignina.
Uma redugédo nas reacdes de condensacdo pode ser obtida pelo uso de peréxido de
hidrogénio em meio alcalino.®® Outra estratégia para minimizar a quebra de ligacdes
éter e reacdes de condensagdo, € a adicdo de palddio como catalisador em processo

. ~ - . 46
organosoly, pois este favorece reacdes de hidrogenacao.

Quando o processo organosoly ocorre em meio alcalino, também € observada

uma reducdo no conteido de ligacdes do tipo f-O-4. Além disso, esse processo
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seletivamente extrai fracdes de lignina ricas em ligagcdes do tipo -O-4 e f—f, as quais

apresentam maior nimero de unidades siringil.3 3

Apds o processo de extracdo organosolv sem uso de catalisador, ocorre um
aumento na razdo siringil/guaiacil na lignina de eucalipto, e isto é atribuido ao fato de
que os fragmentos gerados pela clivagem de ligacdes S-O-4 e que reacdes de

condensacio ocorrem preferencialmente em unidades guaiacil.*
No campo dos processos organosolv damos destaque aos seguintes processos:

Kleinert que emprega o tratamento de cavacos de dlamo com alcoois alifaticos
de cadeia curta (metanol e etanol) em solug@o, usados separadamente, sem uso de
catalisador, cozido em fluxo contra-corrente, em temperaturas entre 170 e 195°C para

obtencdo da polpa celul6sica.

Alcell que é um pré-tratamento ou polpacdo celulésica de material fibroso,
utilizando etanol/dgua como solvente (~60% etanol), em temperaturas entre 180 e

210°C, e pressoes entre 2 e 3,6 MPa.

MD Organocell emprega o tratamento de madeira com o uso de metanol e
NaOH, além da adicdo de antraquinona. Trabalha com as condi¢des entre 17-20% de
NaOH, 0,1% de antraquinona, 5-30% de metanol, em temperaturas entre 150-170°C,

com tempo de cozimento de 60 a 120min.

ASAM (alkaline sulphite anthraquinone methanol) € processo de polpacdo
celulésica que combina 15-25% de soda, uma proporcao alcalina (Na,SO; / NaOH /
Na,CO3) de 85: 15-70: 30, 0,05-0,1% de antraquinona, 15-30% em volume de metanol,
uma razdo liquido / sélido de 3: 1 a 5: 1, temperaturas de 170-180 ° C e tempos de

processamento de 60-150 min.

ASALKALINE ETHANOL (alkaline sulphite anthraquinone ethanol) difere no
ASAM com presenga do etanol no lugar no metanol. Além destes temos também
processos que usam dgua-etanol-bicarbonato de sddio e processos que fazem uso de

dlcool e oxigénio. 77071

Além destes, o uso de processos combinados envolvendo autohidrélise, hidrdlise
enzimdtica ou 4cida e organosolv também vém ganhando maior atencdo com o

crescente interesse no desenvolvimento de biorrefinarias.
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2.3.3. VARIAVEIS DE PROCESSOS NA EXTRACAO DA LIGNINA

Diversas varidveis de processo na extracdo de lignina vém sendo estudadas ao
longo de décadas. A umidade inicial e o tamanho de particula da biomassa, tipo de
processo, pré-condicionamento (e.g. torrefacio) das amostras antes da extragdo, tipo e
quantidade de quimicos e solventes utilizados, tempo, temperatura, pH, agitacdo,
geometria dos reatores, etc, vem sendo levantados com um objetivo principal, que € o
de obter o maximo rendimento de extragdo de linina de alta qualidade em um processo

de baixo custo.

Na literatura, a temperatura de extragao de lignina varia entre 80 e 390°C, sendo
que temperaturas acima de 200°C levam a degradacdo da celulose, e consequente

reducdo da pureza da lignina obtida.>*7?

O tempo de reacdo associado a temperatura também € outra varidvel de elevada
importancia em processos de extragdo de lignina, variando de minutos a horas. Em uma
determinada temperatura, um tempo excessivo de reacdo pode levar a degradacio dos
acticares derivados da biomassa, por exemplo, xilose pode ser convertida a furfural.”
Levando a perda de material que poderia ser utilizado em processos fermentativos
subsequentes. Além disso, moléculas como o furfural poderiam reagir com
componentes da lignina ou mesmo permanecer como um contaminante nas fragdes de

o 1 73,74
lignina extraida.”

Um estudo recente revelou que a extracao de lignina em baixas concentragoes de
etanol (35%, por exemplo), favorece a redeposicdo da lignina sobre as fibras de
celulose, na forma de pequenas esferas, devido a interacdo de seus fragmentos. Com o
aumento da concentracdo de etanol, a interacdo dos fragmentos de lignina leva a
estruturas mais irregulares e o rendimento de extragcdo lignina é aumentado de 25%
(utilizando etanol 35%) para 56% (utilizando etanol 65%). Uma queda no rendimento
foi observada em concentracdes de etanol acima de 65%, isto estd associado a uma
reducdo na concentrag@o de fons hidronio na solucdo, o que reduz a despolimerizacao de
lignina e sua solubilidade no licor." ® Vale ressaltar que a concentragdo de solvente
também ird interferir no pH do meio, e elevadas concentracdes de etanol podem
aumentar o pH desfavorecendo as reacdes de hidrélise, reduzindo assim os rendimentos

de extragdo de lignina.48’ o8

Nos estudos realizados por Zhang et al®, também foi comprovado que a

concentracdo de etanol também influencia na massa molar dos fragmentos de lignina
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obtidos. Valores de 1208 g/mol para 35% de etanol e 2146 g/mol para 65% de etanol

foram observados.

A pressdo € uma varidvel pouco estudada em processos de extracdo de lignina,
por ndo ter um efeito tdo pronunciado sobre a quantidade e a qualidade de lignina
extraida. Dados da literatura mostram que extracdo de lignina foi realizada em sistema
com variagdes de 15 a 25MPa. Sistemas contendo di6xido de carbono supercritico como
solvente e acido acético, etanol, metanol e dioxano como co-solventes foram avaliados
para a extracdo de lignina. O rendimento da polpa e teor de extragdo de lignina foram

- : ~ 75
mais influenciados pela temperatura do que da pressao.

O tamanho de particula da biomassa tem pouca influéncia no rendimento de
extragdo de lignina (pelo menos para particulas com até 3cm3). Esta varidvel torna-se
importante quando a viscosidade do licor é elevada, por exemplo, em baixas
temperaturas e elevada concentragdo fons de hidrogénio, pois isto dificulta a penetracdo

do licor na biomassa. °

A razdo entre quantidade inicial de biomassa e solvente orgdnico ¢ uma das
varidveis mais importantes no processo de extracdo de biomassa. O volume de solvente
organico para uma determinada quantidade de biomassa deve ser tal que permita uma
impregnacdo uniforme e eficiente agitacdo da mistura. O aumento da quantidade de
solvente organico para uma determinada quantidade de biomassa causard a diluicao dos
dcidos liberados pela biomassa e isto desfavorece a deslignificacdo. Por outro lado, as

reacdes de condensagio e a redeposicdo de lignina sobre as fibras sdo reduzidas.”
2.3.4. PROCESSOS DE EXTRACAO COMBINADOS

O isolamento de lignina a partir de uma determinada biomassa pode se dar de
duas formas: 1) Extracdo da hemicelulose e celulose, mantendo a lignina sélida e 2)

Extracdo da lignina.

A dissolucdo direta de lignina geralmente ocorre em temperaturas na faixa de
140 - 230 °C e pressdes elevadas, e a separacdo das fragdes solidas e liquidas deste
processo ocorre a temperatura ambiente. Durante o resfriamento deste sistema, a lignina
tende a se redepositar sobre as fibras de celulose.” ' Isto implica em menor acesso de
enzimas hidroliticas a celulose dificultando a liberag¢do de acticares fermentesciveis e

perda da lignina extraida.

19



Uma estratégia que vem sendo utilizada para superar este obsticulo é a
realizacdo de pré-tratamento por autohidrdlise (para remoc¢do de hemicelulose) seguida
de hidrdlise enzimdtica (para remocdo de celulose) e posterior obten¢do da lignina.
Considerando uma eficiente remocdo dos polissacarideos (celulose e hemicelulose), o
problema de redeposicdo de lignina sobre as fibras é reduzido ou eliminado. A principal
desvantagem nesta sequéncia de fracionamento da biomassa é que durante a remogdo de
hemicelulosee em processo de autohidrdlise, o 4cido acético liberado promove
modifica¢des quimicas da lignina, incluindo rea¢des de condensacdo e repolimerizacio

e impacta negativamente no seu processo de extragﬁo.Ss’ 7671

Portanto a lignina remanescente de processos de autohidrdlise, seguido de
hidrdlise enzimética é considerada de baixa qualidade para produc¢do de produtos de alto
valor agregado. Além disso, a lignina resultante deste processo encontra-se complexada
a carboidratos, o que dificulta sua dissolu¢do em solventes proprios para a dissolugdo de
ligninas (solugdes aquosas alcalinas, dioxano, etanol, dimetil-sulféxido, piridina, cloreto

de 1—alil—3—metilimidazc’)lio).78

Para contornar o problema de modificagdo quimica da lignina pela liberagdo do
dcido acético durante processos de autohidrdlise, Kilpeldinen et al.” sugeriram um
processo de autohidrdlise com pH controlado. Neste processo, o pH do meio foi
ajustado utilizando tampdo acetato em uma faixa de 4,2 a 4,6. Isto resultou em um
menor rendimento de extracdo de hemicelulose, entretanto, xilooligosacarideos com
maior massa molar foram obtidos, ou seja, hemicelulose foi extraida em fragmentos

maiores.

A lignina proveniente do processo de hidrdlise enzimdtica contém, além dos
polissacarideos complexados, proteinas e sais minerais, os quais dificultam sua
conversdo direta em compostos de interesse para a indudstria quimica. Entretanto, este

obstaculo vem sendo superado pelo uso de N,N-dimetilformamida como solvente.*

Outro exemplo de combinacdo de processos envolve o uso da extracdo
estendida. Por exemplo, a extracdo de lignina em um processo organosolv sem uso de
catalisador deixa cerca de 7-14 % de lignina no sélido remanescente. Essa lignina
residual (quimicamente ligada e re-depositada) pode ser extraida em uma etapa
complementar, usando etanol alcalino ou peréxido de hidrogénio alcalino, deixando um

) . . 33
teor de aproximadamente 0,7% de lignina no s6lido remanescente.

20



. 80, 81
Romani et al.™

sugeriram uma combinacdo de autohidrélise (para solubilizar
hemicelulose), seguido de tratamento organosoly para extragdo de lignina, mantendo a
celulose como um sdlido, para fracionamento dos componentes principais de eucalipto.

Este processo acelera as reacdes de deslignificagdo e aumenta a solubilidade de lignina.

Obama et al.”® avaliaram o efeito da pré-hidrélise enzimdtica antes de realizar o
processo organosolv. O prévio tratamento enzimético tornou o material lignoceluldsico
mais susceptivel a remocdo de lignina durante o tratamento organosolv, atingindo
deslignificacdo de 93%. O uso da pré-hidrdlise enzimatica, ao invés da autohidrdlise, €
vantajoso por ser um processo mais suave (menor severidade) e evita repolimerizacdo

da lignina, a qual dificulta a posterior extracdo da lignina organosolv.

Azellee et al.* avaliaram a extragdo seletiva da lignina a partir de um processo
com duas etapas de tratamento, na primeira etapa utilizou o hidréxido de célcio para
extragdo, na segunda etapa o acido peracético, com isso, obtiveram um rendimento de
extracdo de 59% da lignina, mantendo 88% de hemicelulose e 96% de celulose no

residuo solido sem sofrer extracao.

Xiao et al.” sugerem que mesmo a lignina obtida como residuo de um processo
de autohidrolise seguido de extracdo organosolv alcalino ainda pode ser aproveitada
como matéria prima em uma biorrefinaria, ao invés de ser usada simplesmente como
fonte de energia, pois este residuo ainda mantém uma quantidade apreciavel de grupos
hidroxilas fenélicos, os quais podem ser usados para a geracdo de produtos de valor

agregado.

Leskinen et al.”® também avaliaram o isolamento de lignina como um coproduto
da produgdo de bioetanol. O teor de lignina neste sdlido remanescente é de
aproximadamente 83%. Recuperagdo de aproximadamente 76% da lignina presente
neste coproduto foi obtida usando como base catalisadores no processo de extracdo
reativa (elevadas temperaturas). Entretanto, foi verificado que a extragdo em condicdes
suaves permite a obtencdo de lignina com caracteristicas mais préximas as de lignina

nativa.

Outro estudo de caso envolve a extracdo de lignina a partir de bagago de cana-
de-agucar pré-tratado por autohidrdlise. Neste estudo, aproximadamente 87 % da lignina
foi extraida utilizando etanol:agua (1:1), em baixa razdo liquido:sélido (3 mL/g), o que

reduz o gasto de dgua no processo.’’
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Os processos combinados em um primeiro momento parecem ser o futuro para
obtencdo das fracdes da biomassa lignocelulésica de forma que cada uma possa ser
usada de forma individualizada e eficiente, no entanto, essas etapas adicionais impactam
diretamente custo do processo, seja pelo maior tempo de processamento, uso de mais

reatores e etapas de separacdo.

Muitos dos estudos de caso descritos anteriormente ndo utilizaram eucalipto
como biomassa. Lembrando que o rendimento e qualidade da lignina extraida dependem
das condicdes operacionais do processo, porém dependem também do tipo de biomassa
utilizada. Portanto, tais estudos sdo tteis apenas para sondar quais tipos de processos e
condicdes operacionais sdo mais adequados para a biomassa de interesse. Para uma
avaliagdo mais rigorosa dos processos que vem sendo utilizados para a extragdo de
lignina de eucalipto, a Tabela 3 foi construida com dados de rendimento e condi¢des
operacionais. Dentre os processos descritos na Tabela 3 que utilizam o eucalipto como

biomassa, damos destaque para aqueles que utilizam organosolv.

Li et al.>* que realizaram um processo combinado com organosolv (etanol 70%),
seguido de NaOH (1.0-5.0%), na temperatura de 80 °C, com razdo liquido:sélido de

20:1, no tempo de 120 minutos.

Yaiiez et al.%® trabalharam com organosolv (etanol 50%), na temperatura de 200
°C, com razao liquido:sélido de 6:1, no tempo de 90 minutos e com isso obtiveram um

rendimento de extracdo de lignina de 63%.

Romani et al.*” realizaram um processo combinado com autohidrdlise seguida de
organosoly (etanol 60%), com a temperatura variando entre 180-200°C, com razdo
liquido:sélido de 8:1, no tempo de 60 minutos e com isso obtiveram um rendimento de

extragdo de lignina de 81%.

Levando em conta o gasto energético, utilizacdo de etanol e rendimento de
extragdo da lignina o trabalho realizado por Romani et al® tem destaque como o mais
promissor dentre os apresentados, portanto, com base no que foi apresentado nesta
revisdo e afim de obter resultados melhores, este trabalho foi desenvolvido utilizando
apenas organosolv (etanol 30-70%), com a temperatura variando entre 180-220°C, com

razdo liquido:sélido de 10:1, no tempo de 60 minutos.
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Tabela 3. Condi¢Ges de operacdo de processos de extrac@o de lignina.

Sistema de solvente Temperatura Razao Tempo de Rendimento de Referéncia
°O) liquido:sélido reacido (min) extracao*(%)
Alcalino 2%
175 2:1 105 40 Carvalho et al.
(15% NaOH, base biomassa seca)
Kraft (dlcali ativo 15%) 160 4:1 210 38 Pinto ez al.”*
Extracdo sequencial com organosolv
80 20:1 120 - Lietal™
(etanol 70%) e NaOH (1.0-5.0%)
Cloreto de 1-alil-3-metilimidazol seguido %
120 17:1 180 35 Xu et al.
de organosolv (etanol 70%) com NaOH 1M
Organosoly (etanol 50%) 200 6:1 90 63 Yafiez et al.®®
Acido férmico, 79-84-92% (v/v), com HCI, o
95 30:1 90 80 Erismann et al.
0,22% (m/v)
Autohidrélise  seguido de organosolv %0
180-200 8:1 60 81 Romani et al.
(etanol 60%)
Metil-isobutil-cetona:metanol:dgua 7
180 6:1 60 13 Klamrassamee et al.
(25:42:33), com H3PO, 5%
Glicerol:4dgua (56,2%) 200 10:1 68,8 64 Romani ez al.”!
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CAPITULO 3

MATERIAL E METODOS



Uma representacdo esquemadtica do processo organosolv e as etapas de separagcdo e
andlise das fracdes liquidas e solidas geradas sdo vistas no fluxograma da Figura 8,

sendo que cada etapa sera detalhada ao longo do presente capitulo.
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Figura 8. Fluxograma simplificado do processo organosolv e das etapas posteriores de
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3.1. MATERIAL
REAGENTES

e FEucalipto da espécie Eucalyptus grandis (Embrapa Florestas);
e Alcool etilico (C,H50OH) (Lambipex, 99,8%);

o Agua ultra pura (Mili-Q);

e Acido sulfdrico (H>SOs) (Synth, 98%);

e (Carbonato de calcio (Vetec, 98%);

e Hélio (IBG, 99,99%);

e Oxigénio (IBG, 99,99%);

e Acetanilida (LABDEL, 99%);

e Glicose (Sigma, 99,5%), galactose (Sigma, 99%), xilose (Sigma, 99%),

arabinose (Sigma, 99%) e manose (Sigma, 99%).
EQUIPAMENTOS

e Reator Parr 5100 (capacidade de 1L) com controlador Parr 4848;
e Moinho triturador de madeiras com 24 Facas (LIPPEL, GXC 3280E);
¢ Moinho de facas tipo Willye (Macor Star FT-60);
e Moinho portatil (IKA, A141);
¢ Analisador CHNS/O (Perkin Elmer, modelo PE2400, Series II);
e Extrator Soxhlet (Marconi, MA-487);
e Balao de vidro (UNIGLAS, 1000 mL);
¢ Bandejas de pléstico;
e Funil de Buchner (Unilab, @15 cm);

e Sistema de filtracio composto de: Kitazato de vidro (2000 mL); Papel filtro
qualitativo (Unifil, C41, @15 cm); Bomba a vacuo (Buchi, V-700);

e Béqueres de plastico e vidro (2000 mL);
e Estufa com circulagdo e renovacdo de ar (Marconi, MA035);
¢ Balanca analitica (Shimadzu, AUW?220D);

e (Cadinhos gooch (Porosidade n° 4);
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e Tubos de pressdo (Ace glass incorporated, #15);

e Banho maria com circulagdo externa (Cienlab);

e Bastdes de vidro;

e Dessecador (CHIAROTTI, 180);

e Espectrofotometro de UV-visivel (Shimadzu, UV 1800);

e Centrifuga (Herolab, R-210);

¢ Forno Mufla (Quimis, Q318S25T);

e HPLC (High performance liquid cromatography) (Shimadzu, DGU-20ASR);
e Autoclave vertical (Prismatec, modelo CS);

e Agitador de peneiras (Bertel, 3494).

3.2. METODOS
3.2.1. PREPARO DA BIOMASSA IN NATURA

Amostras de madeira de eucalipto da espécie Eucalyptus grandis, proveniente da
regido entre Ponta Pord e Dourados — MS, fornecidas pela Embrapa Florestas em forma
de cavaco, foram processadas em moinho triturador de facas (LIPPEL, modelo GXC
3280E) para reducdo de tamanho. Em seguida, utilizou-se o moinho de facas tipo
Willye (Macor Star FT-60) para obten¢do de particulas mais finas de madeira. A
distribuicdo de tamanho das particulas de madeira foi avaliada em um agitador de
peneiras (Bertel, modelo 3494). As peneiras utilizadas possuiam aberturas de 2; 0,85;

0,25; 0,18 ¢ 0,1 Imm.
3.2.2. COMPOSISACAO ELEMENTAR DA BIOMASSA IN NATURA

A composicdo elementar da biomassa in natura (Bin) foi determinada por CHN
(carbono, hidrogénio e nitrogénio), as amostras foram feitas em triplicata, utilizando um
analisador CHN/O (Perkin Elmer, modelo PE2400, Series II). O analisador foi operado
com coluna de combustdo na temperatura de 925 °C, coluna de reducdo em 650°C,
utilizando hélio (IBG, 99,99%) como gas de arraste e como gas comburente o oxigénio
(IBG, 99,99%). A calibragao foi realizada com padrdo de acetanilida (LABDEL, 99%).
Foram utilizadas amostras de 2 a 3mg de biomassa moida, previamente seca em estufa

(Marconi, MA 035) a 105 °C até massa constante.
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3.2.3. EXTRATIVOS DA BIOMASSA IN NATURA

Os extrativos presentes na biomassa in natura (Bin) foram determinados
empregando o método NREL (National Renewable Energy Laboratory)/TP-510-42619
(Determination of Extractives in Biomass) com adaptagdes via técnica Soxhlet.** Antes
do desenvolvimento da metodologia com as amostras de biomassa in natura, alguns
cartuchos foram testados para determinar qual se aplicava melhor a técnica de extragdo
(Apéndice A). Os cartuchos testados foram: papel filtro, cartucho de celulose, filtro de
pano e cadinhos gooch (n°4). O teste foi realizado sem presenca de biomassa para
comparar a massa de entrada e saida dos cartuchos, de tal forma que o cartucho ideal
para os experimentos seria aquele que ndo apresentasse perda de massa durante o
processo de extracdo, para que quando utilizasse a biomassa, essa perda ndo

influenciasse no calculo dos extrativos.

Por volta de 2,5g¢ de biomassa foi adicionado aos cadinhos gooch (n°4)
previamente pesados, em seguida foram pesados em balanga analitica (Shimadzu,
AUW?220D) e depois adicionados ao extrator (Marconi, MA-487). Em um baldo de
vidro (1500 mL) em contato com a manta de aquecimento, presente na parte inferior do

extrator, foi adicionado 1000 mL de dgua. Os seguintes experimentos foram realizados:

Tabela 4. Experimentos para determinagio de extrativos.

Experimentos | Tempo de extracao (h) | Ciclos (min)
1 23
2 25
15
3 48
4 96
5 96

Apés o tempo de extracdo decorrido, os cadinhos contendo as amostras foram
encaminhados para estufa a 40 °C, onde permaneceram até massa constante. Em
seguida foram colocados no dessecador até esfriar e por fim foram pesados em balanca
analitica (Shimadzu, AUW220D) para obten¢cdo da massa final. Para o cédlculo dos
extrativos presentes na biomassa, foi determinada a diferenca entre a massa inicial e a
massa final em base seca. Essa andlise foi realizada apenas para a amostra de madeira in
natura com o intuito de quantificar os extrativos para posterior utilizacdo nos calculos

de rendimento do processo.

28



3.2.4. CINZAS DA BIOMASSA IN NATURA

O método NREL/TP-510-42618 (Determination of Structural Carbohydrates
and Lignin in Biomass) com adaptacdes (adicionando a biomassa in natura direto ao
forno mufla) foi desenvolvido para determinar o teor de cinzas da biomassa in natura
(Bin) submetendo uma amostra de 12 g a queima em um forno mufla (Quimis, modelo
Q318S25T), conforme a rampa de temperatura apresentada na Figura 10. As massas
antes e apés a queima foram determinadas utilizando uma balanga analitica (Shimadzu,

AUW?220D) e a andlise foi realizada em triplicata.
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Figura 9. Rampa de aquecimento para determinag@o de cinzas em eucalipto in natura.

O forno mufla inicialmente a 25°C foi aquecido (5 °C/min) até chegar em
105°C, onde permaneceu por 15 minutos, seguido de aquecimento a uma taxa 5 °C/min
até alcancar 300°C, onde ficou por 1 hora, depois aquecido (5 °C/min) até 500°C,
permanecendo por 3 horas. Em seguida sua temperatura foi reduzida (5 °C/min) até

105°C e mantida até o momento de retirada das amostras para pesagem.

As trés amostras de cinzas foram misturadas e sua composicdo foi determinada
pelo método desenvolvido pela Central Analitica do Instituto de Quimica da UnB%®
realizado por espectrometria de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva
(XRF/EDX) (Shimadzu, EDX 720HS) operado em medi¢do a vidcuo com canais de
medi¢do Ti-U e Na-Sc, orientacdo paisagem de exibi¢do multicanal, na forma de metal
e grupo de sistema de referéncia sysmetal, para exibicdo em pico. Para adicdo da
amostra ao equipamento foi utilizado um porta amostra de Smm coberto por filme de

polipropileno.
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3.2.5. PROCESSO ORGANOSOLV

O processo organosolv foi conduzido em um reator Parr modelo 5100 com vaso
em aco inox (T316) de 1L. O controle da temperatura e da agitacdo mecéanica foi feito
pelo controlador Parr modelo 4848. O reator e o controlador sdo apresentados na Figura

10.

Figura 10. Reator Parr 5100 com controlador Parr 4848.

A avaliag@o do efeito da relagdo etanol/dgua e da temperatura sobre a obtencao
de celulose extraindo hemicelulose e lignina, foi realizada com base em um
planejamento fatorial 2> com ponto central. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata, totalizando 15 experimentos. As temperaturas do processo foram estudadas
entre 180 e 220 °C, sendo 200 °C o ponto central. O volume (700 mL) da mistura
(etanol/dgua) foi mantido constante em todos os experimentos, variando somente a
relacdo etanol/dgua em 30, 50 e 70% (v/v). A carga de biomassa (Eucalyptus grandis)
moida foi de 70g em todos os experimentos [1:10 (m/v) em relagdo a mistura]. O tempo
de reacdo foi mantido em 1 hora. A frequéncia de agitacio do reator foi mantida em 800

rpm, utilizando um agitador do tipo hélice de palhetas inclinadas. A pressdo variou entre
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1 e 4MPa. A Tabela 5 apresenta os niveis reais e os niveis codificados das condicdes de

operacdo do planejamento fatorial 2% com ponto central em todos os experimentos.

Tabela 5. Experimentos do planejamento experimental fatorial 2%com ponto central
realizados em triplicata.

) Temperatura Relagdo Temperatura Relacdo
Experimento (°O) etanol/dgua (°O) etanol/dgua
(%) (vIv) (%) (vIv)
1 0 200 50
2 -1 -1 180 30
3 -1 220 30
4 -1 1 180 70
5 1 220 70

Terminado o tempo do processo organosolv, o reator foi resfriado com o auxilio
de um béquer com gelo e duas fracdes obtidas, uma fracdo sélida (FS) e uma fracdo
liquida (FL), foram recolhidas para as andlises, a frag@o sélida foi separada da fracdo
liquida por filtragdo a vdcuo. Nesta etapa foi utilizado uma bomba a vicuo (Buchi, V-
700), kitazato (2000 mL), funil de Buchner (Unilab, @15 cm) e papel de filtro
qualitativo (@15 cm).

3.2.5.1. BIOMASSA TRATADA (FRACAO SOLIDA)

Ao final do processo organosolv a fragdo sélida (FS) obtida da filtragdo a vicuo
foi submetida a uma etapa de lavagem resultando na fragdo sélida lavada (FSL). Em um
experimento de cada condi¢c@o de operacdo a massa da fragcdo sélida foi seca e pesada
antes da etapa de lavagem. Esta pesagem foi realizada a fim quantificar a diferenca na

massa da fracdo s6lida sem e com etapa de lavagem.

}
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1

Figura 11. Etapa de preparacio da biomassa para caracterizacao.
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A etapa de lavagem foi realizada, pois a fracdo so6lida contém muitos
componentes ligados fisicamente, por exemplo, parte da lignina que é solubilizada no
processo organosolv é precipitada na fracao s6lida (componentes macromoleculares que
ndo foram solubilizados) quando a temperatura é reduzida para a abertura do reator. A
fim de quantificar melhor a extracdo dos componentes esta etapa foi adicionada ao
processo. A lavagem foi realizada com 2 litros de dgua e 1 litro de etanol, seguida do
mesmo processo de filtragdo a vacuo citado anteriormente. A temperatura da mistura de
dgua e etanol foi de 60°C.

As amostras de FSL foram secas em estufa (Marconi, MA 035) a 40°C até massa
constante. Em seguida foram trituradas em moinho portatil (IKA, modelo A141), para

reduzir o tamanho da particula e garantir uma hidrélise completa.

3.2.5.2. CARACTERIZACAO DOS COMPONENTES MACROMOLECULARES
DA BIOMASSA TRATADA E IN NATURA

A caracterizacdo dos componentes macromoleculares da biomassa tratada lavada
(FSL) do planejamento experimental foi analisada. A biomassa in natura também foi
analisada em triplicata. Um total de 18 amostras foram analisadas seguindo a
metodologia da NREL/TP-510-42618 (Determination of Structural Carbohydrates and
Lignin in Biomass) que é descrita nos itens a seguir.®® O método recomenda que seja

feito o teor de umidade das amostras para corrigir os valores para base seca.

MATERIA SECA DA BIOMASSA

O teor de matéria seca (% MS) foi determinado por andlise gravimétrica.
Cadinhos gooch (porosidade n° 4) foram secos durante 2 horas em estufa (Marconi,
modelo MA 035) a 105 °C. Ap6s isso foram resfriados até a temperatura ambiente em
dessecador e pesados em balanca analitica (Shimadzu, modelo AUW?220D). Cerca de
0,3 g das amostras secas das FSL armazenadas apds processo organosolv e amostras da
biomassa in natura (Bin) foram pesadas nos cadinhos, em seguida foram colocados e
deixados em estufa a 105 °C overnight. Depois de retirados da estufa, os cadinhos com
o residuo de matéria seca foram colocados para esfriar em dessecador até temperatura
ambiente e pesados em balanga analitica. A massa dos cadinhos com o residuo de

matéria seca foi entdo registrada.
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HIDROLISE ACIDA

A hidrdlise dacida foi realizada pela metodologia NREL/TP-510-42618
(Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass) adap‘[ado.86 As
amostras FSL (fracdo sélida lavada) e Bin (biomassa in natura) foram submetidas a
hidrélise 4cida a fim de descontruir toda celulose e hemicelulose, e parte da lignina,
ainda presentes na amostra. Apés a hidrdlise dcida sdo obtidos um liquido onde estdo
presentes os actuicares constituintes de celulose (glicose) e hemicelulose (xilose,
galactose, manose e arabinose) e os fragmentos de lignina que foram solubilizados

(lignina soluvel), e um sélido que contém a lignina insoldvel e as cinzas (Figura 12).

f#'\
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Figura 12. Etapa de hidrdlise acida e separagdo das suas fracdes sélida e liquida.

Em uma balanga analitica (Shimadzu, modelo AUW220D), foram pesados 0,30
g da amostra. As amostras foram transferidas para tubos de vidro (Ace Glass
Incorporated, #15) e foram adicionados 3mL de dcido sulfirico 72%. Em seguida os
tubos foram colocados em banho (Cienlab) a 30°C por 60 minutos. Usando um bastio
de vidro por tubo, as amostras foram homogeinizadas a cada 10 minutos, sem remover
os tubos do banho. Ao final do tempo, os tubos foram retirados do banho e 84 mL de
dgua ultra pura foram adicionados a cada tubo. Os tubos foram fechados, agitados para
homogeneizar a solucio e levados para uma autoclave (Prismatec, modelo CS) por 60
minutos, a 121 °C. Os tubos entdo foram retirados e resfriados em dgua a temperatura

ambiente para na sequéncia serem filtrados.

O contetdo dos tubos foi filtrado em um sistema a véacuo utilizando cadinhos
gooch previamente tarados em estufa, resultando em uma parte liquida (licor filtrado) e

uma parte sélida (residuo sélido da hidrélise 4cida).
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RESIDUO SOLIDO DA HIDROLISE ACIDA

A parte sélida (lignina insolivel e cinzas) que sobra da hidrdlise acida foi
analisada seguindo o método do NREL/TP-510-42618 (Determination of Structural
Carbohydrates and Lignin in Biomass). A lignina insolivel é determinada pela
diferenca entre a massa inicial e final da amostra apds a queima em forno mufla,

enquanto que as cinzas sdo o residuo final (Figura 13).

J*

sOLDO

LIGMINA
ESTUFA INSOLUVEL +
CIMZAS

MUFLA

i

~
J

r
\

A

CIMZAS

|

Figura 13. Etapa de caracterizacdo da lignina insoltivel e as cinzas.
A lignina insoluvel e as cinzas ficam retidas nos cadinhos gooch apés a filtragao.
Parte dos sélidos que ficaram aderidos nas paredes do tubo foram removidos com dgua
ultra pura. Os cadinhos foram entdo lavados com no minimo 50 mL de 4gua destilada
aquecida. As bordas e a parte de baixo dos cadinhos também foram lavadas para

remover todo acido.

Os cadinhos com o residuo sélido foram colocados e deixados em estufa a 105
°C até atingir massa constante. Depois de retirados da estufa, os cadinhos foram
colocados para esfriar em dessecador até temperatura ambiente e pesados em balanga
analitica. Em seguida os cadinhos foram levados a mufla (Quimis, modelo Q318S25T)
e submetidos ao programa de aquecimento, conforme descrito na Figura 9. Os cadinhos

foram retirados da mufla e deixados no dessecador por 1 hora até temperatura ambiente.

Para a quantificacdo da lignina total presente nas amostras analisadas foi
calculado a lignina solivel em base seca, assim como a lignina insolivel em base seca.
A lignina soldvel € aquela encontrada na fracio liquida apds hidrélise dcida, enquanto

que a lignina insoldvel € obtida da fracdo sélida apds hidrélise 4dcida.
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O teor de lignina insoluvel foi determinado pela Equacdo 1.
Ce—Cp

. ) - 100 Equacio 1

Lignina,go = (

onde, C, é a massa do cadinho com residuo sélido que sai da estufa (g), C,, ¢ a massa do
cadinho com residuo sélido que sai da mufla (g) e My é a massa da amostra seca

utilizada na hidrélise dcida (g).
LICOR FILTRADO

O licor filtrado, obtido da hidrdlise acida, foi coletado em tubos Falcon (50 mL)
e parte deste foi analisado seguindo o método do NREL/TP-510-42618 (Determination
of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass) para determinacdo da lignina
solivel. A andlise foi realizada em triplicata, no espectrofotometro de UV-visivel
(Shimadzu, modelo UV 1800) no comprimento de onda de 240 nm, utilizando uma
solugdo de acido sulfirico 4% como branco (Figura 14). As dilui¢cdes usadas (volume de
amostra:volume de branco) (V,:V,) e as absorbancias lidas no equipamento foram

utilizadas no célculo da lignina soldvel.

Liguipo

NEUTRALIZAGAQ

ESPECTROFOTOMETRO
LIGNINA
SOLUVEL

HPFLC

CELULOSE HEMICELULOSE

Figura 14. Andlise da frag¢@o liquida apds hidrélise 4cida.

O teor de lignina soldvel foi determinado pela Equagéo 2.

(Y - ﬁ) : Vi : (Va + Vb)) -100 Equacao 2

Ligninag, = < 2 M
N

onde, Y ¢ a média das leituras de absorbancia realizadas no espectrofotdmetro do licor

filtrado, 3 € a leitura no espectrofotometro da absorbancia do branco, V; é o volume
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total em litros da mistura de 3 mL de 4cido sulftrico e 84 mL de dgua destilada usados
para realizar a hidrdlise dcida, V, é o volume da amostra utilizada para andlise no
espectrofotémetro, V, é o volume do branco utilizado para diluicdo da amostra para
leitura no espectrofotdmetro, 12 € a constante de absortividade (/g cm) da lignina em
dcido no comprimento de onda de 240 nm e M; € a massa da amostra seca utilizada na

hidrdlise 4cida (g).

Uma outra parte do licor foi neutralizada com carbonato de calcio (P.A., 98%),
centrifugado em centrifuga de bancada (Herolab, modelo R-210), filtrado em filtro de
seringa (0,22 pum) e adicionados a vials para andlise dos carboidratos estruturais no

HPLC (high performance liquid chromatography).

A fracdo liquida da hidrélise 4cida da biomassa (seja oriunda do organosolv ou
in natura) contém os agucares que constituiam a hemicelulose e celulose presentes na
amostra, dessa forma a quantificacdo desses por HPLC permite calcular a quantidade
original de cada um dos polimeros. Os agticares que constituem a hemicelulose sdo:
xilose, arabinose, manose e galactose, enquanto que a celulose é unicamente constituida

de glicose.

A quantificag@o dos agucares pelo método NREL/TP-510-42618 (Determination
of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass) adaptado em relagdo ao tempo de
corrida, foi realizada em um HPLC (Shimadzu, DGU - 20Asr, software Labsolutions)
equipado com um detector RID (Refractive Index Detector). Amostras de 10 uL foram
injetadas e separados em uma coluna Aminex HPX-87P (com pré-coluna) com uma
vazdo de 0,6 mL/min de fase mével (dgua ultra pura). O forno da coluna e o detector
foram mantidos a 85 °C. No método utilizado, o tempo de corrida para cada amostra foi

de 32 minutos.

De forma a correlacionar as 4reas de cada pico correspondentes aos acticares das
amostras € necessario construir uma curva de calibracfo para cada actcar presente. As
amostras utilizadas para construcéo curvas de calibracdo foram elaboradas com glicose
(Sigma, 99,5%), galactose (Sigma, 99%), xilose (Sigma, 99%), arabinose (Sigma, 99%)
e manose (Sigma, 99%) nas seguintes concentragdes em dgua ultra pura: glicose (0,06;
0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 g/L), xilose (0,06; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,2 g/L), galactose,
manose e arabinose (0,01; 0,03; 0,06; 0,08; 0,11; 0,13 e 0,15 g/L). As curvas de

calibragdo obtidas sdo apresentadas no Apéndice D.
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A partir dos cromatogramas das amostras e das curvas de calibracdo
estabelecidas para cada um dos agucares € possivel determinar a concentracdo desses e
por fim retornar a quantidade de celulose e hemicelulose presentes na amostra original.
Primeiramente os resultados da massa de glicose, xilose, arabinose, manose e galactose

foram ajustados ao volume total adicionado na hidrélise acida.

O célculo da massa dos agticares poliméricos (celulose e hemicelulose) foi feito
a partir da massa dos acticares monoméricos correspondentes, utilizando fatores de
conversdo (descritos na metodologia do NREL/TP-510-42618 (Determination of
Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass)) dos monossacarideos para sua forma
anidra. Para a conversdo da glicose em glucana, galactose em galactana e manose em
manana foi usado o fator de 0,90, para a conversdo da xilose em xilana e arabinose em

arabinana foi usado o fator de 0,88.

Apés realizar a conversdo, os teores de cada carboidrato estrutural foram
calculados com base na massa da amostra seca utilizada na hidrélise 4dcida. A celulose
presente na biomassa tratada é expressa pela quantidade de glucana presente em base
seca. A hemicelulose presente na biomassa tratada ¢ a soma das quantidades de

galactana, xilana, manana e arabinana presentes em base seca.

3.2.6. ANALISE ESTATISTICA

Para as andlises realizadas em triplicata foi calculado a média, o desvio padrio e
os intervalos de confianga das médias e variancias (Equacdes 3 e 4), com um limite de

confianga de 95%.%’

St 51
M—t'<—)<ﬂ1<M+t'<—) Equagdo 3

VN VN

2

S S2
(N — 1) . <X—;) < 0‘% < (N — 1) . (X—;> Equacgio 4

onde, M é a média dos resultados analisados em triplicata, S; € o desvio padrdo das
andlises, S? ¢ a variancia, N é o nimero de amostras pelo qual vdo ser calculado os
intervalos, t sdo os valores da tabela de distribui¢do t, para o limite de 95% de confianga
(Pac(t1;2) = 0,025 e Pac(tz;2) = 0,975) e ¥2 sdo os valores da tabela de distribui¢do 92,
para o limite de 95% de confianca (Pac(t;;2) = 0,025 e Pac(t2;2) = 0,975.
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A partir dos dados obtidos de quantidade de cada componente extraido
apresentados na Tabela 16 (ver dados em negrito) foi realizada andlise estatistica
utilizando o software Stat Soft Statistica 10 Enterprise para verificar a significancia das
varidveis de processo (relacdo de etanol/dgua e temperatura) e a influéncia das mesmas
sobre a capacidade de extracdo da celulose, hemicelulose e lignina. A partir destes
resultados foram gerados no software, os grificos de valores preditos x observados e
digramas de Pareto, para cada componente (lignina, celulose e hemicelulose) extraido

em andlise sdo apresentados a seguir.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO



4.1. PREPARO DA BIOMASSA

A Figura 15 apresenta a distribuicdo do tamanho da particula da biomassa in
natura realizada em um agitador eletromagnético de peneiras (Bertel, modelo 3494)

com 5 peneiras de granulometria 2, 0,85, 0,25, 0,18 e 0,1 Imm.

50,00
45,00 4344
40,00
35,00 W WMaior que 2 mm
— ' M Entre 2 e 0,85 mm
£ 3000 Entre 0,35 & 0,25 mm
g 25.00 B Entre 0,25 e 0,18 mm
8 M Entre 0,18 € 0,11 mm
g 20,00 Menor gue 0,11 mm
15.00 14 45
10,00
5,00
0,62 081 024
0.00

Di@metro da paricula (mm)

Figura 15. Distribuicdo de tamanho das particulas da biomassa moida.

A maior fracdo da biomassa utilizada no processo apresentava granulometria

média por volta de 2mm, o restante apresentou tamanho inferior.

4.2. COMPOSICAO ELEMENTAR, EXTRATIVOS E CINZAS DA BIOMASSA
IN NATURA

A partir da andlise de CHN no analisador CHNS/O (Perkin Elmer, modelo
PE2400, Series II), foi obtida a composicdo quimica dos elementos (carbono,
hidrogé€nio e nitrogénio) presentes na biomassa in natura. A Tabela 6 apresenta os
resultados da anélise realizada em triplicata.

Tabela 6. Resultados da andlise em triplicata de CHN do Eucalyptus grandis.

Amostra Massa (g) | Carbono(%) | Hidrogénio(%) | Nitrogénio(%)
1 2,187 46,38 5,98 0,02
2 3,319 46,46 6,32 0,02
3 2,539 46,89 6,19 0,00
Média 46,58 6,16 0,01
Desvio Padrao 0,27 0,17 0,02
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Os resultados obtidos apresentam um percentual médio de 46,58% de carbono,
6,16% de hidrogénio e 0,01% de nitrogénio. Os resultados encontrados se apresentam
dentro da faixa observada em dados da literatura apresentados por Macédo, L.22, onde o
percentual de carbono varia entre 40 e 50%, o hidrogénio entre 5,5 ¢ 6,5% e o
nitrogénio entre 0,1 e 1,7%. Algumas diferengas sdo encontradas na literatura devido a
falta de padronizacdo das andlises, visto que, algumas andlises sdo realizadas a partir da

madeira seca e outras a partir da madeira seca e isentas das cinzas.

Antes de realizar o cdlculo dos extrativos presentes na biomassa in natura
através do método de Soxhlet, descrito no capitulo 3, foram realizados testes para
escolher o cartucho ideal para o método. O teste e seus resultados sdo apresentados no
Apéndice A. Os resultados obtidos do teor de extrativos presentes na biomassa in
natura estido descritos na Tabela 7 e apresentados na forma de grafico na Figura 16.

Tabela 7. Calculo do percentual de extrativos presentes na biomassa in natura.

Calculos de extrativos para o Eucalyptus grandis
Experimentos Temp~0 de Extrativos(%)
extracao (h)
1 24 0,80
2 25 0,80
3 48 0,84
4 96 1,40
5 96 1,41
16
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Figura 16. Percentual de extrativos presentes na biomassa in natura.
Nos tempos de 24 e 48 horas os resultados do percentual de extrativos foram
valores proximos a 1%. Aumentado o tempo para 96 horas o resultado obtido foi
préximo a 1,5% de extrativos (gorduras, resinas, terpenos e fendis) presentes na

biomassa. Tempos maiores nao sao ideais, pois a hemicelulose é facilmente removida,
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podendo interferir nos resultados dos extrativos. E como foi alcangado no tempo de 96
horas um percentual préximo da literatura, foi decidido parar. A faixa reportada na
literatura fica entre 0 e 20% de extrativos em materiais lignoceluldsicos no geral e por

volta de 2% em eucalipto em base seca.”’

A quantificagfo das cinzas presentes na biomassa in natura foi obtida a partir de
um célculo da triplicata da metodologia descrita no item 3.2.4. Os resultados obtidos
apresentam uma média de 0,46% de cinzas, com um desvio padrido de 0,02%. Quanto
menor a quantidade de cinzas, melhor resultado do fracionamento, pois menores serao
os componentes indesejados. Os percentuais de cinzas encontrados em dados da

literatura ficam entre 0,1 e 1% da madeira de eucalipto.3 o

Apé6s serem quantificadas as cinzas foram misturadas e a partir da andlise de
EDX, foram encontrados 19 elementos quimicos presentes nas cinzas apds a queima da
biomassa (Tabela 8). A madeira de clima temperado é composta em sua maior parte por
potdssio, cdlcio e magnésio. J4 em madeiras de clima tropical podem ser encontrados

. . ey, o 3
outros elementos em maior quantidade, como por exemplo, o silicio.*

Tabela 8. Resultado da composi¢o elementar das cinzas.

Composicao das cinzas (%)
K 34,186
Ca 26,139
Si 12,945
Al 10,277
Fe 4,411
Mg 2,743
Mn 2,555

S 2,112
P 2,041
Ti 1,694
Ni 0,364
Cr 0,147
Zn 0,141
Cu 0,122
Rb 0,046
Sr 0,038
Mo 0,036
Zr 0,004
Y 0,002
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4.3. FRACIONAMENTO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Os experimentos foram realizados conforme a metodologia apresentada no
Capitulo 3, seguindo o planejamento experimental proposto 2+ ponto central, com
triplicata em todas as condicdes para uma melhor estimativa do teor do analito na
amostra), totalizando dessa forma 15 experimentos. A rampa de aquecimento estd
apresentada na Figura 17. Para cada um dos experimentos realizados foi separada uma
fracdo solida (FS) e uma fragdo liquida (FL), cada uma contendo uma parte da celulose,
hemicelulose e lignina presentes na amostra inicial de biomassa in natura. A fragdo
s6lida submetida a uma etapa adicional de lavagem (FSL) e posteriormente seca até
massa constante. Essas amostras foram entdo analisadas conforme as metodologias

propostas no capitulo anterior.
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Figura 17. Rampa de aquecimento no reator Parr ao longo das reagdes, nesse caso
E(50,200)(1).

Durante todos os experimentos o reator Parr apresentou perfis similares de
temperatura, como ilustrado na Figura 17 e se manteve estavel durante todo o tempo de
processo (1 hora). A Figura 18 apresenta as fragdes solidas obtidas no processo
organosoly nas condicdes de operacdo do planejamento experimental proposto. E
notdvel a diferenca das fracdes sélidas obtidas em cada condi¢do experimental. Nas
condicdes onde a temperatura foi mais alta nota-se uma coloragdo mais clara da fracdo
s6lida, nas condi¢gdes de 70% etanol/dgua e 180°C a fracdo apresenta coloragdo mais

escura, além disso, tem aspecto mais proximo da biomassa in natura.
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Figura 18. Fracoes solidas obtidas no processo organosolv em fungio da temperatura e
relacdo etanol:4gua.

Para realizar a quantificacdo em massa dos componentes (celulose, hemicelulose
e lignina) presentes na biomassa tratada (FSL) apds o processo organosolv foi
necessdrio ter conhecimento das massas da biomassa in natura de entrada em cada
experimento realizado e a massa total da fracdo sélida lavada (FSL) obtida de cada
experimento. Além destas, as massas da fragdo sélida (FS) em 5 experimentos para

demonstrar a diferenca de massa gerada sem a etapa de lavagem, foram quantificadas.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 9 pode notar que a massa da
biomassa tratada foi reduzida com a etapa de lavagem, o que indica que a etapa de
lavagem promove a extracdo dos componentes fisicamente presos a fracdo solida (FS).
Isto acontece com a lignina, uma vez que, parte da lignina ja solubilizada, precipita
sobre a fracdo sélida quando ocorre resfriamento do reator. Com a etapa de lavagem a

lignina antes solubilizada e precipitada é arrastada, e com isso, pode-se obter um

resultado mais correto da extracdo da lignina em cada condi¢do de operagao.

O seguinte coédigo foi estabelecido para os experimentos realizados neste
trabalho E ), onde x € a relacdo etanol/dgua(%), y € a temperatura (°C) e n é o
nimero do experimento da triplicata nas mesmas condi¢des de operacdao. A Tabela 9
apresenta as massas da biomassa em cada etapa de processo e em todas as condi¢des do

planejamento fatorial desenvolvido neste trabalho.
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Tabela 9. Experimentos realizados e fragdes s6lidas obtidas no processo organosolv (e seus respectivos codigos para acompanhamento).

Massa inicial

Fracdo sélida’

Fracdo sélida lavada'

Experimento Rel?gﬁo Temlzeratura RE/IZ.ﬁO liquido: | Tempo (biomassa in v 5

etanol/dgua(%) °O) solido (mL:g) (h) natura) (2) (ags)sa amoétra Massa (g)| Id. amostra
E(50’2()0)(1) 70, 16 40,66 FS(50’200) 34,56 FSL(50’200)(1)
E(50’200)(2) 50 200 70,17 - - 35,23 FSL(so,zoo)(z)
E(5(),2()())(3) 70, 17 - - 34,98 FSL(so,zoo)@)
E@0,180)(1) 70,16 - - 37,36 FSL30,180)1)
E(30’180)(2) 30 180 70, 18 46,76 FS(30’180) 36, 11 FSL(30’180)(2)
E(30’220)(1) 70, 18 - - 3 1,56 FSL(30’220)(1)
E30.220)2) 30 220 10:1 1 70,17 39,29 | FS@0.220 31,63 FSL30.220)2)
E(30’220)(3) 70, 17 - - 30,99 FSL(30’220)(3)
E(70,180)(1) 70, 17 - - 47,48 FSL(70,180)(1)
E70.130)2) 70 180 70,08 48,0 FS0,180) 47,31 FSL70.180)2)
E(70’180)(3) 70, 15 - - 46,64 FSL(70’180)(3)
E(70,220)(1) 70, 16 - - 32,37 FSL(70,22())(1)
E(70’220)(2) 70 220 70, 15 37,89 FS(70’220) 33 ,44 FSL(70’220)(2)
E70.220/3) 70,11 - - 32,53 | FSL@02203)

! Cada uma dessas partes representa a fragio sélida em base seca total obtida em cada etapa.

*Para todos os experimentos foi utilizado uma razio liquido:sélido (mL:g) de 10:1 no tempo de 1 h de extra¢io na temperatura desejada.
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4.4. CARACTERIZACAO DOS COMPONENTES MACROMOLECULARES
DA BIOMASSA TRATADA E IN NATURA

A seguir serdo apresentados os resultados da quantificagdo dos componentes
macromoleculares (celulose, hemicelulose e lignina) presentes nas 15 amostras
referentes a fracdo sélida lavada (FSL) e 3 as amostras da biomassa in natura (Bin), de
acordo com a metodologia descrita no Capitulo 3. Antes da quantificacdo foi

determinado a matéria seca de cada amostra.

MATERIA SECA DA BIOMASSA

O teor de matéria seca (% MS) foi determinado para cada amostra a ser
analisada. Todas as amostras de biomassa tratada lavada (residuo sélido resultante do
processo organosolv) nas diferentes condi¢cdes do planejamento e da biomassa in natura
(realizada em triplicata) tiveram sua matéria seca calculada, conforme apresentado na
Tabela 10.

Tabela 10. Matéria seca de todas as amostras analisadas.

Amostra (g) Massa seca (%) | Desvio padrao

Biomassa in natura 93,65 0,70
Experimentos - -
Temperatura (°C) | Relagdo etanol/agua % - -

200 50 96,44 0,59

180 30 96,92 0,20

220 30 97,88 0,67

180 70 97,93 0,83

220 70 96,71 0,48

O percentual de matéria seca obtido das amostras apds processo organosoly
apresentou valores bem proximos, isto foi possivel, pois as amostras foram armazenadas
no mesmo local por um curto tempo até serem analisadas. As amostras de biomassa in
natura apresentaram valores mais baixos de matéria seca quando comparada ao restante,
isto ocorreu porque a biomassa in natura além de ter sido armazenada em local

diferente, ficou por um tempo maior armazenada.
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4.4.1. QUANTIFICACAO DA LIGNINA E CINZAS
LIGNINA INSOLUVEL E CINZAS

A partir da fragdo soélida resultante da hidrdlise dcida foi possivel calcular a
lignina insolivel e as cinzas presentes em cada amostra analisada. A Tabela 14
(Apéndice E) apresenta todos os resultados para a determinagdo das cinzas e da lignina
insolivel presente nas amostras (FSL e Bin) analisadas. Para as andlises realizadas em
triplicata foi calculado a média, o desvio padrdo e os intervalos de confianga das médias

e variancias (Equacdes 3 e 4), com um limite de confianga de 95%."’

A partir dos resultados das cinzas apresentado na Tabela 14 (Apéndice E) e os
resultados da quantificacdo direta das cinzas apresentados no item 4.2., foi possivel
notar que houve uma difereng¢a nos resultados da quantidade de cinzas presentes na
biomassa in natura nas duas andlises. Na segunda andlise a quantifica¢do das cinzas é
realizada apds uma hidrélise 4cida, as cinzas s@o soliveis em pH dcido, isto explica o
valor de 0,46% de cinzas na primeira andlise e 0,14% de cinzas na segunda andlise da

mesma biomassa in natura.®®

As condigdes de pré-tratamento organosolv afetam na quantidade final da
lignina insoldvel. Quanto menor a quantidade de lignina insoldvel melhor € o resultado
do processo de pré-tratamento organosolv, pois maior serd a extragdo da lignina
presente na biomassa. Porém em condicdes onde ocorre maior extracdo da lignina
insoluvel pode ocorrer severa degradacio da celulose e lignina. A severa degradagdo da
lignina compromete etapas posteriores de conversdo, pois sua degradacdo reduz sua
massa molar, tornando-a mais especifica e menos reativa.'” No planejamento
desenvolvido os experimentos Ex apresentaram a menor quantidade de lignina

insoludvel presente na amostra analisada.

Pela andlise dos intervalos de confiancas das médias, as amostras FSLso200) €
FSL 70220y 30 equivalentes em termos das médias da quantidade de lignina insolivel
(Figura 19B), enquanto que as amostras FSLgo1s0), FSL302200 € FSL(70,180) s@o
equivalentes entre si (Figura 19B), os dois conjuntos s@o diferentes entre si, e também
diferentes da biomassa in natura, com 95% de confianga. Os intervalos de confiancas
das variancias indicam, com 95% de confianca, que o erro experimental foi equivalente

em todas as condi¢des experimentais testadas.
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Figura 19. Percentual médio de cinzas (A) e lignina insolivel (B) presentes nas fra¢es
solidas lavadas (FSL) e biomassa in natura (Bin).

LIGNINA SOLUVEL
Os resultados para a determinacdo da lignina soldvel sdo apresentados no
Apéndice C. A Tabela 15 (Apéndice F) apresenta todos os resultados da lignina soldvel

em base seca presente nas amostras (FSL e Bin) analisadas.

A partir dos intervalos de confianga das médias calculados € possivel afirmar,

com 95% de confianca, que os resultados obtidos para quantificacdao de lignina soldvel



(Figura 20) sao equivalentes nas amostras FSL(s0.200), FSL(30,180), FSL(30.220) € FSL(70.220),
e que a amostra FSL701530) apresentou a maior quantidade de lignina soldvel. Pelos
intervalos de confianga das variancias, € possivel afirmar com 95% de confianga, que os
erros experimentais foram equivalentes. As amostras FSL3130) apresentaram menor
quantidade de lignina solivel. A mesma discussdo da lignina insoldvel vale para a

lignina soldvel, uma vez que, sdo avaliadas em um total.
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Figura 20. Percentual médio de lignina soldvel presente nas fragdes solidas lavadas
(FSL) e biomassa in natura (Bin).

LIGNINA TOTAL

A lignina total presente na amostra analisada € obtida somando os percentuais da
lignina soldvel em base seca (Tabela 15) e lignina insolivel em base seca (Tabela 14).
A Tabela 16 (Apéndice G) apresenta a quantificagdo da lignina presente nas amostras
(FSL e Bin).

A partir dos intervalos de confianca das médias € possivel afirmar, com 95% de
confianga, que as amostras FSL(s0200) € FSL70220) sd0 equivalentes e apresentam o
menor conteddo de lignina residual (Figura 21), e as amostras FSL30.180), FSL30200) €
FSL 70,130y sdo equivalentes e apresentam o maior contetido de lignina residual (Figura
21). Os intervalos de confianca das variancias, com 95% de confianga, mostram que os

erros experimentais obtidos nas triplicatas sdo equivalentes.
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Figura 21. Percentual médio de lignina total presente nas fracdes solidas lavadas (FSL)
e biomassa in natura (Bin).

Para o processo de fracionamento organosolv quanto menor o teor de lignina
total presente na biomassa analisada apds o processo, melhor serd o resultado. Porém o
desempenho do processo no que diz respeito a extracdo de lignina tem de
necessariamente estar atrelado ao teor de celulose. Desta forma, quanto maior a fragdo
de celulose e menor a fragdo de lignina na biomassa final, melhor serd o desempenho do

. . : ‘o 33,61
fracionamento da biomassa lignoceluldsica pelo processo organosolyv.”™

A etapa de lavagem foi de fundamental importincia para obtencdo da lignina,
visto que, colaborou arrastando a lignina ja solubilizada no processo organosolv que
precipitou sobre a fibra de celulose (fragdo sdlida final) quando o reator foi resfriado

para retirada dos produtos. "'
4.4.2. QUANTIFICACAO DA CELULOSE E HEMICELULOSE

Os cromatogramas obtidos e suas respectivas dreas e as concentracdes de cada

acucar (g/L) e os tempos de retencdo de cada acticar sdo apresentados no Apéndice B.

A Tabela 17 (Apéndice H) apresenta os resultados percentuais dos agticares
presentes nas amostras de biomassas analisadas em sua forma anidra em base seca e os
percentuais totais dos componentes macromoleculares (celulose e hemicelulose)
presentes em todas as biomassas analisadas. A conversdo dos mondmeros para sua

forma anidra é descrito pelo método NREL/TP-510-42618 (Determination of Structural
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Carbohydrates and Lignin in Biomass) de forma a realizar uma quantificacdo mais
correta da celulose e hemilulose. A celulose € determinada pela glucana, enquanto que,
a hemicelulose é determinada pela xilana, galactana, manana e aribanana. A partir dos
resultados obtidos, 3 mondmeros citados anteriormente (galactana, manana e arabinana)
da hemicelulose ndo foram detectados, com isso, o calculo da hemicelulose foi realizada
apenas com a quantidade de xilana detectada. A xilana € o mondmero mais importante
da hemicelulose e se apresenta em maior quantidade. A celulose foi determinada pela

21,28,29
glucana.

A partir dos intervalos de confianca das médias € possivel afirmar, com 95% de
confianga, que as amostras FSL0220) apresentou o menor contetido residual de
hemicelulose, enquanto que a amostra FSL 79,130y apresentou o maior contetdo residual
de hemicelulose, as demais amostras [FSLs0200), FSL30,180) € FSL(70.220)] apresentaram
resultados equivalentes (Figura 22A). No que se refere a quantidade residual de
celulose, as amostras FSL(s0200, FSL302200 € FSL70200) apresentaram resultados
equivalentes (Figura 22B), além da maior quantidade de celulose residual, enquanto que

as amostra FSL70,130) apresentou a menor quantidade de celulose residual.

12

%

g 10

g

]

=]

z 8

g

5

A

[=]

: |

2

i ]

5

|

:

g

o (A)
0

FSLispoo0)  FSLgaoaso)  FSLgzo220)  ESL(70,180)  FSLy7o220)



&

Percentual de celulose presente na amostra %
S &

=

70
60
50
2
1
0 (B)

imnatura  FSL50.200) F8Ly30,180) E8Li30.22m) FSLi70,180) F8L(70,220)

Figura 22. Percentual médio de hemicelulose (A) e celulose (B) presentes nas fracdes
solidas lavadas (FSL) e biomassa in natura (Bin).

A hemicelulose é o componente presente em menor quantidade na biomassa
estudada e frente aos objetivos do fracionamento € conveniente que ela seja extraida
junto com a lignina. A extracdo da hemicelulose foi total nas condi¢des de operagao:
220 °C e 30% da relacdo etanol/agua (v/v), ou seja, maior temperatura € menor
concentracdo de etanol. No entanto, nas melhores condi¢des de extracdo de lignina e
menor perda de celulose, Es0200) € E(70220), foi possivel remover em média 80,36 e
76,4% da hemicelulose, respectivamente. Os experimentos E(so200) € E(70,220), com 95%

de confianca foram equivalentes considerando o intervalo das médias para extracdo da

hemicelulose.

4.4.3. RENDIMENTO DA EXTRACAO DE CELULOSE, HEMICELULOSE E
LIGNINA

Sabe-se que as condi¢des de operacdo influenciam no rendimento do processo,
contribuindo para extracdo dos componentes (celulose, lignina e hemicelulose). Os
percentuais finais de cada componente partem da mesma quantidade de amostra
analisada equivalente a 0,3 g, porém para uma andlise mais correta dos resultados e
determinagdo de fato das quantidades em massa de cada componente macromolecular
(celulose, lignina e hemicelulose) em base seca antes e apds cada experimento do

planejamento, foi necessdrio ter conhecimento dos percentuais de cada componente na



biomassa in natura, a sua massa inicial utilizada em cada experimento, a massa seca da
fracdo sdlida lavada (FSL) apds processo organosolv e os percentuais de cada

componente presente na FSL em base seca em todos os experimentos.

Ap6s determinacio da massa (Tabela 9) da biomassa in natura (Bin) e da fracio
solida lavada (FSL), e quantificacdo do percentual dos componentes presentes pela a
metodologia do NREL/TP-510-42618, foi possivel calcular a massa seca de entrada e

saida de todos os componentes, em todos os experimentos.

A Figura 23 a seguir apresenta a massa de todos os componentes
macromoleculares (lignina, celulose e hemicelulose) em todas as amostras de biomassa

analisadas neste trabalho antes e apds processo organosolv.

30,00
2500
20,00

Celuloze
15,00 Lignina

Hemicelulose
10,00

5.00

0.00

Massa dos constituintes macromoleculares presentes na amostra {g)

mnatura  FSL(s02000  FSL(30,180) FSLgzpaoo)  FSL(7oaso)  FSL7o220

Figura 23. Massa dos constituintes macromoleculares presentes na biomassa in natura
e fragdes solidas lavadas (FSL) em todos os experimentos.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 18 (Apéndice 1) das massas de
todos os componentes (celulose, hemicelulose e lignina) antes e apds cada experimento
foi possivel determinar a massa e o percentual de cada componente extraido em todos os

experimentos realizados neste trabalho.

Os cdlculos da extracio dos componentes macromoleculares foram
determinados por diferenca entre a massa final e a massa inicial. A Tabela 19 (Apéndice
J) foi construida apresentando o percentual e a massa dos componentes extraidos da
biomassa in natura em cada experimento realizado neste trabalho. A partir dos

intervalos de confianga das médias é possivel afirmar, com 95% de confianga, que as
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quantidade de lignina extraida da biomassa nos experimentos Eso200) € E70220) sd0
equivalentes (Figura 24A), assim como as obtidas nos experimentos E 0,130y € E 30220
(Figura 24A). A maior extragdo de lignina ocorreu nas condi¢des dos experimentos
E(50.200) € E(70.220) € a pior extracdo na condi¢do do experimento E 79 130). J4 a extragdo da
hemicelulose foi mdxima no experimento E30220) € minima no E7o,180), nas demais
condi¢des a extracdo foi equivalente (Figura 24B). Finalmente a extragdo da celulose foi
equivalente em todas as condi¢des experimentais testadas (Figura 24C). No que se
refere aos intervalos de confianca das varidncias de cada uma das metodologias
(quantificacdo da celulose, da hemicelulose e da lignina extraidos) é possivel afirmar,

com 95% de confianga, que os erros experimentais sao equivalentes.

A partir da andlise estatistica baseada no planejamento experimental é possivel
afirmar que o experimento E70220) apresentou o melhor resultado para o fracionamento
da biomassa lignoceluldsica, considerando uma maior extracdo de lignina e uma menor
perda de celulose. No entanto a partir da anélise de intervalos de confianca das médias é
possivel afirmar, com 95% de confiangca, que os experimentos Eso2000 € E70.220)
apresentam resultados equivalentes. Dessa forma, levando em conta o gasto energético e
utilizacdo de etanol a melhor condi¢do experimental foi utilizando 50% etanol/dgua

(v/v) e 200°C.
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Figura 24. Rendimento madssico de extracdo dos componentes macromoleculares
(Lignina (A), hemicelulose (B) e celulose (C)) da biomassa in natura para cada
condicdo do processo organosolv.

Romani ef al.* realizaram um processo combinado com autohidrdlise seguida de
organosolv (etanol 60%), com a temperatura variando entre 180-200°C, com razio
liquido:sélido de 8:1, no tempo de 60 minutos e com isso obtiveram um rendimento de
extragdo de lignina de 81%. Neste trabalho foi possivel obter um rendimento de
extragdo de lignina de 80,36% utilizando apenas o processo organosolv nas condi¢des

(50% etanol, 200°C, no tempo de 60 minutos com razao liquido:sélido de 10:1).



4.44. ESTUDO ESTATISTICO BASEADO NO PLANEJAMENTO
EXPERIMENTAL

LIGNINA EXTRAIDA

A andlise estatistica realizada a partir dos resultados da varidvel extracdo de
lignina é apresentada na Figura 25. O seguinte modelo de regressdo linear para as
varidveis codificadas foi obtido (Equacéo 5), apresentando um erro puro de 0,0725 e um
R? de 0,9925, isto significa, que 99,25% da varidvel extracdo de lignina consegue ser
explicada pelos regressores presentes no modelo. O valor obtido de R? indica que o
modelo consegue explicar bem os valores observados. Quanto maior o R2, melhor ele se

ajusta a amostra e mais explicativo € modelo.

EL = 16,6 — 0,18.EA + 2,04.T + 1,6. EA.T + 2,36.5,47» Equagdo §

onde, EL é a lignina extraida(g), EA é a relagdo etanol/dgua codificada, T é a
temperatura codificada e 8., € a curvatura.
s _ { 1, ponto central
cury =0, demais pontos
Na Figura 25A ilustra a capacidade de predi¢do do modelo de regressio para a
lignina extraida com bandas de regressdao com limite 95% de confianca. Na Figura 25B
temos o diagrama de Pareto para avaliacdo dos efeitos da concentracdo e temperatura na
extragdo da lignina. A Figura 25C apresenta a superficie de resposta para varidvel
extragdo de lignina em fungdo dos fatores do processo relagdo etanol/dgua (EA) e

temperatura (T) codificadas.

A extracdo da lignina pelo processo organosolv foi afetada pela temperatura,
relacdo etanol/dgua e pela interacdo dos dois fatores, considerando o intervalo
experimental avaliado. A temperatura e a interagdo dos efeitos temperatura e relagéo
etanol/dgua tiveram efeito positivo na extracdo da lignina, enquanto que, a relacdo

etanol/dgua teve efeito negativo.

A partir da anélise da superficie de resposta apresentada na Figura 25C pode-se
dizer que o melhor resultado para extracdo da lignina dentre o intervalo experimental
avaliado € nas condicdes codificadas (1,1), maior temperatura (220 °C) e maior relacdo

etanol/dgua (70%).
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Figura 25. (A) Valores preditos versus observados na extragdo da lignina. (B)
Diagrama de Pareto para efeitos normalizados com relagdo a extracdo da lignina. (C)
Superficie de resposta na qual é apresentada a massa de lignina extraida em fungdo da
temperatura e relacio etanol /dgua. Os pontos em vermelho (‘0’) representam as médias
dos pontos experimentais obtidos (Tabela 19).



CELULOSE EXTRAIDA

Assim como para a lignina a andlise estatistica também foi realizada a partir dos
resultados da varidvel extracdo de celulose. A equacdo 6 descreve o modelo de
regressdo linear obtido para as varidveis codificadas. Foi obtido um erro puro de 0,0598

e um R2de 0,9182.

EC =3,76—0,28.EA—0,2.T + 0,43.EA.T — 1,4. 6 ;10 Equagdo 6

onde, EC é a celulose extraida(g), EA € a relacdo etanol/dgua codificada, T € a

temperatura codificada e 6., € a curvatura.

A extrag@o da celulose pelo processo organosolv foi afetada pela temperatura,
relacdo etanol/dgua e pela interacdo dos dois fatores, considerando o intervalo
experimental avaliado. A temperatura e a relagcdo etanol/agua tiveram efeito negativo na
extragdo da celulose, enquanto que, a interagdo dos efeitos temperatura e relacdo

etanol/dgua teve efeito positivo.

A partir da anélise da superficie de resposta apresentada na Figura 26C pode-se
dizer que o resultado de maior extracdo da celulose dentre o intervalo experimental
avaliado € nas condi¢des codificadas (-1,-1), menor temperatura (180 °C) e menor
relacdo etanol/agua (30%). Porém para o fracionamento do eucalipto a melhor condicdo
é aquela que apresenta menor extragdo de celulose, apresentada pelas condig¢des

codificadas (0,0), ponto central, temperatura de 200 °C e relagdo etanol/dgua de 50%.

Na Figura 26 sdo apresentados todos os resultados obtidos da andlise estatistica

para varidvel extracdo de celulose.
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Figura 26. (A) Valores preditos versus observados na extragdo da celulose. (B)
Diagrama de Pareto para efeitos normalizados com relacdo a extracdo da celulose. (C)
Superficie de resposta na qual é apresentada a massa de celulose extraida em funcdo da
temperatura e relacdo etanol /dgua. Os pontos em vermelho (‘0’) representam as médias
dos pontos experimentais obtidos (Tabela 19).



HEMICELULOSE EXTRAIDA

Com os resultados obtidos a partir da varidvel extragdo de hemicelulose foi
possivel descrever um modelo de regressdo linear (Equagdo 7) para varidveis

codificadas, apresentando um erro puro de 0,0269 e um R2 de 0,9908.

EH =523 —1,17.EA+0,96.T + 0,34. EA.T + 0,41. 81 Equacao 7

onde, EH ¢ a hemicelulose extraida(g), EA é a relacdo etanol/dgua codificada, T € a

temperatura codificada e 8., € a curvatura.

A extracdo da hemicelulose pelo processo organosolv foi afetada pela
temperatura, relacdo etanol/dgua e pela interagdo dos dois fatores, considerando o
intervalo experimental avaliado. A temperatura e a interacdo dos efeitos temperatura e
relacdo etanol/dgua tiveram efeito positivo na extragdo da hemicelulose, enquanto que, a

relacdo etanol/dgua teve efeito negativo.

A partir da andlise da superficie de resposta apresentada na Figura 27C pode-se
dizer que o melhor resultado para extracdo da hemicelulose dentre o intervalo
experimental avaliado € nas condicdes codificadas (-1,1), maior temperatura (220 °C) e
menor relacdo etanol/agua (30%). Dentre as varidveis estudadas a temperatura
apresentou efeito mais significativo diante da relacdo etanol/agua na extracdo de todos
os componentes (celulose, hemicelulose e lignina). O melhor resultado para o
fracionamento organosolv no intervalo experimental avaliado foi nas condic¢des

codificadas (1,1), maior temperatura (220 °C) e maior relagao etanol/agua (70 °C).

Na Figura 27 temos as representagdes graficas de todos os resultados obtidos da

andlise estatistica a partir da varidvel de extracdo de hemicelulose.
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Figura 27. (A) Valores preditos versus observados na extragdo da hemicelulose. (B)
Diagrama de Pareto para efeitos normalizados com relagdo a extracdo da hemicelulose.
(C) Superficie de resposta na qual € apresentada a massa de hemicelulose extraida em
funcdo da temperatura e relacdo etanol /dgua. Os pontos em vermelho (‘0’) representam
as médias dos pontos experimentais obtidos (Tabela 19).



CAPITULO 5

CONCLUSOES



O processo organosolv demonstrou ser uma alternativa viavel para extracdo da
lignina e obteng¢@o de polpa celuldsica. O rendimento de extracdo de lignina obtido em
apenas uma etapa (processo organosolv (etanol 50%)) foi de 80,36%. Na literatura
consultada a referéncia sobre o0 mesmo rendimento (81%) obtido na extracdo de lignina,
ocorreu no processo em duas etapas (autohidrdlise seguida de organosolv (etanol
60%)). Com isso, o processo apresentado neste trabalho tem grande potencial para este
fim. Além disso, a lignina obtida a partir do processo organosolv torna o uso da
biomassa interessante para aplicacdes na industria.

As maiores temperaturas contribuiram para maior solubilizagdo dos
componentes, para a lignina quando as maiores temperaturas foram combinadas com as
relacdes etanol/dgua de 50 e 70% e para a hemicelulose quando as temperaturas foram
combinadas com a relacdo etanol/dgua de 30%. A celulose teve uma perda de 8,35% da
sua massa inicial no melhor resultado para fracionamento na faixa experimental
avaliada. Levando em conta o gasto energético, utilizag¢do de etanol, extrag@o de lignina
e obtencdo da polpa celuldsica a melhor condi¢do experimental foi utilizando 50%
etanol/adgua (v/v) e 200°C.

O resultado apresentado na andlise estatistica baseada no planejamento fatorial é
representado por um modelo linear, no entanto, o fator de curvatura acentuado indica
que a realidade na regido testada € ndo linear. Para futuros experimentos ¢ indicado

trabalhar o ponto 6timo expandindo o planejamento experimental.
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Apéndice A - Teste do cartucho ideal para método de Soxhlet.
Nesse apéndice s@o apresentados os resultados obtidos para teste do cartucho
ideal para o método de Soxhlet para calculo dos extrativos.

TESTE DO CARTUCHO

O teste do cartucho ideal para cdlculo dos extrativos foi realizado antes da
extragdo. O cartucho ideal para método € aquele que ndo sofre perda de material durante
0 processo de extra¢do, para que a sua perda ndo interfira no resultado dos extrativos

presentes no Eucalyptus grandis.

Tabela 11. Andlise dos cartuchos para método Soxhlet.

Cartucho Perda de material (%)
Papel filtro 2,22
Cartucho de celulose 2,70%
Filtro de pano 1,23
Cadinho gooch (n°4) 0

*A perda de 2,7% foi no segundo teste de extragdo com o mesmo cartucho.

A Tabela 17 apresenta os resultados de perda de massa dos cartuchos avaliados
em extracdes via técnica de Soxhlet para cédlculo do teor de extrativos presentes na
biomassa in natura. A partir dos resultados apresentados foi possivel observar que
apenas o cadinho gooch (Porosidade n° 4) ndo obteve perda de material, permanecendo
com sua massa constante durante o teste. Foi realizado um segundo teste de extracdo no
mesmo cartucho de celulose, para saber se a perda da primeira extra¢do era tnica e apds
essa perda, a massa permaneceria constante, porém o cartucho continuou apresentando
perda, mostrando ndo ser eficiente para o uso no método. Essa segunda extragdo foi
realizada, pois na metodologia da NREL/TP-510-42618 o cartucho de celulose era o
indicado para a andlise. Com base nos resultados o cartucho de celulose utilizado nesse
trabalho nao foi ideal para o processo de extracdo. E por final o cartucho ideal escolhido

foi o cadinho gooch (n°4).
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Apéndice B - Cromatogramas e tabela de concentracio de todas as amostras

analisadas

Nesse apéndice sdo apresentados os cromatogramas e as concentracoes (g/L) dos

acucares da hemicelulose e celulose obtidos depois da fragdo liquida de todas as

amostras ap6s hidrodlise dcida serem analisadas no HPLC.
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presentes na biomassa tratada lavada nas condigdes (30%, 220°C). (a) E30.220yiavadact), (b)
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presentes na biomassa tratada nas condi¢des (70%, 220°C). (a) Eo220)avadac), (b)

E(70,220)lavada(2) e (c) E(70,220)1avada(3)-

78



Tabela 12. Concentragdes dos acticares presentes nas amostras analisadas.

Amostras Glicose . Desvio Xilose L1 Desvio

analisadas (@/L) Média padrdio (g/L) Média padrio
Bing,) 1,448 0,363
Bing, 1,453 1,448 0,005 0,341 0,358 0,016
Bing, 1,443 0,371

FSL(50,200)1) 2,831 0,159

FSL50,200)2) 2,756 2,791 0,038 0,158 0,153 0,010

FSLis020006) | 2,786 0,142

FSL30.180)1) 2,469 0,133

FSL0,1802) 2,453 2,469 0,016 0,152 0,133 0,020

FSL30,180)3) 2,485 0,113

FSL30,220)1) 2,988 0,000

FSL30.2202) 2,981 2,980 0,008 0,000 0,000 0,000

FSL30,220)3) 2,972 0,000

FSL70,180)1) 2,001 0,361

FSL70,180)2) 1,997 1,998 0,003 0,375 0,354 0,026

FSL70,180)3) 1,995 0,325

FSL70,220)1) 2,863 0,197

FSL70,220)2) 2,832 2,847 0,016 0,188 0,196 0,008

FSL 70,2203 2,847 0,203
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Apéndice C - Leituras de absorbancias e volumes de dilui¢do para célculo de

determinacgdo da lignina soluvel.

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos no espectrofotometro para

determinag¢do da lignina solivel em todas as amostras analisadas.

Tabela 13. Resultados para quantificagdo da lignina solivel.

Am?stras :n(ﬂ)l:tlll; :70(;:;1;: Absor:bzfmcia Absorbancia
analisadas (mL) (mL) média branco
Bin(y 1 3 0,9343 0,0577
Bin) 1 3 0,9046 0,0577
Bings, 1 3 0,9220 0,0577
FSL(50,200)(1) 2 1 0,8353 0,0578
FSL50.200)2) 2 1 0,8096 0,0578
FSL(50,200)3) 2 1 0,7689 0,0578
FSL30.180)1) 1 2 0,7325 0,0578
FSL30.180)2) 1 2 0,7148 0,0578
FSL30,180)3) 1 2 0,7130 0,0578
FSL30.220)1) 2 1 0,7230 0,0585
FSL30220)2) 2 1 0,7173 0,0585
FSL(30,220)3) 2 1 0,7242 0,0585
FSL70,180)1) 1 3 0,7972 0,0578
FSL70.180)2) 1 3 0,7811 0,0578
FSL70.180)3) 1 3 0,7915 0,0578
FSL70.220)1) 2 1 0,8988 0,0578
FSL70.220)2) 2 1 0,8856 0,0578
FSL70.220/3) 2 1 0,8948 0,0578
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Apéndice D - Curvas de calibragio.
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Figura 34. Curvas de calibragio correlacionando a area de cada pico no cromatograma
com a concentragdo dos acucares (g/L). (A) glicose,(B) galactose, (C) xilose, (D)
arabinose e (E) manose.
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Apéndice E - Tabela 14. Dados de cinzas e lignina insolivel das fracdes s6lidas lavadas (FSL) e biomassa in natura (Bin).

Cinzas Massa de Lignina insoltvel base seca

Amostra . . Intervalo confianga lignina o ] Intervalo confianca

Tcin;a; Média Degvf" média variancia insoldvel .Lllgf““fq Média Degvf" média | variancia

otais 7o pa rao Il’lf Sup Il’lf Sup (g) msoluvel 7o pa rao Il’lf Sup Il’lf Sup
Bin, 0,1398 0,0767 26,80
Bin,, 0,1403 | 0.1398 | 0,0005 | 0,138 | 0,141 | 8,22E-08 | 1,20E-05 | (0800 28.06 27,18 | 0,76 | 2529 | 29,07 | 0,16 | 22,90
Bing, 0,1392 0,0767 26,69
FSLso200) | 0,1682 0,0378 12,71
FSLisoz002 | 0.1689 | 0:1796 | 0.0192 | 0,132 | 0,227 | 9.99E-05 | 146E-02 | (381 12,87 12,53 | 046 | 11,38 | 13,68 | 0,06 8,48
FSLiso2003) | 0,2018 0,0357 12,00
FSLgo1soa) | 0,9784 0,0571 19,26
FSLioisoe | 09758 | 0.9780 | 0,0019 | 0,973 | 0,983 | 1,07E-06 | 1,56E-04 | 00601 2022 19,61 | 0,53 | 18,30 | 20,92 | 008 | 11,01
FSLio1s03) | 0,9797 0,0571 19,36
FSLao2om | 0,4667 0,0628 20,93
FSLaoxoe | 04693 | 04674 | 00016 | 0463 | 0472 | 7,51E-07 | 1,09E-04 | (0634 21.25 20,81 | 0,52 | 19,52 | 22,09 | 007 | 10,53
FSLao2nm | 0,4662 0,0608 20,24
FSLao1s0) | 0,1655 0,0584 19,33
FSLooisoe | 01671 | 0:1667 | 00011 | 0,164 | 0,169 | 3.26E-07 | 4,76E-05 | (0604 20,18 1936 | 0,81 | 17,34 | 21,37 | 0,18 | 25,95
FSLaoiso3) | 0,1676 0,0554 18,56
FSLao20nm | 0,2337 0,0290 9,68
FSLaonoe | 002347 | 0.2354 | 00020 | 0230 | 0241 | 1,17E-06 | 1,71E-04 | (0260 8.71 964 | 091 | 739 | 11,89 | 0,22 | 32,43
FSLao20® | 0,2377 0,0310 10,52
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Apéndice F - Tabela 15. Dados da lignina soliivel das fracdes sélidas lavadas
(FSL) e biomassa in natura (Bin).

Lignina solivel base seca
Intervalo de confianca

Amostras Desvio — —
analisadas % Média - Média Variancia
padrdo
Inf Sup Inf Sup
Bin“) 8,88
Bin,, 8,61 8,74 0,14 8,399 | 9,074 0,005 0,729
Bin(3) 8,72
FSLs020001) | 5,68

FSLs0.2002) 5,52 5,47 0.24 4859 | 6.074 0016 2361
FSL502003) 5,20
FSL30,180)1) 4,95
FSL30,180)2) 4,80 4,86 0,08 4,663 | 5,057 0,002 0.249
FSL30.180)3) 4,83
FSLoz0y | 4,81
FSLao22002) | 4,80 4,81 0,01 4,785 | 4,835 | 0,00003 | 0,004
FSL30220)3) 4,82
FSL70.180)1) 7,09
FSL0,1802) | 7,00 7,07 0,07 | 6,908 | 7,239 0,001 0.175
FSL70,1803) 7,13
FSL70,220)1) 6,10
FSLao2202) | 6,03 6,10 0,08 5,917 | 6,290 0,002 0.223
FSL70.220)3) 6,18
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Apéndice G - Tabela 16. Dados da lignina total presente das fracdes sdlidas
lavadas (FSL) e biomassa in natura (Bin).

Lignina
Amostras Intervalo de confianca
analisadas (%) Média Desvio média variancia

Inf Sup Inf Sup
Bin, 35,68
Biny) 36,41 35,93 0,42 3489 | 3697 | 005 | 693
Bing, 35,69
FSLs0.2001) 18,52
FSL50200)2) 18,29 18,01 0,69 16,27 19,74 0,13 19,34
FSL(50200/3) 17,21
FSL0,180)1) 2422
FSLo.1500) 24,98 24,48 0,43 2340 | 2556 | 005 | 742
FSLo.15000) 24,24
FSLg0.22001) 25,75
FSLao20e) 25,88 25,62 034 | 2477 | 2647 | 003 | 468
FSL3022003) 25,23
FSL0.180)1) 26,43
FSLio15002) 26,96 2644 | 052 | 2514 | 2773 | 007 | 10,69
FSL70.1503) 25,92
FSL70.220/1) 15,79
FSLa022002) 14,68 15,75 1,06 13,13 18,38 | 030 | 44,03
FSL70220) 16,79
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Apéndice H - Tabela 17. Teores de hemicelulose e celulose presentes nas fracoes solidas lavadas (FSL) e biomassa in natura (Bin).

. Hemicelulose Intervalo de confianca Celulose Intervalo de confianca

Amostras | Glucana | Xilana — — — —
analisada (%) (%) % Média | Desvi média variancia % Médi Desvi média variancia
nali édia esvio édia esvio

alsacas ¢ ¢ v Inf | Sup Inf | Sup v Inf Sup | Inf | Sup

Bin, 39,62 9,71 9,71 39,62

Bin,, 39,91 9,16 9,09 | 9,58 0,45 8,47 | 10,70 | 0,05 | 7,93 | 39,61 | 39,62 0,01 39,60 | 39,63 | 0,00 | 0,001

Bing, 39,32 9,89 9,96 39,62
FSL50.200)(1) 74,58 4,10 4,12 75,04

FSL50.200)2) 72,91 4,09 4,06 | 3,95 0,25 333 | 4,57 | 0,02 | 2,47 | 72,47 | 73,62 1,30 | 70,39 | 76,87 | 0,46 | 67,12

FSLisosonys | 73.37 366 | 3.66 73,38

FSLgoiso) | 65.23 344 | 3,44 65.23

FSL30.180)2) 64,64 3,92 391 3,43 0,49 222 | 464 | 0,06 | 930 | 64,50 | 65,28 0,81 63,28 | 67,28 | 0,18 | 25,69

FSLgoisos | 65,97 293 | 2,94 66,11

FSLgoo0yiy | 77,99 0,00 | 0,00 77,99

FSL30.200)2) 78,24 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 77,71 | 77,90 0,16 | 77,49 | 78,31 | 0,01 | 1,07

FSLiosoys | 77,47 0,00 | 0,00 78,00

FSLaoisoiy | 51,86 9,15 | 9,15 51,86

FSL70,150)2) 52,25 9,59 9,51 | 9,03 0,56 | 7,63 | 10,42 | 0,09 | 12,43 | 51,81 | 52,15 0,56 | 50,77 | 53,54 | 0,08 | 12,29

FSLooiso | 52,35 834 | 84l 52,80

FSLosoyi) | 74.85 504 | 504 74,85

FSLuoomoy | 74.35 483 | 480 | 505 | 025 |443| 567 |002| 247 | 7398 | 7497 | 1,06 |7235|77.59 | 0,30 | 44,00

FSLoosoys | 7570 | 528 | 530 76,08
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Apéndice I - Tabela 18. Percentual e massa de todos os componentes presentes nas biomassas tratadas e in natura em todos 0s

experimentos.
Massa inicial Percentual e massa dos componentes Fracao solida lavada Percentual e massa dos componentes
Experimento (biomassa in _ (Biomass.a in natura) (FSL) _ (FSL)
natura) Lignina Hemicelulose Celulose Massa Id. amostra Lignina Hemicelulose Celulose
(8 (%) (€9) (%) (€9) (%) €3] (& (%) (€9) (%) (g (%) (&
E 50,2001 70,16 25,26 7,02 28,06 | 34,56 | FSL(s0.200)1) 18,52 6,40 4,12 1,42 75,04 | 25,93
E50200)2) 70,17 25,26 7,02 28,07 | 35,23 | FSLs0.2002) 18,29 6,44 4,06 1,43 72,47 | 25,53
E(50.200)3) 70,17 25,26 7,02 28,07 | 34,98 | FSL(s020003) 17,21 6,02 3,66 1,28 73,48 | 25,70
E 30,1501 70,16 25,26 7,02 28,06 | 37,36 | FSLgoisoa) | 24,22 9,05 3,44 1,29 64,00 | 23,91
E30.180)2) 70,18 25,26 7,02 28,07 | 36,11 | FSLiois0)2) | 24,98 9,02 3,91 1,41 64,50 | 23,29
Eo,1506) 70,16 25,26 7,02 28,06 | 35,72 | FSLgoisoz) | 24,24 8,66 2,94 1,05 66,11 23,61
E 30,2201 70,18 25,26 7,02 28.07 | 31,56 | FSLgoxoa) | 25,75 8,13 0,00 0,00 77,99 | 24,61
E30.22002) 70,17 36,00 | 25,26 | 10,00 | 702 | 40,00 | 28,07 | 31,63 | FSLzozoe | 25,88 8,19 0,00 0,00 77,71 24,58
E30220)3) 70,17 25,26 7,02 28,07 | 30,99 | FSLpoxoaz | 25,23 7,82 0,00 0,00 78,00 | 24,17
E 70.180)1) 70,17 25,26 7,02 28.07 | 4748 | FSLuoisoa) | 26,43 12,55 9,15 4,34 51,86 | 24,62
E70.150)2) 70,08 25,23 7,01 28,03 | 47,31 | FSLgois0) | 26,96 12,75 9,51 4,50 51,81 24,51
E 70.180)3) 70,15 25,25 7,02 28,06 | 46,64 | FSLgois03) | 25,92 12,09 8,41 3,92 52,80 | 24,63
E70.220)1 70,16 25,26 7,02 28,06 | 32,37 | FSLgo20)) 15,79 5,11 5,04 1,63 74,85 24,23
E70.220)2) 70,15 25,25 7,02 28,06 | 3344 | FSLgo200) 14,68 4,91 4,80 1,61 73,98 | 24,74
E 70.220)3) 70,11 25,24 7,01 28,04 | 32,53 | FSLg0203) 16,79 5,46 5,30 1,72 76,08 | 24,75
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Apéndice J - Tabela 19. Rendimento de extracdo dos componentes macromoleculares da biomassa in natura para cada condigdo do

processo organosolv.

Lignina extraida Hemicelulose extraida Celulose extraida
Experimento Médi Intervalo de confianca Médi Intervalo de confianca Médi Intervalo de confianca
P @) | (@ (e )‘a S, | Média | Varancia | (%) | (2) (e )‘a S, | Média | Variancia | (%) | (2) (e )‘a S, [ Média | Variancia
& Inf | Sup | Inf | Sup & Inf | Sup | Inf | Sup & Inf | Sup | Inf | Sup
Eo2000) | 74,66 | 18,86 79,71 | 5,59 7,59 2,13

Es02002) | 74,49 |18,82| 18,97 | 0,23 | 18,40{19,55| 0,01 | 2,12 | 79,62 | 5,59 | 5,64 |0,09|5,42(5,86| 0,00 | 0,30 | 9,04 |2,54| 2,34 |0,21(1,83|2,85| 0,01 | 1,67

Eso2000) | 76,17 19,24 81,75 | 5,74 8,42 (2,36

Eo.1801) 64,17 | 16,21 81,68 | 5,73 14,80| 4,15

EGousoe | 64,30 |16,24| 16,35 | 0,22 |15,81[16,89| 0,01 | 1,86 | 79,88 | 5,61 | 5,77 |0,18|5,31(6,23| 0,01 | 1,33 17,03 (4,78 | 4,46 [0,32|3,68|5,24| 0,03 | 3,92

Eo1806) | 65,72 16,60 85,03 | 5,97 15,85|4,45

Ezo2200) | 67,83 (17,14 100,00 | 7,02 12,32 3,46

Ecozoe | 67,60 17,08| 17,22 | 0,19 16,74 |17,70| 0,01 | 1,47 |100,00| 7,02 | 7,02 {0,00|7,02(7,02| 0,00 | 0,00 |12,43|3,49| 3,62 [0,25|3,01|4,23| 0,02 | 2,39

EGozoe) | 69,05 17,44 100,00 | 7,02 13,8813,90

Eqoisom | 50,32 (12,71 38,09 | 2,67 12,27 3,44
b

Eqoasoe) | 49,44 |12,47| 12,78 | 0,35 | 11,91]13,65| 0,03 | 4,85 | 35,80 | 2,51 | 2,76 |0,30|2,01 (3,50 0,02 | 3,55 |12,56(3,52| 3,46 [0,05|3,34|3,59| 0,00 | 0,10

Eqoasoe) | 52,13 13,16 44,09 | 3,09 12,24 13,43

Eqozom) |79,76 | 20,15 76,75 | 5,38 13,67 | 3,84

Eqo200) | 80,56 (20,35| 20,09 | 0,08 |19,37[20,81| 0,02 | 3,31 | 77,12 | 5,41 | 5,36 |0,06|5,20(5,52| 0,00 | 0,15 |11,84|3,32| 3,49 |0,092,73|4,25| 0,03 | 3,70

Emq206) | 78,36 19,78 75,41 | 5,29 11,751 3,30
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