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RESUMO

SCREMIN, Lucas B.; Controle analitico das perdas ligno(hemi)celulésicas durante a
derivatizacdo quimica do bagaco de cana. 2014. 65f. Trabalho de Conclusdo de
Curso (Bacharelado/Licenciatura em Quimica Tecnoldgica com énfase ambiental) —
Universidade Tecnolégica Federal do Parand. Curitiba, 2014.

O bagaco de cana-de-acUcar proveniente das usinas sucroalcooleiras vem sendo
utilizado para geracdo de energia elétrica através da queima e geracdo de vapor,
sendo que em um futuro préximo estara também direcionado para a producdo de
etanol celulésico. Resumidamente o bagaco € constituido de celulose (50%),
hemicelulose (30%) e lignina (20%). Com o intuito de aplicar este subproduto para
outros fins como a remocao de contaminantes ambientais, se propde a derivatizacao
parcial e comparativa do bagaco a fim de se obter um complexo bipolissacaridico-
aromatico éter-interligado com epicloridrina (cross-linked cane bagasse — CLCB). O
alvo no substrato nativo sdo o0s grupos alcodlicos ou fendlicos fartamente
disponiveis, sendo que esta reacdo € conduzida em meio fortemente alcalino. Salvo
por uma infima fracdo, a celulose é insoluvel em alcali enquanto a lignina o € em boa
parte e a hemicelulose (heteroxilana) o € quase que completamente, dependendo da
cinética reacional (concentracdo alcalina, temperatura e tempo). Logo, perdas do
bagaco nativo s&o inevitaveis, mas podem ser minimizadas. O objetivo deste
trabalho foi monitorar tais perdas através de determinacdo de carboidratos totais e
lignina alcali-soluvel na fracdo solubilizavel pela reacdo em meio alcalino, bem como
0 monitoramento da resisténcia a hidrélise enzimatica. Mediante planejamentos
fatoriais no que diz respeito a concentracdo e volume de &lcali, temperatura,
gramatura do bagaco e tempo reacional, se pode eleger os fatores que mais
influenciaram nessas perdas processuais e as condicdes mais apropriadas tanto
para a etapa preliminar de mercerizacdo quanto a subsequente de derivatizacdo do
bagaco mercerizado com o agente de interligacdo covalente, a epicloridrina. Os
resultados indicaram que para a etapa de mercerizacdo, a concentracdo de NaOH
foi a variavel mais significativa para o aumento das perdas processuais e menor
resisténcia a hidrélise enzimatica. J4 para a etapa de interigamento com
epicloridrina, a temperatura foi a variavel mais significativa para a reducdo das
perdas processuais e aumento da resisténcia a hidrélise enzimatica, indicando que
em condicbes com temperaturas entre 20 e 40 °C a pretendida reacdo de
interligacéo covalente ou cross-linking deve ter acontecido com maior intensidade.
Embora bem explorado o uso de bagaco de cana para aplicacdes semelhantes na
literatura, a questdo das perdas processuais aqui exploradas ndo esta relatada,
assumindo tais autores trabalharem com bagaco integral quando de fato deveriam
referir-se a celulose residual.

Palavras-chave: Mercerizacdo. Ligacbes cruzadas. Perdas processuais. Tratamento
de Efluentes.



ABSTRACT

SCREMIN, Lucas B.; Analytical control of ligno(hemi)cellulosic losses for chemical
derivatization of sugarcane bagasse. 2014. 65f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado/Licenciatura em Quimica Tecnologica com énfase ambiental) -
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Curitiba, 2014.

The cane sugar bagasse from the sugarcane mills has been used to generate
electricity by burning and steam generation, and in the near future it will also be
directed to the production of cellulosic ethanol. The bagasse is main composed of
cellulose (50%), hemicellulose (30%) and lignin (20 %). In order to apply this
byproduct for other purposes such as the removal of environmental contaminants, it
is proposed a comparative partial derivatization of the bagasse in order to obtain a
dipolysaccharide-aromatic ether-linked complex with epichlorohydrin ("cross-linked
cane bagasse " - CLCB). The target in the native substrate are the alcoholic or
phenolic groups plenty available and this reaction is carried out in a strongly alkaline
medium. Except for a tiny fraction, cellulose is insoluble in alkali while the lignin is
largely and hemicellulose (heteroxylan) is the almost completely, depending on the
reaction kinetics (alkali concentration, temperature and time). Thus, loss of native
bagasse are unavoidable but can be minimized. The goal of this work was then
monitor such losses by determination of total carbohydrates and alkali- soluble lignin
fraction being solubilized under the drastic alkaline conditions, and monitoring of
resistance to enzymatic hydrolysis. Exploring factorial design with respect to the
volume and concentration of alkali, temperature, bagasse grammature and reaction
time, we were able selecting the most important factors influencing these procedural
losses and the variables and the more appropriate conditions for both the preliminary
step of mercerization as well as the subsequent one derivatization of the mercerized
bagasse with covalently linking agent, epichlorohydrin. The results indicated that for
the mercerization step, the NaOH concentration was the most significant variable for
increased procedural losses and less resistance to enzymatic hydrolysis. As for the
step of cross-linking with epichlorohydrin, the temperature was most significant for
the reduction of procedural losses and increased resistance to enzymatic hydrolysis
variable, indicating that in temperatures between 20 and 40 °C the desired reaction
of cross-linking must have occurred with greater intensity. Although well explored the
use of bagasse for similar applications in the literature, the issue of procedural losses
explored here is not reported, assuming such authors work with full bagasse when in
fact they should refer to residual cellulose.

Key-word: Mercerization. Cross-linking. Procedural losses. Waste water treatment.
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1 INTRODUCAO

Historicamente a cana de acucar € um dos principais produtos agricolas do
Brasil, sendo cultivada desde a época da colonizagdo. Do seu processo de
industrializacdo obtém-se como produtos o acucar e o alcool (anidro e hidratado),
além dos subprodutos, vinhoto e o bagaco.

Estima-se que a producdo brasileira de cana-de-acUcar para a safra
2013/2014 atinja a marca de 654 milhdes de toneladas, produzindo assim
aproximadamente 183 milhdes de toneladas de bagaco (50% de umidade),
considerado o maior residuo agricola do pais (CONAB, 2013). Esse bagaco vem
sendo utilizado principalmente para a geracédo de energia elétrica e em menor grau
para racdo animal. Contudo, varias pesquisas tém buscado outras formas de
aproveitamento desta fitobiomassa secundaria.

Uma forma de aproveitamento para o bagaco que vem sendo bastante
pesquisada € seu uso como um substrato barato para producdo de trocadores
ibnicos ou adsorventes utilizados na remocao de metais pesados, corantes, entre
outros compostos de efluentes industriais (LASZLO, SIMKOVIC, 1997; NADA,
HASSAM, 2006; GURGEL, GIL, 2012; KAMEL et al., 2012; TAHIR et al., 2012).

Como a capacidade natural do bagaco para realizar esses processos nao é
muito elevada, sdo realizadas derivatizacbes quimicas inserindo diferentes grupos
funcionais em sua estrutura, 0 que aumenta sua capacidade de troca idnica e de
adsorcdo. Para tanto é necesséario o fortalecimento da estabilidade mecanica do
material ligno(hemi)celulésico promovendo o interligamento (cross-linking) de seus
componentes: celulose > hemicelulose > lignina (LASZLO, 1998; NADA, HASSAM,
2006).

O processo de interligamento representa, portanto, uma importante etapa
para utilizacdo desse bagaco. Para facilitar o acesso aos grupos hidroxilas
disponiveis no material tem-se feito um pré-tratamento alcalino das fibras (dito como
“mercerizagao” ou conversao dos grupos alcodlicos a alcodxidos: R-OH™ + NaOH —
R-O'Na" + H20) para posterior derivatizacdo quimica. Contudo, pouca atencdo tem
sido dada a perda dos constituintes do material original durante esse processo. E
estas perdas, dada a maior estabilidade oferecida pelo componente majoritario — a

celulose — se restringem aos outros dois componentes: hemicelulose (hetero-xilana



ou L-arabino-4-O-metil-glucurono-D-xilana parcialmente O-acetilada no caso de uma
graminea, o bagaco de cana) e lignina, um componente diferenciado e aromético.
Portanto, o enfoque deste trabalho foi monitorar e quantificar tais perdas por conta
do efeito solubilizador do alcali forte (no caso NaOH) sobre a composicéo nativa e
nao hidrossollvel do bagaco de cana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o controle analitico das perdas ligno(hemi)celulésicas durante a
derivatizacdo do bagaco de cana de acucar (Saccharum officinarum L.) com

epicloridrina em meio reacional fortemente alcalino.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Processar o bagaco de cana a fim de obter fragcbes com diferentes tamanhos
de particulas através de separacdo por tamisagao;

e Remover a sacarose residual do bagaco de cana através lavagens
sequenciais com agua;

e Definir os fatores que mais influenciam a etapa de mercerizagéo, variando a
gramatura do bagaco, o volume e a concentracao de hidroxido de sédio, por
meio de planejamento fatorial utilizando como respostas monitoramento do
fluxo colunar, as perdas processuais de lignina e hemicelulose e a resisténcia
a hidrolise enzimatica;

e Definir os fatores mais relevantes na reducdo das perdas processuais e no
aumento da resisténcia a hidrélise enzimatica durante a derivatizacdo do
bagaco integral, tratado com alcali, a fim de obter um complexo
bipolissacaridico-aroméatico  interligado com  epicloridrina,  utilizando
planejamento fatorial variando a concentracao de hidroxido de sédio, o tempo
e temperatura de reacgao;

e Avaliar as diferencas estruturais do bagaco integral, tratado com alcali e
derivatizados através de técnicas espectrométricas como infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR).
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3 CONTEXTUALIZACAO DO ASSUNTO

3.1 MATERIAIS LIGNO(HEMI)CELULOSICOS

Os materiais ligno(hemi)celulésicos sdo uma das maiores fontes de carbono e
energia renovavel do planeta (FONSECA, 2009). Os termos “estrutura” ou “material
ligno(hemi)celulésico” sdo usados para referir-se aos constituintes principais da
parede celular vegetal, ou seja, a celulose, a hemicelulose e a lignina (OGEDA,
PETRI, 2010). E de interesse global o desenvolvimento de processos eficazes que
possam aproveitar essa biomassa de forma integral, transformando seus
constituintes em produtos Uteis, seja para producdo de produtos quimicos,
combustiveis alternativos ou até mesmo remediacdo ambiental (LAN, LIU, SUN,
2011).

Dentre os materiais ligno(hemi)celulésicos destaca-se no Brasil o bagaco de
cana-de-acucar, principal residuo gerado pela indastria sucro-alcooleira, do qual
grande parte € utilizada para producdo de energia elétrica, além de perspectivas
proximas para a producdo do etanol celulésico, como é o caso da primeira usina
GranBio, no municipio de S&o Miguel dos Campos, em Alagoas que esta em fase
final de construcdo (FONSECA, 2009; NOVACANA, 2014).

O bagaco de cana exibe uma boa capacidade de hidratacdo e auséncia de
solubilizacdo aquosa de quaisquer de seus componentes primarios poliméricos
(FONTANA et al., 1990): celulose (50%), hemicelulose (30%) e lignina (20%)
(ROUSSEEU, FERRELL, REARDON, 1984; FONSECA, 2009; BRIENZO, 2010). O
comprometimento quimico entre os componentes do bagaco integral via ligactes
covalentes, se da exclusivamente entre a hemicelulose e parte da fracdo lignina,
enquanto a total insolubilidade da celulose em agua se deve ao mAaximo
estabelecimento de ligagcbes de hidrogénio dos tipos intra- e inter-cadeias
poliméricas exclusivamente baseadas em unidades de anidroglucose glicosidica e
linearmente ligadas por 3-1,4 (O”"SULLIVAN, 1997).

Na figura 1 estd representado um esquema da estrutura da biomassa

ligno(hemi)celulésica.
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Microfibrilas
de celulose

A/
4+ Celulose
4

Figura 1 — Esquema da estrutura de uma biomassa ligno(hemi)celulésica
Fonte: Adaptado de SANTOS et al. (2012)

3.1.1 Celulose

A celulose € o material organico mais abundante na terra (SILVA et al., 2009).
E um polimero linear formado por até 15.000 unidades de D-glucose unidas por
ligacbes glicosidicas B-1,4. Cada residuo de glucose tem uma orientacdo de 180°
em relacdo ao residuo adjacente, acomodando desta forma os angulos de ligacéo
preferidos pelos grupos acetais em ligagcdes de hidrogénio, formando assim a
celobiose, representada na figura 2. Esta unidade repetitiva contém grupos hidroxila
gue estabelecem interacdes do tipo ligacdes de hidrogénio intra e intermolecular. A
realizacdo destas interacdes intermoleculares proporcionam a formacao de fibrilas,
estruturas altamente organizadas que associam-se formando as fibras de celulose
(BON, pag. 255, 2008).

Devido a essas ligacbes de hidrogénio ha uma forte tendéncia da celulose
formar cristais que a tornam completamente insolUvel em agua e na maioria dos

solventes organicos (SILVA et al., 2009).
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Extremidade N&o-redutora Ligacado Glicosidica B 1—4 Extremidade Redutora
OH OH l OH
6
0] OH
H<
o&i{ H 0 O HO 0 O Ho o’H
HO >0 HO o) o HO ') o
3 OH OH OH
HO n HO

Celobiose

Figura 2 - Estrutura molecular da celulose, celobiose e ligagao B-glicosidica
NOTA: Residuos de anidroglucose da extremidade ndo-redutora com os carbonos numerados.
Fonte: TIBONI, (2011).

3.1.2 Hemicelulose

O termo hemicelulose é usado para os polissacarideos que ocorrem
normalmente associados a celulose, em paredes celulares (SILVA, 2009). Consiste
de cadeias ramificadas de acUcares, cujas unidades incluem principalmente
aldopentoses, como xilose e arabinose, e, em muito menor quantidade,
aldohexoses, como glucose, manose, e galactose. Contem também, substituintes O-
acetii bem como L-arabinofuranosil, acido D-glucurbnico e acido a-D-4-O-
metilglucurdnico, nas ramificacdes (BRIENZO, 2010).

A composicdo deste heteropolimero pode variar enormemente, dependendo
da espécie considerada (OGEDA; PETRI; 2010), podendo preencher até 35% do
material da parede celular da fibra vegetal atuando como substancia de reserva e
sustentacao (SAHA et al., 2005).

A hemicelulose mais encontrada no bagaco de cana-de-acucar é a xilana,
sendo o0 segundo polissacarideo mais abundante da natureza. A xilana do bagaco
apresenta uma cadeia linear constituida de unidades D-xilopiranosil com ligacdes [3-
D-(1,4), podendo ser substituida com a-L-arabinofuranosil no carbono 2 e 3, sendo
gue outros grupos funcionais (O-acetil e 4-O-metil-glucuronil) competem por estas
mesmas duas hidroxilas secundarias (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003). A
figura 3 mostra uma representacdo esquematica de uma hemicelulose com suas
ramificacdes (BRIENZO, 2010). Outra particularidade, muito variavel com a fonte de
graminea ou madeira dura, é a ocorréncia de &cidos fenol-carboxilicos (e.g., p-

coumarico ou ferulico) esterificando a L-arabinofuranose.
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OH
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3HO 3 HaCj/?
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Figura 3 — Estrutura representativa de L-arabino-(4-O-metil-D-glucurono)-D-xilana: 1-
Xilopiranose; 2-L-arabinofuranose; 3-acido 4-O-metil-glucurénico; 4- grupo acetil
Fonte: adaptado de BRIENZO, (2010)

3.1.3 Lignina

A lignina, juntamente com a hemicelulose, preenche os espacos entre as
fibras de celulose, além de atuar como material ligante entre os componentes da
parede celular. Sua estrutura € altamente complexa e nao-uniforme, sendo um
material hidrofébico com estrutura tridimensional, altamente ramificada, podendo ser
classificada como um polifenol (SILVA et al., 2009).

A lignina é um biopolimero formado pela polimerizacdo de trés diferentes
precursores fenilpropandides monomeéricos: alcool cumarico, alcool coniferilico e
alcool sinapilico, que se caracterizam por possuirem um anel aromatico com
diferentes substituintes, estes precursores estao representados na figura 4. A lignina
possui interacdo parcial covalente com a hemicelulose e interacdo fisica com a

celulose (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003).
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HO HO HO
CHs
OH OH OH
Alcool Cumarilico Alcool Coniferilico Alcool Sinapilico

Figura 4 — Estrutura dos alcoois precursores da lignina

3.2 BAGACO DE CANA

A estimativa brasileira da producdo de cana na safra 2013/2014 é de 653
milhdes de toneladas (CONAB, 2013). Segundo a agéncia Embrapa de Informacéo
Tecnoldgica (AGEITEC), a quantidade de bagaco produzido depende do teor de
fibra da cana, resultando em média 280 kg por tonelada de cana processada. Para a
safra corrente, representa em base seca, cerca de 183 milhfes de toneladas do
residuo anidro Silva, Gomes e Alsina (2007) consideram que o bagaco de cana de
acucar representa o maior residuo agroindustrial do pais.

Um dos destinos desses residuos tem sido a queima para a geracdo de
energia elétrica. Sendo esta uma alternativa para atender o gasto energético das
usinas sucroalcooleiras na producdo de etanol combustivel (hidratado direto ou
anidro adicionado a gasolina) (MARTINELI, FILOSO, 2008; FONSECA, 2009;
FONTANA, 2011). Em um futuro proximo podera, ainda, conciliar a coproducdo do
agora dito bioetanol celulésico, ou seja, etanol gerado por conta da pré-hidrélise da
celulose residual do bagaco com uso de enzimas industriais do grupo das celulases
de ultima geracéao (e.g., “Accelerase(s)” da Genencor e “Cellic(s)” da Novozymes).

Outra alternativa para o bagaco de cana de aclUcar é a nutricdo animal.
Porém, o bagaco possui altos teores de fibra sendo pobre em proteinas e minerais
(PIRES et al., 2004). Devido a natureza da sua fibra, possui baixa densidade
energética sendo considerado de “baixo potencial de uso na alimentagdo animal”
(MEDINA, NATEL, 2013).
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3.3 BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR DERIVATIZADO

Como a composicao ternaria do bagaco é celulose, hemicelulose e lignina, as
quais sao ricas em grupos hidroxilas (OH), estas unidades sdo passiveis da
formagdo do cross-linking ou intercruzamento covalente. Para Nada e Hassan
(2006), a etapa de cross-linking evita a perda dos constituintes carboxilados dos
materiais ligno(hemi)celulésicos, ou seja, a hemicelulose glucuronilada e portanto
menos insollivel em agua. Em seu trabalho com quitosanas, Chiou, Ho e Li (2004)
afirmaram que as ligagbes cruzadas entre seus componentes sao importantes nao
apenas para torna-las insoliveis, mas também melhora suas propriedades
mecanicas.

Um agente de interligacdo comumente utilizado é a epicloridrina, ela estabiliza
eficientemente residuos agricolas para preparacdo de trocadores idnicos (NADA,
HASSAM, 2006), e de acordo com Laszlo (1998) a derivatizacdo quimica do bagaco
promovendo cross-linking com a epicloridrina diminui sua biodegrabilidade. Além
disso, o bagaco interligado foi mais eficiente nas etapas de derivatizacao posteriores
onde foram inseridos grupos aminos para formacéao de trocadores ibnicos. Segundo
este autor a etapa de cross-linking € necessaria por produzir ligacbes éteres
estaveis em uma ampla escala de pH.

Diversas pesquisas tém buscado, através de modificacdes quimicas inserindo
diferentes grupos funcionais, o uso do bagaco de cana-de-agclucar como um
substrato barato para producédo de trocadores ibnicos que podem ser utilizados para
variados tipos de tratamento de efluentes como remocao de corantes, fenol e metais
(SIMKOVIC, 1997; NADA, HASSAM, 2006; LASZLO, GURGEL, GIL, 2012; KAMEL
etal., 2012; TAHIR et al., 2012).

Alguns desses estudos com a derivatizacdo do bagaco utilizam o pré-
tratamento alcalino de mercerizacdo segundo Gurgel e Gil (2012) esse processo é
uma forma de aumentar a area de superficie da fibra. Durante a mercerizacdo o
bagaco incha e as cadeias polissacaridicas sao rearranjadas alterando suas
estruturas, cristalinidade e modificando propriedades de adsor¢cdo das fibras, o
aumento da area superficial facilita o acesso aos grupos hidroxila, facilitando a
derivatizacéo (JIANG et al., 2012).
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

O bagaco de cana (BC), fruto da moagem extratora do caldo, foi doado pela
cooperativa COCAMAR de Maringd através do Sr. Wagner Spirandelli, da
CLASPAR. O BC foi dividido em diversas fracdes com diferentes tamanhos de
particula. Esta separacéo foi realizada utilizando-se um conjunto de seis tamises de
abertura de poros que variavam de 4,76 mm a 0,42 mm conectadas sucessivamente
em peneirador eletromagnético (Contenco). Aliquotas de 50 g de bagaco foram
colocadas no tamis de maior abertura e agitadas por 10 min com vibracao de 80%.

Os resultados obtidos estéo ilustrados na figura 5 e apresentados na tabela 1.

Fracao 2

Fracdo 3

{
Fracdo 5 ¢ é ?3%

Fracdo 4

Figura 5 - FracBes tamisadas do bagaco de cana
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Tabela 1 - Composic¢ao fracionaria do bagago de cana de aglcar ap0s tamisagao

x e Tamanho de 0
Fracdo Especificacdo particula (mm) Peso (g) )
1 retido mesh 4 > 4,76 13,38+4,37 26,64+7,91

2 retidomesh9 4,76 >x=22,00 5,31+1,05 10,60+2,87
3 retidomesh14 2,00>x=21,19 3,92+1,17 7,80+1,88
4 retidomesh20 1,19>x=2>0,84 4,3340,38 8,624+0,60
5 retidomesh28 0,84>x20,59 5,23+0,17 10,424+0,35
6 retidomesh35 0,59>x20,42 6,38+1,11 12,73+1,98
7 passou mesh 35 <0,42 11,63+3,16 23,19+5,31

As fracbes 1 e 7 representam pouco menos de 50% do bagaco de cana,
contudo apresentaram algumas dificuldades para a realizacdo do experimento. A
fracdo 1 apresentou particulas muito grandes o que pode dificultar a realizacédo da
reacdo de interligamento, por apresentar menor superficie de contato com os
reagentes, ja a fracdo 7 apresentou particulas extremamente finas, ndo sendo
interessantes para o trabalho, pois podem apresentar fluxo reduzido e poderem
provocar entupimento nas colunas.

Em vista disso optou-se por trabalhar com as fracGes intermediarias (2 a 6)
gue representam aproximadamente 51% do volume total do BC e apresentam
caracteristicas mais adequadas ao trabalho. Tendo em vista um processo produtivo
0s 49% de material ndo utilizado nesse estudo poderiam ser destinados a outros fins
como por exemplo a geracdo de energia pela queima.

As fracdes obtidas a partir do BC foram submetidas a sucessivas lavagens
com agua para a remocdo da sacarose residual que esta na ordem de 3%
(GURGEL; FREITAS; GIL, 2008). Realizou-se teste com 5 g de cada fracéo a fim de
determinar a quantidade de lavagens necessarias, utilizou-se uma proporcéo de 20
mL de agua por grama de BC. Apés cada lavagem foram recolhidas aliquotas para
determinacao da quantidade de sacarose removida pela técnica para acucares totais
com os reagentes fenol / acido sulfarico, conforme item 4.4.3 (remocdo de
hemicelulose), utilizando uma curva analitica de sacarose.

A secagem subsequente foi realizada em estufa a 70 °C com circulacao de ar
(Nova Etica — Modelo 400-4ND) por 24 horas.
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4.2 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE MERCERIZACAO

O tratamento com alcali foi realizado a partir de BC seguindo um
planejamento fatorial 3*! com ponto central em triplicata, onde a gramatura do
bagaco, o volume de hidroxido de sddio e sua concentracdo foram fatores avaliados,
conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Planejamento fatorial para o experimento de mercerizacdo do bagaco

Niveis dos fatores Tamanho de particula NaOH (% m/m) Volume de NaOH (mL)
(intervalo em mm)
-1 2 (4,76 > x = 2,00) 1 20
0 4(1,19>x 20,84) 55 60
+1 6 (0,59 >x 20,42) 10 100

A mercerizacao foi avaliada em termos de fluxo colunar (4.4.1), lignina solavel
liberada (4.4.2), hemicelulose removida (4.4.3), e a resisténcia a hidrélise enzimatica
das amostras (4.4.4). Adicionalmente, foi realizada uma amostra controle utilizando
o BC com tamanho de particula intermediario (fracdo 4), sem adicdo de alcali e com
volume de 60 mL de agua.

Os experimentos foram conduzidos em erlenmeyers (125 mL) utilizando 2 g
de BC que foram mercerizados durante 2 horas em diferentes concentracdes e
volumes de NaOH (tabela 2). Todo o procedimento foi realizado a 25 °C sob
agitacdo de 160 rpm em agitador incubador (Gyrotory Water Bath Shaker, modelo
G76). As amostras foram entdo filtradas por 14 de vidro e posteriormente a vacuo
com funil de placa porosa n° 2 (40 a 100 um). O BC foi lavado com agua de osmose
reversa até a neutralidade do pH e em seguida liofilizado (Labconco, modelo
FreeZone?).

A analise estatistica dos dados foi realizada conforme descrito no item 4.5.
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4.3 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE DERIVATIZACAO

A derivatizacdo do BC consiste na execugcdo da reacdo de interligamento
(cross-linking) entre os grupos alcodlicos e fendlicos amplamente disponiveis em
sua estrutura, a fim de se obter um complexo bipolissacaridico-aromatico éter-
interligado com epicloridrina (“cross-linked cane bagasse” — CLCB) representado na

figura 5.

OH

1

OH

(80) ()

Figura 6 - Reacé&o de crosslinking do bagaco de cana com o emprego de epicloridrina

O experimento seguiu um planejamento fatorial 3*! em que as variaveis
avaliadas foram a concentracdo de NaOH, o tempo e a temperatura de reacéao,
conforme apresentado na Tabela 3. As respostas avaliadas também foram: fluxo
colunar (4.4.1), lignina liberada (4.4.2), hemicelulose removida (4.4.3) e a resisténcia

das amostras a depolimerizacao enzimatica (4.4.4).

Tabela 3 - Planejamento fatorial para o experimento de derivatizagdo do bagago

Niveis dos fatores NaOH (% m/m) Tempo (h) Temperatura (°C)
-1 1 6 20
0 5,5 15 40

+1 10 24 60
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Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados erlenmeyers (125 mL) e
2 g de uma mistura de BC (excluindo as gramaturas extremas). Foram mercerizados
utilizando 60 mL de NaOH em diferentes concentragdes durante 30 minutos. Apds
este periodo, foram adicionados 3 mL de epicloridrina, este volume de reagente foi
calculado para que houvesse estequiometricamente reacdo em um terco das
hidroxilas disponiveis em uma unidade de glucose. Adicionalmente foram realizados
controles de todos os pontos experimentais sema adi¢cdo da epicloridrina.

Todo o procedimento foi realizado sob agitacdo de 160 rpm em agitador
incubador (Gyrotory Water Bath Shaker, modelo G76) em diferentes temperaturas e
tempos de reacdo. As amostras foram entdo filradas por 1& de vidro e
posteriormente a vacuo com funil de placa porosa n°® 2 (40 a 100 um). O CLCB
resultante foi lavado com agua de osmose reversa até a neutralidade do pH e em
seguida liofilizado (Labconco, modelo FreeZone).

Como a utilizagdo da epicloridrina durante o experimento requer cuidados e
atencao especiais, no anexo A esta a ficha de informacéo de seguranca de produtos
guimicos fornecida pelo fabricante (Sigma-Aldrich®) para este reagente.

A analise estatistica dos dados foi realizada conforme descrito no item 4.5.

4.4 AVALIACAO DOS PROCESSOS DE MERCERIZACAO E DERIVATIZACAO

4.4.1 Determinacao de Fluxo de Coluna

Para a avaliacdo do fluxo colunar foram utilizadas colunas de polipropileno
com medidas de 1,5 cm de diametro e 12,5 cm de altura (ponteiras de 5 mL) e estas
foram preenchidas com 300 mg do BC ou do CLCB. A coluna foi umedecida com
agua deionizada e posteriormente aferiu-se, com o auxilio de um cronémetro, o
tempo necessario para que 5 mL de agua escoassem pela coluna. Este teste foi

realizado em quintuplicata, sendo excluidos o maior e menor tempo obtido.
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4.4.2 Remocgéo de Lignina

A determinacdo do teor de lignina presente no sobrenadante dos processos
de mercerizacdo e da derivatizacdo primaria do BC foi realizada pela leitura em
espectrofotometro UV-VIS (Shimadzu — Modelo UV-1650PC).

Foi executada a varredura completa do espectro além da medida da
intensidade de absorgcé&o no comprimento de onda de 280 nm que indica a presenca
de lignina liberada (BON, péag. 219, 2008).

Para o calculo da lignina soluvel seguiu-se a equacgdo 1, utilizada por Rocha
(2012) em seu trabalho sobre o pré-tratamento de explosdo de vapor e

deslignificacéo alcalina do bagaco de cana de acucar para producéo de bioetanol.
Ciig = 4187.1072(Ar — Apg) —3,279.107* (1)

Onde:

Ciig - concentracgéo de lignina soluvel (em g/L)

Ar - absorbancia da solucédo de lignina junto com os produtos de degradacéo, em

280 nm

Apd = C1 €1 + C, €, = absorbancia, em 280 nm, dos produtos de degradacdo dos

acucares em furfural e HMF, sendo C; e C, suas concentracdes e €, e €, sédo as

absortividades que valem 146,85 e 114,00 g.L™*.cm™ respectivamente.
Diferentemente de uma hidrélise ou pré-tratamento acido, a mercerizacdo nao

gera coprodutos de desidratacdo dos acucares e, portanto, na determinacdo de

lignina ndo ha interferéncia de cromoforos absorvedores de luz UV tais como furfural

e HMF, e esta variavel nao foi considerada.

4.4.3 Remocédo de Hemicelulose

A avaliacdo da remocéo de hemicelulose nos processos de mercerizagcéo e

derivatizacéo foi realizada através da determinagcdo de acucares totais, no filtrado
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(sobrenadante) através do método colorimétrico Fenol Sulfarico (DUBOIS et al.,
1956).

Este método baseia-se na desidratacdo de aclUcares simples, polissacarideos
e derivados, pelo acido sulfurico produzindo um aldeido (pentoses sdo desidratadas
até furfural e hexoses até 5-hidroximetilfurfural), que sédo capazes de se condensar a
duas moléculas de fenol resultando em um composto de cor amarelo-alaranjado,

conforme ilustrado na Figura 6.

Glucose 5-hidroximetilfurfural

OH
0
T O —e Y
/ OH i -H20 0
=
T U’l\OH

+

HO
5-hidroximetilfurfural Fenol Composto colorido

Figura 7 - Esquema de reacdo de determinacgdo de acUcares totais pelo método fenol sulfarico

O ensaio propriamente dito foi realizado em tubos de ensaio de vidro bem
limpos para que ocorresse a remoc¢ao de quaisquer residuos, evitando possiveis
interferentes no teste. As amostras foram analisadas em triplicata contendo de 0,1 a
60 pg de acgucar que foram adicionadas em agua qg.s.p 0,625 mL. Adicionou-se a
mistura, 0,4 mL de solucéo fenol 5% (0,53 mol.L™"). Em seguida, adicionou-se de
forma rapida e direta, 2,5 mL de acido sulfarico concentrado, seguido de
homogeneizacdo e repouso por 15 minutos em temperatura ambiente. A seguir,
foram realizadas as leituras em espectrofotbmetro (Shimadzu UV-1650 PC), no
comprimento de onda de leitura mais apropriado para as pentoses, que é 480 nm. A
calibracdo do equipamento (branco) foi realizada com uma amostra contendo agua e

0s demais reagentes, processada da mesma maneira.
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O célculo das quantidades de acucar total (ug/ensaio) foi realizado através de
uma curva analitica obtida, com auxilio do software Excel,.a partir de 5 diluicdes de
uma solucéo-estoque a 0,2 % (m/v) de D-xilose ou sacarose (no caso das lavagens

aguosas iniciais).

4.4.4 Teste de Resisténcia a Depolimerizacdo Enziméatica

Este teste equivale a uma biodegradabilidade acelerada do BC mercerizado
ou derivatizado frente a enzimas comerciais celuloliticas ou hemiceluloliticas. As
incubacbes foram feitas com as enzimas celulase (Cellic CTec2), hemicelulases
(Cellic HTec2) e B-glucosidade (NS 50010), fornecidas pela empresa Novozymes
Latin America Ltda, de Araucaria/PR, seguindo a metodologia descrita por Tiboni et
al. (2012).

As hidrdlises foram realizadas com 100 mg de amostra (controles e
experimentos) em solucéo de citrato sédico (50 mM pH 5,0) g.s.p 4 mL em frasco de
vidro com tampa (capacidade para 20 mL), em agitador-incubador na velocidade 4,
ou seja, 160 rpm (Gyrotory Water Bath Shaker — G76) a 50 °C por até 72 h
(conforme tempo recomendado pelo fornecedor das enzimas) utilizando 2 pL.mL™
de solucdo enzimatica. Foram realizadas coletas de 500 uL nos tempos de 2, 24, 48
e 72h para a realizacao das analises dos acucares redutores liberados.

A determinacdo dos acucares redutores foi realizada pelo método do acido
dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959) e os resultados foram expressos em
porcentagens de sacarificacao.

Nesta metodologia os acucares reduzem o reagente DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico) na presenca de hidroxido de soédio, para o composto 3-amino-5-
nitrosalicilico, um produto de cor laranja-avermelhado, que pode ser facilmente
mensurado em 540 nm, como pode ser visto na Figura 7. O teste tem uma faixa de
deteccdo de 0,05 — 0,8 mg de acuUcar redutor por amostra. A reducédo do reagente
DNS ocorre a quente (MILLER, 1959).
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Figura 8 - Esquema de reacao de reducédo do acido 3,5-dinitrosalicilico formando composto
colorido
NOTA: (a) acido 3,5-dinitrosalicilico (cor amarela); (b) aclcar redutor genérico; (c) acido 3-
amino-5-nitrosalicilico (cor laranja-avermelhada) e (d) agUcar oxidado.

Para a realizacdo do ensaio foi necessario preparar o reagente de DNS,
conforme consta na Tabela 4. As fracdes A e B foram levadas ao aquecimento
separadamente até completa solubilizacdo dos sais. Apos a solubilizacdo, as duas
fracOes foram homogeneizadas e o volume acertado com agua destilada para 500

mL de solucéo final.

Tabela 4 - Composicdo do Reagente Dinitrosalicilico (DNS)

A Ac. 3,5-Dinitrosalicilico 5g
Solugéio NaOH 2 mol.L™ 100 mL

B Tartarato duplo de Sédio e Potassio 150 mL
H,O destilada 300 mL

NOTA: O volume final deve ser completado para 500 mL

As amostras foram preparadas em triplicatas contendo de 0,05 - 0,80 mg de
acucar redutor em agua destilada q.s.p 750 pL. A seguir, foram adicionados 500 uL
do reagente DNS e levados a fervura em banho-maria durante 5 minutos. Decorrido
este tempo, foram adicionados 3,75 mL de agua destilada e apds o resfriamento,
foram realizadas as leituras em espectrofotémetro (Shimadzu UV-1650 PC) em 540
nm. O equipamento foi calibrado (branco) com uma amostra contendo apenas agua
e reagente DNS, processada da mesma forma que as demais amostras.

Os calculos das quantidades de acucar redutor (mg/amostra) foram realizados
a partir de uma curva analitica, em triplicata, contendo cinco pontos utilizando de
maneira interpolada trés solucdes preparadas a partir do padrdo de glucose 1

mg/mL, utilizando o software Excel.
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4.4.5 Monitoramento da Eficiéncia da Derivatizacao

O monitoramento e comprovacdo da eficiéncia da derivatizagdo primaria
foram realizados no Departamento Académico de Quimica e Biologia (DAQBI) da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana através da técnica de Espectroscopia
de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), em espectrometro Varian 640-
IR com acessoério MIRacle ATR (PIKE Technologies) e detector seleneto de zinco

(ZnSe), na faixa de 4000 - 400 cm™, resolucéo de 4 cm™ e 52 scans por amostra.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os parametros estudados foram analisados pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov a fim de avaliar a normalidade da distribuicdo dos dados, que estdo
apresentados na forma de média £ desvio padrdo. As diferencas foram testadas
pelos testes t de Student bicaudal, ANOVA e teste de Tukey. A associacao linear
das variaveis foi avaliada pelo teste de correlacdo de Pearson. Valores de p < 0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Todos os dados foram

analisados utilizando o programa Statistica (Statsoft Inc. USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PROCESSAMENTO DO BAGACO DE CANA

5.1.1 Remocéo da Sacarose Residual

As fracdes obtidas a partir do BC foram submetidas a sucessivas lavagens
com agua para a remocdo da sacarose residual, os resultados obtidos estéo

representados na Figura 9.
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Figura 9 - Quantidade de aglcar removido pelas lavagens consecutivas das frac6es do BC
com 4agua

Observa-se que a remocao do acgucar foi mais significativa na primeira
lavagem, com valores que variam de 0,5 a 0,8 %. Nas lavagens subsequentes a
quantidade de acucar removido foi consideravelmente inferior, sendo que na terceira

lavagem a quantidade de agucar removido foi praticamente a mesma, independente
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7

da fracdo de BC, como essa quantidade é relativamente pequena, préximo de
0,15%, conclui-se que uma quarta lavagem nao se fazia necesséria.

A média total de remoc¢éo nas trés lavagens foi de 1,1%, atingindo um valor
maximo de 1,3% para a fracdo 6, um pouco inferior aos dados da literatura, onde a
sacarose residual no bagaco de cana esta na ordem de 3% (Gurgel 2008).

5.2 AVALIACAO DAS PERDAS DURANTE A MERCERIZACAO

Para a analise do planejamento fatorial, descrito na Tabela 5, dos
experimentos de mercerizacdo do bagaco de cana de acucar foram analisadas as
respostas: remocéao de lignina e hemicelulose, fluxo de coluna e ainda o ensaio de

resisténcia a hidrolise através de enzimas celuloliticas / hemiceluloliticas.

Tabela 5 - Planejamento fatorial fracionério experimental para a mercerizagdo do bagaco de

cana
Tamanho de
# particula NaOH (% m/m) NaOH (mL)
(fracdo)
BC1 2 ) 1,0 ) 20 )
BC 2 2 ) 55 0 100 )
BC 3 2 ) 10,0 ) 60 0
BC 4 4 0 1,0 ) 100 )
BC5.1 4 0 55 0 60 0
BC5.2 4 0 55 0 60 0
BC 5.3 4 0 55 0 60 0
BC6 4 0 10,0 ) 20 “)
BC7 6 ) 1,0 ) 60 0
BC 8 6 ) 55 0 20 “)
BC9 6 (+) 10,0 (+) 100 (+)

Na figura 10 estdo apresentados os aspectos fisicos finais do BC antes e
ap6s o tratamento de mercerizacdo, para cada um dos pontos do planejamento
experimental. Percebe-se que a medida que ocorre um aumento na concentracao do
alcali, hd uma mudanca visual no aspecto fisico das amostras, com uma aparente

compactacdo das amostras e aumento na superficie de contato das mesmas.
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Figura 10 - Aspecto fisico final do BC apés tratamento de mercerizagéo

5.2.1 Determinacao de Fluxo de Coluna

O fluxo de coluna foi calculado segundo o procedimento descrito no item 4.4.1
para todos os pontos do planejamento e para o controle que ndo sofreu acdo de

mercerizacdo do alcali, as respostas obtidas estdo apresentadas na figura 11.
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Figura 11 - Estimativa de fluxo em colunas preenchidas com os materiais
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NOTA: As letras representam diferenca estatistica determinada pelo teste de Tukey para o

fluxo colunar

A diferenca observada entre a repeticdo do ponto central pode ser explicada

pela forma manual de montagem das colunas, podendo entédo apresentar diferentes

graus de compactacéao.

A partir da analise do planejamento fatorial da resposta de fluxo de coluna foi

possivel observar uma correlacdo quadratica de R2 = 0,68 e R-Ajustado = 0,63.

Conforme mostrado na Tabela 6, a ANOVA néo foi significativa apenas para a

interacdo secundaria entre o tamanho de particula e a concentracdo de NaOH (1*2).

Para as demais variaveis a significancia foi confirmada com valores de Fj 24>

5,72 e p < 0,05. Ressaltando que a variavel concentracdo de NaOH foi a mais

significativa, com o valor de F foi bem acima do tabelado e valor de p < 0,0001,

indicando grande influéncia na resposta do fluxo colunar.

Tabela 6 - ANOVA para ajuste quadratico do planejamento 3** para a mercerizacdo do bagaco
de cana na resposta de fluxo colunar

Fatores SQ G.L. MQ F p
(1) Tamanho de particula 16,83 1 16,83 9,46 0,0052
(2) Conc. NaOH (% m/m) 53,33 1 53,33 29,96 0,0000
(3) Vol. NaOH (mL) 37,13 1 37,13 20,86 0,0001
1*2 1,52 1 1,52 0,86 0,3638
Falta de Ajuste 112,43 4 28,11 15,79 0,0000
Erro Puro 42,71 24 1,78
Total SQ 478,31 32
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A significancia dos efeitos, calculada a partir do erro padréo, de primeira
(0,50) e de segunda ordem (0,75) multiplicado pelo valor de tiano,9s524 = 2,064 resulta
em 1,03 e 1,55 mL.min de fluxo, respectivamente. A partir disto observa-se na
Figura 12 que o efeito mais importante para o aumento do fluxo de coluna foi o
volume de NaOH (mL), seguido da concentracdo de NaOH (% m/m) e tamanho de
particula, enquanto o efeito da interacdo secundaria entre a primeira e a segunda

variavel nao foi significativa.

@3) vol. | 3,52 *

(2) Conc.

QTP 1,55 *

1%2 |

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Estimativa dos efeitos

Figura 12 - Estimativa dos efeitos para o fluxo de coluna (mL.min™) do bagaco de cana
mercerizado
NOTA: Valores significativos representados pelo asterisco e acimade 1,03 e 1,55 mL.min"
para os efeitos primarios e secundarios, respectivamente.

1

5.2.2 Remocéo de Lignina e Hemicelulose

A quantidade removida de lignina e hemicelulose pelo processo de
mercerizacdo foi avaliada para todos os pontos do planejamento experimental e
também para uma amostra controle (fracdo de BC intermediaria e sem a presenca

do alcali), as respostas obtidas estdo apresentadas na figura 13. Observa-se nos
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experimentos que receberam solugdes de 5,5 e 10 % de NaOH (BC 2, BC 3, BC 5,
BC 6, BC 8 e BC 9) tiveram uma liberacdo de lignina maior ,em torno de 13,97 %, do
gue aqueles que receberam a solugdo menos concentrada de 1 % (BC 1, BC 4 e BC
7), em que a liberagdo foi na ordem de 7,82 %. Com relagdo a liberagdo de
hemicelulose, a amostra CB 9 (menor tamanho de particula e niveis maximos de
concentracdo e volume de NaOH) apresentou perda de 21,67 %, enquanto a
amostra com 0s menores niveis apresentou perda de apenas 2,22 %, ou seja 9,8
vezes mais liberagao de hemicelulose. Estas cifras parcializadas ou somadas devem
ser confrontadas com o totum tedrico de hemicelulose + lignina (30 + 20 =), portanto
em torno de 50% da biomassa seca original, sendo que esta amostra BC 9
apresentou um total de perdas de 37%.

w
ol

w
o

N
ol

Quantidade removida (%)
N
o

15
10
b
5
a
0 +—a=—
\@ N
s &
)

BLignina EHemicelulose ®Total

Figura 13 — Quantidade de lignina e hemicelulose removidas durante o processo de
merceriza¢do do BC
NOTA: As letras representam diferenca estatistica determinada pelo teste de Tukey para a
remoc¢ao de hemicelulose.

A partir da analise do planejamento fatorial da resposta de liberacdo de
hemicelulose foi possivel observar uma correlagéo linear de Rz = 0,86 e R-Ajustado
= 0,82. Conforme mostrado na Tabela 7, a ANOVA néo foi significativa apenas para
a interacdo secundéria entre o tamanho de particula e a concentragdo de NaOH

(1*2). Para as demais variaveis a significancia foi confirmada com valores de Fi 24>
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5,72 e p<0,05, ou seja, para as interagdes secundarias entre o tamanho de particula
e o volume de NaOH (1*3) e entre a concentracdo e o volume de NaOH (2*3), além
das varidveis isoladas. Ressaltando que a variavel concentracdo de NaOH foi a mais
significativa, com o valor de F foi bem acima do tabelado e valor de p < 0,0001,
indicando grande influéncia na resposta de liberacédo de hemicelulose.

Tabela 7 - ANOVA para ajuste linear do planejamento 3%t para a mercerizagdo do bagaco de
cana na resposta de remogdo de hemicelulose

Fatores SQ G.L. MQ F p
(1) Tamanho de particula 18,80 1 18,80 88,15 0,0000
(2) Conc. NaOH (% m/m) 1095,35 1 1095,35 5136,52 0,0000
(3) Volume NaOH (mL) 14,66 1 14,66 68,73 0,0000
1*2 0,13 1 0,13 0,59 0,4498
1*3 32,79 1 32,79 153,77 0,0000
2*3 7,77 1 7,77 36,45 0,0000
Falta de Ajuste 189,46 2 94,73 444,22 0,0000
Erro Puro 5,12 24 0,21
Total SQ 1358,91 32

A significancia dos efeitos, calculada a partir do erro padréo, de primeira
(0,22) e de segunda ordem (0,33) multiplicado pelo valor de tiano,9s.24 = 2,064 resulta
em 0,45 e 0,68 % de remocao de hemicelulose, respectivamente. A partir destes
valores observa-se na Figura 14 mais claramente que o efeito mais importante para
o0 aumento da remocdo de hemicelulose foi a concentracdo de NaOH (% m/m),
guando eleva-se a concentracdo do menor para o maior valor a liberacdo de
hemicelulose aumenta em 15,6%. Ja para a reducéo da remocédo de hemicelulose, o
efeito observado foi na interacdo entre o tamanho de particula e o volume de NaOH
(2*3).
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(2) Conc. 15,60 *
1*3 -4,05 *
TP 2,04 *
2*3 21,97 *
(3) Vol. 1,80 *
1*2
-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Estimativa dos efeitos

Figura 14 - Estimativa dos efeitos para a remoc¢ao de hemicelulose (%) na mercerizacdo do
bagaco de cana
NOTA: Valores significativos representados pelo asterisco e acimade 0,45 e 0,68 % para 0s
efeitos primérios e secundarios, respectivamente.

Analisando as médias apresentadas na figura 15 percebe-se que o tamanho
de particula apesar de ser uma variavel significativa para a remocdo de
hemicelulose, sua influencia ndo se compara a da concentracdo da solucdo de

hidréoxido de sédio utilizada.
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Figura 15 - Grafico das médias de hemicelulose removida na mercerizacdo do BC

5.2.3 Teste de Resisténcia a Depolimerizacdo Enzimatica

Foi realizado o teste resisttncia a hidrolise enzimatica ou de
biodegradabilidade acelerada para todos os pontos do planejamento experimental e
para a amostra controle, foram calculadas as porcentagens de hidrolise para os
tempos 2, 24, 48 e 72 horas, os resultados obtidos estdo apresentados na figura 16.
Este teste foi realizado com o intuito de que uma modificacdo na estrutura do BC
provocada pela acdo do alcali, além da remocé&o parcial da hemicelulose e lignina,
favorece a acdo das enzimas celuloliticas, elevando seu potencial de hidrélise para
esse substrato (ROCHA et al., 2011).



36

n
(]

100 7
d-f de de e,f

80 T -

60

40 -~

zo_a IIII
I T TS TS P

A% AJ (b(/

Biodegradabilidade acelerada
(% de hidrdlise)

AJ

%

% ("o (”\ (fb

(,) B
& AJ % A%

<
&

M2h w24h m48h m72h

Figura 16 - Biodegradabilidade acelerada dos materiais em % de hidrélise
NOTA: As letras representam diferenca estatistica determinada pelo teste de Tukey para 72 h
no teste de biodegradabilidade das amostras

Com base na analise do planejamento fatorial para as amostras no tempo de
72 h, foi possivel observar uma correlacéo linear de R2 = 0,92 e R-Ajustado = 0,90.
Conforme mostrado na Tabela 8, a ANOVA nao foi significativa para a variavel
volume de solucéo (3), para as interacfes secundarias entre o tamanho da particula
e a concentracdo de NaOH (1*2) e também entre concentracdo e o volume de NaOH
(2*3). Para as demais variaveis a significancia foi confirmada com valores de Fj 24>
5,72 e p<0,05. Ressalvando que, assim como has respostas anteriores de remocao
de hemicelulose e lignina, a variavel concentracdo de NaOH foi a mais significativa,
com o valor de F foi bem acima do tabelado e valor de p < 0,0001, indicando grande

influéncia na respostas.
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Tabela 8 - ANOVA para ajuste linear do planejamento 3%t para a mercerizagdo do bagaco de
cana na resposta de degradacéo acelerada por enzimas celuloliticas

Fatores SQ G.L. MQ F p
(1) Tamanho de particula 1584,30 1 1584,30 182,40 0,0000
(2) Conc. NaOH (% m/m) 3938,35 1 3986,35 453,43 0,0000
(3) Volume NaOH (mL) 27,04 1 27,04 3,11 0,0904
1*2 0,18 1 0,18 0,02 0,8874
1*3 452,83 1 452,83 52,13 0,0000
2*3 2,88 1 2,88 0,33 0,5702
Falta de Ajuste 306,78 2 153,39 17,66 0,0000
Erro Puro 208,46 24 8,69
Total SQ 6707,00 32

A significancia dos efeitos, calculada a partir do erro padrdao, de primeira
(1,39) e de segunda ordem (2,08) multiplicado pelo valor de tiano,9s.24 = 2,064 resulta
em 2,87% e 4,29 % de hidrolise, respectivamente. A partir destes valores observa-se
na Figura 17 que o efeito mais importante para o aumento da biodegradabilidade
dos residuos de bagaco de cana mercerizados foi a concentracdo de NaOH (%
m/m). Enquanto que os efeitos de reducéo da biodegradabilidade frente as enzimas
celuloliticas sé@o causados pela interacdo das variaveis tamanho de particula e
volume de NaOH (1*3).
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(2) Conc.

1) TP

1*3

(3) Vol.

2*3

1*2

-5 0 5 10 15 20 25 30 35
Estimativa dos efeitos

Figura 17 - Estimativa dos efeitos para teste de degradabilidade acelerada (% hidrdlise) para o
bagaco de cana mercerizado
NOTA: Valores significativos representados pelo asterisco e acima de 2,87% e 4,29 % para 0s
efeitos primérios e secundarios, respectivamente.

Analisando as médias apresentadas na Figura 18 vé-se que a variacdo do
tamanho de particula altera significativamente a biodegradabilidade do material, a
fracdo 6, que corresponde aos menores tamanhos de particula analisados
apresentaram a maior porcentagem de hidrélise para todas as concentracbes de

NaOH, independente do volume de solucao utilizada.
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Figura 18 - Grafico das médias de porcentagem de hidrdlise no teste de degradabilidade
acelerada das amostras de bagaco de cana mercerizado

5.3 AVALIACAO DAS PERDAS DURANTE A DERIVATIZACAO

Para o experimento de derivatizacdo do bagaco de cana foi realizado o
planejamento fatorial descrito na Tabela 9, o mesmo planejamento foi repetido sem
a adicdo do agente interligante para o controle das respostas.

As respostas analisadas foram: fluxo de coluna (4.4.1), remocéo de lignina

(4.4.2), hemicelulose removida (4.4.3), e ainda o ensaio de resisténcia a hidrélise

enzimatica (4.4.4).
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Tabela 9 - Planejamento fatorial fracionario experimental para a derivatizacao do bagaco de

cana
# NaOH (% m/m) Tempo (h) Temperatura (°C)
CLCB 1 1,0 ) 6 ¢) 20 )
CLCB 2 1,0 ¢) 24 +) 40 0
CLCB 3 1,0 () 15 0 60 +)
CcLCB 4 55 0 24 +) 20 )
CLCB5.1 55 0 15 0 40 0
CLCB5.2 55 0 15 0 40 0
CLCB5.3 55 0 15 0 40 0
CLCB 6 55 0 6 () 60 +)
CLCB 7 10 +) 15 0 20 )
CLCB 8 10 ) 6 ) 40 0
CLCB 9 10 +) 24 +) 60 (+)

Na figura 19 estao apresentados os aspectos fisicos finais do CLCB e
seu controle para cada um dos pontos do planejamento experimental. Percebe-se
gue a medida que ocorre um aumento na concentracdo do alcali, hd& uma mudanca
visual no aspecto fisico das amostras, 0 mesmo ocorre para as diferentes
temperaturas utilizadas.

20 °C

40 °C ~

60 °C -

Y T
0 .. Cont. Exp.
NaOH 1% NaOH 5.5% NaOH 10%

Cont. Exp. Cont. Exp.

Figura 19 - Aspecto fisico do BC apds processo de derivatizagdo primaria
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5.3.1 Determinagao de Fluxo de Coluna

O fluxo colunar foi estimado para todos os pontos do planejamento
experimental e seus respectivos controles. Os resultados obtidos estao
apresentados na figura 20.
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Figura 20 - Estimativa de Fluxo Colunar aps derivatizagdo primériado BC

A adicdo da epicloridrina como agente interligante promoveu um aumento no
fluxo de coluna para a maioria dos pontos experimentais, os resultados foram
avaliados por teste t de Student bicaudal e todos apresentaram valor de p << 0,05,
mostrando a sua diferenca estatistica.

O melhor resultado para esta resposta foi o ponto CLCB 7, que apesar de
utilizar a solucdo alcalina mais concentrada ndo apresentou uma modificacdo tédo
significativa em sua estrutura quanto 0s outros pontos que tiveram a mesma
concentracdo de NaOH, pelo fato da temperatura utilizada nesse ponto ser a mais
baixa, 20 °C.

A relacdo obtida entre as respostas do CLCB e seus controles para o

experimento de fluxo colunar ndo se ajustaram corretamente a um modelo linear,
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R2= 0,68; e nem a um modelo quadrético, R2= 0,33; portanto ndo foi possivel estimar
satisfatoriamente a influéncia das variaveis para esta resposta.

A falta de ajuste dos dados pode ser consequéncia do empacotamento
manual das colunas, pois esta acao pode ter originado colunas que nao tinham o

mesmo grau de compactacdo ou mesmo uma distribuicdo uniforme do material.

5.3.2 Remocéao de Lignina e Hemicelulose

A remocao tanto de lignina soluvel, quanto de hemicelulose no processo de
derivatizacdo foi avaliada para todos 0s pontos experimentais e seus respectivos
controles. A resposta encontrada para lignina esta representada na figura 21, onde
foi admitido uma variacdo de 5% para os valores obtidos, uma vez que néo foi

possivel realizar uma triplicata do experimento.
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Figura 21 - Lignina soltvel removida durante a derivatizagdo primaria do BC em % (m/m)
NOTA: As barras de erro representam intervalo de 5% na variagdo dos dados.
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Os resultados foram avaliados por teste t de Student bicaudal e houve
diferenca significativa (p < 0,05) para os pontos CLCB 1, 2, 3, 4, 5.2 e 9. Para 0s
demais ndo houve uma diferenca significativa para os valores de lignina soluvel
liberada. Apenas nos pontos CLCB 1, CLCB 2, CLCB 3 (NaOH 1 % m/m), e no
pontos CLCB 9 (NaOH 10 % m/m) houve uma reducéo significativa com a adicao do
interligante, e dentre esses o melhor resultado foi o ponto CLCB 3 onde a reducéo
foi da ordem de 3,3 vezes.

Como os dados de remocéo de lignina foram muito variaveis, optou-se por
analisar somente a resposta de remocéo de hemicelulose pelo planejamento fatorial.

A figura 22 apresenta a quantidade média de acuUcares totais removidos que
representa a remocéo de hemicelulose durante a derivatizacdo do BC.
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Figura 22 - AcuUcares totais removidos durante a derivatizagdo primériado BC

Os resultados foram avaliados por teste t de Student bicaudal e todos
apresentaram valor de p < 0,05, o que indica uma diferencga significativa entre o

resultado dos experimentos e seus controles.
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Claramente os controles que ndo contavam com o reagente responsavel por
realizar o interligamento dos componentes do BC, apresentaram uma maior
liberacdo de acucares &lcali soluveis. I1sso sugere que 0s experimentos em que a
epicloridrina foi adicionada a reacao de crosslinking, e a formacéo do CLCB ocorreu.

A maior reducdo ocorreu no ponto CLCB 9, em que a quantidade de acucar
liberado foi reduzida em 14%, mas a maior redugao proporcional ocorreu no ponto
CLCB 3, em que a quantidade de acucar liberado reduziu 2,6 vezes (de 8,6 % para
3,3 %).

Para analisar o planejamento fatorial para resposta de liberacdo de
hemicelulose utilizou-se a relacdo da reducdo de liberagdo entre o controle e o
CLCB em cada ponto, ou seja, quantas vezes o experimento com epicloridrina foi
capaz de reduzir a remocéao de hemicelulose em relacdo ao controle. Foi possivel
observar uma correlacdo linear de R?2 = 0,85 e R-Ajustado = 0,82. Conforme
mostrado na Tabela 10, a ANOVA néao foi significativa apenas para a concentracéo
de NaOH (3). Para as demais variaveis a significancia foi confirmada com valores de
F124> 5,72 e p<0,05, ou seja, para as interacdes secundarias entre a temperatura e
o volume de NaOH (1*3), entre a temperatura e o tempo (1*2) e entre o tempo e 0
volume de NaOH (2*3), além das variaveis temperatura e tempo isoladamente.
Ressaltando que a variavel temperatura do experimento foi a mais significativa, com
o valor de F foi bem acima do tabelado e valor de p < 0,0001, indicando grande

influéncia na resposta de reducéo na liberacdo de hemicelulose.

Tabela 10 - ANOVA para ajuste linear do planejamento 3** para a derivatizacdo do bagaco de
cana na resposta de reducdo na remoc¢ado de hemicelulose

Fatores SQ G.L. MQ F p
(1) Temperatura (°C) 2,05 1 2,05 240,57 0,0000
(2) Tempo (h) 0,13 1 0,13 15,49 0,0006
(3) Conc. NaOH (% m/m) 0,02 1 0,03 2,95 0,0988
1*2 0,17 1 0,18 20,62 0,0001
1*3 0,14 1 0,14 16,89 0,0004
2*3 0,04 1 0,04 4,29 0,0495
Falta de Ajuste 0,24 2 0,12 13,92 0,0001
Erro Puro 0,20 24 0,01
Total SQ 2,93 32

A significancia dos efeitos, calculada a partir do erro padrdo, de primeira

(0,04) e de segunda ordem (0,06) multiplicado pelo valor de tiapo 9524 = 2,064 resulta
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em 0,08 e 0,12 de reducéo de remocao de hemicelulose, respectivamente. A partir
destes valores observa-se claramente na Figura 23 que o efeito mais importante
para a reducédo da remocao de hemicelulose foi a temperatura (°C), quando elevou-
se a temperatura do menor para 0 maior valor a reducdo da liberagdo de

hemicelulose diminui 0,67 vezes.

(1) Temperatura :

(2) Tempo

2+3 |

(3) NaOH :

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Estimativa de Efeitos

Figura 23 - Estimativa dos efeitos para a reducéo na liberac@o de hemicelulose para o CLCB
NOTA: Valores significativos representados pelo asterisco e acimade 0,08 e 0,12 para os
efeitos primérios e secundarios, respectivamente.

A variavel concentracdo de NaOH nao foi significativa para esta resposta,
onde observou-se mais claramente a influencia das variaveis para a reducdo na

remocao de hemicelulose a partir do grafico de médias apresentado na figura 24.
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Figura 24 - Grafico das médias de hemicelulose removida na derivatizacdo primaria do BC

As médias para reducdo da liberacdo de hemicelulose foram menores na
temperatura de 60 °C comparadas as médias obtidas em 20 °C. Segundo esse
grafico a maior reducdo seria obtida em um experimento a 20 °C, utilizando uma
solucédo de NaOH 5,5 % por 24 horas.

Foi ainda gerado o grafico de contorno para os fatores de maior influéncia na
resposta, para uma facil avaliacdo das suas contribuicdes e relacdes, o gréfico esta
representado na figura 25. Observa-se que a reducdo da liberacdo da hemicelulose
€ beneficiada por temperaturas menores e tempos maiores de reacdo. Para as
temperaturas entre 35 e 55 °C, o tempo ndo apresentou grande influencia na

resposta.
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Figura 25 - Gréafico de Contorno para a redugao na remoc¢ao de hemicelulose

5.3.3 Teste de Resisténcia a Hidrolise Enzimatica
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O teste de resisténcia a hidrolise enzimatica foi realizado para todos os

pontos do planejamento experimental e seus respectivos controles, foram calculadas

as porcentagens de hidrélise para os tempos de 2, 24, 48 e 72 horas de incubacéo,

os resultados obtidos estdo apresentados na figura 26.
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Figura 26 - Teste de degradabilidade enzimética dos materiais em porcentagem de hidrélise

Assim como Laszlo (1998) em seu trabalho, também se verificou que o cross-
linking dos componentes do BC com a epicloridrina diminuiu significativamente sua
biodegradabilidade, o interligamento pode afetar a porosidade superficial e diminuir o
grau de penetracdo das enzimas no substrato. Os resultados foram avaliados por
teste t de Student bicaudal e todos apresentaram valor de p << 0,05, mostrando
diferenca estatistica entre a biodegradabilidade do CLCB e de seus controles.

Para a analise do planejamento fatorial foi usada a resposta para a
biodegradabilidade em 72 horas de incubacédo. As médias obtidas para esse tempo

estdo apresentadas na figura 27.
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Figura 27 — Degradabilidade enzimética das amostras em porcentagem de hidrolise apés 72
horas de incubacé&o

Para analisar o planejamento fatorial para a resposta de biodegradabilidade
acelerada utilizou-se novamente a relacdo de reducdo da degradabilidade
provocada pelo cross-liking comparado a seu controle, ou seja, quantas vezes 0
percentual de hidrélise foi reduzido pela reacdo de interligamento. Foi possivel
observar uma correlacdo quadratica de R2 = 0,89 e R-Ajustado = 0,88. Conforme
mostrado na Tabela 11, a ANOVA foi significativa para a interacdo secundaria entre
a temperatura e o tempo de reacao (1*2) e para as variaveis isoladas. As interacoes
guadraticas secundarias entre temperatura e concentracdo de NaOH (1*3) e tempo
e concentracdo de NaOH (2*3) foram consideradas redundantes pelo programa
Statistica. A significancia das variaveis e interacfes foi confirmada com valores de
F124> 5,72 e p < 0,05.

Tabela 11 - ANOVA para ajuste quadratico do planejamento 3** para a derivatizacdo do bagaco
de cana na resposta de reduc¢ao da biodegradabilidade

Fatores SQ G.L. MQ F p
(1) Temperatura (°C) 53,26 1 53,26 1493,16 0,0000
(2) Tempo (h) 0,23 1 0,23 6,50 0,0176
(3) Conc. NaOH (% m/m) 1,57 1 1,57 44,16 0,0000
1*2 0,31 1 0,31 8,69 0,0070
Falta de Ajuste 6,72 4 1,68 47,09 0,0000
Erro Puro 0,86

24 0,04
Total SQ 70,04 32
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A significancia dos efeitos, calculada a partir do erro padréo, de primeira
(0,07) e de segunda ordem (0,11) multiplicado pelo valor de tano,9s24 = 2,064 resulta
em 0,14 e 0,22 respectivamente. A partir disto se observa na Figura 28 que o efeito
mais importante para a reducdo da hidrolise enzimatica foi a temperatura do
experimento, seguido da interagdo entre temperatura e tempo de reacao (1*2). Ja a
variavel concentracdo de NaOH (% m/m) contribui significativamente para um
aumento da biodegradabilidade do CLCB, que pode ser ocasionada por uma

diminuicéo da efetividade do interligamento.

Temperatura (1)

Conc. NaOH (3)

1*2

Tempo (2)

-0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0 25 3,0 3,5

Estimativa dos Efeitos

Figura 28 - Estimativa dos efeitos para a reducao da biodegradabilidade do CLCB
NOTA: Valores significativos representados pelo asterisco e acimade 0,14 e 0,22 para 0s
efeitos primarios e secundarios, respectivamente.

Foi possivel observar o comportamento da interacdo entre as variaveis mais
significativas através da superficie de resposta representada na figura 29, que foi
gerada para o tempo de 15 horas. A reducéo na biodegradabilidade foi maior em
temperaturas menores, independentemente da concentracdo de alcali utilizado.
Quando se fixa uma concentracdo qualquer se observa que o0 aumento da

temperatura dificulta a reducdo da resisténcia a hidrolise enzimatica.
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Figura 29 - Superficie de resposta para a reducao da hidrélise apés derivatizacdo do BC

5.3.4 Monitoramento da eficiéncia da derivatizacéo

Além dos testes anteriormente descritos e analisados, realizou-se o espectro
de FTIR do CLCB e seus controles para verificagdo da mudanca estrutural das
amostras.

Os espectros de FTIR na regido de 4000-650 cm™ para os CLCB 3 e CLCB
5.2, seus controles e controles de BC nativo sdo apresentados na figura 30 e figura
31 respectivamente. Apesar do tratamento de mercerizacdo e derivatizacao sofrido
pelo BC foi dificil observar algumas alteragbes como a remocao de lignina e
hemicelulose ou a modificacdo na estrutura da celulose.

Possivelmente através da preparacdo de pastilhas de KBr com amostra de

CLCB e BC micropulverizados, a resolugéo dos espectros pudesse melhorar e as

diferencas ficassem mais visiveis. Contudo, como ndo teve-se acesso a um
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equipamento necessario para a micropulverizacdo das amostras de BC nao foi

possivel realizar o pastilhamento.

——CLCB5.2 ——Cont.5.2 BC Nativo
1600 1514 1248  g40 _ 14
1730
- 100
\— 90 -
S
8
- 80 9
P
- 70 £
[=
o
- 60 ol
- 50
T T T T T T T T T T 40
3950 3650 3350 3050 2750 2450 2150 1850 1550 1250 950 650
Numero de onda (cm?)
Figura 30 - Espectro de FTIR do CLCB 5.2, Controle 5.2 e BC Nativo
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Figura 31 - Espectro de FTIR do CLCB 3, Controle 3 e BC Nativo
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Os picos destacados em 1600, 1514 e 1248 cm™ séo tipicos da presenca de
lignina e através deles foi possivel observar a remocdo deste material durante os
experimentos de mercerizacdo e derivatizacdo em relacdo ao BC nativo. As
alteracdes nos picos 1730 e 840 cm™ podem indicar a mudanca da estrutura da
celulose (GURGEL, 2007).

Portanto, este trabalho de monitoramento analitico das perdas processuais
durante a derivatizacdo com epicloridrina do bagaco de cana mostrou-se importante
no que diz respeito a uma nova aplicacdo industrial deste subproduto da industria
canavieira. Cabe ainda salientar que, embora bem explorado o uso de bagaco
integral para aplicacdbes semelhantes na literatura, a questdo das perdas
processuais aqui exploradas e quantificadas ndo esta relatada na mesma,
assumindo tais autores a sintese quimica de bagaco trocador iénico quando de fato
deviam se referir a celulose residual de bagaco de cana entdo derivatizada.

Através da analise estatistica dos resultados pode-se definir uma combinacéo
das melhores condi¢cbes para reducao das perdas materiais e da hidrolise que traria,
teoricamente, as condicdes mais efetivas para a reacdo de interligamento seria,
portanto, temperaturas menores (20 °C), tempo de reacdo mais prolongado (24 h) e
concentracbes de NaOH menores ou intermediarias (1 - 5,5 %). Estes resultados
sao interessantes sob o0 ponto de vista industrial uma vez que temperaturas menores
representam menor gasto energético, e as concentracbes de alcali menores

proporcionam menor volume de reagente gasto e menor custo para o processo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

e Através do primeiro planejamento experimental no processo de mercerizagao
do bagaco de cana (BC) nativo observou-se que a concentracdo de NaOH se
mostrou de maior influéncia frente aos demais fatores (tamanho das particulas e
volume de solucao alcalina), na avaliacdo das perdas materiais (e.g. hemicelulose) e
também no teste de resisténcia enzimatica.

e O experimento de derivatiza¢do primaria proposto para promover a formacéo
do cross-linking entre os componentes do BC utilizando a epicloridrina como agente
interligante foi eficaz, pois reduziu as perdas materiais de hemicelulose em até 2,6
vezes, sendo que a andlise do planejamento mostrou que o fator temperatura teve
maior influéncia na reducdo das perdas processuais, indicando que as condi¢des
ideais para o experimento se ddao com temperaturas menores por um tempo mais
prolongado.

e O teste de resisténcia a hidrélise enzimatica, ou seja, de biodegradabilidade
acelerada, apresenta um grande indicio da ocorréncia do cross-linking entre os
componentes do BC, uma vez que a biodegradabilidade do material interligado
apresentou uma grande reducdo em relacdo aos controles de até 6 vezes, A
condicdo em que esta resposta teria a maior reducao para qualquer tempo seria em
temperaturas menores e concentracdo de NaOH baixa. Uma combinacdo das
melhores condicbes para reducdo das perdas materiais e da hidrélise que traria,
teoricamente, as condi¢cdes mais efetivas para a reacdo de interligamento seria,
portanto, temperaturas menores (20 °C), tempo de reacdo mais prolongado (24 h) e
concentracfes de NaOH menores ou intermediarias (1 - 5,5 %).

e As analises do FTIR indicaram alteracdes nos picos de 1600, 1514 e 1248
cm™ referentes a lignina.nas amostras e seus controles analisados dos pontos do
CLCB 3 e 5.2, que foram tratadas respectivamente com 1 e 5,5% de NaOH, e 60 e
40 °C, ambas nos tempos de 15 h.

e Este trabalho de monitoramento das perdas processuais durante a
derivatizag&do com epicloridrina do bagaco de cana mostrou-se importante no que diz
respeito a uma nova aplicacdo industrial deste subproduto da industria canavieira.
Cabe ainda salientar que, embora bem explorado o uso de bagaco integral para

aplicacoes semelhantes na literatura, a questdo das perdas processuais aqui
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exploradas ndo esta relatada na mesma, assumindo tais autores as modificacfes
quimicas de bagaco quando de fato deviam se referir a celulose residual de bagaco
de cana entéo derivatizada.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

e Monitorar a ocorréncia da reacdo de interligamento através de técnicas
analiticas mais sofisticadas como ressonancia magnética nuclear (RMN),

analises térmicas, espectrometria de massas, entre outras.

e Avaliar a capacidade do CLCB em receber derivatizagbes secundarias como
a insercdo de novos grupamentos idnicos (Carboximetilagdo — CM" ou
Dietilaminoetilagdo — DEAE") ou hidrofébicos (C8, C10 ou C12).

e Avaliar o grau de substituicdo das hidroxilas do substrato comparativamente a

capacidade deste no tratamento de efluentes de industriais.

e Prospectar algum destino interessante para o caudal de hemicelulose e

lignina solubilizado.
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APENDICES

APENDICE A — Curva analitica para determinacdo de acUlcares totais

Xilose:

/ . Absorc¢éo
ug/ensaio (480 nm)
10 0,405
20 0,833
30 1,197
40 1,612
50 2,041
2,50
y = 0,0406x
R2=0,9993
2,00 / >
8 150
S
< 1,00 /
0,50 e
0,00 T T T T T 1
10 20 30 40 50 60
ug/ensaio
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Sacarose:

Média
ug/ensaio Leitura
(490 nm)
10 0,121
20 0,264
30 0,379
40 0,515
50 0,675

Absorgao
S © 0 ©°o ©o o o ©°
o = N w £~ (0] (o)} ~ (0]
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APENDICE B — Curva analitica para determinacdo de acglcares redutores

Glucose:

2 | s
¢ . (540 nm)
ensalo
0,2 0,160
0,4 0,378
0,6 0,524
1,0 0,922
15 1,375
1,600
y =0,9141x
1,400 R?=0,9985 /
1,200
o 1,000 /
]
&
o 0,800
@
Q2
< 0,600 /
0,400 /
0,200 r S
O'OOO T T T T T T T 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

mg de Glucose
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ANEXOS

SIGMA-ALDRICH - FICHA DE INFORMACOES DE SEGURANCA DE PRODUTOS
QuiMICOS



