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Anadlise Quimica da Biomassa

Patricia Verardi Abdelnur
Clenilson Martins Rodrigues

Devido a grande diversidade de biomassa disponivel, é
necessario e essencial realizar estudos analiticos para melhor
compreender a composi¢ao quimica da mesma, além das suas
propriedades fisico-quimicas. Esta etapa analitica é primor-
dial para que se possa escolher a biomassa adequada para um
determinado processo e, como consequéncia, obter o produ-
to final desejado com rendimentos economicamente vidveis
(SLUITER et al., 2010). Um exemplo é no caso da produgéo de
etanol, onde é necessdrio que a biomassa tenha altos teores de
carboidratos, pois os agtcares serdo consumidos no processo
de fermentacao.

Uma breve revisao de alguns processos de conversao deve
ser aqui considerada. Para o processo de produ¢ao de biocom-
bustiveis a partir da pirdlise, o bio-6leo é o produto formado de
maior interesse, pois ¢ um liquido rico em hidrocarbonetos, com
potencial de ser convertido a combustivel liquido e substituir o
diesel e a gasolina (JARVIS et al., 2012). Neste caso, é desejavel
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que a biomassa tenha grande quantidade de compostos fendlicos
(provenientes da lignina), uma vez que estes possuem maior po-
der calorifico, sendo mais eficientes no processo de combustao.

Para a producio de biodiesel, a composi¢do quimica da
biomassa influencia diretamente no produto gerado. O biodie-
sel é produzido principalmente pela transesterificacao metilica
dos triacilglicerideos (TAG), presentes na matéria-prima (gor-
dura animal ou 6leo vegetal). A distribuigdo de 4cidos graxos
em TAG varia substancialmente de acordo com a materia-pri-
ma utilizada, em termos do comprimento da cadeia e dos niveis
de insaturacdo. Altera¢des na composigdo da mistura resultante
dos ésteres metilicos dos 4dcidos graxos (FAME), produto final
de maior interesse, influencia nas propriedades fisico-quimicas
do biodiesel, podendo comprometer sua eficiéncia como com-
bustivel, como por exemplo, nos pardmetros de corrosividade,
viscosidade e estabilidade (ABDELNUR et al., 2008).

Com base nestas informacoes fica claro que o entendimen-
to da composicao original da biomassa é um fator chave em apli-
cacOes industriais, uma vez que 0s rendimentos, a composi¢ao, a
estrutura e outras propriedades dos produtos sdo influenciadas
pelas propriedades da matéria-prima (GOMEZ et al., 2007).

Na atualidade, diversos métodos vém sendo utilizados para
a analise composicional e a caracterizagao de biomassa, desde os
considerados tradicionais, baseados em andlises mais robustas,
até aqueles que utilizam técnicas avangadas. Neste contexto, di-
versos métodos e técnicas empregados na analise e caracterizagao
da biomassa serio apresentados ao longo deste capitulo.

De modo a facilitar o entendimento do capitulo, devemos
considerar a seguinte nomenclatura utilizada na quimica ana-
litica (VAZ JUNIOR; SOARES, 2012):
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« A técnica analitica utiliza-se de um fenomeno fisico
ou quimico para a identificagao ou quantificagdo de
um composto quimico de interesse (analito);

« O método analitico aplica a técnica analitica para a
determinacio do composto em um meio especifico
(matriz analitica);

o O procedimento é um conjunto de detalhamentos téc-
nicos para a aplicagio de um método analitico em
uma amostra de interesse, considerando-se a amos-
tragem, a elimina¢do de interferentes e a validacao
dos dados obtidos;

« O protocolo é um conjunto de orientagoes detalhan-
do os procedimentos que deverao ser seguidos para
que os resultados sejam aceitos por uma agencia ou
6rgao regulador, baseando-se em uma legislagdao ou
norma existente.

Cabe ressaltar que quanto ao uso, as analises quimicas
sio empregadas para fins de identificagdo, quantificacdo ou
caracterizagdo. A identificagdo tem por finalidade observar a
presen¢a do composto quimico em uma matriz (ex.: presenga
de furfural no meio aquoso de rea¢do); a quantificagdo deter-
mina a concentracdo do composto presente (ex.: concentragao
de sacarose em caldo de cana-de-agucar), enquanto que a ca-
racterizagao determina preferencialmente o comportamento
do composto frente a um fendomeno fisico ou quimico (ex.:
bandas de absorcdo na regiao do infravermelho médio) (VAZ
JUNIOR; SOARES, 2012).

Analise Quimica da Biomassa
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Como ja comentado no primeiro capitulo desta obra, a
aplicagdo dos principios da quimica verde é de grande rele-
vancia para uma quimica menos agressiva ao meio ambiente;
nesse sentido, tais principios devem ser observados no de-
senvolvimento e no uso dos métodos de andlise quimica da
biomassa.

Técnicas analiticas tradicionais aplicadas a biomassa ligno-
celulosica

A biomassa lignoceluldsica é composta majoritariamente
por celulose, hemicelulose e lignina e se destaca em termos
de produgao em relagao as demais classes da biomassa vegetal
— oleaginosa, amildcea e sacaridea, j4 que ela é formada pe-
los polimeros naturais constituintes da estrutura morfoldgica
dos vegetais. No entanto, existem outros compostos presentes
em menor quantidade, os quais podem ser classificados como
cinzas, extrativos, entre outros (Figura 1).

M celulose
m hemicelulose
W lignina

W outros

Figura 1. Composigao massica (% m/m) da biomassa lignocelulédsica. Fon-
te: adaptado de Hon e Shiroshi (2001).
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Com base na Figura 1, considera-se, de forma geral, que

os compostos quimicos presentes em maior quantidade na
biomassa sao os polimeros derivados de carboidratos (ce-
lulose e hemicelulose) e lignina. A celulose ¢ um polimero
composto por unidades monoméricas de acgucares de seis
carbonos (hexoses); a hemicelulose ¢ um polimero ramifica-
do constituido de agticares de cinco carbonos (pentose) e de
seis carbonos (glicose). A lignina pode ser descrita como um
polimero fenolico complexo.

Apesar da presenca e quantidade destes agucares variarem
de acordo com a biomassa analisada, o agicar mais abundante
nos diferentes tipos de material é a glicose, seguida pela xilose
(ALMEIDA et al., 2011). Por exemplo, no baga¢o de cana-de-
-agucar glicose e xilose podem representar, respectivamente,
até 62% m/m e 33% m/m dos agucares totais deste material
(FERREIRA-LEITAO et al., 2010).

Para utilizar esses trés componentes da biomassa ligno-
celuldsica como matéria-prima para a produc¢do de produtos
de maior valor agregado, tais como biocombustiveis, mate-
riais e produtos quimicos, é essencial avaliar a composi¢do
quimica das fracoes liquidas dos processos de hidrolise de
biomassa e a distribuicdo molecular dos carboidratos e fe-
nois presentes na matriz analitica.

A disponibilidade de técnicas e métodos empregados na
determinac¢ao da composi¢ao quimica dos mais diversos tipos
de biomassa é de extrema importancia em estudos que pre-
conizam a valoriza¢do dos materiais lignocelulésicos (GOU-
VEIA et al., 2009).

Analise Quimica da Biomassa H

53



Determinagado do teor de celulose, hemicelulose e lignina

A determinagao de celulose, hemicelulose e lignina (Figura
2) vem sendo realizada a partir de métodos propostos por labo-
ratorios de referéncia mundial. Tais métodos sio considerados
oficiais por muitas organizagoes e institui¢cdes. A principal van-
tagem € o fato deles estarem bem estabelecidos e validados.
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Figura 2. Estrutura quimica dos principais polimeros constituintes da

biomassa vegetal: a) celulose; b) hemicelulose; e ¢) lignina.

O Laboratorio Nacional de Energia Renovavel dos Esta-
dos Unidos da América (NREL - National Renewable Energy

54

Biomassa para Quimica Verde




.

Laboratory) possui procedimentos reconhecidos, os quais sao
aplicados na determinagdo de diversos compostos presentes
na biomassa, como por exemplo, cinzas, carboidratos, ligni-
nas, acticares, subprodutos, produtos de degradagao, inibido-
res, entre outros. Esses métodos sio baseados em processos de
hidrolise 4acida e necessitam de vdrias etapas sequenciais para
fazer a andlise composicional total da biomassa. Sao laborio-
sos, muitos deles morosos e que necessitam de muita atengao
aos detalhes dos procedimentos laboratoriais.

O NREL desenvolveu um sistema para coordenar os pro-
cessos e obter a andlise completa da biomassa. Os métodos
analiticos desenvolvidos estio disponiveis em publicagoes e
sio chamados LAPs (Laboratory Analytical Procedures) (SLUI-
TER et al., 2010; TEMPLETON et al., 2010).

Os LAPs do NREL sio divididos em: “Fechamento da Mas-
sa Somativa’; “Preparacdo de Amostras para Andlises Compo-
sicionais”; “Determinacao dos Solidos Totais em Biomassa e
S6lidos Totais Dissolvidos em Amostras Liquidas do Processo’;
“Determinacao de Extrativos em Biomassa”; “Determina¢ao de
Cinzas em Biomassa’; “Determina¢ao de Composi¢ao Protei-
ca em Biomassa’; “Determinacdo de Carboidratos Estruturais e
Ligninas em Biomassa” (SLUITER et al., 2010). Tais publicagoes
podem servir como documentos orientadores durante a realiza-

cao de andlises quimicas da biomassa.
Determinacado do perfil de acticares
Existem alguns métodos oficiais que abordam o moni-

toramento de acucares (mondmeros) e, dentre eles, o NREL
preconiza o emprego de protocolos validados baseados em
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analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC,
High Performance Liquid Chromatography) acoplada com de-
tector de indice de refracao (RID, Refractive Index Detector)
(SLUITER et al., 2008a).

Durante certos pré-tratamentos da biomassa, uma porgao
desses polissacarideos é hidrolisada e agtcares sao disponibili-
zados no meio liquido. Esse método ¢ usado para determinar
tanto a quantidade total de carboidratos liberada em solugao,
quanto a quantidade de agiicares monomeéricos. Se os agucares
estdo presentes na forma oligomérica, € necessdrio realizar um
processo preliminar para transformd-los nas formas mono-
méricas antes das andlises por HPLC.

Tratamentos por dilui¢ao acida e hidrdlise enzimadtica sdao
os procedimentos mais empregados atualmente. A hidrolise
por dilui¢ao acida é considerado o procedimento mais rapido,
conveniente e barato, mas resulta no acimulo de compostos
que possuem caracteristicas inibidoras de fermentagao, tais
como furfural, hidroxi-metilfurfural (HMF) e outros deriva-
dos fenolicos. Esses compostos, dependendo de suas concen-
tracoes no meio de fermentag¢ao, podem inibir a microbiota e,
como consequéncia, diminuirem a taxa de crescimento espe-
cifica, afetando o rendimento celular.

Tendo em vista que a porgdo liquida pode conter tam-
bém produtos de degradacao de carboidratos, tais como
HMEF e furfural, bem como outros componentes de interesse,
como acidos organicos e polidis (polialcodis: xilitol, manitol,
glicerol, etc.), esse método ¢ usado para determinar o teor
desses produtos de degradacdo e subprodutos, sendo que to-
dos esses componentes sdao analisados por HPLC-RID, me-
todologia que serve também para determinar os parametros
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ideais dos processos de produ¢dao ou para monitorar as eta-
pas dos mesmos.

A Figura 3 ilustra os compostos que podem ser formados
a partir da degradacao de celulose e hemicelulose.

( Celulose J [Hemicelulose J
& $

V% [ Acucares totais J "

(mono e oligossacarideos)

Celobiose Furfural e HMF
(Dissacarideo) J & (Produtos de Degradag¢ao)
Glicose Pentose
(Monossacarideo) (Monossacarideo)

N

Poliois
(Xilitol, Manitol, Glicerol)

Figura 3. Compostos quimicos gerados apos a degradagao da celulose
e da hemicelulose.

Determinagao do perfil de ligninas

A lignina ¢ composta por unidades monoméricas de fe-
nilpropandides, conhecidas como p-hidroxifenil (H), guaiacil
(G) e siringil (S), originarias de trés principais precursores: al-
cool trans-p-cumarilico; dlcool trans-sinapilico e dlcool trans-
-coniferilico, respectivamente (Figura 4).
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Ligninas sao produzidas por catalise enzimatica, via pero-
xidase/H,O, com a polimerizagdo dos trés monolignéis (H, G
e S) (GRABBER et al, 1997). A polimerizacio dessas subuni-
dades conduz a formacao de trés tipos de ligninas. O primeiro
monolignol (com dois grupos metoxilas) é chamado de unidade
siringil (S). O segundo (com um grupo metoxila) é uma unidade
guaiacil (G) e a terceira unidade é um derivado do p-hidroxi-
fenilpropano (H) (WHITE et al,, 2011). O teor de lignina em
material celulésico pode variar de 22,7 a 25,8% m/m e a razio
S/G pode chegar a valores entre 1,8 € 2,3 (DAVISON et al., 2006).

CH,OH CH,0H CH,OH
HC < HC B\ HC
N cH N cH N cH
a
HsCO OCHj3 OCH3
OH OH OH

Figura 4. Alcoois precursores das unidades fenilpropanéides guaiacil, si-
ringil e p-hidroxifenil: dlcool coniferilico (G); dlcool sinapilico (S); dlcool
p-cumarilico (H), respectivamente — em ordem da esquerda para a direita.

Em aplica¢des industriais, a lignina diminui o branque-
amento (clareamento) no processo de producio de papéis e
interage com diversos aditivos empregados na producao dos
mesmos. No entanto, a lignina é considerada favoravel em al-
guns processos de polpa¢do, onde a sua retencdo aumenta o
rendimento da polpa de celulose (BARBOSA et al., 2008). A
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polpacao quimica da celulose ¢ empregada quando uma efeti-
va deslignifica¢do € necessdria e o cozimento Kraft (hidroxido
de sédio + sulfeto de s6dio) é o processo predominante (GO-
VENDER et al., 2009).

A razdo S/G, presente em material lignoceluldsico, ¢ conhe-
cida como um parametro significante no processo de deslignifi-
cacao e resultados recentes evidenciaram que essa razao pode ser
empregada na determinacdo da quantidade de etanol que pode
ser produzida em processos de fermentac¢ao durante a obtencao
de etanol de segunda geragao (GOVENDER et al., 2009).

Estudos mostram correla¢ao entre a producdo de etanol
com o teor de lignina presente em biomassa. Por exemplo, em
experimentos, em que se usa acido sulfurico diluido para hi-
drolisar celulose a partir de espécies de eucalipto, foi consta-
tado que o aumento da producao de xilose também esta rela-
cionado ao aumento da razao S/G (BOSE et al., 2009). Desta
forma, a razdo S/G é uma informacao de extrema importan-
cia e serve como referéncia para processos de producdo, tanto
para fabricacao de papel, quanto para outras aplicagoes, como
a producdo de etanol de segunda geracao.

Viarios métodos analiticos tém sido utilizados para estu-
dar a estrutura da lignina. No entanto, o método padrao mais
utilizado para determinar as proporc¢oes S e G é a oxidagao por
nitrobenzeno em meio alcalino. Porém, este procedimento re-
quer andlises longas e o consumo de grandes quantidades de
reagentes (LIMA et al., 2008).

Métodos espectroscopicos utilizando as espectroscopias
de absor¢ao na regidao do infravermelho (FTIR, Fourier Trans-
form Infrared) e de ressonancia magnética nuclear (RMN)
também sdo utilizados para determinar a razao S/G. No
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entanto, ¢ dificil definir esta razdo com precisio devido a baixa
sensibilidade, baixa resolugao dos espectros e a necessidade da
extra¢do da lignina da madeira (BARBOSA et al., 2008).

A pirolise acoplada a cromatografia gasosa e espectro-
metria de massas (py-GC-MS, pyrolisis-Gas Chromatography-
-Mass Spectrometry) (RALPH; HATFIELD, 1991; LIMA et al.,
2008; BARBOSA et al., 2008) e a pirolise acoplada a espectro-
metria de massas com feixe molecular (py-MBMS) (EVANS;
MILNE, 1987; SYKES et al., 2008; HU et al., 2010) vém mos-
trando-se como técnicas alternativas e interessantes para estu-
dos de amostras poliméricas, como a lignina, a partir da quan-
tificacdo da razao S/G.

Essas técnicas apresentam vantagens de ndao requererem
preparo de amostra, usar pequena quantidade e as analises se-
rem rapidas e altamente sensiveis para caracterizar as estrutu-
ras quimicas da lignina (BARBOSA et al., 2008). Na técnica de
py-GC-MS, aproximadamente 100 pg de amostra sao coloca-
dos em um pequeno recipiente de platina, o qual é inserido em
um tubo de quartzo dentro do pirolizador. A pirdlise ocorre a
alta temperatura (aproximadamente 550°C) e por pouco tem-
po (cerca de 10 s). Os produtos da pirdlise sdao transferidos
para o GC pelo proprio gas de arraste (hélio). Ao entrar na
coluna sao separados e detectados por EI-MS (Electron Spray-
-Mass Spectrometry), a uma energia de 70 eV, e 0os compostos
sao identificados apds a comparagao com os espectros da bi-
blioteca do equipamento. Estimativas das concentra¢des po-
dem ser realizadas com base nas dreas dos picos, e a razio S/G
pode ser calculada dividindo a soma dos picos referentes as
unidades siringil (4-etilsiringol, 4-vinilsiringol, homosirin-
galdeido, acetosiringona, siringilacetona) pela soma dos picos
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referentes aos derivados guaiacil (guaiacol, 4-metilguaiacol,
4-vinilguaiacol, vanilina) (LIMA et al., 2008).

Para a técnica de py-MBMS (pyrolisis-Molecular Beam-
-Mass Spectrometry), aproximadamente 20 mg da amostra sao
colocados em um tubo de quartzo, o qual é inserido no piroli-
zador, que esta acoplado ao espectrometro de massas. O proce-
dimento de pirolise ¢ 0 mesmo descrito para py-GC-MS, com a
diferenca de que os compostos proveniente do pirolizador en-
tram em contato com um feixe molecular (energia de 22,5eV) e
passam para o quadrupolo, gerando um espectro de massas no
modo positivo, e neste caso ndo ha separagdo cromatografica
prévia. A razdo S/G é estimada pela soma das intensidades dos
picos de siringil (siringol, etilsiringol, 4-metil-2,6-dimetoxife-
nol, siringaldeido, 4-propenilsiringol, aldeido sinapilico e dlcool
sinalilico) dividido pela intensidade dos picos guaiacil (guaia-
col, etilguaiacol, metilguaiacol, vinilguaiacol, alil-proenilguaia-
col, aldeido coniferilico) (HU et al., 2010).

Andlise composicional da biomassa

A andlise composicional da biomassa pode ser divida em
vérias etapas, dentre elas destacam-se a determinagao de soli-
dos totais, cinzas, proteinas, extrativos (materiais soltveis de
meio aquoso e em meio organico), carboidratos estruturais,
lignina e amido. Para chegar ao fechamento do balango de
massa de amostras de biomassa ¢ necessario realizar outros
procedimentos em conjunto, muitos deles discutidos em ou-
tros itens destacados ao longo deste capitulo.

Devido a grande variabilidade no teor de humidade
para os diferentes tipos de biomassa, os resultados da andlise
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composicional sao expressos em termos do peso seco. Consi-
derando que o contetido da amostra de biomassa pode variar
rapidamente quando exposto ao ar, normalmente recomenda-
-se dividir a amostra e realizar simultaneamente cada uma das
etapas da analise composicional.

A determinacao de sélidos totais ¢ obtida apos a secagem
da amostra de biomassa a 105°C até peso constante. Se neces-
sario, o teor de umidade pode ser obtido a partir da diferenga
encontrada na amostra original (SLUITER et al., 2008b).

A determinacdo de cinzas pode ser realizada por gravi-
metria e serve para determinar o teor de materiais inorganicos
presentes em amostras de biomassa. Esta informagao ¢ bas-
tante importante, uma vez que altos teores de cinzas podem
comprometer as etapas de hidrélise dcida. Basicamente, o cél-
culo do teor de cinzas leva em conta a razao porcentual da
quantidade de cinzas geradas apos a exposi¢ao da amostra de
biomassa a 575°C por seu peso seco (SLUITER et al.,, 2005a).

Matérias-primas vegetais empregadas na produgdo de
biocombustiveis e produtos quimicos renovéaveis podem con-
ter significativas quantidades de proteina e outros compos-
tos nitrogenados, os quais podem interferir na determinagao
de lignina em andlises subsequentes. A determinagao direta
do teor de proteina é um processo complexo, por essa razao,
proteina em biomassa ¢ determinada de forma indireta e em
termos do teor de nitrogénio. Em muitos casos, este teor € ob-
tido apds a combustio da amostra ou a partir do método de
Kjeldahl, e o teor de proteina ¢ estimado usando um fator de
nitrogénio apropriado (HAMES et al., 2008).

Materiais nao estruturais da biomassa contribuem no ba-
lanco de massa e podem interferir nas etapas de caracterizagao
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de carboidratos e lignina. O processo de remogao destes ma-
teriais ndo estruturais baseia-se em etapas de extracao suces-
siva com etanol e dgua, seguida de quantificagao das por¢oes
extraidas por andlises gravimétricas. A extragdo com etanol €
requisito para todo tipo de biomassa, pois este processo garan-
te, principalmente, a remogao de graxas que podem precipitar
durante a filtracdo na etapa de hidrolise acida. Os constituintes
da por¢ao aquosa normalmente incluem compostos inorgani-
cos, proteinas e diferentes tipos de agucares, especialmente a
sacarose (SLUITER et al., 2005b). Quando necessari, essa por-
cao pode ser analisada seguindo os procedimentos descritos
no item “Determinac¢do do perfil de actcares”.

Carboidratos estruturais e ligninas constituem a maior
porcao da biomassa e a correta determinagao desses consti-
tuintes depende de etapas preliminares de preparo das amos-
tras de modo que estejam disponibilizados para as andlises
subsequentes. Nessa etapa ¢ importante nao haver extrativos
na amostra de biomassa, os quais podem atuar como interfe-
rentes. Normalmente, emprega-se a hidroélise dcida para fra-
cionar a amostra e facilitar o processo de quantificagao (SLUI-
TER et al., 2008c¢).

A lignina fica distribuida tanto no material soltivel quanto
no material insoluvel resultantes da hidrdlise acida. A lignina
soluvel pode ser avaliada por HPLC-PAD (Photodiode Array
Detector) ou por outras técnicas, conforme descrito nos itens
“Determinacao do teor de celulose, hemicelulose e lignina”
e “Determinacdo do perfil de ligninas”. Nessa mesma por-
¢do encontram-se os carboidratos estruturais que podem ser
analisados por HPLC, conforme descrito no item “Determi-
nacao do perfil de agticares”. A lignina insoltvel obtida pelo
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processo de hidrdlise dcida é determinada gravimetricamente.
No entanto, essa por¢ao insoluvel pode conter cinzas e protei-
nas e tais constituintes devem ser descontados durante a ana-
lise gravimétrica (SLUITER et al., 2008¢).

O amido ¢ um polimero de alto peso molecular de for-
ma nao cristalina que consiste de unidades de glicose uni-
das por ligagoes a-glicosidicas que podem gerar duas formas
poliméricas, a amilose e a amilopectina. A determinacio do
teor de amido em amostras de biomassa é realizada a partir
da solubiliza¢ao seguida da digestao enzimatica do amido. O
processo enzimatico garante a hidrolise total do amido a gli-
cose monomeérica que pode ser quantificada por HPLC. Pelo
fato de nao ser uma determinacao direta, é necessario realizar
0 processo de extragao para garantir a elimina¢do dos agtca-
res nao estruturais que podem superestimar o teor de amido
(SLUITER et al., 2008c¢).

Resumidamente, a Figura 5 ilustra algumas das técnicas
e métodos convencionais empregados na etapa de caracteriza-
¢ao de biomassa.

[ BIOMASSA ]
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| |

[ Celulose ] [Hemicelulosej [ Lignina ] [ Cinzas J &oteinas] &trativos]
& + ¢

+ + +

Perfil de Acucares S/G
HPLC-RID py-GC-MS e py-MBMS

Gravimetria

Figura 5. Métodos tradicionais utilizados para caracteriza¢do da biomassa.
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Técnicas analiticas avancadas aplicadas a biomassa

Conhecer a composi¢ao quimica dos diferentes tipos de
biomassa é um fator chave para nortear potenciais usos ou
promover a agregac¢ao de valor a essa matéria-prima. A com-
posicao quimica e as propriedades fisicas e quimicas da bio-
massa podem ser drasticamente alteradas conforme o proces-
so aplicado para desconstrui-la, existindo diversas abordagens
para realizar essa etapa de desconstrugao.

Tradicionalmente, andlises quimicas de componentes in-
dividuais de materiais lignoceluldsicos (por exemplo, agucar
e lignina) tém sido realizadas apds hidrdlise dcida seguida da
determinagao gravimétrica de lignina e determinagao croma-
tografica de agucares, conforme descrito anteriormente no
item “Técnicas analiticas tradicionais aplicadas a biomassa
lignocelulosica” Estes métodos podem gerar dados de alta
precisao, mas sao laboriosos, demorados, com alto consumo
de reagentes quimicos e dispendiosos. Além do mais, nao
permitem que as andlises sejam realizadas com alta frequén-
cia analitica (high-throughput analysis). Portanto, ¢ de grande
importancia o desenvolvimento de métodos e procedimentos
analiticos empregados na rapida caracteriza¢ao da composi-
¢do quimica da biomassa (KELLEY et al., 2004).

Técnicas espectroscopicas, cromatogrdficas e espectromé-
tricas

Algumas técnicas espectroscopicas tém sido utilizadas
para a determina¢do da composi¢do quimica e das proprie-
dades fisico-quimicas de diferentes biomassas. Dentre elas,
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pode-se citar a espectroscopia de infravermelho por trans-
formada de Fourier com reflectancia difusa (DRIFT - Diffu-
se Reflectance Infrared Spectroscopy by Fourier Transform)
(SCHULTZ et al., 1985), a qual determina glicose, lignina e xi-
lose. Outra técnica utilizada é a FTIR, anteriormente comenta-
da (RODRIGUES, et al., 2001). Alguns estudos mostram o uso
das duas técnicas para a andlise quantitativa da composicio de
madeira (MEDER et al., 1999). Ambas as técnicas fornecem
predigdes de alta qualidade sobre a composi¢io quimica de
madeiras e dentre as duas técnicas, devido a facil manipulacdo
da instrumenta¢ao durante as andlises, a DRIFT é recomenda-
da como técnica mais adequada.

Por outro lado, a limitagao destas técnicas consiste no
adequado preparo da amostra. Mesmo no caso da DRIFT,
considerada a técnica mais amigavel, as amostras precisam ser
moidas até formagdo de um pé homogéneo, com as condicoes
de amostragem necessitando de alta representatividade e re-
produtibilidade, o que torna tal etapa bastante critica durante
as andlises (KELLEY et al., 2004).

A NIR (Near Infrared Spectroscopy) pode ser utilizada
para coletar rapidamente espectros de uma ampla variedade
de amostras. Enquanto a DRIFT processa aproximadamente
8-10 amostras/hora, mais de 100 amostras/hora podem ser
processadas por NIR, o que torna essa técnica muito atraente
para anadlises de composi¢do quimica de biomassa. Por conta
da sua versatilidade, essa técnica tem sido utilizada no estudo
de caracterizagao de diferentes tipos de biomassa (MARTIN;
ABER, 1994; KELLEY et al., 2004; TEMPLETON et al., 2009).

As técnicas analiticas de pirdlise, que foram descritas an-
teriormente, tém sido utilizadas para determinar compostos
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especificos e a composi¢do quimica de muitos tipos de bio-
massa. Além da utilizacdo das técnicas de py-MBMS e py-
-GC-MS na determinacdo de lignina em amostras, a partir da
quantificagdo da razao S/G, como descrito em item anterior,
estas podem ser utilizadas para a andlise de varios compostos
presentes nas biomassas. A py-MBMS e py-GC-MS podem ser
utilizadas, por exemplo, para a determinagdo de um conjunto
complexo de produtos e componentes individuais de reagoes
produzidas a partir de pirdlise de madeira (EVANS; MILNE,
1987; AGBLEVOR et al., 1994); e também no estudo da es-
trutura da lignina, e determinagao de lignina e carboidratos,
dentre outras aplicacoes (RODRIGUES et al.,, 1999; [ZUML;
KURODA, 1997).

Devido a especificidade por determinados compostos e
as limitacoes de algumas técnicas, alguns pesquisadores uti-
lizam duas técnicas para testar a eficiéncia de cada uma e,
paralelamente, obter informagoes mais completas a respeito
da composicdo quimica da biomassa, por exemplo, DRIFT e
FTIR (MEDER et al., 1999).

Uma limitacao das andlises por py-GC-MS € que os com-
postos presentes na biomassa podem sofrer degradagao devi-
do a alta temperatura da fonte de pirdlise. Podem ainda ser
formados fragmentos ndo volateis a partir da pirdlise, os quais
niao podem ser detectados por GC-MS (KELLEY et al., 2004).

Para a analise de compostos polares, as técnicas mais in-
dicadas, e que ndao necessitam de pré-tratamentos baseados
em derivatizacdo da amostra, sdo a HPLC e a espectrometria
de massas. Os sistemas de HPLC podem ser acoplados a di-
ferentes detectores, os quais devem ser escolhidos de acordo
com as caracteristicas dos compostos a ser detectados e da
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matriz analitica. Por exemplo, utiliza-se o detector de PDA
para detectar compostos com grupos que absorvam na regiao
do ultravioleta (UV), como compostos aromaticos, carbonila-
dos, etc.; por sua vez, o detector RID é capaz de analisar pra-
ticamente todos os compostos, independente da estrutura dos
mesmos; no entanto, com baixa sensibilidade e seletividade.
O espectrometro de massas, além de ser universal, é sensivel,
seletivo, possui alta precisao e exatidao nas analises, e pode
ser acoplado ao HPLC ou realizar analises introduzindo dire-
tamente a amostra no espectrometro, no modo DIMS (Direct
Infusion Mass Spectrometry).

Atualmente, o avango da instrumentacdo analitica tem
viabilizado cada vez mais a melhoria de parametros relacio-
nados ao aumento da sensibilidade, seletividade e capacidade
de processamento com que as analises de matrizes complexas
sao realizadas.

Para os estudos que necessitam de um nimero de de-
terminagdes muito elevado, ¢ essencial utilizar protocolos de
preparo de amostras, que sdo aqueles métodos oficiais das
ageéncias de controle e utilizados em documentos reguladores,
simples, rdpidos e que possam minimizar a geracio de resi-
duos laboratoriais. Essas mesmas caracteristicas também sdo
esperadas para as técnicas que dardo a informacio analitica
para um determinado estudo.

Nesse sentido, a adaptagao dos atuais métodos emprega-
dos na avaliagao da biomassa as novas instrumentacées, prin-
cipalmente aquelas baseadas em técnicas cromatograficas,
constitui uma promissora alternativa para a implantacio em
centros de pesquisa que necessitam realizar estudos compre-
ensivos e com elevado nimero de amostras.
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A introducio da técnica de cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UPLC, Ultra Performance Liquid Chromatography)
trouxe diversas vantagens sobre a cromatografia convencio-
nal, como a HPLC. Esse aprimoramento possibilita que os
sistemas de UPLC trabalhem com pressoes ate seis vezes su-
periores aos sistemas convencionais e essa capacidade de tra-
balho em altissimas pressdes permitiu a redugao do tamanho
das particulas das fases estaciondrias, bem como do diametro
interno das colunas.

Além do avanco das fases estacionarias, melhorias no siste-
ma de aquisi¢do, compatibilidade com a maioria dos detectores
conhecidos e facilidade no processamento dos dados gerados
constituem carateristicas que viabilizaram o aumento significa-
tivo da resolucdo, da capacidade de separagdo e da detecao dos
analitos durante as analises cromatograficas, incluindo tempos
de aquisi¢ao extremamente curtos (SWARTZ, 2005).

Exemplo desse tipo de aplicagdo pode ser observado
no trabalho apresentado por Yizhe et al. (2008), no qual eles
desenvolveram uma metodologia empregada no controle de
qualidade de 4cidos graxos e ésteres metilicos de acidos graxos
presentes em amostras de biodiesel. Nesse trabalho os autores
usaram a técnica de UPLC acoplada a detector evaporativo de
espalhamento de luz (ELSD, Evaporative Light Scattering De-
tector), sendo possivel determinar, simultaneamente, 11 anali-
tos em apenas cinco minutos.

Caracteristicas similares podem ser levantadas sobre a
cromatografia gasosa convencional e a cromatografia gasosa
rapida ou ultrarrapida (fast-GCee ultrafast-GC). Nestas moda-
lidades, a resolucdo cromatografica pode ser reduzida para um
valor minimo, proximo do limite que nao cause prejuizos na
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etapa de separagdo e identificagdo dos componentes da amos-
tra. Com isso, ha uma reducao consideravel no tempo das ana-
lises (SEQUINEL et al., 2010).

Atualmente, a maioria dos detectores que sdo utilizados
com a cromatografia gasosa cldssica pode ser empregada na
fast-GC ou ultrafast-GC. O requerimento bdsico para que
ocorra o processamento de bandas cromatograficas com lar-
gura de até 50 ms ¢ existir detectores com alta frequéncia de
amostragem, acima de 200 Hz (CRUZ-HERNANDEZ; DES-
TAILLATS, 2009).

Quanto maior a frequéncia de aquisicao, maior serd a
capacidade do detector para responder as mudancas de sinal
provenientes dos compostos que eluem da coluna. Dentre os
detectores usualmente empregados em cromatogratia gasosa,
os detectores de ionizacdao por chama (FID, Flame lonization
Detector) e detector de espectrometria de massas (MS) sao os
de maior aplicabilidade na modalidade fast-GC (CRUZ-HER-
NANDEZ; DESTAILLATS, 2009).

Exemplo desse tipo de aplicagao pode ser observado no
trabalho apresentado por Ficarra et al. (2010), em que diver-
sos métodos de transesterificacdo e esterificacao de dcidos
graxos foram avaliados e os resultados expressos em termos
de andlises de ultrafast-GC-FID com tempo de aquisi¢do in-
ferior a 2 minutos.

Para aplica¢des no campo de caracterizagao de biomassa,
as técnicas cromatograficas podem ser aplicadas na avaliagdo
de diversos tipos de analitos, o que pode incluir desde avalia-
¢oes quali e quantitativa de ligninas, o perfil de agucares pro-
venientes de biomassa hidrolisada, a formacao de inibidores
de processos fermentesciveis e outros compostos de interesse.
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Além da caracterizagao quimica da biomassa, ha tam-
bém a caracterizacido ultraestrutural da biomassa lignocelulo-
sica — observacao dos componentes da parede celular, como
as microfibrilas celulésicas e as lamelas, bem como dos sub-
componentes de ambas - a qual pode ser feita por andlises
microscopicas. Ha diversos tipos de técnicas microscopicas,
como microscopia Otica, microscopia eletronica de varredura
(SEM, Scanning Electron Microscopy), microscopia eletroni-
ca de transmissao (TEM, Transmission Electron Microscopy),
cada uma apresentando suas particularidades (JOY et. al 1986;
EGERTON, 1986; WILLIANS; CARTER, 1996). Para a obten-
¢do de informagoes detalhadas da ultraestrutura da biomassa,
o ideal é utilizar as diferentes formas de microscopia para a
obtencao de um resultado completo, com todas as informa-
coes complementares obtidas pelas diferentes técnicas.

A Figura 6 ilustra as técnicas aplicadas a caracterizagao
quimica e a caracterizagao estrutural.

Caracterizacao Quimica da Biomassa

[DRIFTJ( FIIR || NIR )

( HpLC-PDA ) ( HPLC-RID | ( HPLC-ELSD |
[ py-MBMS } [ py-GC-MS :! (HPLC-MSJ F DIMS |

Caracteriza¢ao Estrutural da Biomassa

. . Microscopia Microscopia
Mlcg(l?iscc:pla eletronica de eletronica de
varredura (SEM) transmissao (TEM)

Figura 6. Técnicas analiticas avancadas utilizadas na caracterizagao quimica
e estrutural da biomassa.
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Estudo de metabdlitos por metabolémica

A andlise completa do perfil metabolico em amostras de
biomassa ¢ um desafio, principalmente devido a alta comple-
xidade dos compostos presentes e as limitacoes das técnicas
analiticas convencionais utilizadas para a caracteriza¢do desse
tipo de matéria-prima. Para contornar essa deficiéncia, o uso
de tecnologias mais avangadas vem se tornando vantajoso para
se obter andlises rapidas, seletivas, sensiveis e com o maior nu-
mero de compostos detectados por um mesmo equipamento e
na mesma analise. Dentro deste contexto, a metabolomica e a
analise do perfil metabolico da biomassa por espectrometria de
massas mostram-se alternativas interessantes para a caracteri-
zacgao desse tipo de matriz analitica ou dos produtos gerados.

A tecnologia voltada para o reconhecimento de uma visao
geral, compreensiva, qualitativa e quantitativa dos metaboli-
tos presentes em um organismo ¢ denominada metabolomica
(HALL, 2006). Os metabolitos constituem um conjunto diverso
de arranjos atomicos, proporcionando uma ampla variagao nas
propriedades fisicas e quimicas da biomassa. O grau de diversi-
dade é indicado pelas andlises de metabolitos organicos de baixo
peso molecular, polares e/ou voldteis (etanol e isopreno) e pode
incluir até andlises de metabolitos com maiores pesos molecula-
res, polares (carboidratos) e nao polares (terpendides e lipideos).

A metabolomica ¢ uma tecnologia capaz de determinar di-
ferentes compostos quimicos na mesma andlise sendo, portanto,
uma analise mais completa dos metabolitos presentes em uma de-
terminada amostra. A identifica¢do e quantificacdo dos metaboli-
tos necessitam de instrumentag¢ao sofisticada, como a MS, RMN e
fluorescéncia induzida por laser (LIF, Laser Induced Fluorescence).
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Estratégias analiticas que empregam MS estdo sendo
consideradas como abordagens fundamentais em estudos de
metabolomica e tém sido as ferramentas analiticas mais co-
mumente utilizadas (BEDAIR; SUMNER, 2008; LEI et al.,
2011). Isto porque as técnicas de metabolomica baseadas em
MS oferecem uma excelente combinacdo de sensibilidade e se-
letividade, além de gerarem informagdes muito rdpidas sobre
a composicao quimica (LEI et al., 2011).

A Figura 7 apresenta um fluxograma geral da aplicagao
da metabolomica no estudo da biomassa vegetal.
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Figura 7. Fluxograma geral para estudo metabolico de folhas.

Avaliagdo da biomassa processada
Os diferentes tipos de biomassa apresentam composigoes

quimicas distintas, as quais podem ser determinadas pelos
métodos mostrados ao longo do capitulo. As peculiaridades
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dos produtos gerados a partir da biomassa estdo diretamente
relacionadas com as caracteristicas do material vegetal e com
0 processo utilizado na sua transformacao. Assim, é necessaria
a utilizacdo de técnicas analiticas para a analise quimica em
todas as fases de processamento da biomassa.

Um exemplo a ser discutido ¢ o uso da técnica de GC-MS
para a determinagdo, por exemplo, da composi¢io quimica
de bio-6leos. No entanto, esta técnica ¢ limitada a andlise de
compostos volateis, com cadeias pequenas e apolares. Traba-
lhos recentes mostram o uso de anélises diretas por ESI-MS
na caracterizagao de bio-6leo (SMITH et al., 2012; JARVIS et
al., 2012). Esse tipo de abordagem analitica possibilita detectar
varios de compostos em uma tnica andlise (Figura 8).

Além da anilise de bio-6leos, essa técnica pode ser em-
pregada para a andlise de outros produtos gerados a partir do
pré-processamento da biomassa, como biodiesel, bem como na
identificagdo de produtos formados nas reacdes, como inibido-
res. Por fim, também pode ser utilizada para acompanhamento
e otimizagao de processos quimicos e bioldgicos de diferentes
tipos de biomassa.

Biomassa |

Processo
(Rota termoquimica)
= —b de massas

Diluigao com Infusao direto (ESI-HRMS)

solvente

Espectrometro

Figura 8. Fluxograma geral para caracterizagio de produtos de biomassa
processada por técnicas avangadas de espectrometria de massas de altissi-
ma resolugao (HRMS, High Resolution Mass Spectrometry).
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Consideracoes finais

A complexidade quimica e estrutural de cada tipo de
biomassa pode variar drasticamente, o que pode inferir em
diferentes aplicacoes, desde a producao de biocombustiveis a
de produtos quimicos renovaveis. Portanto, a analise compo-
sicional e a caracterizacdo detalhada de cada tipo de biomassa
sd0 necessarias.

E possivel analisar quimicamente a biomassa por diferen-
tes métodos e técnicas. Devido a ampla diversidade da com-
posicdo quimica, nem sempre uma unica técnica analitica ¢
suficiente para gerar a informagao desejada, seja ela referente
3 analise composicional ou a caracterizagdo das propriedades
fisicas e quimicas.

Atualmente, métodos mais sustentaveis e automatizados,
0s quais geram menor carga de residuos laboratoriais, tém
sido desenvolvidos de modo a fornecer analises mais rapidas,
seletivas e sensiveis.

A literatura relata a utilizacdo de técnicas espectroscopi-
cas, cromatograficas e espectrométrica que apresentam grande
potencial na analise quimica quali e quantitativa em amostras
de biomassa. No entanto, ainda é necessario avangar na apli-
cacao dessas técnicas, principalmente nas etapas de desenvol-
vimento e validacdo de métodos baseados nessas tecnologias.

Tendo em vista as informacoes apresentadas, torna-se
evidente a necessidade do uso de técnicas analiticas modernas
para realizar o mapeamento preciso da composi¢ao quimica
dos diversos tipos de biomassa. O reconhecimento do poten-
cial de aplicacio de determinada matéria-prima ocorrerd, de
forma efetiva, no momento em que houver o monitoramento
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de todas as etapas envolvidas nos processos de desconstrucio
e de conversao da biomassa a ser estudada e processada.

Atualmente, existem diversas demandas relacionadas nio
apenas a etapa de caracteriza¢do de biomassa, mas também
a de monitoramento dos produtos obtidos nos processos de
transformagdo desse material, seja no acompanhamento da ci-
nética, do rendimento das reag¢des, na identificacio dos com-
postos gerados ou na formagao dos inibidores das reacoes.

Para atender a tais demandas, sera cada vez mais comum
o emprego das técnicas avangadas, as quais apresentam a ca-
pacidade de gerar resultados em curto espago de tempo, po-
dendo serem aplicadas em linha aos processos de conversio
da biomassa.

Referéncias bibliograficas

ABDELNUR, P. V;; EBERLIN, L. S;; DE SA, G. E; SOUZA,
V.; EBERLIN, M. N. Single-shot biodiesel analysis: nearly
instantaneous typification and quality control solely by
ambient mass spectrometry. Analytical Chemistry, Wa-
shington, v. 80, p. 7882-7886, 2008.

AGBLEVOR, E A EVANS, R. J; JOHNSON, K. D. Molecu-
lar-beam mass spectrometric analysis of lignocellulosics
materials, I Herbaceous biomass. Journal of Analytical
and Applied Pyrolysis, Amsterdam, v. 30, p. 125-44, 1994,

ALMEIDA, J. R; RUNQUIST, D.; SANCHEZ NOGUE, V.

LIDEN, G.; GORWA-GRAUSLUND, M. E Stress-relat-
ed challenges in pentose fermentation to ethanol by the

| Biomassa para Quimica Verde



yeast Saccharomyces cerevisiae. Biotechnology Journal,
Weinheim, v. 6, p. 286-299, 2011.

BARBOSA, L. C. A; MALTHA, C. R. A;; SILVA, V. L.; COLO-
DETTE, J. L. Determinacido da relagao siringila/guaiacila
da lignina em madeiras de eucalipto por pirolise acoplada a
cromatografia gasosa e espectrometria de massas (Pi-CG/
EM). Quimica Nova, Sao Paulo, v. 31, p. 2035-2041, 2008.

BEDAIR, M.; SUMMER, L. W. Current and emerging
mass-spectrometry technologies for metabolomics.

Trends in Analytical Chemistry, Amsterdam, v. 27, p.
238-250, 2008.

BOSE, S. K.; FRANCIS, R. C.; GOVENDER, M.; BUSH, T;
SPARK, A. Lignin content versus syringyl to guaiacyl ra-

tio amongst poplars. Bioresource Technology, Amster-
dam, v. 100, p. 1628-1633, 2009.

CRUZ-HERNANDEZ, C.; DESTAILLATS, E Recent Advanc-
es in Fast Gas-Chromatography: Application to the Sep-
aration of Fatty Acid Methyl Esters. Journal of Liquid
Chromatography & Related Technologies, London, v
32, p. 1672-1688, 2009.

DAVISON, B. H.; DRESCHER, S. R.; TUSKAN, G. A.; DAVIS,
M. F; NGHIEM, N. P. Variation of S/G ratio and lignin
content in a populus family influences the release of xy-
lose by dilute acid hydrolysis. Applied Biochemistry and
Biotechnology, New York, v. 130, p. 427-435, 2006.

Analise Quimica da Biomassa |

77



78

EGERTON, R. E. Electron energy-loss spectroscopy in the elec-
tron microscope. New York: Plenum Press, 1986, 410 p.

EVANS, R. J.; MILNE, T. A. Molecular characterization of the
pyrolysis of biomass; 1. Fundamentals. Energy & Fuels,
Washington, v. 1, p. 123-37, 1987.

FERREIRA-LEITAO, V.; PERRONE, C. C.; RODRIGUES, J;
FRANKE, A. P. M,; MACRELLI, S.; ZACCHI, G. An ap-
proach to the utilisation of CO, as impregnating agent in
steam pretreatment of sugar cane bagasse and leaves for

ethanol production. Biotechnology for Biofuels, Lon-
don, v. 3, n. 7, p. 2-8, 2010.

FICARRA; A; LO FIEGO, D: P; MINELLI, G ANTONEL:-
LI, A. Ultra fast analysis of subcutaneous pork fat. Food
Chemistry, Amsterdam, v. 121, p. 809-814, 2010.

GOMEZ, C. J.; MESZAROS, E; JAKAB, E.; VELO, E; PUIG-
JNAER, L. Thermogravimetry/mass spectrometry study
of woody residues and herbaceous biomass crop using
PCA techniques. Journal of Analytical and Applied
Pyrolysis, Amsterdam, v. 80, p. 416-426, 2007.

GOUVEIA, E. R;; NASCIMENTO, R. T.; SOUTO-MAIOR,
A. M.; ROCHA, G. J. M. Validag¢do de metodologia para
a caracterizacdo quimica de bagaco de cana-de-agucar.
Quimica Nova, Sao Paulo, v. 32, p. 1500-1503, 2009.

i Biomassa para Quimica Verde



GOVENDER, M.; BUSH, T; SPARK, A;; BOSE, S. K.; FRAN-
CIS, R. C. An accurate and non-labor intensive meth-
od for the determination of syringyl to guaiacyl ratio in

lignin. Bioresource Technology, Amsterdam, v. 100, p.
5834-5839, 2009.

GRABBER,; | H; RALPH; J; HATFIELD; R: D;; QUIDEALU S.
p-Hydroxyphenyl, Guaiacyl, and Syringyl Lignins Have
Similar Inhibitory Effects on Wall Degradability. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, Washington, v. 45,
p.- 2530-2532, 1997.

HALL, R. D. Plant Metabolomics: from holistic hope, to hype,
to hot topic. New Phytologist, Hoboken, v. 169, p. 453-
468, 2006.

HAMES, B.; SCARLATA, C.; SLUITER, A. Determination of
protein content in biomass. In: Laboratory analytical
procedure. Golden: National Renewable Energy Labora-
tory, 2008, 8 p.

HON, D.N.-S.; SHIRAISHI, N. (Eds.) Wood and cellulosic
chemistry. (2nd ed.) New York: Marcel Dekker, 2001.
914 p.

HU, Z.; SYKES, R.; DAVIS, M. E; BRUMMER, E. C.; RAGAUS-

KAS, A.]. Chemical profiles of switchgrass. Bioresource
Technology, Amsterdam, v. 101, p. 3253-3257, 2010.

Analise Quimica da Biomassa !

79



80

[ZUMI, A.; KURODA, K-I. Pyrolysis-mass spectrometry anal-
ysis of dehydrogenation lignin polymers with various sy-
ringyl/guaiacyl ratios. Rapid Communication on Mass
Spectrometry, Hoboken, v. 11, p. 1709-15, 1997.

JARVIS, J. M.; MCKENNA, A. M.; HILTEN, R. N.; DAS, K. C,;
RODGERS, R. P; MARSHALL, A. G. Characterization
of pine pellet and peanut hull pyrolysis bio-oils by neg-
ative-ion electrospray ionization Fourier transform ion

cyclotron resonance mass spectrometry. Energy & Fuels,
Washington, v. 26, p. 3810-15, 2012.

JOY, D. C.; ROMING, J. A. D.; GOLDSTEIN J. I. (Eds.). Prin-
ciples of analytical electron microscopy. New York: Ple-
num Press, 1986.

KELLEY, S. S.; ROWELL, R. M.,; DAVIS, M.; JURICH, C. K.;
OBACH, R. Rapid analysis of the chemical composition
of agricultural fibers using near infrared spectroscopy
and pyrolysis molecular beam mass spectrometry. Bio-
mass and Bioenergy, Amsterdam, v. 27, p. 77-88, 2004.

LEL, Z.; HUHMAN, D. V;; SUMMER, L. W. Mass Spectrom-
etry Strategies in Metabolomics. The Journal of Biolog-
ical Chemistry, Rockville, in press, R111.238691, 2011.

LIMA, C. E; BARBOSA, L. C. A.; MARCELO, C. R,; SILVERIO,

E O; COLODETTE, J. L. Comparison between analytical
pyrolysis and nitrobenzene oxidation for determination of

l Biomassa para Quimica Verde




-

syringyl/guaiacyl ratio in Eucalyptus spp. lignin. BioRe-
sources, Raleigh, v. 3, p. 701-712, 2008.

MARTIN, M.; ABER, J. Analyses of forest foliage III: deter-
mining nitrogen, lignin and cellulose in fresh leaves using
near infrared reflectance data. Journal of Near Infrared
Spectroscopy, Chichester, v. 2, p. 25-32, 1994.

MEDER, R.; GALLAGHER, S.; MACKIE, K. L.; BOHLER, H.;
MEGLEN, R. Rapid determination of the chemical com-
postion and density of Pinus radiate by PLS modeling of
the transmission and diffuse reflectance FTIR spectra.
Holzforschung, Berlin, v. 53, p. 261-6, 1999.

RALPH, J.; HATFIELD, R. D. Pyrolysis-GC-MS Characteriza-
tion of forage materials. Journal of the Agricultural and
Food Chemistry, Washington, v. 39., p. 1426-1437, 1991.

RODRIGUES, J.; MEIER, D.; FAIX, O.; PEREIRA, H. Deter-
mination of tree to tree variations in syringyl/guaiacyl
ratio of Eucalyptus globulus wood lignin by analytical
pyrolysis. Journal of Analytical and Applied Pyrolysis,
Amsterdam, v. 48, p. 121-8, 1999.

RODRIGUES, J.; PULS, J.; FAIX, o.; PEREIRA, H. Determina-
tion of monosaccharides composition of Eucalyptus glob-
ulus wood by FTIR spectroscopy. Holzforschung, Berlin,
v. 55, p. 265-9, 2001,

Analise Quimica da Biomassa ! 81



82

SEQUINEL, R; HATANAKA, RR; GUALTIERI, CE; FLU-
MIGNAN, DL; OLIVEIRA, JE; PASSARETTI FILHO, J.
Cromatografia gasosa ultrarrdpida: uma visao geral so-
bre parametros, instrumentagdo e aplicagoes. Quimica
Nova, Sao Paulo, v. 33, p. 2226-2232, 2010.

SCHULTZ, T.; TEMPLETON, M.; MCGINNIS, G. Rapid de-
termination of lignocellulose by diffuse reflectance Fou-
rier transform infrared spectroscopy. Analytical Chem-
istry, Washington, v. 57, p. 209-12, 1985.

SLUITER, A.; HAMES, B; RUIZ, R;; SCARLATA, C.; SLU-
ITER, J.; TEMPLETON, D. Determination of ash in bio-
mass. In: Laboratory analytical procedure. Golden: Na-
tional Renewable Energy Laboratory, 8p., 2005a.

SLUITER, A.; RUIZ, R.; SCARLATA, C.; SLUITER, J.; TEM-
PLETON, D. Determination of extractives in biomass. In:
Laboratory analytical procedure. Golden: National Re-
newable Energy Laboratory, 12 p., 2005b.

SLUITER, A; HAMES, B; RUIZ, R; SCARLATA, C; SLUITER,
J; TEMPLETON, D. Determination of sugars, byprod-
ucts, and degradation products in liquid fraction process
samples. In: Laboratory analytical procedure. Golden:
National Renewable Energy Laboratory, 14 p., 2008a.

SLUITER, A.; HAMES, B.; HYMAN, D.; PAYNE, C.; RUIZ,
R.; SCARLATA, C.; SLUITER, ].; TEMPLETON, D,
WOLFE, J. Determination of total solids in biomass and

l Biomassa para Quimica Verde



total dissolved solids in liquid process samples. In:
Laboratory analytical procedure. Golden: National
Renewable Energy Laboratory, 9 p., 2008b.

SLUITER; As HAMES, B;; RUIZ; R;; SCARLATA,; C.; SLU-
ITER, J.; TEMPLETON, D.; CROCKER, D. Determina-
tion of structural carbohydrates and lignin in biomass.
In: Laboratory analytical procedure. Golden: National
Renewable Energy Laboratory, 18 p., 2008c.

SLUITER, ].B; RUIZ, R.O; SCARLATA, C.J; SLUITER,
A.D.; TEMPLETON, D.W. Compositional analysis of
lignocellulosic feedstocks. 1. Review and description of

methods. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
Washington, v. 16, p. 9043-9053, 2010.

SMITH, E. A.; PARK, S;; KLEIN, A. T;; LEE, Y. ]. Bio-oil anal-
ysis using negative electrospray ionization: compara-
tive study of high-resolution mass spectrometers and

phenolic versus sugaric components. Energy & Fuels,
Washington, v. 26, p. 3796-802, 2012.

SWARTZ, ME. UPLC™: an introduction and review. Journal
of Liquid Chromatography & Related Technologies,
London, vol.28, p.1253-1263, 2005.

SYKES, R.; KODRZYCK]I, B.; TUSKAN, G.; FOUTZ, K.; DA-
VIS, M. Within tree variability of lignin composition
in Populus. Wood Science and Technology, Gewerbe-
strasse, v. 42, p. 649-661, 2008.

Andlise Quimica da Biomassa

83



84

TEMPLETON, D. W,; SLUITER, A. D,; HAYWARD, T. K;
HAMES, B. R; THOMAS, S. R. Assesing corn stover
composition and sources of variability via NIRS. Cellu-
lose, Gewerbestrasse, v. 16, p. 621-639, 20009.

WHITE, W. G.; MOOSE, S. P; WEIL, C. E; MCCANN, M.
C.; CARPITA, N. C; BELOW, E E. Tropical maize: ex-
ploiting maize genetic diversity to develop a novel annual
crop for lignocellulosic biomass and sugar production.
In: BUCKERIDGE, M. S.; GOLDMAN, G. H. Routes
to cellulosic ethanol. Gewerbestrasse: Springer, 2011, p.
167-179.

WILLIANS, D. B;; CARTER, C. B. Transmission electron micros-
copy: a textbook for materials science. V. 1. New York:
Plenum Press, 1996. 729 p.

VAZ JUNIOR, S.; SOARES, I. P. Quimica analitica aplicada
a agroenergia. Brasilia: Embrapa, 2012. 97 p.

YIZHE, L.; GUIRONG, B.; HUA, W. Determination of 11 fatty
acids and fatty acid methyl esters in biodiesel using ultra
performance liquid chromatography. Chinese Journal of
Chromatography, Amsterdam, v. 26, p. 494 - 498, 2008.

! Biomassa para Quimica Verde




