Comunicado

A madeira é composta principalmente por
polissacarideos de celulose (de 40% a 60% da
biomassa seca) e hemicelulose (de 20% a 40%)

e pela lignina (de 10% a 25%), um polimero
polifendlico que proporciona a forga estrutural para
as plantas (HAMELINCK et al., 2005). Tecnologias
para produzir biocombustiveis (como etanol, butanol
ou varios hidrocarbonetos) e produtos de quimica
verde provenientes de materiais lignocelulésicos sao
experiéncias com avancos significativos no esforco
para satisfazer as necessidades de energia global

e de substancias quimicas. Converter celulose

em etanol envolve dois passos principais: quebrar
as longas cadeias das moléculas de celulose em
acUcares e fermenta-los para etanol.

Para a determinacao do potencial de formacao

de acUcares redutores a partir de amostras de
madeira, duas etapas sao requeridas: a hidrélise e
a quantificacdo da concentracao destes acucares.
A importancia da otimizagcado na etapa de hidrdlise
da madeira busca viabilizar que a celulose e
hemicelulose presentes nas paredes celulares sejam
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convertidas a acucares redutores. Nessa fase,
os acuUcares produzidos no processo de hidrélise
podem sofrer reacdes paralelas, comprometendo
a confiabilidade nos resultados de quantificacao
(CANETTIERI et al., 2007; YU et al., 2008).

As quantificacOes de aclUcares por via Umida podem
ser realizadas usando trés grandes grupos de
medicao (CASTRICINI et al., 2010):

i) métodos titulométricos (EDTA e Lane-Eynon, Luff-
Schoorl) (LANE; EYNON, 1923; MATISSEK et al.,
1998);

ii) métodos gravimétricos (Munson-Walker)
(SPENCER; MEADE, 1945);

iii) métodos espectrofotométricos (ADNS, antrona,
fenol-sulfdrico, Somogyi-Nelson) (MILLER, 1959;
NELSON, 1944; VILLELA et al., 1973).

O uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) é uma técnica mais seletiva e mais

sensivel. Esta tecnologia possibilita identificar uma
variedade maior de carboidratos na amostra (CANO;
ALMEIDA-MURADIAN, 1998).
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Método de Fehling adaptado: uma ferramenta para analisar aclicares redutores totais em madeira hidrolisada

Métodos cromatograficos sdao caros e complexos.
Outras andlises simples (como DNS e o método
fenol-sulfdrico) usam reagentes téxicos. Este
estudo visou testar o método de Fehling
adaptado, tendo em vista que esta metodologia
necessita de ajustes para a matriz em questao,
avaliando a eficiéncia do processo de hidrélise
da madeira e a formacao de acucares redutores
totais. As adaptacdes ao método de Fehling
foram validadas em quatro situacdes: i) analises
de solucdes padrao de glicose e xilose; ii)
hidrolisados de polpa de celulose; iii) hidrolisados
de madeira na forma de serragem; iv) e de
madeira microtomizada.

O presente método de Fehling foi adaptado de
Meyer e Leygue-Alba (1991). A adaptacao da
metodologia consistiu em uma reducao de escala
analitica e um aumento do pH do meio reacional
proveniente da hidrélise acida, antes da reacao
com a solucao cuproalcalina. Esta adaptacao
visou a aplicacao nos estudos de quantificacédo
de acUcares redutores totais provenientes da
hidrélise acida total da madeira. Desta forma, é
necesséaria uma validacao da metodologia para
verificar se as adaptacoes podem influenciar nos
resultados analiticos, devido a diminuicao da
amostragem.

Este método consiste em adicionar 5 mL de Fehling
A (solucdo 44,3 g L' de sulfato de cobre), 5 mL de
Fehling B (solucdo de 346 g L' de tartarato duplo de
sédio e potassio e 103 g L' de hidréxido de sédio)
e a amostra num erlenmeyer de 250 mL, conforme
Tabela 1.

Colocar sobre o erlenmeyer um funil de vidro para
refrigeracdo em refluxo, aquecer até a fervura e
prolongar por mais dois minutos. Esfriar a solucao
no minimo até 15 °C.

Adicionar 1,5 mL de iodeto de potéssio (30%),

5 mL de &cido sulfurico (17%) e lavar as paredes
do erlenmeyer com agua destilada. Titular com
tiossulfato de sédio 0,1 N, utilizando como
indicador 1 mL de amido (1%). Verificar a formacéao
de um complexo lilds que torna-se leitoso no
momento da viragem e anotar o volume gasto.

O amido deve ser adicionado quando o meio estiver
suficientemente pobre em iodo (no final da reacao),
uma vez que, com o excesso de iodo, forma-se um
complexo irreversivel que consome iodo e torna a
viragem menos nitida.

Para determinar a quantidade de ions de Cu?*
existentes na solucao cuproalcalina procede-se da
mesma forma, substituindo a amostra por dgua
destilada, anotando-se o volume de tiussulfato de
sédio gasto (titulacdo do branco).

Para o célculo do resultado, o teor de acUcares redutores
totais é expresso em g L', correspondente a diferenca
entre o volume gasto com a titulacdo da amostra e com
a titulacédo do branco, fornecido pela Tabela 2.

Com o intuito de validar a metodologia de andlise
proposta, foram usadas solucGes padrao de glicose
nas concentracoes de 0,5 gL', 1,6 gL', 25¢glL",
36gL", 5gL' 7gL", 10gL", 45gL'e90glL"
e os acUcares foram quantificados em quadruplicata.
Também foram determinadas, em quadruplicata, as
concentracGes de xilose em solucdes de 0,25 g L',
0,75gL" 1,25gL", 1,75gL"eb gL’ Aescolha
da faixa de concentracdes da xilose foi devido a
relacdo celulose/hemicelulose presente na madeira.

Para as reacdes, foram respeitados os volumes

e fatores de multiplicacdo da Tabela 1. Para a
determinacao do teor de aclcares redutores totais,
expresso em g L, foi usada a Tabela 2.

Tabela 1. Volumes de amostra e 4gua destilada adicionadas para determinacdo do acucar.

Faixa de concentracao de

Volume de amostra (mL)

Volume de agua destilada S
Fator para multiplicacdo

acucares (g L") (mL)
9,0 5 5
18,0 2,5 7,5
45,0 1 9 5
90,0 0,5 9,56 10

Fonte: Meyer e Leygue-Alba (1991), com adaptacgdes.
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Tabela 2. Correspondéncia entre o volume de solucéo de tiossulfato de sédio 0,1 N e a quantidade de acUcares redutores

totais em g L.

Volume

gasto 44 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5 0,55 0,6 0,65 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95

(mL)
(n —n’)

6,31 6,34 6,38 6,42 6,45 6,49 6,53 6,57 6,61

20 © N OO s ®WN = O

7,80 7,84 7,88 7,92 7,95 7,99 8,03 8,07 8,11

12 8,59 8,63 8,66 8,70 8,74 8,78 8,82 8,86 8,90

0,72 0,75 0,78 0,81 0,85 0,88 0,92 0,95 0,98
1,39 1,43 1,46 1,49 1,563 1,56 1,60 1,63 1,66

2,74 2,78 2,81 2,84 2,88 2,91 2,95 2,99 3,02
3,44 3,47 3,51 3,54 3,568 3,62 3,65 3,69 3,72
4,15 4,18 4,22 4,25 4,29 4,32 4,35 4,39 4,42

5,68 5,61 5,65 5,69 5,72 5,76 5,79 5,83 5,87

7,04 7,08 7,11 7,15 7,19 7,23 7,27 7,30 7,34

0,00 0,04 0,08 0,12 0,16 0,20 0,24 0,27 0,31 0,34 0,38 0,41 0,44 0,48 0,51 0,54 0,58 0,61 0,65 0,68
1,02 1,05 1,09 1,12 1,15 1,19 1,22 1,26 1,29 1,32 1,36
1,701,73 1,76 1,79 1,83 1,87 1,90 1,93 1,96 2,00 2,03
2,06 2,10 2,14 2,17 2,21 2,24 2,27 2,31 2,34 2,37 2,40 2,44 2,48 2,51 2,54 2,57 2,61 2,65 2,68 2,71
3,05 3,08 3,12 3,16 3,19 3,23 3,26 3,30 3,34 3,37 3,4l
3,76 3,80 3,83 3,87 3,90 3,93 3,97 4,00 4,04 4,07 4,11
4,46 4,50 4,53 4,57 4,60 4,64 4,68 4,71 4,75 4,78 4,81
4,85 4,88 4,92 4,96 4,99 5,03 5,06 5,10 5,14 5,17 5,21 5,25 5,29 5,33 5,36 5,40 5,43 5,47 5,51 5,64
5,91 5,95 5,98 6,02 6,06 6,09 6,13 6,16 6,20 6,24 6,27
6,64 6,68 6,72 6,75 6,79 6,82 6,86 6,90 6,93 6,97 7,00
7,37 7,41 7,45 7,48 7,52 7,56 7,60 7,64 7,68 7,72 7,76
8,15 8,19 8,23 8,27 8,31 8,35 8,39 8,43 8,47 8,61 8,65
8,94 8,98 9,01 9,05 9,09 9,12 9,16 9,19 9,23 9,27 9,31

n = volume gasto da solucdo de tiossulfato de sédio 0,1 N na titulacdo do branco ; n’ = volume gasto da solucdo de tiossulfato de
sédio O0,1N na titulacdo da amostra. Volume gasto na horizontal corresponde a parte decimal da leitura e na vertical a parte inteira.

Fonte: Meyer e Leygue-Alba (1991), com adaptacdes.

Para a avaliacdo da eficiéncia do processo de
hidrélise acida selecionou-se uma amostra de polpa
branqueada de celulose de eucalipto. Esta polpa de
celulose apresentou umidade de 5,66% +0,04%
(determinacdo em triplicata a 100 °C) e teor

de cinzas de 0,31% +=0,03% (determinacdo em
triplicata a 600 °C). Foram analisados os resultados
da hidrélise de diferentes massas iniciais de polpa
de celulose: aproximadamente 15 mg, 20 mg,

30 mg, 40 mg, 50 mg e 60 mg (base Umida) em
12 mL de solucdo. As amostras foram pesadas em
duplicata em tubos de vidro com tampa de rosca

e foi adicionado 1 mL de solucdo 12 M de H,SO,.
Esta solucao foi colocada a 37 °C, por 1 hora em
um DryBlock MA400. Apés este periodo, foram
adicionados mais 11 mL de 4gua destilada, e a
solucao foi mantida por mais 2 h a 100 °C.

A eficiéncia do processo de hidrélise acida foi
avaliada selecionando-se uma amostra de Pinus
taeda coletada da area da Embrapa Florestas.
Separou-se a amostra em duas sub-amostras, sendo
que uma passou pelo processo de moagem e foi
utilizada a fracao retida entre as peneiras de 42 e
60 mesh, cuja umidade era de 11,07% +0,37%.

A outra sub-amostra foi microtomizada com
espessura de 30 mm e os valores de umidade

foram de 11,48% +£0,06%. O teor de cinzas de
ambas amostras eram de 0,33 % +£0,03%. Foram
analisados os resultados da hidrélise da madeira
seca de aproximadamente 20 mg, 30 mg, 40 mg,
50 mg e 60 mg em 12 mL de solucado, em duplicata
experimental. O procedimento de hidrélise acida
usado com a amostra de madeira foi igual ao
utilizado para a polpa de celulose.

As determinacdes das concentracdes de aclcares
redutores totais nas amostras de polpa de celulose
e da madeira hidrolisadas foram realizadas usando a
metodologia proposta neste trabalho, substituindo
a agua por uma solucao de hidroxido de sédio
2,25 M. As demais etapas da andlise foram
mantidas.

Em todas as concentracdes das solucdes de
glicose foi possivel verificar um baixo coeficiente
de variacao entre as medidas das quadruplicatas,
sendo que o maior valor foi de 9,44% para a
solucédo de 0,5 g L.

Quando sao consideradas as concentracdes de

45 e 90 g L', observa-se uma estimativa de
concentracao de acucares redutores totais menor do
que a real.
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Pode-se observar na Figura 1 que ocorreram maiores
distorcoes na quantificacao da concentracao

dos acuUcares redutores para as solucdes de 45

e 90 g L', fato que pode estar associado aos
efeitos da diluicdo. Os resultados de determinacao
das concentracdes na escala de 0,5a 10 g L™
mostraram-se melhores.

Na analise das solucdes padrao de xilose pode-

se observar que os coeficientes de variacdo nas
concentracdes de 0,25 gL' e 0,75 g L' foram
84,4% e 25,2%, respectivamente. Estes altos
coeficientes de variacdo estao associados a precisdo
do método ser insatisfatéria em concentracdes
muito baixas de acUcares redutores. Em solucdes
com concentracdes muito baixas, é necessério o
uso de técnicas analiticas mais sensiveis, como,
por exemplo, a cromatografia liquida. A equacao
da curva mostra que o método permite quantificar
xilose e nao diferencia este acucar da glicose
(Figura 2).

A polpa de celulose, ao sofrer o processo de
hidrélise, incorpora em sua estrutura 18 g mol’, uma
molécula de agua que é agregada a cada molécula
de glicose produzida (Figura 3).

Visando a quantificacao de acucar produzido, foi
adicionada a solucao de hidréxido de sédio na
solucao de polpa de celulose hidrolisada. Isto foi
feito para diminuir a acidez da solucéao, pois a
reacdo de reducdo do Cu?* ocorre em meio alcalino
(proporcionado pelo Fehling B). As demais etapas da
andlise foram mantidas.

Os resultados de hidrélise em meio acido da polpa
de celulose indicam que este processo proporciona
um rendimento médio de 89,0% *=4,9% em relacéo
ao maximo tedrico de acucares (Tabela 3).

Observa-se na Figura 4, que o método de
determinacao de acuUcares redutores totais com

o procedimento de reacao de hidrélise acida é
confidvel para toda faixa de concentracao testada.
Isto é confirmado através do coeficiente de
determinacdo R?, de 0,9944.

A madeira ao passar pelo processo de hidrélise
acida libera acucares redutores a partir da celulose
(Figura 3) e da hemicelulose (polissacarideo
ramificado de composicao heterogénea), reacao
analoga a da Figura 3.
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Figura 1. Concentracéo de glicose obtida pelo método de Fehling e concentracdo das solucdes padrdo de glicose, expressas em g L.

Curvas considerando a escalade 0,5 a90gL"ede 0,5a 10 g L' (visdo ampliada).
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Figura 2. Concentracdo de xilose obtida pela anélise de Fehling e concentracdo das solucbes padrdo de xilose, expressas em g L™
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Figura 3. Reacédo de hidrélise da celulose em meio 4cido produzindo glicose.

Tabela 3. Massa média de polpa de celulose (MPC) usada na reacédo de hidrélise acida, concentracdo média tedrica de
acUcares redutores totais (ART) produzidos (g L"), concentracdo média de ART produzidos, determinada pela metodologia
de Fehling adaptada (g L"), e rendimento médio da reacdo de hidrélise acida.

MPC (mg) Concentracdo média de ART estimada Concentracdao média de ART Rendimento das
(gL") determinada pela metodologia de médias da reacdo de
100%— (U +C) Fehling adaptada (g L") hidrélise (%)
MPC x| ——————2 {x180
100%
12x162
15,0 1,30 1,21 92,7
20,3 1,76 1,60 90,2
29,9 2,60 2,38 91,4
39,5 3,44 3,04 88,2
50,0 4,34 3,87 85,7
60,3 5,24 4,85 85,7

U =porcentagem de umidade e C =porcentagem de cinzas

Os resultados de hidrélise em meio acido da
madeira seca de Pinus taeda na forma de serragem
e microtomizada indicam que a proporcdao média
de acucares redutores totais é de 61,3% +3,0% e
55,8% +8,0%, respectivamente (Tabela 4).

Pode-se observar na Tabela 4 que o rendimento

da hidrélise 4cida da madeira na forma de
microtomizada tem uma tendéncia de diminuir com
0 aumento da massa utilizada no processo. Este
fato é observado em menor propor¢cao quando é
utilizada a madeira na forma de serragem.
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Figura 4. Gréafico das concentracdes de aclcares redutores totais da duplicata experimental obtidas pelas anélises de Fehling e as

concentracbes estimadas das hidrélises totais da polpa de celulose, expressas em g L.

Tabela 4. Massas médias de madeira microtomizada (Mmad _
de hidrélise (mg), concentracdes médias de aclcares redutores totais no hidrolisado da madeira microtomizada (CAR

) e na forma de serragem (Mmad__ ) usadas nas reacoes

)

microt

e na forma de serragem (CAR_ ) determinadas pela metodologia de Fehling adaptada (g L") e as proporcdes de aclcares

redutores totais na madeira na forma microtomizada em relacdo a massa total usada na hidrélise (%AR . ) e as proporcoes

microt

de acucares redutores totais na madeira na forma de serragem em relacdo a massa total usada na hidrélise (%AR__ ).

Mmad_,__ (mg) Mmad_, (mg) CAR__ . (gL") CAR_ (gL") %AR . %AR_,
20,0 20,3 1,12 0,97 67,2% 57,2%
30,4 30,0 1,48 1,63 58,3% 65,2%
40,3 40,1 1,68 2,09 50,1% 62,4%
50,2 49,9 2,39 2,57 57.,1% 61,8%
60,0 60,1 2,33 3,00 46,5% 59,9%

Observa-se (Figura 5) que o método de
determinacao de aclcares redutores totais

da madeira na forma microtomizada com o
procedimento de reacao de hidrélise acida nao
apresenta uma boa correlacdo, onde o R? tem

um valor de 0,8709. Isto pode ser devido ao
processo de preparo da matriz, no qual a madeira
nao sofre o processo de desagregacao tao intenso
quanto na forma de serragem. Esta falta de
desagregacao da matriz também influencia na
producdo de acUcares redutores totais, através

da hidrélise acida usada neste trabalho. Pode-se
observar a tendéncia de diminuicdo do rendimento
com o aumento da massa utilizada no processo

para madeira na forma microtomizada (tangente
da melhor curva de correlacdo de 0,03), quando
comparada com o material na forma de serragem
(tangente da melhor curva de correlacao de 0,05),
(Figura 5).

Observa-se na Figura 5, que o método de
determinacao de aclcares redutores totais da
madeira na forma de serragem, com o procedimento
de reacdo de hidrdlise acida, onde o R? tem um
valor de 0,9666, é mais confidvel comparado

ao procedimento usado para a madeira na forma
microtomizada, na faixa de concentracao testada.
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Figura 5. Concentracdes de aclcares redutores totais da duplicata experimental obtidas pelas anélises de Fehling e as massas de Pinus

taeda, na forma microtomizada e de serragem usadas nas reacoes de hidrélise acida, em mg.

Conclusoes

O método adaptado de Fehling é adequado para
quantificacdo dos acuUcares totais, provenientes de
solucOes padrao ou de reacdes de hidrdlise acida
total. A combinacao do método de hidrélise acida
total, para a polpa de celulose, com a quantificacao
através do método adaptado de Fehling proporciona
um resultado de rendimento médio de 89,0% de
acucares redutores totais em relagdao ao estimado,
0s quais consistem de glicose para o caso da polpa
de celulose. Comparando os resultados de aclcares
redutores totais para as hidrélises das madeiras nas
formas de serragem e microtomizada, observa-se
que o material na forma de serragem proporciona
um maior rendimento médio de acucares redutores
totais, considerando a faixa de 20 mg a 60 mg de
madeira no processo de analise.
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