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Apresentação

O petróleo é uma importante commodity, fonte de energia e de matéria-
-prima para inúmeros compostos, os petroquímicos. Desde o início da 
revolução industrial, por volta de 1750, a humanidade depende de fon-
tes fósseis não renováveis de petróleo e de carvão. Como essas fontes 
não são renováveis, elas serão exauridas um dia. Não é uma questão de 
“se”, mas de “quando”.

A humanidade passa por uma fase de transição, quando deixa de 
depender do petróleo, e começa a explorar e reexplorar fontes renová-
veis de energia (eólica, solar, hídrica, entre outras) e de matéria-prima 
(biomassa). Nesse contexto, a fitomassa vegetal assume um papel de 
destaque.

Das plantas, podem-se obter: proteínas; aminoácidos e enzimas de 
interesse industrial; óleos e gorduras, com utilidades energéticas e de 
síntese de matérias-primas; lignina (uma substituta para o carvão, a 
qual é um combustível sólido que ainda pode ser convertido em com-
bustível gasoso e pode ser a origem de uma rede de derivados similar 
à dos petroquímicos); hemicelulose; matéria-prima para produção de 
espessantes, adesivos, emulsificantes, estabilizantes, edulcorantes, 
plásticos, entre outros; e celulose, capaz de ser convertida em com-
bustível líquido e em matéria-prima para vários ramos industriais, hoje 
atendidos pela petroquímica.



Apesar de as plantas poderem fornecer todos os materiais acima cita-
dos, dificilmente um mesmo vegetal será apto para fornecer, ao mesmo 
tempo, todos esses materiais. Dessa forma, torna-se fundamental que 
se conheçam as potencialidades de cada fonte de biomassa, bem como 
suas limitações.

As metodologias aqui descritas, principalmente para celulose, hemice-
lulose e lignina, podem apresentar uma grande variação de resultados, 
tanto por causa das diferentes composições dos materiais lignocelulósi-
cos, como também por causa dos próprios erros intrínsecos dos méto-
dos. Há metodologias mais precisas, que empregam a Cromatografia 
Líquida de Alta Eficiência (CLAE ou HPLC, na sigla em inglês), com 
procedimentos não citados aqui. As metodologias aqui apresentadas 
visam permitir comparações e medições que não necessitem de muita 
acurácia, e que permitam um conhecimento mínimo sobre o material 
utilizado.

Dessa forma, neste documento visa-se reunir e apresentar protocolos 
utilizáveis para determinar o percentual, em massa, das frações lignoce-
lulósicas (umidade, cinzas, extrativos, lignina, hemicelulose e celulose) 
de um material vegetal, auxiliando na otimização da exploração das 
suas oportunidades.

Napoleão Esberard de Macêdo Beltrão
Chefe Geral da Embrapa Algodão
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Procedimentos para 
Análise Lignocelulósica
João Paulo Saraiva Morais

Morsyleide de Freitas Rosa

José Manoel Marconcini

1. Introdução

Materiais lignocelulósicos são renováveis, geralmente subutilizados e 
disponíveis abundantemente em várias matérias-primas. Esses mate-
riais podem ser obtidos a custos relativamente baixos, de uma grande 
variedade de recursos, como resíduos agroflorestais e resíduos urbanos 
(TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

A partir desses materiais, pode-se, por exemplo, extrair adesivos e pro-
duzir: compostos aromáticos leves e combustível sólido sem enxofre, a 
partir da lignina; gomas vegetais para a produção de espessantes, ade-
sivos, emulsificantes, estabilizantes e outros produtos químicos, como 
precursores de polímeros, a partir da hemicelulose; ácido levulínico, um 
precursor de solventes, lubrificantes, entre outros produtos químicos; 
e glicose, com todos os seus derivados (etanol, ácidos orgânicos e 
solventes orgânicos), a partir da celulose (KAMM; KAMM, 2004). Além 
disso, da celulose, também podem ser extraídos nanocristais, utilizá-
veis no preparo de compósitos, como plásticos, filmes, membranas e 
implantes médicos (HUBBE et al., 2008); no preparo de géis e espumas 
(BLAKER et al., 2009; PÄÄKÖ et al., 2008); e no reforço de papéis e 
derivados (AKZO-NOBEL, 2008; HENRIKSSON et al., 2008). Podem, 
também, até mesmo ser engenheirados na indústria têxtil, no preparo 
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de tecidos que permitem uma maior facilidade de transpiração (MÄN-
NER et al., 2004). Além de permitir esses usos, o conhecimento dos 
teores lignocelulósicos é importante para a predição de digestibilidade 
de forragens usadas na alimentação animal, principalmente de ruminan-
tes (JUNG, 1997), e para a resistência de madeiras à biodegradabilida-
de (AHMAD, 2007).

Com base em todas as aplicações desses compostos, torna-se neces-
sário o uso de uma metodologia que permita a determinação dos seus 
teores, nas matérias-primas em estudo. O objetivo desta publicação é 
divulgar uma metodologia empregada por Unidades do Sistema Embra-
pa, adaptável a vários produtos agroindustriais, para a determinação de 
componentes lignocelulósicos, e apresentar uma forma ágil de trata-
mento dos dados.

2. Procedimentos

2.1. Preparo da amostra
As amostras devem ser homogeneizadas em um moinho de facas de 
Wiley, usando-se, sempre que possível, a malha com o menor diâmetro 
de abertura de poro. Deve-se tomar cuidado para que o material não 
embole dentro do moinho, nem que ocorra um aquecimento excessivo 
por atrito, que possa danificar o equipamento e as fibras a serem anali-
sadas.

2.2. Umidade
A umidade é representada como o teor de água presente na amostra. 
As formas mais comuns de determinação envolvem o aquecimento da 
amostra em forno, por um tempo suficiente para ocorrer a total eva-
poração. Medindo-se a massa da amostra antes e depois da secagem, 
pode-se determinar o teor percentual de água na amostra, ou seja, a 
umidade.
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Há várias metodologias para essa determinação. Algumas envolvem o 
uso de fornos elétricos, com ou sem circulação de ar (TAPPI, 2009; 
THIEX, 2002), ou de fornos caseiros de micro-ondas (SOUZA; NOGUEI-
RA; RASSINI, 2002).

Em um estudo elaborado pela AOAC, verificou-se que, para análises de 
alfafa e de centeio, o tempo de três horas em estufa foi considerado 
adequado (THIEX, 2002). Apesar de o tempo de permanência na estufa 
variar para cada material, esse tempo pode ser utilizado como um tem-
po inicial para medidas, e que deverá ser ajustado para cada caso, até a 
obtenção de uma massa constante.

Quando a diferença da massa do conjunto entre duas pesagens conse-
cutivas for menor do que 0,1% da massa do material (TAPPI, 2002a), 
pode-se considerar que não há mais umidade, e que as variações de 
massa são devidas a erros experimentais, ou seja, o material atingiu 
a massa constante. Para uma amostra de 2,0000 g, em uma balança 
analítica, esse valor representaria uma oscilação de 0,0020 g. Há refe-
rências, como a Farmacopeia Brasileira (1988), que consideram como 
massa constante a oscilação menor do que 0,1% para alguns materiais 
(1,0 mg para cada g de amostra) e 0,05% para outros materiais (0,5 
mg para cada g de amostra).

2.2.1. Determinação do teor de umidade
O recipiente no qual a massa será medida pode ser um cadinho de 
porcelana ou de metal, uma placa de Petri, ou outro recipiente inerte, 
sem tendência a absorver umidade e com resistência a temperaturas 
acima de 100 ºC. Esse recipiente deve ser lavado e seco na estufa. 
Após a secagem, a partir desse ponto da metodologia, todas as vezes 
em que o recipiente for manuseado, isso deve ser feito com uma pinça 
metálica, para evitar o transporte de umidade e de gordura da mão do 
operador para o recipiente. A seguir, deve ser mantido em dessecador 
com sílica gel, cloreto de cálcio anidro, alumina anidra ou outro agente 
dessecante, por pelo menos 30 minutos, para garantir o resfriamento 
até a temperatura ambiente. Deve-se, então, proceder à medida e à 
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anotação da massa do recipiente. A balança a ser empregada deve, 
preferencialmente, ter precisão de 0,1 mg. 

O material vegetal a ser analisado deve ser pesado no recipiente, em 
uma quantidade de aproximadamente 2,0000 g. Deve-se anotar a 
medida da massa com o máximo de algarismos possível que o aparelho 
possa indicar.

A seguir, o conjunto material-recipiente deve ser levado à estufa (forno 
elétrico) ou ao forno de micro-ondas. Se for para a estufa, o conjunto 
deve permanecer a 105 ± 2 ºC, por pelo menos três horas. 

Após a permanência na estufa, o conjunto deve ser retirado e posto 
em um dessecador com agente dessecante (sílica gel, cloreto de cálcio 
anidro ou outro) para resfriar à temperatura ambiente por, pelo menos, 
meia hora. Findo esse tempo, o conjunto deve ser pesado, a massa 
deve ser rapidamente anotada, e o conjunto deve retornar ao desseca-
dor. Para aumentar a precisão e a exatidão da análise, o conjunto deve 
retornar para a estufa por mais meia hora, no mínimo, e o procedimen-
to de resfriamento-pesagem deve ser repetido até a obtenção de uma 
massa constante.

Na análise de umidade, usando-se um forno de micro-ondas devidamen-
te calibrado (SOUZA; NOGUEIRA; RASSINI, 2002), deve-se verificar 
a massa de um béquer de 250 mL, adicionar uma massa aproximada 
de 20 g da amostra vegetal, e proceder à secagem em forno de micro-
-ondas com a seguinte rampa de aquecimento: por 3 minutos, a 20% 
da potência máxima; por 6 minutos, a 100%; e por 5 minutos, a 50%. 
A potência máxima real é conhecida após o estabelecimento de uma 
equação da reta, com os valores de calibração. Após a secagem, o fras-
co deve ser retirado do forno, deve-se esperar que esfrie em um desse-
cador, e deve ser verificada a massa do conjunto amostra/frasco.

O procedimento deve ser feito pelo menos em duplicata, mas é impor-
tante sempre tentar realizar o maior número possível de análises, para 
permitir a redução do desvio- padrão e a eliminação de dados fora da 
escala, sem sacrifício do rigor estatístico.
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Com o conhecimento dos valores da massa do recipiente (MR), da 
massa da amostra úmida (MAU), da massa do conjunto recipiente/
amostra úmida (MRAU) e da massa do conjunto recipiente/amostra 
seca (MRAS), é possível o cálculo da massa da amostra seca (AS) e, 
consequentemente, a determinação do teor de umidade (TU%) em per-
centagem, de acordo com a equação a seguir:

Eq. 1:

( ) TU%=
MAU

xMRASMRAU 100%−

 

O exemplo a seguir pode ser aplicado em um software de planilha ele-
trônica, como Microsoft® Excel® ou OpenOffice® Calc®:

Nesse exemplo, as massas MR e MAU são determinadas diretamente 
na balança, e é permitido o cálculo de MRAU ao digitar, na célula D2, 
a fórmula “=B2+C2”. Após a secagem, pode-se determinar, também 
diretamente na balança, a massa de MRAS e, na célula F2, pode-se 
digitar a fórmula “=D2-F2”, para a obtenção da massa de umidade 
perdida. A seguir, na célula B9, obtém-se o teor de umidade percentual 
por meio da fórmula “=(F2*100)/C2”. As fórmulas devem ser digitadas 
na tabela sem as aspas.

Fig. 1. Exemplo de planilha eletrônica com cálculos para a determinação do teor de 
umidade.
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Com base nos valores de teor de umidade obtidos, pode-se proceder a 
algumas análises de estatística descritiva, como mostrado a seguir.

Com base nos valores obtidos, para o programa Calc®, da suíte de 
aplicativos BrOffice®, utilizaram-se as seguintes fórmulas: “=CONT.
VALORES(B2:B6)” na célula B8, para o cálculo do número de repe-
tições; “=MÉDIA(B2:B6)” na célula B9, para o cálculo da média; 
“=DESVPAD(B2:B6)” na célula B10, para o cálculo do desvio-padrão; 
“=B10*100/B9” na célula B11, para o cálculo do coeficiente de 
variação percentual; “=B10/RAIZ(B8)” na célula B12, para o cálculo 
do erro-padrão; e “=INVT(0,05;4)” na célula B13, para o cálculo do 
coeficiente de confiança, segundo uma distribuição t de Student com 
95% de confiança e 4 graus de liberdade. A escolha do coeficiente de 
confiança pode depender tanto do formato da distribuição de dados 
considerada (distribuição normal ou t de Student, por exemplo), como 
do nível de confiança (0,05 para 95%, e 0,01 para 99%, por exem-
plo), e do número dos graus de liberdade, calculável como o número de 
amostras menos um.

Fig. 2. Exemplo de planilha eletrônica com cálculos estatísticos para a determinação do 
teor de umidade.
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Com base nessa análise, pode-se estimar um intervalo de confiança, 
somando-se e subtraindo-se à média o valor do erro-padrão multipli-
cado pelo valor obtido pela divisão do coeficiente de confiança pela 
raiz quadrada do número de amostras repetidas, conforme as fórmulas 
“=B9-B13*(B12/RAIZ(B8))” na célula B14, para o limite inferior, e 
“=B9+B13*(B12/RAIZ(B8))” na célula B16, para o limite superior. A 
média apresentada na célula B15 é apenas a repetição do valor presen-
te em B9, por meio da fórmula “=B9”.

Após a tabela ter sido elaborada, ela pode ser salva com nomes dife-
rentes, e reutilizada para diferentes amostras, agilizando o processo de 
análise dos dados. Convém ressaltar que essa não é a alternativa para 
o cálculo desses parâmetros estatísticos, podendo-se, por meio de dife-
rentes manuseios dos teores obtidos, chegar aos mesmos resultados.

2.3. Cinzas
As cinzas, em amostras vegetais, representam basicamente os minerais 
presentes na amostra, apesar de também poderem consistir em resí-
duos de produtos usados durante o preparo da amostra, em materiais 
metálicos com os quais ela entrou em contato, nos minerais da própria 
amostra, ou em substâncias adicionadas propositalmente, o que permi-
te, por exemplo, o uso do seu teor como uma predição para a contami-
nação com areia ou solo (RAO; XIANG, 2009; STUTH; JAMA; TOLLE-
SON, 2003; TAPPI, 2002b).

O teor de cinzas pode ser determinado pela ignição do material orgâ-
nico, o que promove a formação de gases (RAO; XIANG, 2009) e a 
consequente eliminação de carbono, oxigênio, hidrogênio, nitrogênio 
e enxofre da amostra, permanecendo apenas os minerais como, por 
exemplo, sódio, potássio, cálcio, magnésio, ferro, zinco e outros.

Na determinação de cinzas totais, em uma ração animal, Thiex (2002) 
recomenda o uso de uma ignição em mufla a 600 ºC, por duas horas, 
com uma rampa suave de aquecimento desde a temperatura ambiente 
até esse ponto, apesar de não sugerir uma velocidade de rampa. Já o 
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método TAPPI T211 om-02 (2002) recomenda que, para celulose, pa-
pel e papelão, os cadinhos sejam condicionados a 525 ± 25 ºC por 30 
a 60 minutos, e então resfriados e mantidos em dessecador com sílica 
gel, cloreto de cálcio anidro, alumina anidra ou outro agente dessecan-
te, devendo-se aumentar a temperatura suavemente até essa mesma 
temperatura, sem geração de chama, porém, não define em detalhes 
como se deve proceder a esse aquecimento suave. A Pharmacopoeia of 
the People’s Republic of China (2005), para a análise de ervas medici-
nais, recomenda o uso de aquecimento brando até 575 ºC e a manuten-
ção dessa temperatura até a obtenção de cinzas brancas e de um peso 
constante. Já a Farmacopeia Brasileira preconiza também, para mate-
riais vegetais, uma metodologia similar à chinesa, mas a 600 ºC. Por 
fim, Hojo et al. (2008) utilizaram uma mufla a 600 ºC por três horas, 
para a determinação de cinzas em um bagaço de cana-de-açúcar.

Em materiais com grande teor de cálcio, no qual uma parte do carbono 
pode ficar capturada, na forma de carbonato de cálcio, recomenda-se 
manter as cinzas a 900 ± 25 ºC por 30 a 60 minutos, para a determi-
nação de óxidos de silício ou titânio (TAPPI, 1993). Na determinação 
de cinzas insolúveis em ácido, Rao e Xiang (2009) e Leão et al. (2008) 
sugerem o seguinte procedimento: adicionar 10 mL – 20 mL de ácido 
clorídrico diluído às cinzas, com grande cuidado; cobrir o cadinho com 
um vidro de relógio, e levar o conjunto a banho-maria por 10 minutos 
ou levar a chapa aquecedora até a ebulição por 5 minutos, ao final dos 
quais o vidro de relógio deve ser enxaguado com 5 mL de água quente 
e adicionado ao cadinho; filtrar o seu conteúdo em papel de filtro qua-
litativo (sem cinzas), e lavar o precipitado que permaneceu no filtro até 
não haver mais reação para a presença de cloretos no filtrado; e recolo-
car o papel de filtro no cadinho original e repetir a operação de ignição 
a 575 ºC. Com esse protocolo de cinzas insolúveis em ácido, obtém-se 
a fração mineral inerte e indisponível aos animais, composta principal-
mente de silicatos (LEÃO et al., 2008).

A massa das amostras analisadas por meio de métodos de calcinação 
em mufla varia de pelo menos 1,0 g (TAPPI, 2002b) até 5,0 g (HOJO 
et al., 2008). 
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Visando a redução do tempo gasto e o aumento da precisão dos resul-
tados, há várias pesquisas que propõem a substituição da determinação 
de minerais, feita por meio de meios gravimétricos, por métodos espec-
trofotométricos, como o infravermelho próximo (NIR) ou termoanalíticos 
mais sofisticados, como o TG/DTG (ARAÚJO et al., 2006; HOJO et al., 
2008; RAO; XIANG, 2009; STUTH; JAMA; TOLLESON, 2003). A van-
tagem desses métodos é que é possível realizar a determinação simultâ-
nea de umidade e de cinzas, com um conteúdo menor de amostras, em 
menos tempo e com a dispensa de pré-tratamentos.

2.3.1. Determinação do teor percentual de cinzas
Embora cada material tenha um comportamento distinto de outros, 
sugerimos, neste documento, como uma metodologia inicial para as 
análises de cinzas totais em forno mufla, que se empregue de 1,5000 g 
a 2,0000 g de material vegetal, úmido ou seco. Esse material deve ser 
adicionado a cadinhos previamente calcinados a 600 ºC por 30 minu-
tos, e resfriados em dessecador. É importante relembrar que, após o 
condicionamento inicial dos cadinhos, eles só deverão ser manipulados, 
a partir desse ponto, com pinças metálicas, para prevenir uma conta-
minação com sujidades provenientes do operador. O conjunto deve ser 
colocado em um forno mufla à temperatura ambiente, e deve-se utilizar 
uma rampa de aquecimento de aproximadamente 9,6 ºC/min, para que 
a temperatura de trabalho de 600 ºC seja atingida após 60 minutos 
de aquecimento. Essa temperatura deve ser mantida por três horas, 
e, ao final desse tempo, deve decair para 200 ºC em no mínimo uma 
hora. Quando a mufla atingir esse ponto, deve-se remover o conjunto 
cadinho-amostra calcinada e colocá-lo em um dessecador que contenha 
algum agente dessecante por pelo menos 30 minutos, antes de proce-
der à medida da massa de cinzas.

O procedimento deve ser feito pelo menos em duplicata, mas é impor-
tante sempre tentar realizar o maior número possível de análises, para 
permitir a redução do desvio-padrão e a eliminação de dados fora da 
escala, sem sacrifício do rigor estatístico.
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Com o conhecimento dos valores da massa do recipiente (MR), da mas-
sa da amostra (MA) e da massa do conjunto recipiente/amostra calci-
nada (MRAC), é possível o cálculo da determinação do teor de cinzas 
totais (TC%) em percentagem, de acordo com a equação a seguir: 

Eq. 2:

MRAC− MR
MA

x100%= TC%
 

O exemplo a seguir pode ser aplicado em um software de planilha ele-
trônica, como Microsoft® Excel® ou OpenOffice® Calc®:

Fig. 3. Exemplo de planilha eletrônica com cálculos para determinação de teor de cinzas.

Nesse exemplo, as massas MR, MA e MRAC são determinadas direta-
mente na balança. Na célula B9, pode-se digitar diretamente a fórmula 
“=((D2-B2)/C2)*100”, sem as aspas. Com base nos valores de teor 
de cinzas obtidos, pode-se proceder a algumas análises de estatística 
descritiva, como mostrado a seguir.
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Com base nos valores obtidos, para o programa Calc®, da suíte de 
aplicativos BrOffice®, utilizaram-se as seguintes fórmulas: “=CONT.
VALORES(B2:B6)” na célula B8, para o cálculo do número de repe-
tições; “=MÉDIA(B2:B6)” na célula B9, para o cálculo da média; 
“=DESVPAD(B2:B6)” na célula B10, para o cálculo do desvio-padrão; 
“=B10*100/B9” na célula B11, para o cálculo do coeficiente de 
variação percentual; “=B10/RAIZ(B8)” na célula B12, para o cálculo 
do erro-padrão; e “=INVT(0,05;4)” na célula B13, para o cálculo do 
coeficiente de confiança, segundo uma distribuição t de Student com 
95% de confiança e 4 graus de liberdade. A escolha do coeficiente de 
confiança pode depender tanto do formato da distribuição de dados 
considerada (distribuição normal ou t de Student, por exemplo), como 
do nível de confiança (0,05 para 95%, e 0,01 para 99%, por exemplo), 
e do número de graus de liberdade, calculável como o número de amos-
tras menos um.

Fig. 4. Exemplo de planilha eletrônica com cálculos estatísticos para a determinação do 
teor de cinzas.
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Com base nessa análise, pode-se estimar um intervalo de confiança, 
somando-se e subtraindo-se à média o valor do erro-padrão multipli-
cado pelo valor obtido pela divisão do coeficiente de confiança pela 
raiz quadrada do número de amostras repetidas, conforme as fórmulas 
“=B9-B13*(B12/RAIZ(B8))” na célula B14, para o limite inferior, e 
“=B9+B13*(B12/RAIZ(B8))” na célula B16, para o limite superior. A 
média apresentada na célula B15 é apenas a repetição do valor presen-
te em B9, por meio da fórmula “=B9”.

Após a tabela ter sido elaborada, ela poderá ser salva com nomes dife-
rentes, e ser reutilizada para diferentes amostras, agilizando o processo 
de análise dos dados. Convém ressaltar que essa não é a única alter-
nativa para o cálculo desses parâmetros estatísticos, podendo-se, por 
meio de diferentes manuseios dos teores obtidos, chegar aos mesmos 
resultados.

2.4. Extrativos
Os extrativos são definidos como compostos que podem ser extraídos 
de materiais lignocelulósicos, tanto por solventes polares quanto por 
apolares, que não são componentes estruturais da parede celular. Nes-
sa categoria, incluem-se vários compostos de baixa ou de média massa 
molecular, incluindo uma grande variedade de moléculas, como: alguns 
sais, açúcares e polissacarídeos (solúveis em água); ácidos ou ésteres 
graxos; álcoois de cadeia longa; ceras; resinas; esteroides; e compostos 
fenólicos e glicosídeos (solúveis em solventes orgânicos) (PINO et al., 
2007; SILVÉRIO et al., 2006; TAPPI, 1997).

Os extrativos podem variar quantitativa ou qualitativamente, oscilando, 
em materiais provenientes de madeiras, de 2% a 5%, podendo alcan-
çar níveis de 15% em algumas espécies tropicais (MIYAUCHI; MORI; 
ITO, 2005; ZHANG et al., 2007). Suas principais funções fisiológicas 
incluem o acúmulo de nutrientes, e a preservação da madeira contra 
ataques de bactérias, fungos e cupins, e contra a formação de cor e de 
aromas (PINO et al., 2007; SUN; SUN, 2001; ZHANG et al., 2007).
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No processo de extração de celulose, principalmente para a produção 
de papel, os extrativos podem gerar uma série de problemas, acumu-
lando-se no maquinário, em depósitos denominados de “pitch” (SIL-
VÉRIO et al., 2006; ZHANG et al., 2007). Além disso, se lançados no 
meio ambiente, podem causar problemas hormonais e hematológicos 
em peixes e em crustáceos, mesmo em  baixas concentrações (CHRIS-
TIANSON-HEISKA et al., 2008; KAMAYA; TOKITA; SUZUKI, 2005; 
LEIVISKÄ; RÄMÖ, 2008).

Como os extrativos representam uma classe muito ampla de moléculas, 
nenhum solvente orgânico sozinho é capaz de extrair todas essas subs-
tâncias, e diferentes solventes removem diferentes combinações (TAP-
PI, 1997). A norma preconizada pela TAPPI recomenda a extração em 
Soxhlet por diclorometano, ou a mistura 1:2 (v/v) de etanol:benzeno, 
para a determinação dos extrativos. No entanto, como o etanol e o 
benzeno são solventes voláteis e inflamáveis, e o benzeno é particular-
mente tóxico (TAPPI, 1997), vários autores empregam outros solventes 
e misturas para essa determinação, como: acetona 70% – 7:3 (v/v) de 
acetona:água – (TAYLOR et al., 2007); acetona pura ou tolueno:etanol 
2:1 (v/v) (SILVÉRIO et al., 2006); acetona pura (ZHANG et al., 2007); 
metil-terbutil éter (LEIVISKÄ; RÄMÖ, 2008); ou HCl-etanol 3:100 (v/v) 
(MIYAUCHI; MORI; ITO, 2005), entre outros exemplos.

Cada material a ser analisado terá uma composição de extrativos dife-
rente, devendo-se otimizar o processo para cada caso. A seguir, des-
crevemos uma metodologia que pode ser usada como um início, a partir 
da qual serão realizadas otimizações.

2.4.1. Determinação do teor de extrativos
É importante, desde o início do experimento, usar EPIs e calçar luvas, 
tanto para evitar danos ao operador, causados por respingos ou por 
derramamento acidental dos reagentes, quanto para reduzir o erro cau-
sado pelas sujidades presentes nas mãos.

Em uma aparelhagem limpa e desengordurada para extração por Soxh-
let, deve-se colocar um cartucho com pelo menos 4,0000 g de maté-
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ria vegetal seca. Pode-se colocar um chumaço de algodão, uma tela 
metálica com pequeno diâmetro de poros, ou um disco de vidro sinteri-
zado sobre a abertura do cone, para evitar extravasamento de material 
durante a extração. Ao balão de vidro, deve-se adicionar 150 mL do 
solvente, ou da mistura de solventes a ser trabalhada, e conectar o 
extrator. O conjunto balão-extrator deve ser colocado em uma manta 
aquecedora e conectado ao condensador. Deve-se ajustar o número de 
refluxos para que ocorram não menos do que 24 refluxos no período de 
quatro a cinco horas de extração.

Após esse tempo, o balão com solvente e extrativos deve ser removi-
do, e o solvente deve ser recuperado até que o volume final no balão 
fique de 20 mL a 25 mL. O extrato deve ser transferido para um reci-
piente de pesagem, previamente limpo, seco e com a massa determi-
nada, utilizando-se pequenos volumes do solvente fresco para que não 
haja perdas, e sempre manuseando o recipiente com pinças, para evitar 
contaminações a partir do operador.

O recipiente deve ser posto em uma estufa a 105 ± 2 ºC por uma hora 
exatamente, já que não é possível que o material atinja um peso cons-
tante, por causa da volatilidade ou de mudanças químicas que podem 
ocorrer nesse extrato. Após esse tempo, deve-se remover o material da 
estufa para um dessecador, onde deve permanecer por pelo menos 30 
minutos, até resfriar à temperatura ambiente, e deve-se medir a massa 
final.

Deve-se executar uma análise similar, utilizando-se somente o solvente, 
sem material vegetal, para calcular quanto da massa final é devido a 
contaminantes do solvente. O procedimento deve ser feito pelo menos 
em duplicata, mas é importante sempre tentar realizar o maior número 
de análises possível, para permitir a redução do desvio-padrão e a elimi-
nação de dados fora da escala, sem sacrifício do rigor estatístico.

Com o conhecimento dos valores da massa do recipiente (MR), da 
massa da amostra (MA), da massa do conjunto recipiente/extrativos 
(MRE) e da massa do conjunto recipiente/resíduo de solvente (MRRS), 
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é possível o cálculo da determinação do teor de extrativos (TE%) em 
percentagem, de acordo com a equação a seguir:

Eq. 3:

MRE − MRRS
MA

x100%= TE%

É importante lembrar que esses dados vão se referir à massa da amos-
tra seca. Ou seja, é necessário realizar mais um cálculo, a fim de cor-
rigir os valores que deverão constar na tabela de análise centesimal do 
material original, de acordo com a equação a seguir:

Eq. 4: 

( ) corrigido TE%
100

TU%100TE% =x −

O exemplo a seguir pode ser aplicado em um software de planilha ele-
trônica, como Microsoft® Excel® ou OpenOffice® Calc®:

Fig. 5. Exemplo de planilha eletrônica com cálculos para a determinação do teor de 
extrativos.
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Nesse exemplo, as massas MR, MA, MRE e MRRS são determinadas 
diretamente na balança. Na célula B9, pode-se digitar diretamente a 
fórmula “=(D2-E2)*100/C2”, sem as aspas. Conhecendo-se o teor de 
umidade (B15), é possível corrigir os valores calculados para a amostra 
original, por meio da fórmula “=B9*(100-B15)/100” em C9, sem as 
aspas.

O solvente reaproveitado pode ser destilado e reutilizado para futuros 
ensaios. O resíduo de extrativos pode ser utilizado, posteriormente, 
para a determinação dos compostos presentes, por meio de técnicas 
espectrométricas, espectrofotométricas ou cromatográficas. Caso não 
seja de interesse fazer essa determinação das moléculas extraídas, este 
deve ser reunido em um recipiente adequado, identificado e armazena-
do para uma posterior incineração.

O procedimento deve ser feito pelo menos em duplicata, mas é impor-
tante sempre tentar realizar o maior número possível de análises, para 
permitir a redução do desvio-padrão e a eliminação de dados fora da 
escala, sem sacrifício do rigor estatístico. 

Com base nos valores do teor de extrativos obtido, pode-se proceder a 
algumas análises de estatística descritiva, como mostrado a seguir. 

Fig. 6. Exemplo de planilha eletrônica com 
cálculos estatísticos para a determinação do teor 
de extrativos.
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Com base nos valores obtidos, para o programa Calc®, da suíte de 
aplicativos BrOffice®, utilizaram-se as seguintes fórmulas: “=CONT.
VALORES(B2:B6)” na célula B8, para o cálculo do número de repe-
tições; “=MÉDIA(B2:B6)” na célula B9, para o cálculo da média; 
“=DESVPAD(B2:B6)” na célula B10, para o cálculo do desvio-padrão; 
“=B10*100/B9” na célula B11, para o cálculo do coeficiente de 
variação percentual; “=B10/RAIZ(B8)” na célula B12, para o cálculo 
do erro-padrão; e “=INVT(0,05;4)” na célula B11, para o cálculo do 
coeficiente de confiança, segundo uma distribuição t de Student com 
95% de confiança e 4 graus de liberdade. A escolha do coeficiente de 
confiança pode depender tanto do formato da distribuição de dados 
considerada (distribuição normal ou t de Student, por exemplo), como 
do nível de confiança (0,05 para 95%, e 0,01 para 99%, por exemplo), 
e do número de graus de liberdade, calculável como o número de amos-
tras menos um.

Assim, pode-se estimar um intervalo de confiança, somando-se e 
subtraindo-se à média o valor do erro-padrão multiplicado pelo valor 
obtido pela divisão do coeficiente de confiança pela raiz quadrada do 
número de amostras repetidas, conforme as fórmulas “=B9-B13*(B12/
RAIZ(B8))” na célula B14, para o limite inferior, e “=B9+B13*(B12/
RAIZ(B8))” na célula B16, para o limite superior. A média apresentada 
na célula B15 é apenas a repetição do valor presente em B9, por meio 
da fórmula “=B9”.

Após a tabela ter sido elaborada, ela poderá ser salva com nomes dife-
rentes, e ser reutilizada para diferentes amostras, agilizando o processo 
de análise dos dados. Convém ressaltar que essa não é a única alter-
nativa para o cálculo desses parâmetros estatísticos, podendo-se, por 
meio de diferentes manuseios dos teores obtidos, chegar aos mesmos 
resultados.

2.5. Lignina
A lignina é a substância aromática mais abundante na biosfera, e um 
dos maiores constituintes dos vegetais (LI; YUAN; YANG, 2009a). 



26 Procedimentos para Análise Lignocelusósica

Ela está presente na parede celular, conferindo suporte estrutural, 
impermeabilidade e resistência contra ataques microbianos e estres-
se oxidativo (PEREZ et al., 2002). Estruturalmente, a lignina é uma 
molécula extremamente complexa, construída a partir de unidades de 
fenilpropano, em uma estrutura tridimensional, e sintetizada a partir 
de reações enzimáticas que envolvem radicais livres sobre os álcoois 
coniferílico, cumarílico e sinapílico. Esses três álcoois reagem entre si, 
formando duas ligações de éter para cada ligação carbono-carbono na 
lignina (FANG et al., 2008; PEREZ et al., 2002; TAHERZADEH; KARI-
MI, 2007).

É importante o conhecimento sobre os teores de lignina de uma amos-
tra vegetal, para a determinação da sua digestibilidade como forragem 
e da facilidade de extração de celulose a partir da matéria vegetal, e 
para a avaliação do uso do material em uma biorrefinaria, a qual, por 
exemplo, pode fornecer gasolina, metanol, gasogênio e outros produtos 
(HATFIELD et al., 2007; KAMM; KAMM, 2004; KENEALY et al., 2007; 
SANTOS; SILVA; QUEIROZ FILHO, 2001).

Hatfield e Fukushima (2005) afirmam que, mesmo após mais de 50 
anos de estudos, e após a definição e a aprovação de vários procedi-
mentos para determinar lignina em plantas, ainda não há um método 
definitivo e sem ambiguidades para essa determinação. Entre os méto-
dos revisados, há métodos não invasivos, como NIR e RMN; métodos 
indiretos, em que um agente oxidante, como cloro ou permanganato, 
destrói a lignina, e, por meio do cálculo da diferença em relação à mas-
sa inicial, determina-se seu teor; métodos de solubilização de lignina, 
em que se usa tioglicolato ou acetilbrometo para dissolver a lignina e 
medir sua concentração em espectrofotômetro; e o método direto de 
determinação, conhecido como lignina de Klason, no qual se emprega 
uma solução diluída de ácido sulfúrico para dissolver todos os carboi-
dratos, permanecendo somente a lignina, insolúvel, que é filtrada, e é 
verificada sua massa.

Uma pequena porção da lignina pode se solubilizar na solução ácida du-
rante a determinação da lignina de Klason. Por esse motivo, costuma-
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-se recolher uma alíquota do filtrado ácido dessa determinação, para a 
verificação, em espectrofotômetro, do teor de lignina solúvel. Há várias 
referências sobre o comprimento de onda no qual a alíquota deve ser 
lida, variando desde 200 nm (HATFIELD; FUKUSHIMA, 2005) até 320 
nm (SLUITER et al., 2008), bem como várias formas de realizar os 
cálculos com base na absorbância. Para cada material, com diferentes 
tipos de lignina, deve ser determinado o método mais adequado, com 
base em experimentos.

2.5.1. Determinação de lignina 
É importante, desde o início do experimento, usar EPIs e calçar luvas, 
tanto para evitar danos ao operador, causados por respingos ou por 
derramamento acidental dos reagentes, quanto para reduzir o erro cau-
sado pelas sujidades presentes nas mãos.

Na determinação de lignina de Klason, segundo a norma TAPPI T 
222 om-22 (2002c), com modificações, utiliza-se cerca de 1,0000 g 
de amostra moída, sem umidade nem extrativos. Esse material deve 
ser colocado em um almofariz no qual caibam pelo menos 300 mL, e 
adicionado de 17,0 mL de ácido sulfúrico 72% (m/m), resfriado em 
geladeira de 10 ºC a 15 ºC, antes do uso. Após 15 minutos de agitação 
vigorosa e cuidadosa com o pistilo, até não haver mais partículas visí-
veis não solubilizadas, deve-se começar a marcar 24 horas de espera, 
para o início da próxima etapa.

Entre as duas etapas, deve-se lavar um funil de vidro sinterizado – 
ASTM tipo C ou 4 –, que tenha uma abertura de poro de 10 µ a 16 µ, 
e uma capacidade de pelo menos 50 mL, e colocá-lo pelo menos por 
duas horas em uma estufa a 105 ± 2 ºC. A seguir, o funil deve ser re-
movido com pinças e guardado em um dessecador que contenha algum 
agente dessecante, até o momento da utilização, no dia seguinte.

Depois de decorrido o tempo de digestão, deve-se adicionar 306 mL de 
água destilada ao almofariz para diluir o ácido sulfúrico a 4%, transferir 
quantitativamente o conteúdo para um balão de 1.000 mL, em várias 
porções, levar o balão para uma manta aquecedora ou outra fonte de 
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calor, conectar um condensador, e manter o material sob aquecimen-
to e refluxo por 4 horas, contadas a partir do início da fervura. Findo 
o tempo de refluxo, deve-se desligar o aquecimento e esperar alguns 
minutos até o balão atingir a temperatura ambiente.

Enquanto isso, deve-se preparar a aparelhagem de filtração. A massa 
do funil de vidro sinterizado deve ser medida, e o funil deve ser coloca-
do sobre um kitassato de 1.000 mL, usando-se um conector, que pode 
ser feito cortando-se uma manta de borracha em um círculo um pouco 
maior do que a abertura superior do frasco, com um espaço interno va-
zado para colocar o funil. Por fim, deve-se, então, conectar uma bomba 
de vácuo ao kitassato para iniciar a filtração.

O conteúdo do balão deve ser transferido para o funil, com uma agita-
ção constante, para evitar a perda de precipitado no interior do funil. 
Liga-se a bomba de vácuo, para agilizar o processo.

Na metade da operação, deve-se desligar a bomba e recolher o filtrado. 
Com essa porção, será realizada a determinação de lignina solúvel. É 
mais recomendável recolher o filtrado do que uma alíquota do material 
inicial, para evitar a contaminação com uma parte da lignina insolúvel 
em suspensão. O material recolhido deve ser mantido em um frasco 
protegido da luz, e resfriado em uma geladeira até o momento da deter-
minação, para evitar a degradação.

Após a transferência de todo o conteúdo do balão, este deve ser limpo 
com mais água destilada ou desmineralizada, para que nenhum resquí-
cio de lignina insolúvel seja perdido. O precipitado recolhido no funil 
deve ser enxaguado até que o filtrado tenha um pH próximo ao da água 
utilizada. Pode-se utilizar um papel indicador ou um medidor de pH para 
essa verificação.

A seguir, o funil deve ser levado para uma estufa a 105 ± 2 ºC e 
secado até adquirir um peso constante, conforme discutido na determi-
nação de umidade. Apesar das variações que ocorrerão para diferentes 
materiais, pode-se indicar um tempo de três horas como um parâmetro 
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inicial para a secagem, e, a partir dele, realizar adaptações de meto-
dologia. Após a secagem, deve-se colocar o conjunto funil-lignina em 
um dessecador com agente desencante, por pelo menos 30 minutos, 
para atingir a temperatura ambiente, e medir a massa do funil somada 
à massa de lignina, em uma balança analítica, com uma precisão de 
0,0001 g.

Caso não seja conhecido, ainda, o teor de cinzas, pode-se colocar o 
funil com a lignina em uma mufla, e proceder-se à determinação de 
cinzas, conforme descrito anteriormente.

O procedimento deve ser feito pelo menos em duplicata, mas é impor-
tante sempre tentar realizar o maior número possível de análises, para 
permitir a redução do desvio-padrão e a eliminação de dados fora da 
escala, sem sacrifício do rigor estatístico.

Com base na massa do funil limpo e seco (MF); na massa da amostra 
(MA); na massa do funil somada à massa de lignina, após a secagem 
em estufa (MFL); e na massa do funil com cinzas, após calcinação em 
mufla (MFC), pode-se calcular o teor de cinzas (TC%) e o teor de ligni-
na insolúvel (TLI%), conforme as fórmulas a seguir:

Eq. 5:

MFC− MF
MA

x100%= TC%

Eq. 6:

TLI%TC%100% =x
MA

MFMFL
−





 −

É importante lembrar que esses dados vão se referir à massa da amos-
tra seca e sem extrativos. Ou seja, é necessário realizar mais um cálcu-
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lo, a fim de corrigir os valores que deverão constar na tabela de análise 
centesimal do material original, de acordo com as equações a seguir:

Eq. 7: 

( )[ ] corrigido TC%
100

TU%TE%100TC% =+x −

Eq. 8:

( )[ ] corrigido TLI%
100

TU%TE%100TLI% =+x −

O exemplo a seguir pode ser aplicado em um software de planilha ele-
trônica, como Microsoft® Excel® ou OpenOffice® Calc®:

Fig. 7. Exemplo de planilha eletrônica com cálculos para a determinação do teor de lignina 
insolúvel.

Nesse exemplo, as massas MF, MA, MFL e MFC são determinadas 
diretamente na balança. Na célula B7, pode-se digitar diretamente a fór-
mula “=(E2-B2)*100/C2” e, na célula C7, a fórmula “=((D2-B2)*100/
C2)-B7”, sem as aspas. Conhecendo-se o teor de umidade (B11) e o 
teor de extrativos (B12), é possível corrigir os valores calculados para a 
amostra original, com as fórmulas “=(B7*(100-(B11+B12))/100)” em 
D7 e “=(C7*(100-(B11+B12))/100)” em E7, sem as aspas.
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O filtrado ácido deve ser recolhido em um frasco apropriado e tratado 
com algum agente alcalinizante (hidróxido, carbonato, ou óxido de me-
tal alcalino ou alcalino terroso) para ser neutralizado, antes do descarte 
final. Deve-se observar que o uso de derivados de cálcio levará à for-
mação de sulfato de cálcio, insolúvel, que deverá ser separado da fase 
líquida.

Para a determinação da lignina solúvel, sugere-se a utilização do méto-
do de Goldschimid (1971), no qual se realiza uma varredura da absor-
bância de 280 nm a 215 nm. A amostra deve ser diluída com ácido 
sulfúrico 4% até que a absorbância fique menor do que 1,0.

O procedimento deve ser feito pelo menos em duplicata, mas é impor-
tante sempre tentar realizar o maior número possível de análises, para 
permitir a redução do desvio-padrão e a eliminação de dados fora da 
escala, sem sacrifício do rigor estatístico.

Com base nesses valores, deve-se empregar a seguinte fórmula, na 
qual CLS representa a concentração de lignina solúvel, em g L-1, A215 
representa a absorbância a 215 nm, e A280 representa a absorbância a 
280 nm:

Eq. 9:

CLS=
4,53 xA215− A280

300

Como a amostra inicial tinha um volume de 323 mL, multiplicando-se a 
CLS por 0,323 L, é obtida a massa de lignina solúvel (MLS) na amos-
tra seca e sem extrativos. Para a obtenção do teor de lignina solúvel 
(TLS%) e da correção para a amostra original, usam-se as seguintes 
equações:

Eq. 10:

TLS%100=x
MA

MLS
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Eq. 11:

( )[ ] corrigido TLS%
100

TU%TE%100TLS% =+x −

O exemplo a seguir pode ser aplicado em um software de planilha ele-
trônica, como Microsoft® Excel® ou OpenOffice® Calc®:

Fig. 8. Exemplo de planilha eletrônica com cálculos para a determinação do teor de lignina 
solúvel.

Nesse exemplo, foi gerado um espectro que forneceu os valores da 
absorbância a 215 nm (coluna B, de B2 a B4) e a 280 nm (coluna C, de 
C2 a C4). Como o valor da absorbância a 215 nm era superior a 1,0, 
decidiu-se, arbitrariamente, diluir uma parte do extrato com duas partes 
de ácido sulfúrico 4%, diluindo-se em uma concentração final de 1/3 da 
inicial. Aplicando-se a fórmula “=(4,53*D2-E2)/300” na célula F2, sem 
aspas, foi obtida a CLS (em g L-1) para a amostra diluída. Multiplicando-
-se esse resultado por 0,323 L (volume total do extrato) e por 3 (fator 
de diluição), por meio da fórmula “=3*F2*0,323”, na célula G2, foi 
obtida a massa, em gramas, de lignina solúvel na amostra. Utilizando-se 
esse valor na fórmula “=G2*100/B7”, na célula C7, foi obtido o teor 
de lignina solúvel (TLS%). Conhecendo-se o teor de umidade (B11) e 
o teor de extrativos (B12), é possível corrigir o valor calculado para a 
amostra original, por meio da fórmula “=(C7*(100-(B11+B12))/100)”, 
conforme mostrado na célula D7.
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Com base nos valores dos teores de lignina obtidos, pode-se proceder a 
algumas análises de estatística descritiva, como mostrado a seguir.

Fig. 9. Exemplo de planilha eletrônica com cálculos estatísticos para a determinação do 
teor de lignina.

Com base nos valores obtidos, para o programa Calc® da suíte de 
aplicativos BrOffice®, utilizaram-se as seguintes fórmulas: “=CONT.
VALORES(B2:B4)” na célula B6, para o cálculo do número de repe-
tições; “=MÉDIA(B2:B4)” na célula B7, para o cálculo da média; 
“=DESVPAD(B2:B4)” na célula B8, para o cálculo do desvio-padrão; 
“=B8*100/B7” na célula B9, para o cálculo do coeficiente de variação 
percentual; “=B8/RAIZ(B6)” na célula B10, para o cálculo do erro-
-padrão; e “=INVT(0,05;2)” na célula B11, para o cálculo do coeficien-
te de confiança, segundo uma distribuição t de Student com 95% de 
confiança e 2 graus de liberdade. A escolha do coeficiente de confiança 
pode depender tanto do formato da distribuição de dados considera-
da (distribuição normal ou t de Student, por exemplo), como do nível 
de confiança (0,05 para 95%, e 0,01 para 99%, por exemplo), e do 
número de graus de liberdade, calculável como o número de amostras 
menos um.

Com base nessa análise, pode-se estimar um intervalo de confiança, 
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somando-se e subtraindo-se à média o valor do erro-padrão multipli-
cado pelo valor obtido pela divisão do coeficiente de confiança pela 
raiz quadrada do número de amostras repetidas, conforme as fórmulas 
“=B7-B11*(B10/RAIZ(B6))” na célula B12, para o limite inferior, e 
“=B7+B11*(B10/RAIZ(B6))” na célula B14, para o limite superior. A 
média apresentada na célula B13 é apenas a repetição do valor presen-
te em B7, por meio da fórmula “=B7”. As mesmas fórmulas da coluna 
B, para teor de lignina insolúvel (TLI%), foram utilizadas na coluna C, 
para teor de lignina solúvel (TLS%), substituindo-se “B” por “C” nas 
fórmulas.

Após a tabela ter sido elaborada, ela poderá ser salva com nomes dife-
rentes, e ser reutilizada para diferentes amostras, agilizando o processo 
de análise dos dados. Convém ressaltar que essa não é a única alter-
nativa para o cálculo desses parâmetros estatísticos, podendo-se, por 
meio de diferentes manuseios dos teores obtidos, chegar aos mesmos 
resultados.

2.6. Holocelulose
O termo holocelulose é geralmente usado para designar os carboidratos 
totais presentes em uma célula vegetal. Ou seja, ela engloba os valo-
res da celulose e dos demais carboidratos, notadamente as pentoses, 
denominados em conjunto como hemicelulose (TAHERZADEH; KARIMI, 
2007). Conhecendo-se os valores de holocelulose e de alfacelulose de 
um material, pode-se, por meio do cálculo da diferença, determinar o 
teor de hemicelulose. 

Estruturalmente, as hemiceluloses são moléculas planas, que auxiliam 
na formação de ligações cruzadas entre a celulose e a lignina (AHMAD 
et al., 2007). Essas moléculas são heteropolissacarídeos, ou seja, são 
constituídas por vários açúcares, ligados entre si de diferentes formas. 
Os mais abundantes são os xilanos, polissacarídeos compostos de uma 
cadeia ramificada de xilose. A principal característica química da hemi-
celulose é que ela pode ser separada da celulose por meio de extração 
alcalina de material delignificado (HATFIELD et al., 2007).
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Comercialmente, a hemicelulose pode ser uma fonte de carboidratos 
para a formação de etanol (TAHERZADEH; KARIMI, 2007), espessan-
tes, adesivos, coloides protetores, emulsificantes, estabilizantes, fur-
fural e derivados (KAMM; KAMM, 2004). Além disso, pode ocasionar 
a melhoria de bebidas como cervejas e sucos, a melhoria da digestibili-
dade de alimentos para animais, a produção de xilitol, e a produção de 
precursores para a síntese de polímeros e resinas (SAHA et al., 2003). 
Para a nutrição animal, o conteúdo de xilanos aumenta o tempo de 
digestão em ruminantes, por não ser tão prontamente digerível quanto 
o amido e outros carboidratos.

A principal técnica empregada na determinação da holocelulose consis-
te na oxidação da lignina em um meio ácido, principalmente a oxidação 
por cloro, proveniente da reação entre clorito de sódio e ácido acético 
a quente. Há diversas variações para essa técnica básica, envolvendo 
diferentes massas da amostra vegetal inicial, concentrações de clori-
to de sódio e de ácido acético, e tempos de reação (HERBST, 1952; 
KHERALLAH; ALY, 1989; LOVELL, 1945; SALIM; WAHAB, 2008; 
YOKOYAMA; KADLA; CHANG, 2002). Neste documento, será apresen-
tado um método que se tem mostrado adequado em fibras vegetais e 
em forragens não provenientes de madeiras.

2.6.1. Determinação de holocelulose
É importante, desde o início do experimento, usar EPIs e calçar luvas, 
tanto para evitar danos ao operador, causados por respingos ou por 
derramamento acidental dos reagentes, quanto para reduzir o erro 
causado pelas sujidades presentes nas mãos. No caso da utilização de 
um respirador facial, deve-se verificar se ele está com um filtro para 
gás cloro e/ou vapores de compostos clorados, como ácido clorídrico e 
dióxido de cloro.

Inicialmente, devem-se lavar os funis de vidro sinterizado, que serão 
utilizados nesta determinação tipo ASTM 2 ou M, com abertura de poro 
de 40 µ a 100 µ e capacidade de pelo menos 150 mL. Após a lavagem, 
esse funil deve ser colocado para secar por pelo menos duas horas a 
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105 ± 2 ºC. A seguir, o funil deve ser removido com pinças e guarda-
do em um dessecador que contenha algum agente dessecante, até o 
momento da utilização.

Em um erlenmeyer de 500 mL, adicionam-se cerca de 3,0000 g do 
material vegetal, sem umidade nem extrativos, e com seu conteúdo de 
holocelulose a ser determinado. A seguir, adicionam-se 120 mL de água 
destilada ou deionizada. Em uma capela de exaustão, deve-se preparar 
um banho-maria ou de glicerina, que mantenha a temperatura constante 
a 70 ± 2 ºC. Ao erlenmeyer, devem ser acrescentados 2,5 g de clorito 
de sódio (NaClO2), com pureza aproximada de 80%, e 1 mL de ácido 
acético glacial, com pureza ≥ 99,85%. Também se deve acrescentar 
uma barra magnética para garantir uma agitação constante durante a 
reação. O conjunto erlenmeyer-reagentes deve ser tampado com um 
erlenmeyer de 25 mL, mergulhado no banho, aquecido por uma hora, e 
mantido sobre um agitador magnético ligado. Após esse tempo, deve-
-se realizar uma nova adição de 2,5 g de clorito de sódio e 1 mL de 
ácido acético, e continuar mantendo a temperatura de 70 ± 2 ºC por 
mais uma hora. Findo esse tempo, adiciona-se, mais uma vez, 2,5 g de 
clorito de sódio e 1 mL de ácido acético, e prossegue-se com o aqueci-
mento em banho por mais três horas. Ao longo do aquecimento, ocorre 
a elevação de cloro, como pode ser notado pela formação de um gás 
amarelo-esverdeado dentro do erlenmeyer.

Durante as cinco horas de aquecimento e degradação oxidativa da lig-
nina, deve-se providenciar gelo e água gelada suficientes para a realiza-
ção de um banho de gelo, que cubra até além da altura do conteúdo do 
erlenmeyer. O recipiente deverá permanecer nesse banho de gelo por 
30 minutos.

Enquanto isso, deve-se preparar a aparelhagem de filtração, na capela 
de exaustão. A massa do funil de vidro sinterizado deve ser medida, e o 
funil deve ser colocado sobre um kitassato de 1.000 mL, usando-se um 
conector, que pode ser feito cortando-se uma manta de borracha em 
um círculo um pouco maior do que a abertura superior do frasco, com 
um espaço interno vazado para colocar o funil. Por fim, deve-se, então, 
conectar uma bomba de vácuo ao kitassato para iniciar a filtração.
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O conteúdo do balão deve ser transferido para o funil, com uma agi-
tação constante para evitar a perda de precipitado no interior do funil. 
Liga-se a bomba de vácuo, para agilizar o processo. Com água deioni-
zada ou destilada, deve-se lavar o erlenmeyer e transferir o conteúdo 
para o funil, tanto para não ocorrerem perdas de holocelulose, quanto 
para lavar o material recolhido. O precipitado recolhido no funil deve ser 
enxaguado até que o filtrado tenha um pH próximo ao da água utiliza-
da. Pode-se utilizar um papel indicador ou um medidor de pH para essa 
verificação. Verificando-se a proximidade da neutralidade, deve-se fazer 
uma lavagem com um pequeno volume, de cerca de 10 mL a 20 mL 
de acetona ou de metanol, seguida de mais um enxague com bastante 
água deionizada ou destilada.

O funil, então, deve ser levado para uma estufa a 105 ± 2 ºC e secado 
até adquirir um peso constante, conforme discutido na determinação de 
umidade. Apesar das variações que ocorrerão para diferentes materiais, 
pode-se indicar um tempo de 18 horas como um parâmetro inicial para 
a secagem, e, a partir dele, realizar adaptações de metodologia. Após a 
secagem, deve-se colocar o conjunto funil-holocelulose em um desse-
cador com agente desencante, por pelo menos 30 minutos, para atingir 
a temperatura ambiente, e medir a massa do funil somada à massa de 
holocelulose, em uma balança analítica, com precisão de 0,0001 g.

O filtrado ácido deve ser recolhido em um frasco apropriado, e tratado 
com algum agente alcalinizante (hidróxido, carbonato, ou óxido de me-
tal alcalino ou alcalino terroso) para ser neutralizado. Deve-se observar 
que o uso de derivados de cálcio levará à formação de sulfato de cálcio, 
insolúvel, que deverá ser separado da fase líquida. O cloro residual pode 
ser neutralizado, a seguir, por meio da adição de tiossulfato de sódio. A 
quantidade necessária deve ser calculada com base em uma titulação 
de uma alíquota do resíduo. Utilizando-se um enxágue com solvente 
orgânico, o resíduo pode ser destilado, para a separação da fase orgâ-
nica, que será concentrada e enviada para a incineração, permitindo o 
descarte final seguro da fase aquosa.

O procedimento deve ser feito pelo menos em duplicata, mas é impor-
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tante sempre tentar realizar o maior número possível de análises, para 
permitir a redução do desvio-padrão e a eliminação de dados fora da 
escala, sem sacrifício do rigor estatístico.

Com base na massa do funil limpo e seco (MF); na massa da amos-
tra (MA); e na massa do funil somada à massa de holocelulose, após 
a secagem em estufa (MFH), pode-se calcular o teor de holocelulose 
(TH%), conforme a fórmula a seguir:

Eq. 12:

TH%100% =x
MA

MFMFH −

É importante lembrar que esses dados vão se referir à massa da amos-
tra seca e sem extrativos. Ou seja, é necessário realizar mais um cálcu-
lo, a fim de corrigir os valores que deverão constar na tabela de análise 
centesimal do material original, conforme a fórmula a seguir:

Eq. 13: 

( )[ ] corrigido TH%
100

TU%TE%100TH% =+x −

O exemplo a seguir pode ser aplicado em um software de planilha ele-
trônica, como  Microsoft® Excel® ou OpenOffice® Calc®:

Fig. 10. Exemplo de planilha eletrônica com cálculos para a determinação do teor de 
holocelulose.
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Nesse exemplo, as massas MF, MA e MFHL são determinadas direta-
mente na balança. Na célula B7, pode-se digitar diretamente a fórmula 
“=(D2-B2)*100/C2”, sem as aspas. Conhecendo-se o teor de umi-
dade (B11) e o teor de extrativos (B12), é possível corrigir os valores 
calculados para a amostra original, por meio da fórmula “=(B7*(100-
-(B11+B12))/100)” em C7, sem as aspas.

Com base nos valores do teor de holocelulose obtido, pode-se proceder 
a algumas análises de estatística descritiva, como mostrado a seguir.

Fig. 11. Exemplo de planilha eletrônica com cálculos estatísticos para a determinação do 
teor de holocelulose.

Com base nos valores obtidos, para o programa Calc® da suíte de 
aplicativos BrOffice®, utilizaram-se as seguintes fórmulas: “=CONT.
VALORES(B2:B4)” na célula B6, para o cálculo do número de repe-
tições; “=MÉDIA(B2:B4)” na célula B7, para o cálculo da média; 
“=DESVPAD(B2:B4)” na célula B8, para o cálculo do desvio-padrão; 
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“=B8*100/B7” na célula B9, para o cálculo do coeficiente de variação 
percentual; “=B8/RAIZ(B6)” na célula B10, para o cálculo do erro-
-padrão; e “=INVT(0,05;2)” na célula B11, para o cálculo do coeficien-
te de confiança, segundo uma distribuição t de Student com 95% de 
confiança e 2 graus de liberdade. A escolha do coeficiente de confiança 
pode depender tanto do formato da distribuição de dados considera-
da (distribuição normal ou t de Student, por exemplo), como do nível 
de confiança (0,05 para 95%, e 0,01 para 99%, por exemplo), e do 
número de graus de liberdade, calculável como o número de amostras 
menos um.

Com base nessa análise, pode-se estimar um intervalo de confiança, 
somando-se e subtraindo-se à média o valor do erro-padrão multipli-
cado pelo valor obtido pela divisão do coeficiente de confiança pela 
raiz quadrada do número de amostras repetidas, conforme as fórmulas 
“=B7-B11*(B10/RAIZ(B6))” na célula B12, para o limite inferior, e 
“=B7+B11*(B10/RAIZ(B6))” na célula B14, para o limite superior. A 
média apresentada na célula B13 é apenas a repetição do valor presen-
te em B7, por meio da fórmula “=B9”. As mesmas fórmulas da coluna 
B, para teor de lignina insolúvel (TLI%), foram utilizadas na coluna C, 
para teor de lignina solúvel (TLS%), substituindo-se “B” por “C” nas 
fórmulas.

Após a tabela ter sido elaborada, ela poderá ser salva com nomes dife-
rentes, e ser reutilizada para diferentes amostras, agilizando o processo 
de análise dos dados. Convém ressaltar que essa não é a única alter-
nativa para o cálculo desses parâmetros estatísticos, podendo-se, por 
meio de diferentes manuseios dos teores obtidos, chegar aos mesmos 
resultados.

2.7. Alfacelulose
A celulose é o mais abundante composto orgânico e material biorre-
novável, com uma longa e bem definida base tecnológica. A produção 
na biosfera é estimada em mais de 1012 t por ano. Nas fibras lignoce-
lulósicas, ela também é o principal componente. Essa molécula é um 
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polímero linear, constituído de resíduos de glicose, que formam ligações 
de hidrogênio entre moléculas vizinhas, e tendem a se agrupar na for-
ma de microfibrilas (ASASUTJARIT et al., 2009; HABIBI; MAHROUZ; 
VIGNON, 2009; HATFIELD et al., 2007; LI et al., 2009b; MOXLEY; 
ZHANG, 2007; SWATLOSKI et al., 2002). A concentração de celulose 
varia de por volta de 30% em arbustos, a 40% – 50% em arbustos, a 
65% – 70% em plantas fibrosas, como linho ou rami, e a mais de 90% 
em fibras de algodão (IOELOVICH, 2008).

A celulose contribui para a resistência da parede celular das células 
vegetais. Também é uma fonte de carboidratos para os ruminantes. Na 
forma de madeira, ela pode ser usada pela indústria moveleira e pela 
construção civil, além de poder ser usada como combustível sólido. 
Após a extração industrial, ela pode ser empregada na indústria têxtil, 
alimentícia, farmacêutica e de manufatura de papéis (KAMM; KAMM, 
2004; LI et al., 2009b; FORT et al., 2007). Recentemente, o interesse 
pela celulose tem sido renovado pela produção de etanol, de solventes 
e de compostos orgânicos, e pela extração de nanocristais de celulo-
se, para o preparo de compósitos (AHOLA et al., 2007; SUN; CHENG, 
2002; TAHERZADE; KARIMI, 2007).

Segundo a definição da norma TAPPI T 203 cm-99 (2009), alfacelulo-
se é a celulose não degradada, betacelulose é a celulose degradada, e 
gamacelulose é, principalmente, hemicelulose. Experimentalmente, a 
alfacelulose não se dissolve em uma solução aquosa a 17,5% (m/v) de 
hidróxido de sódio. Nessa solução, a betacelulose pode ser separada 
da gamacelulose por meio da acidificação a quente do meio, gerando 
um precipitado de betacelulose. A diferença básica entre a celulose 
degradada e a não degradada é o tamanho da molécula e o número de 
resíduos de glicose presentes, o qual é maior na alfacelulose do que na 
betacelulose (ZIAIE-SHIRKOLAEE et al., 2007).

A metodologia mais empregada para a determinação do teor de alfa-
celulose ainda é a determinação da fração de holocelulose que não se 
dissolve na solução, acima citada, de hidróxido de sódio. Comumente, 
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em vez de se determinar, também, o valor da betacelulose, para então 
se calcular o valor da hemicelulose por meio do cálculo da diferença en-
tre os valores de holocelulose, alfacelulose e betacelulose, considera-se 
apenas a diferença entre os valores de holocelulose e de alfacelulose.

2.7.1. Determinação de alfacelulose
Inicialmente, deve-se lavar um funil de vidro sinterizado – ASTM tipo M 
ou 2 – que tenha uma abertura de poro de 40 µ a 100 µ, e uma capa-
cidade de pelo menos 50 mL, e colocá-lo pelo menos por duas horas 
em uma estufa a 105 ± 2 ºC. A seguir, o funil deve ser removido com 
pinças e guardado em um dessecador que contenha algum agente 
dessecante, por pelo menos 30 minutos, até o momento da utilização. 
Procede-se, então, à montagem da aparelhagem de filtração. A massa 
do funil de vidro sinterizado deve ser medida, e o funil deve ser coloca-
do sobre um kitassato de 1.000 mL, usando-se um conector, que pode 
ser feito cortando-se uma manta de borracha em um círculo um pouco 
maior do que a abertura superior do frasco, com um espaço interno 
vazado para colocar o funil. Por fim, conecta-se uma bomba de vácuo 
ao kitassato, para ser ligada quando iniciar-se a filtração.

Deve-se pesar cerca de 1,0000 g da holocelulose seca obtida, e colocá-
-la em um almofariz, à temperatura ambiente, em que caibam pelo 
menos 100 mL. Deve-se adicionar 15 mL de uma solução de NaOH a 
17,5%, aguardar dois minutos de contato entre a solução e a celulo-
se, e, então, começar a triturar o material por oito minutos. Terminado 
esse tempo, deve-se adicionar 40 mL de água destilada ou deionizada 
ao almofariz, e transferir o conteúdo, quantitativamente, para o funil.

O conteúdo do almofariz deve ser transferido para o funil com uma 
agitação constante, para evitar a perda de precipitado no interior do ins-
trumental. Lava-se bem o almofariz com mais água destilada ou deio-
nizada, transferindo-se para o funil, e liga-se a bomba de vácuo, para 
agilizar o processo. O precipitado recolhido no funil deve ser enxaguado 
até que o filtrado tenha um pH próximo ao da água utilizada. Pode-se 
utilizar um papel indicador ou um medidor de pH para essa verificação. 
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O funil, então, deve ser levado para uma estufa a 105 ± 2 ºC, e seca-
do até adquirir um peso constante, conforme discutido na determinação 
de umidade. Apesar das variações que ocorrerão para diferentes mate-
riais, pode-se indicar um tempo de 18 horas como um parâmetro inicial 
para a secagem, e, a partir dele, realizar adaptações de metodologia. 
Após a secagem, deve-se colocar o conjunto funil-holocelulose em um 
dessecador com agente desencante, por pelo menos 30 minutos, para 
atingir a temperatura ambiente, e medir a massa do funil somada à 
massa de alfacelulose, em uma balança analítica, com uma precisão de 
0,0001 g.

O resíduo alcalino da filtração deve ser neutralizado por meio de uma 
solução ácida antes do descarte final. Com essa neutralização, é espe-
rado que ocorra a precipitação de betacelulose, que deverá ser removi-
da da fase aquosa.

O procedimento deve ser feito pelo menos em duplicata, mas é impor-
tante sempre tentar realizar o maior número possível de análises, para 
permitir a redução do desvio-padrão e a eliminação de dados fora da 
escala, sem sacrifício do rigor estatístico.

Com base na massa do funil limpo e seco (MF); na massa da amostra 
de holocelulose (MAH); e na massa do funil somada à massa de alfa-
celulose, após a secagem em estufa (MFA), pode-se calcular o teor de 
alfacelulose (TA%), conforme a fórmula a seguir:

Eq. 14:

MFA− MF
MAH

x 100%= TA%

Para a obtenção do teor corrigido de alfacelulose (TAcorrigido), com base 
no teor corrigido de holocelulose (THcorrigido), pode-se realizar o cálculo 
da seguinte fórmula:
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Eq. 15:

( )
corrigido

corrigido TA=
xTATH

100

E, por meio do cálculo da diferença entre os valores dos dois teores, 
calcula-se, então, o valor do teor percentual corrigido de hemicelulose 
(THeCcorrigido), conforme a fórmula a seguir:

Eq. 16:

TH corrigido− TAcorrigido=THeC corrigido

O exemplo a seguir pode ser aplicado em um software de planilha ele-
trônica, como Microsoft® Excel® ou OpenOffice® Calc®:

Fig. 12. Exemplo de planilha eletrônica com cálculos para determinação de teores de 
alfacelulose e hemicelulose.

Nesse exemplo, as massas MAH, MF e MFA são determinadas direta-
mente na balança. Com isto, é obtido o teor percentual de alfacelulo-
se presente na holocelulose. Como já é conhecido o teor corrigido de 
holocelulose, na célula B7, pode-se escrever na célula C7 a fórmula 
“=B7*E2/100”, sem as aspas, para o cálculo do teor corrigido de al-
facelulose. Por fim, o teor de hemicelulose, já corrigido para o material 
inicial, é calculado na célula D7 pela fórmula “=B7-C7”, sem as aspas.

Com base nos valores obtidos, pode-se proceder a algumas análises de 
estatística descritiva, como mostrado a seguir.
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Com base nos valores obtidos, para o programa Calc® da suíte de 
aplicativos BrOffice®, utilizaram-se as seguintes fórmulas: “=CONT.
VALORES(B2:B4)” na célula B6, para o cálculo do número de repe-
tições; “=MÉDIA(B2:B4)” na célula B7, para o cálculo da média; 
“=DESVPAD(B2:B4)” na célula B8, para o cálculo do desvio-padrão; 
“=B8*100/B7” na célula B9, para o cálculo do coeficiente de variação 
percentual; “=B8/RAIZ(B6)” na célula B10, para o cálculo do erro-
-padrão; e “=INVT(0,05;2)” na célula B11, para o cálculo do coeficien-
te de confiança, segundo uma distribuição t de Student com 95% de 
confiança e 2 graus de liberdade. A escolha do coeficiente de confiança 
pode depender tanto do formato da distribuição de dados considera-
da (distribuição normal ou t de Student, por exemplo), como do nível 
de confiança (0,05 para 95%, e 0,01 para 99%, por exemplo), e do 
número de graus de liberdade, calculável como o número de amostras 
menos um.

Com base nessa análise, pode-se estimar um intervalo de confiança, 
somando-se e subtraindo-se à média o valor do erro-padrão multipli-
cado pelo valor obtido pela divisão do coeficiente de confiança pela 
raiz quadrada do número de amostras repetidas, conforme as fórmulas 
“=B7-B11*(B10/RAIZ(B6))” na célula B12, para o limite inferior, e 
“=B7+B11*(B10/RAIZ(B6))” na célula B14, para o limite superior. A 

Fig. 13. Exemplo de planilha eletrônica com cálculos estatísticos para a determinação dos 
teores de holocelulose, alfacelulose e hemicelulose.
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média apresentada na célula B13 é apenas a repetição do valor presen-
te em B7, por meio da fórmula “=B9”. As mesmas fórmulas da coluna 
B foram utilizadas nas colunas C e D, substituindo-se “B” por “C” ou 
por “D”, respectivamente, nas fórmulas.

Após a tabela ter sido elaborada, ela poderá ser salva com nomes dife-
rentes, e ser reutilizada para diferentes amostras, agilizando o processo 
de análise dos dados. Convém ressaltar que essa não é a única alter-
nativa para o cálculo desses parâmetros estatísticos, podendo-se, por 
meio de diferentes manuseios dos teores obtidos, chegar aos mesmos 
resultados.
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