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RESUMO

A lignina possui um elevado interesse industrial uma vez que pode ser empregada na producao
de variados produtos de interesse da industria quimica, tais como novos polimeros e
antioxidantes. Os Solventes Eutéticos Profundos (DESs) podem ser eficientes solventes na
extracdo de lignina a partir de fontes renovaveis, como as biomassas lignocelulosicas,
favorencendo uma significativa deslignificagdo bem como, desempenhando um importante
papel no conceito de quimica verde quando comparados com 0s que utilizam os solventes
organicos convencionais como, hexano, e/ou &cidos e bases inorganicas concentradas que
apresentam algumas desvantagens como, elevada presséo de vapor e alta inflamabilidade. Deste
modo, este estudo teve como objetivo avaliar e otimizar o uso dos solventes eutéticos profundos
(DESs) na recuperacdo de lignina do bagaco de cana-de-agUcar. Trés tipos de DESs foram
avaliados, ChLa (cloreto de colina:acido latico), ChGy (cloreto de colina:glicerol) e ChU
(cloreto de colina:ureia), selecionando-se o ultimo devido ao melhor desempenho apresentado
nos ensaios preliminares. Um planejamento experimental com ponto central foi realizado para
investigar como os fatores volume do DES, adicdo de 4gua ao solvente e tempo de extracao
influenciam no processo de recuperacdo. As técnicas de espectrometria na regido do
infravervemelho por transformada de Fourier (FTIR), analise termogravimétrica (TGA) e
difratometria de raios-X (DRX) foram utilizadas para avaliar a estrutura da lignina e das
amostras de bagaco. O tratamento do bagaco de cana-de-agucar utilizando o método
hidrotérmico, também foi realizado para comparar com os resultados obtidos com os DESs.
ApO0s o processo de extracdo, observou-se que houve uma diminuicdo significativa no teor de
lignina quando o bagaco foi tratado com ChU quando comparado com o teor da matriz in natura
(-55,05 %). Embora o ChLa também tenha sido eficiente na extracdo, em relacdo ao polimero
estrutural, (-57,57%) ele também removeu significativa quantidade de hemicelulose, o que
indica sua baixa seletividade. J4 no tratamento hidrotérmico, houve um aumento no teor de
lignina, cerca de 25,25%, demonstrando sua preferéncia em remover outros constituintes. Apos
a realizacdo do planejamento experimental, observou-se que a maior remoc¢édo de lignina foi
obtida nas seguintes condicdes: 0,3g de biomassa, 3 mL de DES, adi¢do de 6% de agua ao
solvente e tempo de extracdo de 2h, obtendo-se uma extracdo de cerca de 58,38% do
biopolimero alvo. A partir dos espectros de FTIR foi possivel verificar que a estrutura da lignina
foi preservada. Com relacdo aos espectros de DRX, houve um aumento no indice de
cristalinidade indicando a remocdo de grande parte da lignina amorfa durante o processo
estudado. Os estudos realizados nessa pesquisa reforcam a eficiéncia do uso dos DES para
extracdo da lignina possibilitando uma remocdo mais rapida com uma reducdo de tempo de
extracao e temperatura.

Palavras-chave: Biomassa Lignocelulésica; DES; Extracéo; Lignina; Planejamento
Experimental.



ABSTRACT

Lignin has a high interest for the industrial sector once it can be used in the production of a vast
number of products in chemical industries such as new polymers and antioxidants. Deep
Eutectic Solvents (DESs) can be efficient solvents in the extraction of lignin from renewable
sources, such as lignocellulosic biomass, favoring a significant delignification as well as
playing an important role in the concept of green chemistry when compared to those using
conventional organic solvents, as hexane and/or concentrated inorganic acids and bases, for
example, which have some disadvantages due their high vapor pressure and high flammability
Thus, this study has the aim to investigate and optimize the use of DESs in lignin recovery from
sugarcane bagasse. Three different DESs were evaluated, ChLa (choline chloride: acid lactic),
ChGy (choline chloride: glycerol) and ChU (choline chloride: urea), selecting the last one due
to its better performance presented in preliminary tests. The experimental design approach, with
center point added, was carried out to investigate the effect of DESs volume, water addition and
extraction time on the studied recovery. The following techniques were used to understand the
recovered lignin structure: Fourier-transform Infrared Spectrometry (FTIR), Thermogravimetry
(TG) and X-ray Diffraction (DRX). The hydrothermal treatment of sugarcane bagasse was also
carried out to be compared it to DESs treatments. After the extraction procedures, it was noticed
the high mitigation of the lignin content using ChU (- 55.05 %). Although ChLa has presented
a similar extraction capacity (-57.57%), this DESs also removed a significant content of
hemicellulose, what indicated its poor selectivity. The hydrothermal treatment improved the
lignin content (25.25 %), what indicate its capacity to remove other constituents instead of the
target. After carrying out the experimental design, it was observed that the highest lignin
removal was obtained under the following conditions: 0.3g of biomass, 3 mL of DES, 6% of
water addition and 2h of extraction, obtaining an extraction of about 58.38% of the target
biopolymer. The recovered lignin FTIR spectrum showed that the polymeric structure was
preserved after the treatment and the DRX result pointed an increase of crystallinity index, as
result of the realized extraction process. The studies carried out in this research reinforce the
efficiency of using DES for lignin extraction, enabling faster removal with a reduction in
temperature and extraction time.

Keywords: Lignocellulosic Biomass; DES; Extraction; Lignin; Experimental Design.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € tido como o maior produtor mundial de biomassa de cana-de-agticar com
aproximadamente 620 milhdes de toneladas processadas sé na safra de 2018 a 2019 (SOUZA
et al., 2022), principalmente na regido Nordeste, onde esta situada grande parte das usinas que
utilizam a cana como matéria prima, o que torna muito viavel a realizacdo de pesquisas voltadas
ao beneficiamento desta matriz regionalmente abundante. Além disso, outras grandes
motivacdes para o0 reaproveitamento deste tipo de biomassa lignocelulésica sdo a
conscientizacdo ambiental, as legislacdes rigidas, bem como o esgotamento de combustiveis
fosseis (RODRIGUES et al., 2020).

Os principais residuos e subprodutos gerados por meio da cana-de-agucar, sdo o bagaco
e a palha. O bagaco pode ser considerado tanto como um residuo que afeta 0 meio ambiente,
guanto como um recurso quando séo implementadas tecnologias apropriadas de valorizacao.
Sendo assim, o bagagco da cana oferece possibilidades de valorizagdo integral pelo
processamento (LUZ et al., 2010).

No que se refere a composicdo quimica, as biomassas lignocelulésicas séao
compreendidas como biomateriais formados majoritatiamente por trés polimeros estruturais, a
saber: lignina, celulose e hemicelulose. O reaproveitamento destes contituintes tem grande
valor para a industria quimica em geral, uma vez que estes podem ser aplicados na producao de
novos combustiveis, materiais, alimentos e farmacos (BES et al., 2019).

A lignina encontra-se unida a celulose e a hemicelulose por ligacdes covalentes e
ligacbes de hidrogénio. A depender da origem do vegetal, além dos componentes citados,
também podem ser encontrados, em pequenas propor¢des, acidos graxos, fendis, resinas,
compostos nitrogenados, taninos, sais minerais, principalmente de magnésio, calcio e potassio
(JUNIOR et al., 2020).

A lignina é constantemente utilizada nas industrias de papel e celulose para a producao
de calor, devido seu alto teor energético. Dessa forma, as biorrefinarias convertem as biomassas
lignocelulésicas em produtos de alta agregacdo, o que torna bastante vantajoso
economicamente, reduzindo os custos, limitando a elevada dependéncia de matéria-prima de
origem féssil e fazendo o uso de um material como a lignina que é queimada para a geracdo de
energia (PARK et al., 2017). As limitaces da aplicacdo da lignina se devem a caracteristicas
de estrutura complexa e amorfa, abrangente distribuicdo de fragcbes com diferentes massas
molares e baixa solubilidade em solventes organicos (RODRIGUES et al., 2020).

Ainda dentro do contexto do seu uso para producao de energia, pode-se citar o uso destas
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biomassas na producao do chamado etanol de segunda geracéo, ou etanol 2G, o qual € obtido a
partir do reaproveitamento dos residuos oriundos da extracdo do caldo empregado na
fermentacdo tradional do etanol de primeira geracdo. Para tal, os bagacos produzidos durante o
processamento, precisam passar por etapas de pré-tratamentos, fisico e/ou quimicos, que
possibilitem a remocdo da lignina, a qual interfere significativamente nas etapas subsequentes
de hidrolise enzimatica e fermentacdo (PANDIYAN et al., 2019; CARDONA et al., 2014; DEL
RIO et al., 2015).

Na perspectiva de tratar as biomassas de lignina e assim valorizar o produto, a extracao
com Solventes Eutéticos Profundos tem sido investigada para substituir os convencionais
tratamentos que fazem uso de solventes organicos, como hexano, efou &cidos e bases
inorgénicas concentradas (OWHE et al., 2021).

Segundo Abbott et al. (2003) solventes eutéticos profundos, do inglés Deep Eutectic
Solvents (DES), sdo formados pela mistura de uma espécie doadora de ligacdo de hidrogénio
(HBD) e uma espécie aceptora de ligacdo de hidrogénio (HBA). Trata-se de um solvente
biodegradavel, sustentavel e que apresenta elevado potencial para diversas aplicacdes. Alem
desses solventes possuirem caracteristicas ambientalmente amigaveis, apresentam forte
capacidade de ligacdo de hidrogénio, assim como solubilidade Unica para a biomassa, 0 que
facilitaria a extracdo de lignina da biomassa lignocelulésica (LIU et al., 2020).

O uso dos DES ndo esta limitado a uma area apenas, pois pode contribuir em uma
diversidade de transformacdes quimicas, como em reacdes biocataliticas, na sintese organica,
em reacdes de dissolucdo, dentre outras. Além disso, também auxiliam no isolamento de
produtos por meio de destilacdo, precipitacdo e extracdo. Dessa forma, a probabilidade dos
solventes eutéticos profundos substituirem os solventes convencionais nas rea¢fes torna-se uma
alternativa conveniente (HERNANDEZ et al., 2015).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar e otimizar o método de

extracdo de lignina do bagaco de cana-de-acUcar usando solventes eutéticos profundos (DESS).



Capitulo 2:
Fundamentacao Teorica
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Cana-de-acucar

A cana-de-acucar € a principal classe agucareira do mundo e possui cultura tropical e
também subtropical. Cerca de 31,3 milhdes de hectares mundiais sdo de plantagdes de cana-de-
actcar. O Brasil, China e india so os paises que mais a produzem (XU et al., 2018).

No Brasil, a plantacéo de cana-de-agUcar esta presente em quase todo o pais,em especial
nas regides Centro Sul e Norte Nordeste, sendo o estado de S&o Paulo o que se apresenta como
0 maior produtor de cana. A mesma é uma planta perene, que demanda um manejo simples e
facil (SOUZA et al., 2022).

A cana-de-acUcar geralmente é utilizada na producgdo de etanol e agucar. O bagago da
cana ¢é produzido apds a extracdo do caldo da mesma, o que corresponde a cerca de 50% da
qualidade da cana. O bagaco ¢ utilizado principalmente como combustivel para produzir vapor
e gerar eletricidade (XU et al., 2018).

2.1.1 Morfologia da cana-de-agucar

A cana-de-acucar é uma graminea alta que pertence a espécie de género Saccharum spp.
Ela possui um sistema de rizomas e raizes e outra parte em que apresenta colmos, folhas e flores,
sendo o caldo e o bagaco extraidos do colmo (QUINELATO, 2016). O colmo da cana-de-agucar
é cilindrico, fibroso e rico em acgucar, como mostradona Figura 1. A cana € composta
aproximadamente de 86 a 92% de caldo e 8 a 14% de material fibroso. A cana-de-agUcar € uma
cultura de elevada importancia econémica gracas a sua utilizagdo como matéria-prima na
industria de alimentos e producio de biocombustivel renovavel (JUNIOR et al., 2018).

No processamento da cana-de-acuUcar sdo produzidos o bagaco e a palha. O bagaco é o
residuo fibroso e solido e restante da moagem da cana. Normalmente, o bagaco € utilizado

como fonte de vapor e energia nas usinas de cana-de-acucar (CANDIDO et al., 2019).
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Figura 1- a) Colmo da cana-de-agucar; b) Partes que compdem o colmo
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Fonte: adaptado de LENCO, 2010.

2.1.2 Classificacdo das espécies da cana-de-acgucar

A cana-de-acgUcar é uma planta que pertence a familia Poaceae, como o arroz, milho e
demais gramineas. As suas principais caracteristicas sdo o aspecto das flores (inflorescéncia),
0 desenvolvimento do caule em forma de colmos, as folhas de silica e bainha aberta. Suas
espécies estdo classificadas como: Saccharum officianarum, Saccharum spontaneum,
Saccharum sinensis, Saccharum robustum e Saccharum barberi (SILVA et al., 2012).

A espécie S. officianarum apresenta elevado teor de aclcar e pequena porcentagem de
fibra e é constituida pelas conhecidas canas nobres. Apresentam sistema radicular reduzido e
colmos grossos, sdo consideradas canas tropicais. Esta espécie é bastante suscetivel a doencas
e sdo exigentes com relacdo ao clima e ao solo. A mesma é conhecida no Brasil como cana
caiana, preta, roxa, cristalina, manteiga e riscada (D’HONT et al., 1998).

A S. spontaneum contém uma quantidade de sacarose no caule menor do que comparada
as demais canas nobres, apresenta caules mais estreitos e floragdo suficiente para torna-la uma
espécie potencialmente invasora. O acumulo de sacarose e o crescimento robusto de colmos
grossos em canas comerciais sao derivados especialmente de S. officinarum, enquanto alta fibra,

perfilhamento e ampla tolerancia ambiental, sdo derivados principalmente de S. spontaneum
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(KAFFKA et al., 2014).

A S. sinensis apresenta um sistema radicular bem florescente e vegeta bem, tanto em
solos pobres quanto em solos secos. E uma espécie que abarca as diversas variedades de canas
consideradas chinesas ou japonesas. As variedades que pertencem a essa espécie apresentam
colmos finos, internddios fibrosos e alongados e possuem baixo teor de agtcar (SILVA et al.,
2012).

Devido a sua origem, a espécie S. barberi é conhecida como cana indiana, a qual é
amplamente encontrada em todo territério brasilieito. Apresenta alta porcentagem de fibra, alto
teor médio de sacarose e € resistente ao frio. A espécie S. robustum apresenta um grande
crescimento com colmos, duros e lenhosos, baixo teor de sacarose, elevada porcentagem de
fibra e sdo conhecidas como canas selvagens que se adéquam a variadas condi¢cdes ambientais
(HEINZ et al., 1994).

2.1.3 Composicao quimica do bagaco da cana-de-acgucar

A biomassa lignocelulésica basicamente é composta de celulose, hemicelulose e lignina,

as quais séo fortemente interligadas quimicamente entre si (Figura 2) (OLIVEIRA et al., 2020).

Figura 2- Estrutura da biomassa lignocelulésica

Célula
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Fonte: Santos et al. (2012).

A celulose € um polimero linear de glicose, e o principal integrante das paredes
celulares das plantas. O outro polissacarideo é a hemicelulose, um polimero heterogéneo de
pentoses, hexoses e acidos carboxilicos como o acido acético. Enquanto os compostos de
lignina s&o moléculas aromaticas bastante complexas com propor¢des que podem mudar de

acordo com a estrutura vegetal e é altamente ramificada, apontando resisténcia a quebra

mecanica, quimica e biologica (PHILIPPINI et al., 2019). Na Tabela 1 estdo dispostos, em
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porcentagem, a composicdo quimica de variadas biomassas e suas fracdes lignoceluldsicas.
Para o bagaco de cana, por exemplo, apresenta um teor de celulose, hemicelulose e lignina de
32-48%, 19-24% e 23-32% respectivamente. Os teores dessas fragdes lignoceluldsicas irdo

variar de acordo com a biomassa vegetal.

Tabela 1- Composi¢des quimicas e fracbes lignoceluldsicas de variadas biomassas

Biomassa % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Sisal 73,1 14,2 11

Fonte: adaptado de SANTOS et al. (2012).

2.1.3.1 Celulose

A celulose € o biopolimero natural mais encontrado no mundo e é estruturada pela
sequéncia de monomeros de glicose ligados por ligagdes B-1,4-glicosidicas como mostrado na
figura 3. E o material organico mais encontrado no mundo e representa entre 20% a 40% do peso
seco da parede celular dos vegetais. Anualmente sua producdo € de mais de 50 bilhdes de
toneladas (PEREIRA et al., 2019).

As celuloses, na forma de microfibrilas, estdo localizadas na parede celular secundaria,
afastadas por camadas de polioses, que sdo envoltos em uma matriz de lignina. A organizacéo
espacial das unidades repetitivas é caracterizada pelas distancias das ligacGes e seus angulos e
pelas ligacdes de hidrogénio fazendo com que a celulose tenha uma grande propenséo a formar

cristais que sdo insoliveis em dgua (SANTOS et al., 2012).

Figura 3- Representacao esquematica da estrutura quimica da celulose
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Fonte: Elaborado pela autora, adaptado de SANTOS et al. (2012).
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2.1.3.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo polissacarideos polimerizados constituidos por D-glucose, D-
xilose, D-manose, D-galactose, L-arabinose, &cido D-glucurdnico e é&cido 4-O-metil-
glucurénico conforme mostra a Figura 4. Apresentam ramificacbes em sua estrutura que se
relaciona com a celulose, dando um carater mais estavel a estrutura deste héteropolimero
(SANTOS et al., 2012). As ramificacOes laterais presentes na hemicelulose proporcionam uma
quantidade de energia menor das ligacdes, além disto, sua natureza amorfa propicia uma grande
absorcdo de agua, o que colabora para a maior flexibilidade das fibras (PEREIRA et al., 2019).

Figura 4- Representagdo da hemicelulose
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Fonte: Elaborado pela autora, adaptado de SANTOS et al. (2012).

2.1.3.3 Lignina

A palavra lignina é derivada do latim lignum e significa madeira. Foi descoberta por
volta de 1838 por Anselme Payen apds tratamento da madeira com acido sulfurico concentrado.
E um dos componentes fundamentais dos tecidos de angiospermas e gimnospermas, sendo dessa
forma, um dos polimeros naturais mais abundantes (KLOCK et al., 2005).

As ligninas sdo macromoléculas poliméricas que conferem resisténcia e forma a parede
celular vegetal da planta (WANG et al., 2020) e é composta de 34 unidades fenilpropandides,
ligadas por ligacGes éter e carbono. A lignina € constituida basicamente por unidades
aromaticas, a p-hidroxifenila, guaiacila e siringila (Figura 5). A especificacdo da lignina ¢ feita
conforme a quantidade de mondmeros de guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenila (H), os
quais sdo derivados de unidades fenilpropandides (ARRUDA et al., 2021).

As ligacOes e composicOes das subunidades variam de acordo com as diversas espécies

de plantas. A lignina extraida do bagaco da cana-de-agucar contém uma quantidade relevante
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de &cidos ferulicos e acidos p-cumaricos (PIN et al., 2020).

Figura 5- Principais unidades aromaticas presentes na molécula de lignina: (a) p-Hidroxifenila;
(b) Guaiacila; (c) Siringila

Fonte: Elaborado pela autora, adaptado de Rawal et al. (2020).

2.2 Principais Aplicacdes da Lignina

No processamento de biomassas lignocelulosicas, as ligninas eram vistas como residuos
que apresentavam aplicaces restritas a utilizacdo como combustivel nas caldeiras industriais.
Porém, atualmente, as ligninas tem recebido mais atencdo por apresentar alto valor agregado
e potencial utilizacdo na producdo de variados produtos como dispersantes, antioxidantes,
fertilizantes, carvdo vegetal, emulsificantes, cosméticos, combustiveis, diversos produtos
quimicos, farmacos e materiais compasitos para inimeras aplicacdes, substituindo em grande
parte dos casos compostos de fonte féssil (VERCOSA et al., 2019).

A lignina também é constantemente utilizada nas industrias de papel e celulose para a
producdo de calor, devido ao seu alto teor energético. Dessa forma, as biorrefinarias convertem
as biomassas lignoceluldsicas em produtos de alto valor agregado, o que torna bastante
vantajoso economicamente, reduzindo os custos, limitando a elevada dependéncia de matéria-
prima de origem féssil e fazendo o uso de um material como a lignina, que geralmente €
gueimada, para a geracao de energia (PARK et al., 2017; RODRIGUES et al., 2020).

Segundo Zhang et al. (2015) foram relatados diversos estudos em relacéo a aplicacao
da lignina no uso como inibidor de corrosdo em aco e em compdsitos e hidrogéis. Em grande
parte, a estrutura e a pureza da lignina € quem ird definir o éxito na produgdo de novos materiais

de caréter bioldgico e que, no entanto, dependem do processo de extragdo empregado junto as
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caracteristicas da biomassa de origem. Uma grande parte disponivel de lignina, apesar dessas
restricoes, tem estimulado estudos e pesquisas no intuito do desenvolvimento de seu uso em
aplicacbes industriais (LAURICHESSE et al., 2014). Para a obtencdo da lignina através do
bagaco da cana-de-agUcar faz-se necessario o preparo de amostras assim como, de métodos de
extracao e, por isso, muitos trabalhos tém sido relatados na literatura apresentando alternativas

aos métodos convencionais de extracéo.

2.3 Aspectos gerais no preparo de amostras usando métodos de extracao

O preparo de amostras abrange procedimentos fisicos e quimicos de maneira que as
tornem apropriadas para inser¢do no instrumento de medida, bem como reduzir interferéncias
na quantificacdo dos analitos de interesse. De forma geral, as amostras ao serem coletadas e
armazenadas, devem ser submetidas a procedimentos que as tornem compativeis com o método
que serd utilizado para a determinacdo do analito almejado (ROCHA et al., 2016).

Extracdo por Soxhlet, extracdo liquido-liquido, extracdo em fase solida, extracdo por
ultrassom e digestdo acida, sdo técnicas que podem ser empregadas na etapa de preparo de
amostras. No entanto, esses procedimentos utilizam solventes organicos volateis, os quais sao
bastante toxicos, e elevado consumo de reagentes ou de amostras, além de longos tempos de
extracdo (PINHEIRO et al., 2019).

A extracdo liquido-liquido, baseia-se na solubilidade relativa do analito em duas fases
imisciveis (organica e aquosa). Entre os fatores que influenciam a eficiéncia desse
procedimento estdo a afinidade do analito pelo solvente extrator, o pH da fase aquosa, e a
natureza e o volume do solvente (ANTONIO et al., 2013).

A extracdo solido-liquido poder ser realizada sem qualquer acdo externa, como por
exemplo: temperatura, pressao ou agitacdo. Os tempos de extracdo tendem a ser longos sem a
utilizacdo de alguma acéo externa, dessa forma, a eficiéncia de extracao tende a ser baixa. Cabe
ressaltar que elevados tempos de extracdo podem aumentar o risco de degradacao das espécies,
bem como de perdas ou contaminacdo. Diante disso, algumas alternativas tém sido propostas,
tais como extracdo assistida por ultrassom ou micro-ondas ou ainda extra¢do usando fluido
supercritico para aumentar a taxa de eficiéncia e minimizar o tempo (MULLER et al., 2018).

O uso indiscriminado de compostos organicos volateis nos processos de extracdo tem
sido discutidos no meio cientifico devido a alguns pontos negativos como: inflamabilidade,
toxicidade e elevada pressdo de vapor (VIAN et al., 2017). Portanto, ha um grande interesse

nos estudos para o desenvolvimento de novos solventes verdes, aplicaveis as distintas
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necessidades de uma operacgéo de preparo de amostras (SANTANA et al., 2021).

Com a finalidade de solucionar as dificuldades supracitadas, os Solventes Eutéticos
Profundos (DES) tem sido alvo de inumeras pesquisas para aplicagbes como solvente nos
procedimentos de preparo de amostras, tendo em vista que estes sdo capazes de
recuperar/extrair compostos polares e apolares, além de apresentarem solubilidade em &gua,
baixo custo de obtencéo e baixa volatilidade (SMITH et al., 2014).

2.3.1 Métodos de extracdo da lignina

A extracdo da lignina de biomassas lignocelulésicas é realizada por meio de tratamentos
quimicos e/ou fisicos e bioguimicos. A finalidade dos métodos de extracdo da lignina é a
degradacédo quimica da sua estrutura até que os seus segmentoscomo, acido sinapilico, coniferilico
e p-cumarilico, tornem-se soluveis. (WANG et al.,2020).

Existem varias maneiras de remocdo da lignina de biomassa lignoceluldsica
(VERCOSA et al., 2019), entre eles destacam-se quatro principais: kraft, sulfito, soda e
organosolv e estdo descritos na Tabela 2. Dependendo do tipo de substancia quimica utilizada
no processo, 0s métodos podem ser classificados como contendo enxofre ou sem enxofre
(WANG et al., 2020).

Tabela 2- Principais Métodos de Extracao de Lignina

Classificacdo  Método de pH Agentes  Temperatura
Extracéo
Método com Kraft 13 NaOH + NaxS 170°C
Enxofre
Sulfito 1-2 HSO3 120°C - 140°C
Método sem Organosolv - CH3;COOH; 150°C - 200°C
Enxofre CH,0, e H,O
Soda 11-13 NaOH 160°C

Fonte: Adptado de LAURICHESSE et al. (2014).

O processo organosolv é caracterizado por utilizar solventes organicos para clivagem
das ligacOes éter da lignina. Geralmente, sdo utilizados &cido acético ou etanol, diluido em agua,
sendo adicionado um catalisador, podendo ser acido cloridrico ou acido sulfdrico em baixas

concentragdes (HUIJEN et al., 2012). Quando se utiliza acido acético, 0 processo é conhecido
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como acetosolv. A separacdo da lignina do licor negro pré-concentrado pode ser feita por
precipitacdo &cida, possuindo menor massa molar, elevada pureza, e maior hidrofobicidade
quando comparado as ligninas obtidas dos processos Kraft ou sulfito (VERCOSA et al., 2019).

As pesquisas relacionadas a extracao de lignina trazem beneficios para sua valorizacéo,
bem como para o processamento de produtos celulésicos e hemiceluldsicos (LIU et al., 2020).
Entretanto, em razdo da estrutura rigida das fibras vegetais, a separacdoda lignina ndo pode
ocorrer diretamente e de maneira eficiente sem modificacdo de sua estrutura nativa. Dessa
forma, pré-tratamentos envolvendo a extracdo de lignina tem sido amplamente investigados
(ARNI, 2018).

A eficiéncia na extracdo de lignina é importante para a valorizacdo do produto. Alguns
pré-tratamentos tradicionais, tais como exploséo a vapor e acido diluido, ndo séo apropriados
para a extracdo da lignina, pois, dessa forma gera-se lignina condensada mais dificil de ser
fragmentada (CHEN et al., 2020). Com a finalidade de uma maior valorizagdo da lignina, o
desenvolvimento de novos métodos de pré-tratamento da biomassa para extracdo de lignina
usando diversos solventes como liquidos idnicos e solventes eutéticos profundos foram
impulsionados (CHEN et al., 2020).

Os Solventes Eutéticos Profundos tém figurado como um desses solventes em potencial
para extracdo da lignina em diversas matrizes reportadas na literatura (CHEN et al., 2020;
CRONIN et al., 2020; WANG et al., 2021).

2.4 Tratamentos Hidrotérmicos

De acordo com ZHANG et al. (2018), o tratamento hidrotérmico é conhecido como
“tratamento com 4agua quente pressurizada”. Sdo métodos utilizados para extracdo de materiais
hemicelul6sicos, em que os polissacarideos sofrem hidrolise sob pressdao e temperatura
elevadas, geralmente utilizando-se autoclave.

O tratamento hidrotérmico na extracdo de compostos organicos a alta pressdo, produz
uma separacdo eficiente de carboidratos, celuloses e hemiceluloses presentes nas plantas. Nos
tratamentos hidrotermais utilizando autoclave, é indicado o uso de baixas concentrac@es de
acido, devido a resisténcia dos carboidratos e hemicelulose a essas condi¢bes, quando
relacionados a alta temperatura e pressdo (DELBECQ et al., 2018).

Nesse sentido, em tratamentos hidrotérmicos, a dgua sob alta temperatura e presséo,
pode penetrar na biomassa, hidratando a celulose e solubilizando a hemicelulose, fazendo com

que a celulose se torne mais acessivel para a hidrélise enzimatica. As maiores vantagens deste
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tipo de tratamento sdo a ndo utilizacdo de reagentes quimicos (CYBULSKA et al., 2013).

Em se tratando de biomassas lignoceluldsicas, o tempo de processo € um fator
importante combinado com a pressdo e temperatura, tendo como resultado o rompimento das
fibras presentes na biomassa. A hidrélise da hemicelulose ocorre devido a formacéo de ions de
hidrogénio que sdo gerados pela autoionizacdo da agua, bem como, pela hidrélise do &cido
acético dos substituintes acetilados da hemicelulose que atuam como catalisadores
(RAJENDRAN et al., 2017).

Mori (2015) realizou o pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana-de-aglcar
utilizando uma relacdo sélido/liquido de 1:10 (m/v), sendo o reator carregado com 1 kg de palha
de cana-de-acucar juntamente com 10 L de agua destilada, bem como tempo de reacdo de 10-
50 min e temperatura de 160-180 °C. A autora obteve maior solubilizacéo da xilose em relacao
aos demais componentes, evidenciando que o pré-tratamento atua preferencialmente na
solubilizacdo da hemicelulose.

Outros trabalhos também sdo reportados na literatura com variados tipos de biomassa
como Nitsos et al. (2013) que realizaram uma investigacdo do tempo de reacdo (15 - 180 min)
e temperatura (130 - 220°C) do pré-tratamento hidrotérmico da madeira de faia e os resultados
obtidos mostraram que o pré-tratamento foi seletivo para a remogéo de 80% de hemiceulose e
parcialmente para celulose e lignina. J& Filho (2016), reportou em seu estudo, uma analise de
pré-tratamento hidrotérmico de cavacos de eucalipto. Utilizou 10 L de agua e cerca de 1kg de
cavacos de eucalipto, em reator. As condicdes utilizadas no pré-tratamento foram: temperatura
de 190 + 5 °C por 20 min, relacéo solido: liquido 1:10 (m-v ) e rotagdo de 6 rpm, atingindo

uma solubilizacdo de hemicelulose de 93%.

2.5. Solventes Eutéticos Profundos (DES)

Em 2003, Abbott e colaboradores relataram a sintese de uma mistura entre um sal de
amonio quaternario, o cloreto de colina, e ureia [ChCIl:U], emuma razdo molar 1:2 denominado
de Solventes Eutéticos Profundos, do inglés Deep Eutectic Solvents (DES), como ilustrado na

Figura 6.

Figura 6- Formacdo do DES [ChCI:U] a partir do cloreto de colina e dois equivalentes de
ureia
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Fonte: Elaborado pela autora, adaptado de Longo et al. (2018).

O DES é um solvente composto por materiais biodegradaveis, de facil preparacéo,
liquidos a temperaturas inferiores a 100 °C, possuem estabilidade térmica e alta viscosidade
devido as ligagdes de hidrogénio. Além disso, 0s Solventes Eutéticos Profundos séo obtidos
sem a formacao de subprodutos, além de ser uma sitense atrelada a um alto rendimento em
termos de produto (CUNHA et al., 2018).

O DES é formado por meio de uma mistura eutética de &cidos e bases de Lewis ou
Bronsted-Lowry com um sal de aménio quaternario e um doador de ligacdo de hidrogénio,
sendo os mais utilizados etileno glicol, glicerol, sacarideos, acidos carboxilicos biorrenovaveis
como os acidos latico, oxalico e citrico e uma ureia ou uma amina quaternaria (HERNANDEZ
et al., 2015).

Em meados de 2011, os DESs oriundos de fontes naturais receberam o nome de
NADESs (Solventes eutéticos profundos naturais) devido ao seu elevado potencial como
solventes verdes, além de suas propriedades fisico-quimicas (SAVI et al., 2019). Um sistema
eutético apresenta ponto de fusdo mais baixo do que qualquer um de seus constituintes. A
deplecdo do ponto de fusdo para NADES ¢é elevada, resultando em liquidos a temperatura
ambiente (LIU et al., 2018). Comumente, 0s componentes sdo metabolitos naturais, como
aminodacidos, &cidos organicos, acUcares entre outros. De maneira geral, os DESs sdo
considerados como biodegradaveis, apresentam baixo custo, menos toxicos, menos volateis
quando comparados com solventes organicos e liquidos ibnicos (NYSTEDT et al., 2021). A
Figura 7 mostra exemplos de aceptores (HBA) e doadores de ligacdo de hidrogénio (HBD)

comumente utilizados na sintese de DES.
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Fonte: Elaborado pela autora, adaptado de Hernandez et al. (2015).
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Figura 7- Exemplos de aceptores e doadores de ligagdo de hidrogénio comumente utilizados

na sintese de DES
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Uma das propriedades de grande importancia a ser analisada nos solventes eutéticos
profundos ¢ a viscosidade, principalmente quando se trabalha com extragcdo. A mesma pode ser
ajustada alterando as fragdes molares dos HBAs (aceptore de ligagéo de hidrogénio) e HBDs
(doadores de ligacdo de hidrogénio) usados na sintese (RODRIGUEZ et al., 2020). Uma
elevada viscosidade dos DES pode ser atrelada as ligagdes de hidrogénio que delimita a
mobilidade, sendo ent&o, uma propriedade de alta relevancia a ser avaliada, pois de acordo com
a aplicagdo, DESs muito viscosos ndo séo ideais (Li et al., 2019).

Shafie et al. (2019) relataram a sintese e caracterizagdo fisico-quimica do DES & base
de cloreto de colina e acido citrico mono-hidratado com diferentes propor¢des molares (3:1,
2:1, 1:1, 1:2 e 1:3). Todos os DES produzidos apresentaram-se como liquidos viscosos, claros
e homogéneos. O DES 1:1 apresentou 0 ponto eutético com a menor temperatura de fusdo.
Além disso, foi observado que a medida que a propor¢do molar aumentava, a viscosidade e
densidade seguia esse aumento, no entanto, 0 ponto eutético tinha uma temperatura de fuséo
mais elevada.

A sintese do DES cloreto de colina juntamente com ureia e imidazol para pré-tratamento
de 4lamo e isolamento de amostras de lignina foi relatado por Li et al. (2021). O estudo relatou
as caracteristicas estruturais da lignina recuperada do pré-tratamento alcalino ChCl/imidazol e
ChCl/ureia, bem como o mecanismo de modificagdo da lignina. Os resultados mostraram que
as amostras de lignina possuiam alta pureza (>94,4%), baixo peso molecular variando de 1544
a 2562 g.mol* e uma excelente uniformidade.

A Figura 8 mostra uma representacao do diagrama de fases do que consiste uma mistura
eutética formada por dois componentes a uma dada composi¢do mostrando o ponto eutético da
mistura de um HBD e um HBA para formar o liquido fundido e a diferenca de temperatura
(ATY) entre os pontos de congelamento das misturas teoricamente ideais e reais (ALONSO et
al., 2016). Este tipo de mistura resulta em uma Tm menor do que 0s componentes individuais,
devido a formacao de uma interacdo de ligacdo de hidrogénio entre 0o HBA e o HBD, por meio
da deslocalizacdo de cargas. Os DES sintetizados a partir de ureia e de sais de amdnio
quaternario, por exemplo, apresentam maior capacidade para formar ligacdes de hidrogénio e
exibem o maior abaixamento da Tm (ABBOTT et al.,, 2002). Devido as propriedades
apresentadas os DESs tém sido utilizados nos métodos de extracdo de compostos de muitas

espécies quimicas.
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Figura 8- Diagrama de fases de dois componentes formando um DES
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sistema eutétio.

Fonte: Smith, Abbott e Ryder (2014).
2.6 Solventes Euteéticos Profundos (DES) na Extracao de Lignina

Dentro do uso dos DESs na extracdo de lignina, pode-se citar o trabalho relatado por
Tan et al. (2019) que reportou a sintese de DES é&cidos a partir de varios HBD de &cidos
carboxilicos organicos aplicados ao pre-tratamento de frutos de dendé lignoceluldsicos para
extracdo de lignina. Os trés grupos de HBDs (doadores de ligacdo de hidrogénio) de &cido
carboxilico utilizados foram &cido latico, malico e citrico. Saturados lineares: acido formico,
acetico, propibnico e butirico, e cidos carboxilicos insaturadosacido maleico. Cloreto de colina
foi usado como aceptor de ligacdo de hidrogénio. A sintese foi realizada a uma temperatura de
80°C até a mistura ficar homogénea. O cloreto de colina:acido latico na proporcéo de 1:15 e
cloreto de colina:acido formico na proporcéo de 1:2 extrairam mais de 60% em peso de lignina.

Liu et al. (2020) utilizaram solvente eutético profundo a base de colina para a extracao
de lignina do alamo (Populus alba). Os DESs foram sintetizados em diferentes proporc¢es (1:2,
1:4,1:6, 1:8, 1:10, 1:12 e 1:14) e continham baixo teor de halogénio, colina lactato-acido latico
(CLL) e substituiram na sintese o anion cloreto por lactato em cloreto de colina-acido latico
(ChLa). Os tratamentos do dlamo com os DESs foram conduzidos a uma temperatura de 140
°C por 12 h. Os autores observaram que o DES de baixo teor de halogénio apresentou uma
extracdo de lignina eficiente. O tratamento LLC extraiu 90,13% da lignina inicial do alamo,
enquanto o ChLa extraiu 86,02%. Além disso, a extracdo com LLC também forneceu lignina

com uma pureza melhorada (91,17%).
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RAMESH et al. (2020) realizaram a extragéo de lignina do caule de Bambus Bambusa
utilizando dois DES a base de cloreto de colina-acido oxalico (ChOA) e cloreto de colina- ureia
(ChU). A deslignificacdo foi obtida a 120 °C durante 4 horas. A estrutura morfologica do BS
bruto e do BS tratado foi analisada por MEV, DRX e FTIR. Os autores observaram que a
deslignificacdo pelo sistema Ch-OA foi de 25,4%, e digeriu mais facilmente a biomassa BS em
relacdo ao sistema ChU (19,4%).

Liet al. (2021) relataram um estudo de extracdo de lignina do bagaco da cana-de-agucar
utilizando cinco DESs a base de colina, cloreto de colina-ureia (ChU), cloreto de colina-
etilenoglicol (CC-EG), cloreto de colina-glicerol (ChGy), cloreto de colina-acido latico (ChLa)
em proporgdes de 1:2 respectivamemte e cloreto de colina-acido oxalico (ChOA) com
proporcao de 1:1. A etapa de extracdo ocorreu utilizando banho de 6leo a uma temperatura de
100°C por um periodo de 4h. Os autores observaram que todos os cinco DESs conseguiram
dissolver a lignina do bagaco. O DES ChOA separou efetivamente a lignina e a hemicelulose.
ChLa mostrou capacidade de separacdo de lignina mais fraca do que ChOA. Os DESs ChGy,
CCEG e ChU foram mais eficientes na separacéo seletivamente a lignina do que a hemicelulose.

Owhe et al. (2021) investigaram a eficacia de trés DES, acido acético:cloreto de colina
(AACC), acido latico:cloreto de colina (LaCh), acido férmico:cloreto de colina (AFCh), na
extracdo de lignina em biomassas de casca de arroz, bagaco de cana-de-agucar, palha de cafée e
palha de milho, sendo utilizado banho de 6leo a uma temperatura de 155 °C por 2 h. As ligninas
de todas as fontes de biomassa foramextraidas. O pré-tratamento da casca de arroz com AFCh
ou AACC foi mais eficaz na extracdo de lignina, comparado ao LaCh. No entanto, para o bagaco
de cana, cerca de 14,08 % de lignina foi extraido com AACC em comparagdo com AFCh ou
LaCh. No entanto, apesar de seu maior teor de lignina, menos lignina foi extraida do bagaco
em comparacdo com a casca de arroz. Para a palha de café, com seu menor teor de lignina, mais

precipitado de lignina foi extraido com AACC em comparacdo com AFCh ou LaCh.
2.7. Técnicas de caracterizacdo e determinacao

2.7.1. Analise Térmica

Por meio da analise térmica é possivel identificar os residuos formados e produtos
volateis de um material. Nesta analise é feita uma medida de uma certa propriedade fisica de uma
substdncia em relacdo ao tempo ou temperatura (IONASHIRO et al., 1980). A
Termogravimetria Derivada (TG, DTG), Analise Térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria

Exploratoria Diferencial (DSC) sdo as técnicas mais utilizadas e que possibilitam alcangar
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informacdes relativas a estabilidade térmica, variagdo de massa, pureza, pontos de fusdo e
ebulicdo, umidade livre e de ligacdo, estudosde catalisadores, transi¢bes vitreas calores
especificos e de transicdo, diagramas de fase, cinética da reacdo, entre outros (LIPTAY, 1989).

2.7.2. Espectrometria na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier

A Espectroscopia na Regido do Infravermelho é analise que fornece evidéncias da
presenca de grupos funcionais presentes na estrutura de uma substancia, podendo ser utilizada
na identificagdo de um composto ou para a investigar sua composicdo (SALIBA et al., 2001).
Entre a regido de 4000 e 400 cm™* situam-se a por¢do de maior visualizagdo para pesquisas com
moléculas organicas (SALIBA et al., 2001). Dessa forma, é possivel obter informacfes
estruturais das moléculas (SILVERSTEIN et al., 1994).

2.7.3. Difratometria de raios-X

A difragdo de raios-X implica no fendmeno de interagéo entre os elétrons dos atomos
de um material cristalino e o feixe de raios-X incidente. A técnica consiste na frequéncia da
radiagdo em uma determinada amostra e na deteccao dos fotons, que compdem o feixe difratado
(CULLITY et al., 1956).

Quando uma particula de elevada energia cinética € desacelerada, ocorre a geragao dos
raios-X. A forma mais empregada para gerar raios-X € fazendo com que um elétron de alta
energia colida com o anodo. O feixe de raios-X apresenta comprimento de onda (1) conforme
0 material do anodo. A producédo de raios-X da origina um espectro de linha reproduzindo
espectros com picos caracteristicos (BRINDLEY et al., 1980; CULLITY et al., 1956).

2.8. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), € uma técnica de separacdo que se
baseia na distribuicdo de uma mistura entre duas fases imisciveis, sendo estas: a fase movel
constituida por um solvente liquido que carreia a amostra solubilizada e elui sob altas pressoes,
e a fase estacionaria, contida na coluna cilindrica (KUMAR et al., 2012). Neste processo, a fase
madvel que leva os analitos, passa por meio de uma fase estacionaria. As interaces que ocorrem
entre as fases e os analitos, leva a diferentes tempos de migracdo para cada componente da
amostra. A fase movel é composta por um liquido e a fase estacionaria pode ser s6lida ou um
liquido adsorvido em um suporte sélido (COSKUN, 2016).

A CLAE é o tipo de cromatografia por eluicdo mais empregada, usada para detectar,
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quantificar e purificar substancias em diferentes matrizes de amostras, advindas de materiais
organicos, inorganicos ou bioldgicos (SKOOG et al., 2005).

Ainda, apresenta diversas vantagens sobre os diversos métodos de separa¢do, como:
tempo de analise reduzido, ao comparar com outras técnicas cromatogréficas, a possibilidade
de aplicacdo em grande variedade de amostras, notavel sensibilidade, devido a disponibilidade
de detectores cada vez mais sofisticados, alta preciséo e resolucdo dos resultados obtidos e boa
reprodutibilidade (MORALES et al., 2015).

2.9. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A técnica de planejamento experimental vem sendo comumente utilizada por
pesquisadores com o intuito de avaliar as variaveis que atuam com maior influéncia no
desempenho de um determinado processo (SANTOS et al., 2017). Esse recurso vem ganhando
aumento em virtude da necessidade da reducdo de tempo, custo, assim como o aumento de
rendimento e producdo de processos e produtos (CALADO et al., 2003).

O planejamento fatorial € o tipo de planejamento mais empregado, em que k fatores sdo
analisados em variados niveis definidos pelo analista (NETO et al., 1996). As variaveis sao 0s
fatores designados, que sdo denominadas de variaveis independentes ou preditoras, que podem
ser quantitativas ou qualitativas, dessa maneira, a resposta obtida € nomeada de variavel
dependente (RODRIGUES et al., 2020).

A aplicacdo das ferramentas estatisticas apresenta algumas vantagens como: 0
aperfeicoamento da qualidade das informacdes obtidas por meio dos resultados, minimizacao
do nimero de experimentos ou repeticdes e reducdo de custo e do tempo de trabalho ja que o0s
fatores sdo analisados de maneira simultanea (RODRIGUES et al., 2009).

BORGES et al. (2019) estudaram a influéncia de trés variaveis na etapa de hidrolise do
bagaco de cana-de-aglcar pela aplicacdo de um planejamento fatorial 23, onde o catalisador, o
solvente e o tempo de reacdo foram as variaveis investigadas e a concentracdo da glicose a
resposta obtida. Os resultados encontrados pelos autores mostraram uma influéncia
significativa das variaveis estudadas na concentracdo da glicose. A melhor combinacdo das
varidveis estudadas ocorreu quando o solvente utilizado foi o etanol, o catalisador o acido
sulfurico e no maior tempo da reacdo, obtendo 6 g de glicose/ L de solugéo.

MAZABA et al. (2021) realizaram a etapa de otimizagdo da deslignificacdo do bagaco
de cana-de-acucar em banho de 6leo utilizando solventes eutéticos profundos (DES): ChGy e
ChU com proporc¢des de 1:2. Os autores, utilizaram a metodologia de superficie de resposta

para otimizar as condi¢Ges de tempo de reacéo, razdo liquido-solido (RLS) e temperatura. Os
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resultados encontrados nesta investigacdo mostraram que o aumento do tempo de reacédo e da
temperatura melhoram a remocéo de lignina. A otimizacdo revelou que em condic¢Bes 6timas é
possivel remover 81,1% (13,12 h, RLS 23,4:1 e 160 °C) e 82% (14,04 h, RLS 17:1 e 160 °C)
da lignina do bagago da cana-de-aglcar usando ChGy e ChU, respectivamente. Além disso,
constataram em seus estudos que € possivel converter 50-80% da celulose em bagaco de cana
apos o tratamento com DES, demonstrando que o uso de DES é eficiente e util para remover a
lignina da biomassa lignoceluldsica.

SOUZA (2021) relatou um estudo sobre a extragé@o da lignina na biomassa residual de
eucalipto e propds um planejamento experimental fatorial 22 para verificar quais variaveis,
temperatura (180°C, 200°C, 220°C), concentracdo de solvente (50%, 60%, 70%) e tempo de
reacdo (120 min, 180 min, 240 min) eram significativas no processo de deslignificacdo da
biomassa. A autora observou que os experimentos que mostraram maior deslignifica¢do foram
aqueles caracterizados por maior temperatura e maior concentragédo de etanol (220 °C; 70 %)
ressaltando que, na maior temperatura e na maior concentracdo de etanol, ocorreu maior

deslignificacdo da biomassa.
3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o uso dos Solventes Eutéticos Profundos (DESS) no processo de extracdo de

lignina proveniente do bagaco de cana-de-agucar.

3.2. Objetivos Especificos

> Realizar a sintese e caracterizacdo dos solventes Eutéticos Profundos quanto ao caréater

estrutural, fisico-quimico e fitotdxico;

> Caracterizar 0 bagaco da cana-de-acUcar;
> Extrair lignina de amostras de biomassa lignocelul6sica com os DESs sintetizados;
> Avaliar a eficiéncia de diferentes DESs na extracdo de lignina em amostras de bagaco

de cana-de-acUcar;
> Selecionar 0 DES mais adequado no processo de extracéo;
> Otimizar as condi¢bes de extracdo de lignina com DES em amostras de biomassa

lignoceluldsica;



Capitulo 3:
Material e Métodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes

Cloreto de Colina (Sigma-Aldrich > 98%), Acido Latico (NETEC > 85-90%), Ureia
(Sigma-Aldrich > 98%), Glicerol (Cremoline > 99,5%), Acido Sulftrico (Proquimios >
98,08%).

4.2 Sintese dos Solventes Eutéticos Profundos (DES)

A preparacdo dos solventes eutéticos profundos (DESs) seguiu a metodologia
convencional adaptada por Abbott et al. (2003), misturando o cloreto de colina [ChCI], como
aceptor de ligacdo de hidrogénio e diferentes doadores de ligacdo de hidrogénio, sendo estes:
acido latico [La], ureia [U] e glicerol [Gy]. A mistura dos compostos foi agitada a 80°C em
tubos por 2 horas em banho-maria até formar um liquido incolor, translicido e visivelmente
viscoso. As razbes molares utilizadas nas sinteses dos DESs foram adaptadas dos trabalhos
(ALCALDE et al., 2018; LERON et al., 2013a; LERON et al., 2013b) e estdo expressas na
Tabela 3.

Tabela 3- RazGes molares das espécies utilizadas na sintese dos DESs.

DES HBA HBD Razao molar
ChLa Cloreto de colina Acido latico 1:1
Chu Cloreto de colina Ureia 1:2
ChGy Cloreto de colina Glicerol 1:2

Fonte: autora (2022).

Os tubos foram submetidos a aquecimento em banho-maria, fechados e a cada 10 min
foram agitados com vOrtex para garantir a homegeneizacdo e interacdo efetiva entre os
reagentes. Ao observar a formacdo de um liquido incolor e homogéneo, indicando a formacéo
do DES, os tubos foram retirados do banho e reservados em dessecador até 0 momento da sua
utilizacdo na extracao da lignina. Os DESs produzidos foram denominados de ChLa (cloreto de

colina:écido latico), ChU (cloreto de colina:ureia) e ChGy (cloreto de colina:glicerol).



38

4.3 CARACTERIZACAO DOS SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS

4.3.1 Caracterizagdo da estrutura dos DESs por espectrometria na regido do
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizacdo das interacdes formadas entre os precursores dos sistemas eutéticos
avaliados foi realizada por meio da obtencdo de espectros por espectroscopia de reflexao total
atenuada no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR-ATR) em um equipamento da
marca SHIMADZU - IRPrestige21, disponivel no Laboratério de Combustiveis e Materiais
(LACOM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), campus Jodo Pessoa- PB. Os espectros
foram obtidos na faixa espectral de 4000 a 600 cm™ com uma resolugdo de 4 cm™ e 4 scans.

4.3.2 Determinacéo da viscosidade dos DESs

A viscosidade € uma importante propriedade fisico-quimica dos DESs, devido sua
grande influéncia no escoamento do fluido quando aplicado a sistemas em fluxo ( ZBIGNIEW,
1997). Uma das principais causas para a verificacdo de elevados valores de viscosidade para
estes sistemas sdo as fortes interacdes intermoleculares envolvidas em sua obtencdo (KHALID
etal., 2016; GHAEDI et al., 2017).

A andlise de viscosidade dos trés solventes eutéticos ChLa, ChU e ChGy foi realizada
em viscosimetro de Ostwald utilizando um tubo de 150 mm e temperatura de 40°C e calculada

de acordo com a equacao 1.

(Eq. 1)

e

Onde:
V = determinag&o da viscosidade (mm?. s)
K = parametro constante (mm?. s?)

t = tempo de escoamento do DES (s?)
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4.3.3 Avaliacdo do efeito fitotdxico dos DESs

As andlises de fitotoxicidade foram realizados usando solu¢fes aquosas dos sistemas
eutéticos obtidos nas seguintes concentragdes (mg L™): 100, 500, 1000, 10000 e 20000. Em
sequida, 2 mL das respectivas solugdes foram adicionados a placas de Petri contendo em seu
interior um papel de filtro, devidamente ajustado, sobre o qual foram aleatoriamente colocadas
10 sementes de Lactuca sativa (Feltrin Sementes). Ap6s o preparo, as placas foram colocadas
em camara de germinacdo (marca SOLAB — SL224) por 6 dias a 25 *+ 1°C. Os ensaios foram
realizados em duplicata e o controle foi feito com a propria dgua destilada utilizada das
solucBes. Apos o periodo de germinacdo, foram medidas as porcoes radiculares e das raizes em
cada condicdo avaliada (RADOSEVIC et al., 2015).

4.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

4.4.1 Coleta e preparo das amostras

O bagaco de cana-de-acUcar da variedade RB855156 foi coletado em 15 de julho de
2021 na usina Japungu, que fica localizada no municipio de Santa Rita-PB. Ao chegar no
laboratorio, as amostras de bagaco de cana-de-agUcar foram secas em estufa de circulacéo
(SPLABOR) a 45°C por um periodo de 6 dias. Em seguida foram moidas em um moinho de
facas (Modelo SL-31) disponivel no Laboratério de Operagdes Unitarias, localizado no Centro
de Tecnologia da UFPB, Campus I, a fim de homogeneizar toda a amostra e diminuir o tamanho
das particulas, as quais foram separadas em peneiras com abertura de malha de 14 mesh. Todo

0 procedimento é apresentado na Figura 9.

Figura 9- 1) Moinho de facas e bagaco de cana; 2) Bagaco triturado e peneirado; 3) Bagaco

armazenado
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4.4.2 Potencial hidrogenidnico

A determinacédo do pH das amostras de bagaco de cana-de-acUcar in natura foi realizada
de acordo com a norma (614.028) descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), sendo realizado
em triplicata no Laboratério de Instrumentacdo e Automacdo em Quimica Analitica e
Quimiometria (LAQA), pertencente a UFPB, Campus I.

4.4.3 Demanda Quimica de Oxigénio

A determinacdo da DQO foi realizada com a mistura do bagaco da cana com agua
destilada por meio do método titulométrico de Standard methods for the examination of water
and wastewater 5220C (APHA, 2005), sendo realizado no Laboratorio de Estudos em Quimica
Ambiental (LEQA), localizado na UFPB, Campus I. Asanalises de DQO no extrato do bagaco
da cana-de-acucar foram realizadas em duplicata. Em um tubo de ensaio foram adicionados 2,5
mL de amostra, 1,5 mL de solugéo digestora (dicromato de potéssio e &cido sulfurico) e 3,5 mL
do reagente acido (&cido sulfurico). Os tubos com as amostras e o0 branco (tubo utilizando agua
destilada ao inves da amostra) foram levados ao bloco digestor (Figura 10) a uma temperatura
de 150°C por 2 horas.

Figura 10- Insercdo das amostras no bloco digestor marca MERCK

Fonte: autora (2022).

Apds o tempo de digestdo, as amostras foram retiradas e transferidas para erlenmeyers
e adicionadas 2 gotas de solugdo indicadora de ferroina. Por fim, realizou-se a titulagdo com a

solugéo de sulfato ferroso amoniacal. A DQO foi calculada conforme equagéo 2.
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mgOz) _ VPB —VPA*100 (Eq. 2)
L ) v

DQO (

Onde:
VPA = Volume da solucédo ferrosa gasto na titulacdo da prova que contém a amostra, em mL
VPB = Volume da solucéo ferrosa gasto na titulagdo da prova em branco, em mL

VP = Volume da solugéo ferrosa gasto na titulacdo da prova padrdo, em mL

4.4.4 Determinacéo do teor de sélidos solUveis totais - °Brix

A determinacdo de sélidos soluveis das amostras do bagaco de cana-de-agucar foi
realizada em refratdmetro de bancada modelo Abbe Refractometer (Nova Instruments)
disponivel no Centro de Tecnologia (CT), localizado na UFPB, Campus I, através do indice de
refracdo, seguindo a norma (614.028) do Instituto Adolfo Lutz (2008) com resultados
apresentados em °Brix. Esta analise se trata de uma medida indireta do teor de aguUcares, o qual

esta relacionado com a quantidade de sélidos sollveis totais presentes na solucao.

4.4.5 Andlise da composicéo lignocelul6sica por termogravimetria

Amostras de bagaco de cana-de-agucar foram tratadas com os trés solventes eutéticos
profundos e por tratamento hidrotérmico. As curvas termogravimétricas (TGA) destas amostras
foram obtidas por um analisador térmico simultaneo, modelo DTG-60 da Shimadzu, disponivel
no Laboratério de Compostos de Coordenacdo e Quimica de Superficie, do Departamento de
Quimica da UFPB-Campus I. As medidas foram realizadas tomando-se aproximadamente 8,0
mg de cada amostra as quais foram colocadas em um porta amostra de platina e aquecidos a
uma taxa de temperatura de 10°C/min, sob atmosfera dindmica de nitrogénio com vazao de

50mL/min no intervalo de aproximadamente 30 a 600°C.

4.4.6 Espectrometria na Regido do Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

da biomassa in natura e pré-tratada com os DESs

As amostras de bagaco de cana in natura e tratadas com diferentes solventes eutéticos

profundos ChLa, ChU, ChGy e tratamento hidrotérmico foram submetidas a analises de FTIR
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de marca SHIMADZU, modelo IRPrestige-21, disponivel no Laboratério de Combustiveis e
Materiais (LACOM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), campus Jodo Pessoa- PB. A
regido utilizada para analise foi de 4000 cm-* a 400 cm™ em pastilha de KBr.

4.4.7 Difratometria de Raios-X

Os difratogramas de raios-X das amostras de biomassa ndo tratada e pré-tratada foram
obtidos utilizando um difratdmetro da marca SHIMADZU, modelo Lab X/XRD-6000,
pertencente ao Laboratério de Combustiveis e Materiais (LACOM), localizado na UFPB,
Campus I, com poténcia de 2 kVA, voltagem de 30 kV e corrente de 30 mA e utilizando a
radiagdo Ko do cobre como fonte de radiagdo monocromatica. Foram feitas varreduras no
intervalo 20 entre 10 e 90°, com um passo de 0,02° e velocidade de 1° min™ (LIONETO et al.,
2012).

O indice de cristalinidade (IC) foi determinado de acordo com a Equacéo 3.

1C(%) === x 100 (Eq. 3)

002

Onde:
IC(%): percentual de indice de cristalinidade
loo2: intensidade do pico no plano cristalografico 002 (26~22,6°)

lam: intensidade do vale entre os picos dos planos cristalograficos 002 e 001 (26~17,5°).

4.5 EXTRACAO DE LIGNINA DO BAGACO DA CANA-DE-ACUCAR - (ETAPA 1)

A extracdo da lignina do bagaco da cana-de-acucar foi realizada utilizando os trés
solventes eutéticos sintetizados. Para a extracdo usando os DES, cerca de 0,3 g de biomassa foi
pesada e adicionada a 3 mL de cada solvente citado, 0 que equivale a uma propor¢do 1:10 (m
v1), visto que essa proporgdo utilizada ja é estabelecida na literatura. Posteriormente, as
solucdes foram levadas a autoclave (Phoenix Luferco) onde as extracGes foram entéo
conduzidas a 120°C (1kgf/cm?) durante 1 hora. Os ensaios foram realizados em duplicata. Em
seguida, a fragdo solida pré-tratada foi separada da fragdo liquida por filtracdo simples e seca a

105 °C por 24 horas em estufa de circulacéo e posteriormente aferiu-se sua massa.
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4.5.1 EXTRACAO POR TRATAMENTO HIDROTERMICO

Ainda seguindo dentro da etapa 1, a extracdo da lignina também foi conduzida através
do método hidrotérmico, realizado em autoclave a 120°C (1kgf/cm?) durante 1 hora. A
proporcao de amostras também foi de 1:10 (m v1).

4.5.2 DETERMINACAO DA COMPOSICAO LIGNOCELULOSICA DAS
AMOSTRAS DE BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR POS-EXTRACAO- (ETAPA 2)

A determinacdo dos polissacarideos seguiu a metodologia da NREL (510-42618)-
Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass (SLUITER et al., 2008b).
Para esse propdésito a fase solida obtida apos a extracdo realizada na etapa 1 foi recolhida e
transferida para erlenmeyers de 125 mL ao qual foram adicionados 3,0 mL de H2SO4 72%. Em
seguida, a mistura foi levada para banho-maria a 30 £+ 3 °C durante 1 hora. A cada 10 minutos,
as misturas foram agitadas com basté&o de vidro e, ao final do tempo, foram adicionados 84 mL
de agua deionizada, agitando-se cuidadosamente para diluir o &cido sulfdrico. Em seguida, 0s
sistemas foram autoclavados a 120°C durante 1 hora. Por fim, os materiais foram filtrados a

vacuo e lavados com agua deionizada até atingir a neutralidade. A fracdo liquida foi recolhida
e armazenada em microtubos (a -4,0 + 0,1 °C) para posterior analise por Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia (CLAE), ja a fracdo sdlida foi seca em estufa de circulac¢do (105,0 £ 0,1 °C,

por 24 h) para a determinacao do teor de lignina insoluvel.

4.5.2.1 Quantificacdo da composicao lignocelulésica do hidrolisado por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A quantificacdo dos teores de celulose e de hemicelulose, dependem das concentracdes
de carboidratos e de acidos organicos presentes no hidrolizado apds a hidrolise acida, conforme

os fatores estequiométricos expostos na Tabela 4.
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Tabela 4- Fatores estequiométricos de cada componente presente no extrato hidrolizado

Celulose Hemicelulose
Componente Fator de converséo Componente Fator de converséo
Celobiose 0,95 Xilose 0,88
Glicose 0,90 Arabinose 0,90
Hidroximetilfurfural 1,20 Acido acético 0,72
Furfural 1,37

Fonte: autora (2022).

A andlise dos carboidratos e acidos organicos foi realizada por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplado a um detector UV-Vis utilizando a coluna Shim-Pack
SCR-101H (Shimadzu Co. Japan) para determinacéo de celobiose, glicose, xilose, arabinose e
acido acético. A metodologia adotada foi a isotérmica, com uma temperatura de 50 °C, e
isocratica, fase movel constituida de uma solucéo de acido sulfurico 0,005 M sob fluxo de 0,6
mL/min. As amostras foram previamente filtradas em membranas de 0,22 um e entdo injetadas
no equipamento (20 pL).

Para a anélise dos acUcares, bem como de suas formas oxidadas, foi utilizada como fase
estacionaria a coluna Shim-pack CLC-ODS (Shimadzu Co. Japan). Para a determinagdo dos
referidos inibidores, fui utilizada como fase movel uma mistura de acido acético (AA) e
acetronitrila (ACN), a uma vazdo de 0,6 mL min™ (25°C) de acordo com o seguinte gradiente:
AA 100% - ACN 30% (0-5 min); ACN 30% - 70% (5-10 min); ACN 70% - 100% (10-15 min);
ACN 100% - AA 100% (15-25 min). As concentracfes de cada componente foram calculadas

a partir de curvas de calibracdo previamente realizadas (Equacéo 4).

Y =ax (Eq.4)

Onde: “Y’’ € a concentracao de agucares, “a” ¢ a constante de determinagao ¢ “x” € a
area calculada do cromatograma. Para a glicose “a” = 0,0000038707; para a xilose “a” =
0,0000036912 e arabinose “a” = 0,0000035678.

A soma das concentraces dos componentes celobiose, glicose e HMF, corrigidas por
seus respectivos fatores de converséo, equivale a concentracdo de celulose, enquanto a somas
dos demais, também corrigidas, determinaram a concentracéo de hemicelulose (Equacdo 5). Os
fatores estequiométricos sdo referentes a reacdo quimica da conversdo dos polimeros em

mondmeros.
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G =) fixG (Eq. 5)

Onde:

Cs (g/mL): concentracdo final de celulose ou hemicelulose
fi: fator de conversao do componente i
Ci (mg/mL): concentracdo do componente i

A partir das concentrac6es de celulose e hemicelulose mensuradas por CLAE, o volume
de solucéo e a massa de solido utilizados na hidrélise acida, o teor de celulose e hemicelulose

(9/g) nas biomassas foram determinados (Equacao 6).

P,(%) = CrxV)

x 100 (Eq. 6)
Onde:

Pi (%): percentual de celulose ou hemicelulose

Cs(g/mL): concentracéo final de celulose ou hemicelulose

V (mL): volume final do hidrolisado pds hidrélise &cida com H2SO4 (72%)

M (g): massa de solido utilizado na hidrolise acida com H2SO4 (72%)

O teor de lignina Klason foi determinado de maneira similar utilizando a Equagéo 7.
0 My
Plignina Kiason (%0) = vx 100 (Eq. 7)

Onde:
Plignina Klason (%): percentual de lignina Klason
Mf (g): massa retida no papel de filtro apds hidrélise acida com H2SO4 (72%)

M (g): massa de solido utilizado na hidrolise acida com H2SO4 (72%)

4.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Apbs os ensaios preliminares foi realizado um planejamento fatorial 23, com trés
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repeticdes do ponto central utilizando o melhor processo de extracdo com DES ChU. As
variaveis selecionadas foram volume de solvente extrator (mL); tempo de processo (h) e adicdo
de 4gua ao DES (%). A Tabela 5 apresenta a matriz de planejamento fatorial.

Tabela 5- Matriz do planejamento fatorial 23

Tempo de
Experimento Volume de DES Adicdo de agua Extragéo
(mL) (%) (h)
1 3,00 (-1) 2,00 (-1) 1,00 (-1)
2 6,00 (+1) 2,00 (-1) 1,00 (-1)
3 3,00 (-1) 6,00 (+1) 1,00 (-1)
4 6,00 (+1) 6,00 (+1) 1,00 (-1)
5 3,00 (-1) 2,00 (-1) 2,00 (+1)
6 6,00 (+1) 2,00 (-1) 2,00 (+1)
7 3,00 (-1) 6,00 (+1) 2,00 (+1)
8 6,00 (+1) 6,00 (+1) 2,00 (+1)
9 4,50 (0) 4,00 (0) 1,50 (0)
10 4,50 (0) 4,00 (0) 1,50 (0)
11 4,50 (0) 4,00 (0) 1,50 (0)

Fonte: autora (2022).
Como resposta, foi mensurado o teor de lignina removida apds cada extracéo, o qual foi

quantificado conforme a equacéo 8.

Teor de lignina final

Recuperacio (%) = (1 )* 100% (Eq.8)

Teor de lignina inicial

Onde, teor de lignina final refere-se ao valor obtido apds a extracdo (aferindo a massa
final retida no papel de filtro) e teor de lignina inicial refere-se a biomassa in natura. As Figuras

11 (a) e 11 (b) ilustram os ensaios experimentais realizados.

Figura 11- (a) Ensaios na autoclave; (b) amostras pré-tratadadas inseridas em

autoclave
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Fonte: autora (2022).

4.7 CARACTERIZACAO DA LIGNINA RECUPERADA

4.7.1 Caracterizacao estrutural da lignina recuperada por espectrometria na regido do
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As amostras de lignina obtidas pelos métodos de extracdo foram submetidas a analises
de FTIR de marca SHIMADZU, modelo IRPrestige-21, disponivel no Laboratério de
Combustiveis e Materiais (LACOM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), campus Jodo

Pessoa - PB. A regido utilizada para analise foi de 4000 cm™ a 400 cm™ em pastilha de KBr.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do planejamento experimental foram analisados utilizando o software
STATISTICA®.Os dados foram analisados usando o Teste de Tukey. Para os resultados
obtidos por TG e CLAE foram analisados utilizando t-student a fim de comparar os resultados
obtidos por meio das técnicas, ambos a um nivel de 95% de confianca. Todos os resultados

foram representados como média + desvio padrao.



Capitulo 4:
Resultados e Discussao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Sintese e caracterizagdo dos Solventes Eutéticos Profundos
5.1.1 Infravermelho (FTIR)

De forma a identificar as alteracGes espectrais e estruturais devido as ligacdes de
hidrogénio formadas durante a sintese dos DES, analisou-se 0s precursores individualmente e
0s DES produzidos a partir destes. A partir dos espectros de infravermelho ilustrados nas
Figuras 12, 13 e 14 dos solventes puros e dos DES formados por meio de suas misturas, foi
possivel observar as principais bandas referentes as fungdes organicas presentes nessas

estruturas.

Figura 12- Espectros FTIR ChCI, AcLa puros e DES [ChLa]
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E possivel observar na Figura 12 que o espectro do solvente ChCI (cloreto de colina)
puro apresenta uma banda espectral em 3336 cm™ referente ao estiramento do grupo O-H
presente na colina. Os picos entre 1489 cm™-953 cm™ no espectro do ChLa confirmam que a
ligagdo C—N, associada a colina, foi preservada. No espectro referente ao AcLa puro, em 3460
cm?, tem-se um alargamento da banda caracteristica do grupo hidroxila (O-H) devido a
participacdo deste na formacéo de ligacGes de hidrogénio. As bandas entre 1734 cm™-1128 cm
! s30 atribuidas ao estiramento do grupo carbonila (C=0) presentes no &cido latico, o qual
também sofreu alargamento espectral devido a participacdo deste grupo na formacdo de
interacdes do tipo dipolo-dipolo durante a sintese do referido DES. As variagdes espectrais

mencionadas podem inferir acerca da real formagao do sistema eutético citado.

Figura 13- Espectros FTIR b) ChClI, Ureia puros e DES [ChU]
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De maneira similar, o espectro da Figura 13, tem-se as mesmas atribuicoes referente ao
ChCI puro. Para a ureia, as bandas caracteristicas correspondentes as liga¢fes do grupo N-H
que estdo presentes entre 3441 cm*-3337 cm?, enquanto a banda caracteristica do grupo C=0
estd em 1678 cm. LigagGes C-N estdo caracterizadas nas bandas 1467 cm™ e 1157 cm™®. Como
é possivel notar, a variagdo espectral mais notoria se deu na regido entre 3371 até 3203 cm™, o
que denota a forte participagdo dos grupos amina no estabelecimento das ligacGes de
hidrogénio. Outra variagdo notdria deu-se em 1660 cm™, o que indica que a regido associada

ao grupo carbonila (C=0), devido a sua forte polarizacdo, participa de interacbes de
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pronunciado carater coulombico durante a formagdo do sistema em questéo.

Figura 14- Espectros FTIR (c) ChCI, Gy puros e DES [ChGy]
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Ja no espectro da Figura 14 denota-se que a variagdo mais pronunciada deu-se na regiao
de 3294 cm™ para o glicerol puro (Gy), a qual quando comparada com o espectro do ChGy,
alem de sofrer alargamento apresentou consideravel deslocamento o que indica a forte
participacdo dos grupos hidroxilas (O-H) na formacdo das interacdes intermoleculares que
levaram o sistema a sua formacao.

PINTON (2021) reportou em seu estudo a sintese de trés DESs, utilizando o ChCIl como
HBA e, como HBD, foram empregados a ureia, o etilenoglicol e o glicerol. No estudo explanado
pela autora também foram encontradas bandas semelhantes ao encontrado nesta pesquisa. Para
a ureia, encontraram bandas entre 3450 — 3340 cm ! referentes aos grupos NH: presentes neste
composto, e banda larga na regido de 3292 cm™!, caracteristica do agrupamento OH de &lcoois

referente ao glicerol.

5.1.2 Determinacdo da viscosidade dos DES

De maneia geral, os DES apresentam elevadas viscosidades que podem ser atribuidas
aos seus altos pesos moleculares. Essa viscosidade se refere a resisténcia de escoamento de um
fluido, que por sua vez depende das interagdes intermoleculares, como por exemplo, as ligagdes
de hidrogénio. Um aumento na temperatura do liquido diminui significativamente a intensidade

dessas forcgas intermoleculares e, portanto, a viscosidade do solvente. No entanto isso ja é bem
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estabelecido na literatura para todos os DES (MJALLI et al., 2015).

Os dados da viscosidade dos DESs obtidos estéo reportados na tabela 6.

Tabela 6- Viscosidades dos DESs empregados no estudo.

DES Viscosidade (mm? st)
ChLa 70,47
ChGy 83,88
Chu 89,54

Fonte: autora (2022).

Como é possivel observar na tabela 6, o solvente eutético ChU apresentou a maior
viscosidade entre os DESs avaliados o que pode ser atribuido a formacdo de ligacdes de
hidrogénio pelos quatro hidrogénios dos grupos aminas, aléem da forte interacdo oriunda da
regido altamente polarizada da carbonila da estrutura da ureia, a qual apresenta uma forte
concentracdo de densidade de carga positiva em torno do carbono sp? (arranjo trigonal plano)
devido a ligacdo com os atomos mais eletronegativos (oxigénio e nitrogénio). O segundo valor
em destaque foi observado para o solvente ChGy o qual apresenta trés grupos hidroxilas,
oriundos do glicerol, capazes de formar as referidas interagdes. Embora o ChLa também
apresente carbonila em sua estrutura, a presenca de cadeia carbonica hibridizada em sp® (arranjo
tetraédrico) pode ser apontada como uma causadora de impedimento estérico, 0 que leva a
menores graus de contato molécula-molécula. Tais constatacdes estdo em concordancia com os
dados espectrais outrora aqui mencionados, e corroboram com o que a literatura vem reportando
(CHEMAT et al., 2016; ZAHRINA et al., 2018; CASTRO et al., 2018).

Fluidos que apresentam alta viscosidade podem ser Uteis para utilizacdo como
lubrificantes. Ja fluidos com viscosidade menor sdo empregados em aplicagdes como solventes,
elevando as taxas de transferéncia de massa e reduzindo os custos com bombeamento
(GHAEDI et al., 2017).

Os altos valores de viscosidade sdo um gargalo para o uso de DESs a temperatura
ambiente (YANG, 2018). Uma das principais estratégias para contornar tal problematica tem
sido a adicdo de agua aos sistemas eutéticos de modo a levar a uma diminuicao de suas fortes
interacOes, 0 que se traduz em uma menor resisténcia ao escoamento. Esta adicdo, conforme

apresentada na literatura, ndo pode ultrapassar o limite de 30% m m, pois um excesso de agua
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pode levar a formagéo de uma solucgdo aquosa dos precursores (HAMMOND et al., 2016).
5.1.3 Avaliacéo do efeito fitotoxico

As Figuras 15 (a), (b), (c) apresentam resultados obtidos para a fitotoxicidade dos DESs
aqui estudados em relacdo a germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa).



Figura 15- Resultados obtidos para o efeito fitotéxico dos DES [ChLa] (a), [ChGy] (b) e [ChU] (c) para as sementes de alface (Lactuca sativa).
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Na Figura 15 (), a inibicdo do crescimento radicular em relagdo ao solvente ChLa,
apresenta maior efeito inibitorio com relacdo aos demais solventes, o que pode estar relacionado
ao fato do &cido latico apresentar uma relevante acidez, fazendo com que, ap6s a adi¢do de agua,
0 sistema eutético se desfaca e ocasione a formacdo de ions H3zO". Dessa forma, o ambiente de
germinacao torna-se redutor, levando assim a oxidacao das células da espécie Lactuca sativa e sua
consequente atenuacao de germinacdo (MORAIS et al., 2015; RADOSEVIC et al., 2015).

Para os solventes ChGy e ChU a inibicdo do crescimento radicular se deu de maneira
similar, teve inicio a partir de 10000 mg/L*. Atualmente, o glicerol tem sido utilizado como
substrato orgéanico, agregando valor em varios compostos através de sua sintese bioldgica.
Apresenta distintas aplicacGes na inddstria de alimentos, cosmeéticos, farmacéutica dentre outros
(VIANA et al., 2012). No caso do glicerol, a inibicdo da germinacao de células vegetais se deve a
existéncia de trés grupos hidroxilas presentes neste solvente que propende a potencializar a
interacdo do mesmo para com 0s constituintes do envoltorio biologico, inibindo entdo o seu
desenvolvimento.

No tocante ao ChU, sabe-se que a ureia € largamente empregada como fertilizante no setor
agricola. Entretanto, em concentracdes acima de 10000 mg L* é observada uma perturbagio do
proprio equilibrio de germinacdo da radicula e da raiz, isso se deve ao fato de uma provavel
eutrofizacdo, que € um processo que se caracteriza pelo aumento de nutrientes, principalmente de
fosforo e nitrogénio, diminuindo a quantidade de oxigénio, provocando um surgimento excessivo
de organismos, e causando a morte de espécies (BOUGARNE et al., 2019). Dentre os solventes
avaliados, 0 ChGy e ChU apresentaram-se como 0s menos fitotdxicos.

Este tipo de avaliacdo é fundamental para auxiliar na elucidacdo acerca do quao téxico os
solventes eutéticos sdo. Deste modo, a garantia de uma conotacdo mais ambientalmente amigavél
podera ser alcancada pelo processo desenvolvido com base nestes solventes.

Radosevic et al. (2015) reportaram um estudo sobre a fitotoxicidade do DES ChGy (cloreto
de colina:glicerol) aplicadas em sementes de trigo, e encontraram resultados indicando que o DES
ndo se apresentou toxico, com valores de germinacdo superiores a 5000 mg L. Hayyan et al. (2013)
também relatou um estudo sobre a fitotoxicidade, avaliando do DES ChU (cloreto de colina:ureia)
e obtiveram resultados confirmando a ndo inibicdo do DES relacionado as bacterias utilizadas no

estudo.

5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA
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5.2.1 Parémetros fisico-quimicos da biomassa lignocelulésica

Na tabela 7 estdo reportados os resultados obtidos para os pardmetros fisico-quimicos

analisados para a biomassa do bagaco de cana-de-agucar.

Tabela 7- Parametros fisico-quimicos avaliados para o bagaco de cana.

Parametros Valores
pH 5,77 + 0,21
DQO (mg O2/L) 879,31
Teor de solidos soltveis (°Brix) ND

ND - Néo determinado
Fonte: autora (2022).

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 7, o valor de pH apresentou-se
consideravelmente acido (5,77 + 0,21) para o extrato da biomassa lignocelulésica, isso se deve ao
fato da presenca de compostos fenolicos que séo lixiviados durante a extracdo. O pH analisado na
amostra foi similar ao valor encontrado por Geron et al. (2010) ao avaliarem a composicao
quimica, temperatura e pH do bagaco de cana-de-agucar in natura, sendo este entre 5,88 a 5,77.

A Demanda Quimica de Oxigénio (DQQO) mede a quantidade de oxigénio requerido para
oxidar a matéria organica sendo bastante importante para a avaliacdo do carater poluidor na
amostra. Um elevado valor de DQO indica que um consideravel teor de oxigénio sera requerido
para a decomposicdo bioldgica do referido material (APHA, 2017). Neste estudo, foi obtido um
valor de DQO de 879,31 mg O2/L sendo este entdo considerado um material poluidor, o que torna
necessaria a realizacdo de estudos que foquem em seu reaproveitamento e consequente diminuicédo
de seu descarte inapropriado no meio ambiente.

Bernabé (2012) obteve valor similar ao estudar a modificacdo da fracdo lignoceluldsica
durante o processo de compostagem e biodigestdo anaerdbia do bagaco de cana-de-agucar, obtendo
um resultado 888 mg Oa/L.

Com relacdo a determinacdo do °Brix do material, verificou-se que este ndo se apresentou
de forma significativa para mensuracdo o que é esperado uma vez que as amostras utilizadas neste
trabalho foram coletadas na Gltima etapa do processamento da biomassa, o que indica que
praticamente todo caldo rico em sacarose tenha sido removido, ndo restando mais material soltvel

disponivel.
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5.2.2 Caracterizacdo lignocelul6sica das amostras de bagaco de cana-de-agUcar

Como uma maneira de entender a interacdo dos solventes eutéticos profundos com o
bagaco de cana-de-aglcar, a biomassa lignocelulosica foi submetida a uma analise
termogravimétrica, antes e apds cada extragdo. A Figura 16 (a) mostra as curvas
termogravimétricas (TG) e a Figura 16 (b) apresenta as curvas derivadas (DTG) de perda de massa

em cada ensaio.

Figura 16- Andlise termogravimétrica (TG) do bagaco de cana-de-agUcar antes e apds as

extragOes realizadas (a) e suas respectivas curvas derivadas (DTG) (b).
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Fonte: autora (2022).

De acordo com a Figura 16 (a), todas as biomassas, in natura ou tratadas, apresentaram
uma perda de massa entre 30 e 100 °C. Essa faixa térmica corresponde a desidratacdo do material
e indica a presenca de agua residual no interior do mesmo. De um modo geral, pode-se notar que
para a biomassa in natura e apds o pré-tratamento hidrotérmico, foi observado um perfil térmico
semelhante na temperatura de 250 °C, o que indica similaridade estrutural. Para o bagaco tratado
com ChGy, verificou-se que sua degradacao significativa iniciou-se em aproximadamente 180°C.
J& os bagacos tratados com ChLa (cloreto de colina:acido latico) e ChU (cloreto de colina:ureia),
suas respectivas degradacgdes iniciaram-se em aproximadamente 240°C, o que denota as diferencas
estruturais alcangadas ap6s o contato do biomaterial com os referidos DESs.

Entre 200 e 500°C observa-se a decomposicdo da fracdo lignoceluldsica e é exatamente
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onde se constata as maiores diferencas entre os perfis. Conforme Oliveira (2021), a hemicelulose
apresenta uma faixa térmica de degradacdo menor que a celulose de 240 a 310°C e 310 a 360°C,
respectivamente. Sendo assim, ela ser& a primeira a se decompor, e dessa maneira, a lignina sera
a Ultima, precisamente por possuir uma estrutura mais complexa, por ser um polimero natural
formado por vérios mondmeros diferentes e por apresentar elevada faixa térmica de
aproximadamente 200 a 500°C.

Alguns autores descrevem faixas de degradacdo semelhantes aos resultados apresentados,
como por exemplo Santos et al. (2011) relatou seu estudo sobre as condigdes de estocagem do
bagaco de cana-de-agUcar por analise térmica, no qual foi identificado que nas faixas de
temperaturas entre 275 e 305°C ha a decomposicdo da hemicelulose, entre 300 e 325°C a
decomposicao da celulose e acima de 400°C da lignina.

A Figura 16 (b) apresenta os resultados da DTG para todas as amostras, em que mostra
uma perda de massa entre 30 e 100 °C devido a umidade e especificamente na faixa associada a
estrutura lignocelulosica entre 340 a 400°C ¢é onde o sinal derivado apresenta a maior diferenca
justificando que as amostras tratadas pelos diferentes solventes, de fato, apresentam diferentes
estruturas lignocelulosicas.

A Tabela 8 apresenta a composicdes percentuais lignocelulosicas da biomassa, antes e apos
a extracdo com os DESs e tratamento hidrotérmico, sendo esses valores determinados a partir da
TG e CLAE. Para a TG o calculo foi feito realizando-se a diferenca entre os percentuais nas

referidas faixas de decomposi¢cdo conforme as equacdes 9, 10, 11 e 12.

Teor de cinzas= percentagem massica ao final da analise

Teor de umidade (%) = teor (100°C) — teor (25°C) (Eq.9)

Teor de celulose (%) = teor (360°C) — teor (310°C) (Eq. 10)

Teor de hemicelulose (%) = teor (310°C) — teor (240°C) (Eg. 11)

Teor de lignina (%) = (teor (500°C) — teor (200°C)) — teor de celulose — teor de hemicelulose (Eqg.
12)



59

Tabela 8- Composicao lignocelulésica do bagago de cana-de-agucar apds extracao.

In Natura Hidrotérmico ChGy ChLa Chu
Composicao
(%) (CLAE/TG) (CLAE/TG) (CLAE/TG) (CLAE/TG) (CLAE/TG)

Celulose 36,38+0,69 3423 30,89+029 43590 31,20+2,82 24,19 31,01 + 3,02 3557 27,24+2,75 32,26
Hemicelulose 18,89 +£2,15 17,92 765+0,13 1516 10,5+1,07 25629 480+091 17,7600 12,46+1,24 2549
Lignina 23,16 + 2,09 26,9 29,09 £0,51 29,18 22,62 0,22 22,24 9,83+0,13  2527") 10,41+248 19,26
Umidade - 3,68 - 3,65 - 2,36 - 1,77 - 6,06
Cinzas - 5,05 - 0,69 - 7,15 - 12,2 - 3,14

Nota: O simbolo sobrescrito (*) denota diferenca estatistica entre o valor obtido pela analise termogravimétrica e pela metodologia oficial padrédo
(NREL) segundo teste de hipdtese seguindo a distribuicao t-student (tiapelado = 12,71) para 95% de confianca. n=2.
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Para CLAE, esses calculos foram realizados de acordo com a diferenca percentual entre
cada solvente de extracdo, comparado com o teor da amostra in natura conforme mostra a
Equacéo 8, do item 4.6

Com respeito aos teores de umidade e cinzas, e de acordo com os dados apresentados
na Tabela 8, percebe-se que para o bagago de cana-de-agUcar in natura e pré-tratados, os teores
de cinzas variaram entre 0,69 a 12,20% , 0 que esta atrelado ao teor de material inorganico na
matriz investigada. Ja os teores de umidade variaram entre 1,77 a 6,06%, o que pode ser
atribuido a modificagdo dos grupos funcionais, principalmente hidroxila, durante cada um dos
pré-tratamentos estudados, o que confere ao material diferentes graus de retencdo de agua
durante sua estocagem.

Acerca da composicao lignoceluldsica da amostra de bagaco de cana-de-agUcar, esta
apresentou um teor de celulose de 36,38 + 0,69 %, e de 18,89 + 2,15 % e 23,16 + 2,09 % para
a hemicelulose e lignina, respectivamente. Estes resultados estdo em conformidade com o
reportado no estudo de Alokika et al. (2021) que também obtiveram resultados similares para
a caracterizacdo da matriz aqui investigada.

Apos a extracdo usando os DES ChU, houve uma diminuicédo significativa no teor de
lignina no bagaco quando comparado com o teor da matriz in natura (55,05 %), enquanto que
para os demais tratamentos como ChGy, ChLa diminuiu 2,30% e 57,57%, respectivamente. Ja
no tratamento hidrotérmico houve um aumento no teor de lignina, cerca de 25,25%, visto que
esse tratamento € seletivo em remover hemiceluloses e celuloses, o que torna o material final
mais rico em lignina.

Esses resultados indicam que o DES ChU foi promissor em remover seletivamente a
lignina do material, quando comparado com os demais. Embora o ChLa também o tenha sido
em relacdo ao polimero estrutural em questdo, este também removeu quantidade significativa
de hemicelulose, o que indica uma baixa seletividade. Com respeito ao tratamento hidrotérmico,
sabe-se ser mais eficiente a recuperacdo de compostos oriundos das fracGes polissacarideas, o
que explica o aumento no teor global de lignina uma vez que esta ndo foi removida.

O melhor efeito observado quando realizado o pré-tratamento a base de ChU pode ser
atribuido ao fato de que, em meio alcalino, a lignina se torna mais solivel. Uma caracteristica
comum do ChU é sua basicidade, que facilita a dissolucdo seletiva da lignina da biomassa,
devido a desprotonagdo de grupos hidroxila fendlicos na lignina (CHEN et al., 2020). Sendo
assim, a biomassa tornou-se mais rica em celulose e hemicelulose, constatando que o principal
componente a ser removido por este tratamento foi a lignina (Tabela 8).

Procentese et al. (2015), em sua pesquisa extraiu 27,11% de lignina da espiga de milho,
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utilizando ChCl:Ureia sob uma condicéo de pré-tratamento de 80 °C por 15h. Pan et al. (2017),
em seu estudo removeu 44,74% de lignina da palha de arroz, utilizando ChCl:Ureia sob uma
condicdo de pré-tratamento de 130 °C durante 8 h, o que endossa as constatacdes aqui
observadas.

Os dados obtidos para as amostras de bagaco de cana-de-agUcar in natura e pré-tratados
com os diferentes solventes usando a Termogravimetria, foram comparados com a anélise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A injecdo do CLAE foi realizada em duplicata
para cada amostra.

E posssivel observar que os resultados obtidos por ambas as técnicas analiticas s&o
semelhantes entre si e foram confirmados utilizando t-student com 95% de confianga (T calculado
< Ttabelado)-

Para os tratamentos hidrotérmicos em ChGy, os valores de (T caiculado < Ttabelado) foram
(1,22 <12,70), (2,46 < 12,70) respectivamente. Para os tratamentos com ChLa e ChU os valores
(Tcalculado > Trabelado) foram (206,86 > 12,70) e (31,51 > 12,70) respectivamente, comn = 2.

Estes resultados indicam que, para a biomassa in natura, ambos os métodos analiticos
apresentaram similar capacidade de distingdo entre os componetes da matriz amostral. Todavia,
haja vista os diferentes graus de modificacéo alcangados, verificou-se notavel diferenca quando
comparadas as respostas para amostras pré-tratadas. Esta observacdo denota que a analise
termogravimétrica apresenta baixa capacidade de diferenciacdo quando modificagBes sédo
realizadas na composicdo monomerica da estrutura dos polimeros naturais que compdem a
matriz amostral, sendo entdo mais indicado o uso do método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), o qual se assegura na seletividade durante sua conducdo experimental.

O resultado acima reportado também pode ser atrelado a sobreposicdo das faixas
térmicas da lignina sobre a celulose e a hemicelulose conforme outrora mencionado nas
equacdes 9, 10, 11 e 12 mencionadas no item 5.2.2. O que torna a medida (TG) menos precisa

e exata.

5.2.3 FTIR do bagaco de cana apds extracao

A Figura 17 ilustra os espectros de transmitancia na regido do infravermelho, entre 4000
a 400 cm-1, para as cinco amostras de bagaco de cana-de-aglcar in natura e pré-tratada com os

diferentes solventes eutéticos ChGy, ChLa, ChU e tratamento hidrotérmico.
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Figura 57- Espectros de absorcdo para o bagaco da cana in natura e tratado com os diferentes
solventes
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Fonte: autora (2022).

O espectro do bagaco de cana-de-acUcar é o resultado da sobreposicdo das bandas da
celulose, da hemiceluloses e das ligninas. Cada amostra possui suas particularidades devido aos
diferentes processos de extracdo e tratamento especifico de cada uma. Nesta analise foi possivel
identificar os grupos funcionais atribuidos a celulose, hemicelulose e lignina.

Segundo Li et al. (2005), a banda larga que aparece em torno de 3375 cm™ é atribuido
a deformacdo axial do grupo (O-H), resultante da associacdo polimérica. Vale ressaltar que
como os espectros foram obtidos em pastilhas confeccionadas de KBr, ha uma relativa adsor¢édo
de agua, o que faz com que o pico se torne largo. Em estudos realizados por Kapulskis et al.
(2005), foi observado que nas fibras lignoceluldsicas in-natura de cana-de-agUcar, as bandas
referentes as ligagdes O-H ocorriam entre 3200 e 3600 cm™.

Ainda no espectro, observa-se bandas largas em todas as amostras entre 3415-3405 cm
! referentes as ligagdes de hidrogénio, grupos O-H intra e intermoleculares com um estiramento
ou deformacdo axial O-H presentes na celulose e lignina. As bandas correspondentes de 2895-
2879 cm?, presentes em todas as amostras correspondem a estiramento de ligagdes C-H de
grupos alifaticos de hidrocarbonetos saturados. As ligninas do bagaco da cana possuem grandes

quantidades desses grupos.
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Nas amostras da biomassa in natura e tratada com o DES ChLa e com o tratamento
hidrotérmico, as bandas entre 1722-1714 cm™ representam estiramento C=O (carbonila) e
grupos éster atribuida a hemicelulose. Verificou-se também uma banda caracteristica em torno
de 1640 cm™ na amostra tratada com 0 DES ChGy referente a uma deformagéo axial C=0
referente a lignina. Na amostra tratada com o DES ChU especificamente em torno de 1599 cm
! tem-se vibragBes no esqueleto aromatico influenciada por estiramento C=0 relacionado a
lignina.

Todas as amostras apresentaram bandas entre 1030-1035 cm relativas a ligagGes (C-
0O-C) da vibracéo do anel de piranase (celulose) (VIEIRA et al., 2007). Os picos da biomassa
tratada com os solventes eutéticos profundos e no tratamento hidrotérmico foram mais intensos
quando comparado a biomassa in natura, o que pode ser atrelado a depolimerizacdo do material
apos os tratamentos investigados, constatando entdo as modificacfes acarretadas apds cada

condicdo estudada.

5.2.4 Difratometria de raios-x e indice de cristalinidade

As fibras de bagaco de cana-de-acUcar podem ser representadas por uma matriz de
lignina, amorfa, ligada a fibrilas de celulose por meio da hemicelulose. A anélise de difracéo
de raios-X (Figura 18) bem como a determinacéo do indice de cristalinidade (Tabela 9) foram
realizadas no bagaco da cana-de-acUcar in natura e pré-tratados a fim de analisar a estrutura
cristalina. Observando os resultados apresentados, verifica-se que a biomassa pds pré-
tratamento (extracdo) sofreu um aumento na cristalinidade em compara¢do com o bagaco in
natura. Comparando as biomassas tratadas, constata-se que ambas apresentaram resultados
semelhantes, apenas com o tratamento ChU apresentou um indice de cristalinidade mais

elevado.
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Figura 18 - Difratogramas de raiox-X para o0 bagaco de cana in natura e apds extracao
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Fonte: autora (2022).

Os picos bem definidos entre 16,3° e 22,5° correspondem aos planos cristalograficos
(101) e (002) (LIONETO et al., 2012). Analisando os difratogramas separadamente, observou-
se, para as amostras de bagaco in natura, picos de difracao 20 em 16,1° ¢ 22,1°. Para amostras
de bagaco pré-tratadas com ChLa, ChGy e tratamento hidrotérmico picos de difracdo em 16,1°
e 22,5° ou seja, praticamente 0s mesmos picos para ambos os difratogramas. No entanto, houve
uma variacdo no indice de cristalinidade com o tratamento ChU, indicando um aumento na
cristalinidade total da matriz, conforme os dados apresentados na Tabela 9. Esse resultado era
esperado e esta em conformidade com a melhor remocéo de lignina observada por meio deste
tratamento uma vez que este biopolimero compde a maior porcdo amorfa da matriz
lignocelulésica (CHOURASIA et al., 2021).
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Tabela 9- indice de cristalinidade paras as amostras de bagaco de cana-de-aglicar

Material l002) l(am) 1c(%)

in natura 760 490 35,53
Chu 802 394 50,87
ChLa 732 438 40,16
ChGy 690 400 42,03
Hidrotérmico 692 320 44,06

Fonte: autora (2022).
5.3 ANALISE ESTATISTICA

Com base nos ensaios preliminares e na caracterizagdo dos DESs investigados,
principalmente no que se refere ao efeito ecotdxico, selecionou-se o DES ChU (cloreto de
colina:ureia) devido sua capacidade de remocéo de lignina, buscando entdo a otimizacao das
principais variaveis que influenciam no processo, sendo elas reportadas na Tabela 10. E
possivel observar que o maior percentual de remocdo de lignina (58,38%) foi obtido nas
seguintes condicBes: 3 mL de DES, adicdo de 6% de agua ao solvente e tempo de extracao de

2 h (ensaio 7). Esses calculos foram realizados conforme exposto na Equacéao 13.

. Massa de lignina extraida
Recuperagao (%) = Massa de lignina inicial * 100 (Eq.13)

Onde: Massa de lignina extraida ¢ o teor de lignina removida do material, e “Massa de

lignina inicial” € o teor de lignina que inicilamente o material contém, antes da extracao.
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Tabela 60- Matriz do planejamento fatorial 23

Ordemde  Volume de Adicéo de Tempo de Recuperagéo
Experimento  execucao DES agua Extracéo de Lignina

(mL) (%) (h) (%)
1 10 3,00 2,00 1,00 26,22
2 1 6,00 2,00 1,00 25,49
3 11 3,00 6,00 1,00 19,91
4 2 6,00 6,00 1,00 21,36
5 8 3,00 2,00 2,00 39,78
6 3 6,00 2,00 2,00 34,81
7 9 3,00 6,00 2,00 58,38
8 5 6,00 6,00 2,00 39,54
9 7 4,50 4,00 1,50 33,66
10 6 4,50 4,00 1,50 28,27
11 4 4,50 4,00 1,50 34,42

Fonte: autora (2022).

Através do diagrama de Pareto (Figura 19) é possivel identificar que os efeitos do tempo
de extracdo (2) e a interacdo do tempo de extracdo e adicdo de agua ao DES (1) foram

significativos, ao nivel de 95% de confianca.

Figura 19- Diagrama de Pareto para a recuperacao de lignina na etapa de prétratamento
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(3)Tempo de extracao | _7,437234
2by3 | | 3,158965
1by3 -2,239497
(1)Volume de DES -2,15?766
(2)Adicao de agua 1,206629
1by2 | -1,09322
05

Estimativa dos Efeitos Normalizados (Valores absolutos)

Fonte: autora (2022).

Este resultado reitera a importancia da viscosidade do solvente sobre sua capacidade de
atuacdo como agente extrato uma vez que, como ja fora aqui reportado, a adicdo de adgua ao
sistema leva a uma mitigacdo desta proprieade fisico-quimica. Com relagdo ao tempo de
extracdo, o aumento deste leva a um prologado periodo de contato entre a matriz amostral e o
solvente extrator, o que explica seu efeito positivo sobre as respostas observadas.

O volume de extracdo, o qual altera a razdo solvente/biomassa, pouco influenciou no
processo. Este resultado esta em conformidade com a condi¢do do processo de extracdo, uma
vez que os sistemas com maiores raz6es molares tendam a permitir uma melhor
agitacdo/mistura de ambas as fases, fluidas e sélidas, envolvidas no processo de extragéo.

Um estudo sobre a otimizacdo da deslignificacdo do bagaco de cana-de-agUcar
utilizando solventes eutéticos profundos (DES): Cloreto de colina:ureia e Cloreto de
colina:glicerol realizado por Varilla Mazaba et al. (2022), apresentou uma remocao da lignina
do bagaco da cana-de-acUcar quando a extracdo foi realizada nas seguintes condigdes: 81,1%
de remocdo com um tempo de reacdo de 13,12 h e temperatura de 160°C e 82% de remocdo
com tempo de reacdo 14,04 h e temperatura 160°C, o que mostra que demandou um elevado
tempo de extracdo, assim também como uma elevada temperatura. Diferentemente desta

pesquisa aqui reportada, onde conseguimos uma remocao de 58,38% de lignina em um curto
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tempo de extragdo de 2 h, endossando que o método aqui investigado foi bastante eficiente na
etapa de extracdo de lignina.

Similarmente, Rony et al. (2014) avaliaram em seu estudo o processo de remogéo de
lignina do bagaco de cana-de-aglcar com tratamento alcalino, obtendo 60% de remocédo de
lignina utilizando NaOH 1 N, razéo solvente/biomassa 12:1 com tempo de reacdo de 30 min.
Ibarra-Diaz et al. (2020) utilizaram um tratamento oxidativo-alcalino na remocéo de lignina de
palha de cevada, constatando que as condigdes ideais para a deslignificacdo eram 6% (v/v) de
H202 (pH 11,5 com NaOH 10 M) e tempo de reacdo de 24 h atingindo 60% de remocao de
lignina. Observa-se mais uma vez que o tempo de extracéo foi bastante elevado.

Os solventes organicos tradicionais entre 0s quais estdo: acido acético, cloroférmio, éter
etilico entre outros, sdo altamente volateis e representam a maior parte das emissdes de
substancias toxicas. Por esta razdo, os DESs apresentam-se como uma alternativa mais viavel,
com diversas vantagens, como pressdo de vapor desprezivel, fazendo com que em condicdes
normais esses solventes se mantenham na fase liquida. Ademais, geralmente ndo sé&o
inflamaveis e permanecem estaveis em temperaturas mais altas que os solventes convencionais,
aumentando a seguranca dos processos quimicos que utilizam esses solventes. Por este motivo
sdo conhecidos como solventes verdes (BEZERRA et al., 2020). Sendo portanto, as condi¢des
empregadas neste estudo com solventes eutéticos profundos, mais brandas, seguras e rapidas.

A ferramenta do planejamento experimental e a analise da superficie de resposta
permitem a analise da influéncia das variaveis em determinado processo, a forma da interacéo
entre estas variaveis e a obtencéo do valor das variaveis que otimizem os resultados.

O modelo estatistico que representa o percentual de remocdo de lignina é dado pela

equacdo abaixo:

Remoggo de lignina (%) = 32,89 (+ 1,01) — 2,88-V ( 1,18) + 1,61-A (+ 1,18) + 9,94-T (+
1,18) - 1,46 V-A (+ 1,18) - 3,07-V-T (£ 1,18) + 4,22-A-T (+ 1,18)

Onde:

V = Volume de DES;
A = Adicdo de 4gua ao DES;

T = Tempo de extracao.

Os dados de andlise de varidncia (ANOVA) para a remocdo de lignina estdo

apresentados na Tabela 11. O modelo de primeira ordem obtido pelo planejamento
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experimental 2° apresentou coeficiente de correlagdo R? de 0,95, indicando uma correlagéo
adequada do modelo. Segundo Barros Neto et al. (2001), quanto maior for a fracdo descrita
pela regressdo, ou melhor, quanto mais préximo de 1 for o valor de R?, melhor sera o ajuste do

modelo aos dados observados.

Tabela 11- Anélise de variancia (ANOVA) para a recuperacgdo de lignina apds o pré-
tratamento com DES.

Fontes de Soma Graus de Média Teste F
Variacéo Quadratica Liberdade Quadratica
Regresséo 1112,92 6 185,49 2,16
Residuo 57,17 4 14,29 -
Falta de Ajuste 34,71 2 17,36 0,08
Erro puro 22,47 2 11.24 -
Total 1170.09 10 - -

Fo.95:(6.4) = 6,16; Foos:22)= 19,00; R? = 0,95

Fonte: autora (2022).

A andlise da variancia (ANOVA) (Tabela 11) apresenta importantes dados do
experimento como os valores de Probabilidade de Fisher (F), cujo valor indica a significancia
dos fatores avaliados, suas interacdes, erros e a falta de ajuste do experimento. O valor de F
calculado foi maior que o F tabelado, ou seja, o teste F apresentou um valor acima de 1. Dessa
forma, o modelo de regressdo que representa a recupercdo de lignina apos a etapa extracéo é
significativo.

As figuras 20 (a-c) mostram as superficies de respostas que foram construidas para todas
as possiveis combinacdes de variacdo de trés variaveis. Nas Figuras 20 (a-c) pode-se verificar
que ao variar do nivel -1 ao +1 na variavel da temperatura e do volume, aumenta-se a
percentagem de remocéo de lignina.

De maneira geral, o processo de deslignificacdo utilizando solventes eutéticos profundos
pode oferecer uma significativa remocéo de lignina quando comparado com outros métodos de
deslignificacdo. No entanto, a vantagem deste estudo em comparacdo com 0s relatados na
literatura é que o uso de DES pode desempenhar um papel importante no novo conceito de
quimica verde, o que torna a extracdo usando DES como solvente uma boa alternativa para tapa

de deslignificacéo.
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Figura 20- (a) (b) (c) Superficies de resposta para a recuperacao de lignina apds o pré-tratamento com DES [ChU].
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Fonte: autora (2022).
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5.3.1 CARACTERIZACAO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR APOS
EXTRACAO USANDO AS CONDICOES OTIMIZADAS

O bagaco de cana-de-agUcar apds extracdo com o DES: Cloreto de colina:ureia
reproduzido nas condigdes Otimas foi caracterizado quanto as suas propriedades fisico-
quimicas. Para isso, foram realizadas andlises de Difratometria de raios-X (DRX) e
espectroscopia na regidao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

5.3.1.1 Difratometria de raios-X e indice de cristalinidade

A Figura 21 apresenta o difratograma de raio-X do bagaco de cana-de-acUcar
deslignificado apds otimizacdo. O indice de cristalinidade esta apresentado na Tabela 12.

Figura 21- Difratograma de raios-X para a melhor condicéo pos pré-tratamento

| ———ChU (Ponto Otimo) |

10 20 30 40 50 60 70 80 90
2 theta (grau)

Tabela 12- indice de cristalinidade para o ponto 6timo.

Material l002) l@am) 1(%0)

Chu 872 434 50,23

Fonte: autora (2022).
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O difratograma de raio-X apresenta picos emtorno de 16,11° e 22,08° caracteristicos da
celulose do tipo I (LEI et al., 2018). Comparando aos dados reportados de DRX da biomassa
in natura no topico 5.2.4 deste estudo, com relacdo aos espectros de DRX, houve um aumento
no indice de cristalinidade indicando a remocdo de grande parte da lignina amorfa durante o
processo estudado. Isso se deve também ao aumento no grau de empacotamento das cadeias de
celulose pelo inchago das fibras, proporcionado pelo tratamento, ou seja, indicando a néo
degradacéo da celulose realizada nas condi¢des do ponto 6timo e a remocao de grande parte da

lignina.

5.3.1.2 Infravermelho (FTIR)

Na Figura 22 encontra-se representado o espectro de FTIR do bagaco de cana-de-agUcar
deslignificado apds reproducdo da melhor condicdo com o ChU, o qual apresenta as bandas

tipicas dos componentes majoritarios de biomassa lignocelulosica.

Figura 22- Espectro de infravermelho do ponto étimo

——— ChU (Ponto 6timo) |

1600 cm™

{

1
2911 cm™ 1645 cm

3403 cm™
1029 cm™

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Fonte: autora (2022).
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Os picos na regido de 3403 e 2911 cm™ representam, respectivamente, os estiramentos
OH e C-H presentes nas estruturas nucleares da celulose e hemiceluloses. Analisando as bandas
com absorgdo em 1600 cm™ e 1645 cm® nota-se uma reducéo das bandas, mostrando a auséncia
de lignina. Observa-se também uma maior intensidade na regi&o entre 1029 e 892 cm™ apds o
processo de deslignificacdo podendo ser atribuida a exposi¢do das ligagdes B(1—4) apos a

solubilizac&o de grande parte da lignina.

5.4 CARACTERIZACAO DA LIGNINA RECUPERADA

Para garantir que o produto extraido ao final de cada pré-tratamento se tratava de fato
da lignina, foi adicionado &cido sulfurico aos extratos até a total preciptacdo da lignina (pH
~1,0) e em seguida, a fracdo solida foi entdo caracterizada por FTIR.

5.4.1 Infravermelho (FTIR)

De acordo com os espectros ilustrados na Figura 23, observa-se bandas caracteristicas
de lignina em todas as amostras. Ambos o0s espectros apresentaram bandas largas em torno de
3560-3341 cm™ atribuida aos grupos hidroxila (O-H) da celulose, lignina, hemicelulose e agua.
A largura da banda reflete a tendéncia hidrofilica das fibras, indicando o forte poder dos grupos

OH em realizar ligacdes de hidrogénio.
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Figura 23- Andlise de FTIR para as quatro amostras de lignina analisadas na regido de 4000
cm a 400 cm?

1298-1291 cmt 1344-1330 cm™

3560-3341 cm* i 1 832-819 cm'
> 1645-1633 cm ,\\ f Chla
- P : —— ChGy
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.
.

. ] = = .

anmn » « . [l
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Numero de onda (cm'l)
Fonte: autora (2022).

Todos os espectros de infravermelho apresentaram bandas entre 1645 cm™ e 1633 cm'?
que sdo atribuidas a deformacéo angular da ligacdo O—H causada pela absorcao de agua pelas
fibras. Também pode ser indicativo de presenca de lignina.

Os espectros das amostras de ChLa e ChGy apresentam bandas entre 1298-1291cm*
caracteristicos de uma deformacdo angular C-H referente a celulose. As bandas entre 1344-
1331 cm referentes as amostras ChU e H.O séo caracteristicos dos anéis siringila e guaiacila
condensados da lignina.

Dessa forma, todos os espectros apresentam bandas entre 819-832 cm correspondente
aos grupos funcionais da lignina como deformacéo de C-H fora do plano nas posic¢des 2,5 e 6,0

de unidade guaiacila.
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6 CONCLUSAO

e Os solventes eutéticos sintetizados foram caracterizados quanto a sua estrutura, e
mostraram que esta € diretamente afetada pelas caracteristicas inerentes dos precursores
empregados em sua obtencéo.

e Tal constatacdo também justifica a maior fitotoxidade apresentada pelo solvente ChLa,
a qual esta interligada ao carater acido que este confere ao meio de germinacdo das
sementes empregadas como biomodelos nos testes de caracterizacao fitotdxica.

e A capacidade de extracdo da lignina do bagaco de cana-de-agucar também é funcdo das
diferencas estruturais notadas uma vez que, o solvente anteriormente citado apresentou
capacidade de ndo sO remover o biopolimero alvo, como também a fracdo da
hemicelulose, o que foi correlacionado a maior dissolugéo desta em meios mais &cidos.

e O Solvente ChU, por sua vez, se mostrou mais eficiente e seletivo a recuperacdo
estudada uma vez que recuperou o polimero alvo de forma majoritaria em detrimento
das demais fracGes do material.

e Estas conotacbes foram validadas com base no aspecto estrutural da biomassa pré e
poOs-extracoes.

e Foipossivel observar que o maior percentual de remocéo de lignina (58,38%) foi obtido
nas seguintes condi¢des: 3 mL de DES, adicdo de 6% de 4gua ao solvente e tempo de
extracdo de 2 h.

e Por fim, a otimizacdo multivariada do processo aqui investigado permitiu ndo s a
compreensdo do efeito significativo apresentado pela temperatura e adicdo de agua
sobre a capacidade extratora do solvente ChU, como também permitiu a determinacéo
da elaboracdo do modelo estatistico responsavel pela determinagdo do maximo
rendimento extrativo possivel de ser alcancado dentro dos niveis investigados para cada

variavel independente.
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