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RESUMO

O bagaco de malte (BM) € um residuo gerado em larga escala nas cervejarias, e,
apenas no Brasil, uma média de 280 milhdes de toneladas desse residuo sé&o
gerados anualmente. O BM possui alto valor nutricional, e a presenca de bioativos
denota que esse residuo pode ser reaproveitado para geracdo de co-produtos com
aplicacao industrial. Os Solventes Eutéticos Profundos (DES), sdo solventes com
vantagens ambientais quando comparado a solventes organicos, devido sua baixa
toxicidade e alta reciclabilidade. Quatro DES foram testados em uma extracéo
assistida por ultrassom na recuperacédo de compostos fenélicos totais (CFT) do BM.
Primeiramente, uma triagem preliminar com os DES e suas misturas com 25% de
agua (v/v) foi realizada em um ultrassom de ponteira a fim de determinar qual DES é
mais efetivo na extragcdo de CFT. Em seguida, uma extracdo seriada foi testada
usando os DES mais eficazes na primeira extracdo, a fim de otimizar a extracéo de
fendlicos. A primeira série de extracdo foi realizada com hexano e etanol com o
objetivo de retirar 6leos e aclUcares da amostra e favorecer a extracdo dos
compostos alvos. A segunda série de extracao foi realizada com os DES cloreto de
colina e &acido latico (CCAL) e cloreto de colina e acido oxalico (CCAO). O maior
rendimento de CFT foi obtido com os sistemas Etanol - CCAO e Hexano — CCAO
(0,513 mg EAG L™ e 0,516 mg EAG L™ respectivamente) a 30 °C. A extracdo
seriada em um banho de ultrassom foi eficaz para remocao de 6leos e acglcares da

amostra de BM, e favoreceu a efetividade do DES na obtencéo de fendlicos totais.

Palavras-chave: bagaco de malte; solvente eutético profundo; extracdo por

ultrassom; biorrefinaria.



ABSTRACT

Brewer's Spent Grain (BSG) is a waste generated on a large scale in breweries, and
just in Brazil, an average of 280 million tons of this waste are generated annually.
BSG has a high nutritional value, and the presence of bioactives denotes that this
residue can be reused to generate co-products with industrial applications. The Deep
Eutectic Solvents (DES) are solvents with environmental advantages when compared
to organic solvents, due to their low toxicity and high recyclability. Four DES were
tested in an ultrasound-assisted extraction to recover total phenolic compounds (TPC)
from BSG. First, a preliminary screening with DES and their mixtures with 25% water
(v/v) was performed in a probe ultrasound to determine which DES is most effective
in extracting TPC. Then, a serial extraction was tested using the most effective DES
in the first extraction to optimize phenolic extraction. The first extraction series was
performed with hexane and ethanol to remove oils and sugars from the sample and
favor the extraction of target compounds. The second series of extractions were
performed with the DES choline chloride and lactic acid (ChCI:LA) and choline
chloride and oxalic acid (ChCI:OA). The highest TPC yield was obtained with the
Ethanol — ChCI:OA and Hexane — ChCI:OA systems (0.513 mg GAE L™ and 0.516
mg GAE L™ respectively) at 30 °C. Serial extraction in an ultrasound bath effectively
removed oils and sugars from the BSG sample and favored the effectiveness of DES
in obtaining total phenolics.

Keywords: Brewer's spent grain; eutectic solvent; ultrasound extraction; biorefinery
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1 INTRODUCAO

O mercado cervejeiro no Brasil cresce a cada ano, aumentando o interesse
pela producdo nacional de lUpulo e de cevada. De acordo com o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o6rgdo responsavel pela
regulamentagéo de bebidas em ambito nacional, o Brasil € o terceiro maior produtor
de cerveja do mundo, ficando atras apenas da China e dos EUA (BRASIL, 2021).

Com o crescimento das cervejarias, cresce também a quantidade de residuos
provenientes da producdo de cerveja, como € o caso do bagaco de malte (BM).
Estima-se que a cada 100 L de cerveja produzida, sdo gerados 20 kg de BM
(SARAIVA et al., 2019). Apenas no Brasil sdo produzidos em média 14 bilhdes de
litros de cerveja por ano (BRASIL, 2022), o que equivale a aproximadamente 280
milhdes de toneladas de bagaco de malte.

A destinacdo ambientalmente correta para o BM é a disposi¢do em aterro
sanitario ou a compostagem, gerando em sua decomposi¢cdo outros subprodutos
como gas metano e chorume. O residuo pode ainda ser usado como
complementacdo alimentar do gado. O BM €& um material rico em compostos
bioativos, e por isso, viabilizar a reinser¢cdo desse residuo como matéria-prima em
outros processos industriais pode ser uma alternativa interessante para reduzir o
impacto ambiental ocasionado com seu descarte.

Um estudo realizado em 2020 relatou a presenca de 57 flavonoides, 26
acidos fendlicos e 21 compostos bioativos de diferentes tipos de bagaco de malte,
mostrando o potencial desse residuo para a industria alimenticia e farmacoldgica
(MAIA, 2020). Os bioativos mais abundantes no BM s&o os &cidos hidroxicinAmicos
(HCA) (IKRAM et al. 2017). Esses HCAs presentes no BM possuem acgao
antioxidante, o que pode viabilizar sua aplicacdo na farmacologia e na industria de
alimentos. O acido ferulico (FA), o acido caféico (CA) e o acido p-cumarico (p-CA)
sdo os tipos de HCAs mais relatados em processos de extracdo de compostos
fendlicos do BM e séo conhecidos por sua acao antioxidante, anti-inflamatéria e anti-
carcinogénica (ARNOSO et al. 2018).

Diferentes métodos ja foram empregados para a extracdo de diferentes
compostos do BM, como autohidrélise hidrotérmica, para extracdo de
oligossacarideos (CARVALHEIRO et al. 2005), hidrélise acida diluida, para extracdo
de agucares hemicelulésicos (MUSSATTO E ROBERTO 2005), hidrolise enzimatica,
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para extracdo de hemicelulose e lignina (Mussatto et al. 2008), extragdo assistida
por ultrassom, para obtengéo de extratos ricos em arabinoxilano (REIS et al. 2015),
e, extracdo com DES assistida por microondas, para extracdo de acidos fenolicos
(LINARES et al. 2020).

Além da utilizacdo de solventes verdes em processos de extracdo, ha hoje
uma latente preocupacdo com o ciclo de vida de produtos e subprodutos. Como
exemplo, a biorrefinaria lignoceluldsica apresenta o potencial de aproveitamento de
residuos lignocelulésicos como matéria-prima para a geracdo de produtos de
interesse econdmico, tais como biocombustiveis, produtos quimicos e bioativos.
Nessa vertente, o uso de um DES aplicado a extracdo de um composto fendlico de
um subproduto alimentar pode agregar sustentabilidade a processos industriais.

Os Solventes Eutéticos Profundos, do inglés Deep Eutectic Solvent (DES),
€ uma classe de solventes analoga aos Liquidos Iénicos (LI). Foram relatados pela
primeira vez por Abbott e colaboradores (ABBOTT et al., 2003), que analisaram
misturas eutéticas de ureia com uma variedade de sais de aménio quaternario.
Esses solventes sdo formados por doadores de hidrogénio e receptores de
hidrogénio caracterizados por fortes interagdes intermoleculares. O DES pode ser
definido como uma mistura de compostos puros para 0S quais a temperatura do
ponto eutético estd abaixo de uma mistura liquida ideal (MARTINS, 2019).

Os DES sdo normalmente produzidos com compostos haturais e
biodegradaveis, e a sua eficAcia como um método alternativo para extracdo de
bioativos vém sendo estudada nos ultimos anos. O DES é uma alternativa atrativa
devido a sua baixa toxicidade ou atoxicidade, biodegradabilidade e reciclabilidade,
caracteristicas que estdo diretamente relacionadas aos complexos formados por
seus constituintes. Em uma recente revisdo, Murador e colaboradores mostraram
que a biodisponilibidade e os efeitos bioldgicos dos extratos sédo preservados em
uma extragado com DES e LI (MURADOR, 2019).

Consoante aos estudos ja realizados, a presente pesquisa tem como
objetivo avaliar o processo de extracdo de compostos fendlicos do bagago de malte
usando solventes eutéticos profundos a base de cloreto de colina, integrado a
técnicas de ultrassom. Também foram estabelecidos 0s seguintes objetivos
especificos:

a) Caracterizar o bagaco de malte a partir de um microscépio Eletrdnico de
Varredura (MEV);
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b) Produzir e caracterizar quatro DES a base de cloreto de colina, &cidos
carboxilicos e polialcool,

c) Avaliar a influéncia de parametros operacionais como tempo e
temperatura na extracao dos bioativos do BM;

d) Determinar qual DES é mais eficiente na extracdo de compostos fendlicos
do BM;

e) Comparar o potencial de extracdo dos DES frente a solventes

convencionais, como o etanol.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Valorizacéao de residuos lignocelulésicos

2.1.1 Bioeconomia e a biorrefinaria lignocelulésica

O agronegécio é uma das principais forcas de progresso do Brasil, pois é
responsavel por 26,6% do PIB (CEPEA, 2021), e contribui com a geracdo de
emprego em diversas regides do pais. De acordo com o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos - USDA (2017), o Brasil é o pais que mais ampliara a
producado de alimentos no periodo de 2026/2027, com previsdo de aumento de 41%.
No entanto, alguns desafios precisam ser superados para que esse crescimento
possa ser alcancado de modo sustentavel. Um deles é o descarte de residuos com
alto valor agregado. A Organizacao das NagOes Unidas (ONU) para a Alimentacao e
a Agricultura (FAO), estima que a producdo mundial de residuos agroindustriais
atinja 1,3 bilhdo de toneladas por ano, sendo que, 1/3 dos alimentos potencialmente
destinados ao consumo humano sao desperdicados, seja como residuos, oriundos
do processamento, ou como perda na cadeia produtiva (FAO, 2013).

Os residuos lignocelulésicos, tais como o bagaco de malte, bagaco de
cana, sabugo de milho etc., sdo biorrecursos subutilizados e com alta disponibilidade
e versatilidade. Eles sdo compostos principalmente por celulose, hemicelulose e
lignina, e sédo fontes abundantes de compostos bioativos (ADEWUYI, 2022). Para
usar esses residuos como matéria-prima para a producdo de alimentos,

combustiveis, insumos quimicos, enzimas e bens de consumo diversos, €
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necessario a utlizacdo de métodos de pré-tratamento que possibilitem a
desconstrucdo da celulose até monOGmeros de carboidratos, e que retirem
compostos indesejados que possam interferir na obtencéo de bioativos alvos.

As alternativas comumente utilizadas para o pré-tratamento de residuos
lignocelulésicos sdo operagBes caras e com alta demanda energética. Existem
métodos fisicos, como moagem e refino; métodos quimicos, como os que fazem uso
de alcalis, acido, liquidos idnicos e solventes eutéticos profundos; métodos fisico-
guimico, como expansao de fibra de aménia (AFEX) e explosdo de COz2; e métodos
biolégico, como o microbiolégico e o enzimético (XU et al., 2020; BATHIA et al.,
2020).

A bioeconomia € um modelo de producédo industrial baseado no uso de
recursos biolégicos (CONTERATTO, 2020). Esse processo vem ganhando destaque
por ser uma proposta promissora, uma vez que propde destinos ambientalmente
corretos para residuos industriais, e com isso também contribui para o0 aumento da
vida Gtil de aterros sanitarios. E uma alternativa sustentavel, pois além de promover
um impacto ambiental positivo, agrega valor no ambito socioeconémico, pois a
proposta ndo compete com a producdo de alimentos ou alimentagdo animal (DIAZ,
BLANDINO, 2022)

A Agéncia Internacional de Energia (AIE) define a biorrefinaria como o
processamento sustentavel de biomassa em um espectro de produtos de base
biolégica comercializdveis e de bioenergia (IEA Bioenergy — Task 42, 2019). A
biorrefinaria € um dos processos da bioeconomia que torna possivel a utilizacdo de
biomassa como matéria-prima para diversos processos. Esse conceito esta cunhado
em trés pilares: tratamento, decomposi¢do e conversao da biomassa em produto de
valor agregado (PACHON et al., 2020).

Nesse sentido, diversos estudos apontam para diferentes propostas de
valorizagdo da biomassa, como exemplo, De Almeida e colaboradores (2021)
usaram o bagago da cana-de-agUcar para producdo de um carvao ativado que seria
usado na adsorcéo do acido malico. A capacidade de adsorcédo do carvao ativado do
bagaco foi em torno de 47,03 Lmg?, o que confirma a aplicacdo do residuo nessa
rota alternativa. Santos e colaboradores (2020) produziram bioetanol por meio de
hidrélise enzimatica, fermentacdo alcoodlica e destilacdo, a partir de residuos de
biomassa mista, composta por cascas de banana, laranja e maracuja. Os resultados

obtidos demonstraram a viabilidade e eficiencia do processo, confirmando o
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potencial dos residuos na geracdo de um combustivel sustentavel (SANTOS et al.
2020). Outros estudos relatam o uso de residuos da biomassa para extracdo de
compostos bioativos e biopolimeros (SOUZA et al. 2015; VICTOR et al. 2020; ANH,;
VAN HUNG; PHI, 2021; MOUSAVI KALAJAHI et al., 2022), extracdo de proteinas
(GRANDE, 2016; FERREIRA, 2019), producao de &cidos organicos (WISCHRAL et
al, 2018; AIZAZEH, 2020), biossurfactante (ANAL; PANESAR, 2022), para
coproducéo de hidrogénio e etanol (ALVAREZ-GUZMAN et al., 2020).

Em 2021, Freitas e colaboradores discutem que o estado atual da arte no
reaproveitamento de residuos aponta para solu¢gbes mais sustentaveis e mais
abrangentes. O avanco da tecnologia proporcionou que em menos de 30 anos as
pesquisas avancassem de aplicacdo de residuos alimentares destinada a racao
animal, para um cenario de producdo de biodiesel, biomateriais e demais produtos
de valor agregado (FREITAS et al.,, 2021). A Figura 1 mostra uma representacéo
esquematica das possibilidades de inser¢cdo da biomassa lignoceluldsica na cadeia

produtiva.

Figura 1 — Caminhos para obtencéo de produtos de valor agregado a partir da

biomassa lignocelulésica
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A Organizacdo das NagbGes Unidas (ONU), através dos objetivos de
desenvolvimento sustentavel (ODS), possui metas que objetivam reduzir as perdas
de alimentos ao longo das cadeias de producéo. Isso esta diretamente relacionado
com o processo de valorizacdo de residuos, uma vez que 0 seu Uuso para geracao de
novos produtos ira reduzir substancialmente o volume final destinado aos aterros
sanitarios. O ODS 12, sobre consumo e producao responsaveis, possui 11 metas
das quais 3 estdo diretamente relacionadas a reducdo de residuos (ONU,
2015). Tudo isso denota a relevancia do tema no ambito global, sobretudo para as
industrias de diversos ramos, que sao as principais responsaveis pela exploracéo

dos recursos naturais e geracao de residuos.

2.1.2 O bagaco de malte: caracteristicas gerais e propostas de valorizacdo

O bagaco de malte (BM) € o principal subproduto da producéo de cerveja,
e € gerado em uma grande escala industrial. O BM é formado principalmente de
restos de graos de cevada, como o pericarpo, o0 revestimento da semente, a casca e
a camada de aleurona do grdo original — Figura 2. O residuo é formado apés a
hidrélise enzimética e a filtracdo do mosto, um processo altamente seletivo que
remove apenas 0S nutrientes necessarios para a producdo da cerveja, deixando
ainda proteinas e bioativos insoltveis em agua (LYNCH; STEFFEN; ARENDT, 2016).

Figura 2 - Secao transversal de um gréo de cevada
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Fonte: Lynch; Steffen; Arendt (2016)
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Esse residuo € uma biomassa lignocelulésica de alto poder calorifico, e
com quantidades satisfatorias de bioativos, 0 que mostra o potencial de aplicacdo do
subproduto em processos de geracdo de energia ou como matéria-prima para
obtencdo de produtos de valor agregado (CORDEIRO, 2011; MAIA, 2020). Uma
esquematizacdo do processo de fabricacdo da cerveja com a identificacdo da etapa
de geracdo do bagaco de malte é apresentada na Figura 3.

Figura 3 — Processo de producéo da cerveja
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A temperatura do mosto € essencial na determinacdo do tipo de cerveja e

nas caracterizas fisico-quimicas do BM. Quanto maior a temperatura do mosto,
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menos agucares fermentaveis restardo na cerveja e, consequentemente, no BM; e
quanto menor a temperatura, maior o potencial enzimatico e menor a geracao de
acucares quando misturados com agua (HUGHES, 2014; MAFRA, 2018)

A depender do tipo de cerveja produzida, o BM ser& constituido de fontes
ndo maltadas de acglcares fermentaveis, como trigo, arroz ou milho adicionados
durante a maceracdo (BRASIL, 2019). As caracteristicas fisico-quimicas do BM
dependem de alguns fatores, como o tipo da cevada utilizada, o tempo de colheita, e
as caracteristicas do lupulo. De um modo geral, o residuo € composto por celulose,
polissacarideos nao-celulésicos, lignina, proteinas e fibras. Além disso, possui
elevado teor de 4gua (80%), o que impossibilita ser guardado por longos periodos
sem um processo apropriado de secagem, pois € suscetivel a contaminacao
microbiana e requer a aplicacdo de diferentes técnicas de conservacdo (SKENDI,;
HARASYM; GALANAKIS, 2018).

A Tabela 1 apresenta a porcentagem de alguns componentes presentes no
BM analisados em diferentes estudos, e mostra claramente as variagcdes na
composicdo quimica dessa matéria-prima como consequéncia dos fatores acima

mencionados.

Tabela 1 - Composi¢ao quimica do bagaco de malte

COMPONENTE MASSARDI et CARVALHEIRO et | LOPEZ-LINARES et
(Teor % - massa seca) al., 2020 al., 2004 al., 2020

Celulose 15,99 21.9 16.9
Hemicelulose 29,92 29.6 22.5
Lignina 20,80 21,7 24,6
Proteinas 21,16 24.6 NR
Extrativos 8,33 NR 3.6
Cinzas 3,76 1,2 NR

*NR - Nao reportado

Fonte: Autora (2023)

Tratando-se de compostos bioativos, o BM é considerado uma importante

fonte de acidos fendlicos porque a casca do grdo contém boas quantidades de
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compostos fendlicos presa a matriz lignocelulésica do bagaco, e os acidos se
acumulam nas paredes celulares (MUSSATO, 2014; MAIA, 2020). Os principais
bioativos presentes no BM sdo os acidos ferulicos, cafeico e p-cumérico (ALMEIDA,
2014). O acido feralico possui multiplas fun¢cdes com sua acdo antioxidante e anti-
inflamatdria, podendo ser aplicado em alimentos (LI et al., 2021). O é&cido cafeico
possui acdo antioxidante, antidiabética, anticancerigena, antiviral, antimicrobiana,
anti-inflamatoéria e neuroprotetora na doenca de Alzheimer, com um alto potencial de
aplicacdo farmacologica (ZHAO et al, 2022). O &acido p-cumarico com acao
antioxidante relativamente potente e um eliminador de espécies reativas de oxigénio
e radicais livres, € um 6timo aliado para a industria de cosméticos (BOO, 2019).

Com essas caracteristicas e o grande volume de residuo gerado, o BM se
torna uma matéria de interesse para diferentes aplicacdes. Alguns estudos
avaliaram a possibilidade de reaproveitamento desse residuo como matéria-prima
para criacado de produtos de valor agregado, e sugeriram sua aplicagdo na producao
de etanol de segunda geracéo, acidos carboxilicos, biocombustivel etc. (MASSARDI,;
MASSINI; SILVA, 2020) como adsorvente para remocdo de o6leo lubrificante em
meio aquoso (CASTRO; MEURER; COLPINI, 2021); para producdo de polimeros
biodegradaveis (KUBASKI; ITO, 2017; CASTANHO, 2020), producédo de alimentos
(SARAIVA et al., 2018; KUIAVSKI et al.,, 2020), producdo de enzimas (ROCHA,
2019; SILVA et al.,, 2021), no desenvolvimento de compdsitos de polipropileno
(GONCALVES, 2021), na obtencédo de xarope (LINHARES, 2018), e na obtencéo de
acidos fendlicos (DILLMANN, 2018; CAMPOS et al., 2019) dentre outros.

Em 2022, um estudo de gestao de residuos em cervejarias da regido oeste
e extremo oeste do estado de Santa Catarina mostrou que 100% das empresas
entrevistadas usavam a alimentacdo animal como unico destino para o BM. Desse
total, apenas 42,9% lucravam com a venda do residuo (TOMBINI et al., 2022).
Pensar em formas mais circulares de gerenciar esse residuo (como producdo de
energia ou geracao de fertilizante) ou viabilizar sua reciclagem para obtencao de
produtos de valor agregado (extracdo de bioativos ou producéo de etanol ou acidos
carboxilicos) € um importante passo para aumentar a sustentabilidade dos

processos.
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2.1.3 Compostos bioativos: definicdes e aplicacdes

Bioativos sdo compostos de origem natural ou sintética que interagem com
componentes nos tecidos vivos, exercendo efeitos benéficos (VILAS-BOAS;
PINTADO; OLIVEIRA, 2021) e sdo empregados no desenvolvimento de alimentos
funcionais, vitaminas e medicamentos, devido as suas acdes terapéuticas
(FIGUEIREDO; CARVALHO, 2015). Um exemplo de bioativos sdo 0s compostos
fendlicos. Estes sdo metabdlicos secundarios presentes em plantas, que oferecem a
protecdo contra patdogenos e contribuem com a cor e as caracteristicas sensoriais
das frutas e vegetais (CHIKEZIE; IBEGBULEM; MBAGWU, 2015). Eles podem ser
divididos em dois grupos principais: os flavonoides e os nao flavonoides. Os
flavonoides sao divididos em 6 classes que se diferem em seu padrdo de
hidroxilacdo e metilacdo (DE LA ROSA et al, 2019), e quando ingeridos através de
frutas e vegetais, exercem efeitos antibacterianos e antivirais. ISso pode ser visto em
estudos como o de Silva e colaboradores (2020), que analisaram dados de estudos
referente a eficacia antibacteriana dos extratos da folha de Terminalia catapp contra
cepas de Staphylococcus aureus e concluiram que os flavonoides extraidos
possuem alto potencial de serem usados no tratamento de doencas infecciosas.
Além disso, outros estudos comprovam que esse bioativo tém a propriedade de
reduzir o risco de sofrer de doencas cardiacas e que possuem efeitos
anticancerigenos (SANTOS; ORSOLIN; LAHLOU, 2018; PAZZINATO; CARDOSO,
2019).

Os néao flavonoides, o segundo grupo dos compostos fendlicos, também
possuem estruturas quimicas diversas, porém mais simplificadas que os flavonoides
(DE LA ROSA et al., 2020). A classe mais importante desse grupo sdo os acidos
fenolicos, que podem ser divididos em acidos hidroxicinAmicos (HCA) e &cidos
hidroxibenzéicos (HCB), e possuem pelo menos um anel aromatico onde pelo
menos um hidrogénio é substituido por um grupo hidroxila (HELENO et al., 2015).

De acordo com De La Rosa e colaboradores (2020), os HCBs séo
encontrados ligados a pequenos acidos organicos (quinico, maleico ou tartarico) ou
ligados a componentes estruturais das ceélulas vegetais (celulose, proteinas ou
lignina), e isso pode ser um fator que dificulta a extragdo dos bioativos. Os acidos
derivados de HCAs possuem maior atividade antioxidante em relagéo aos derivados

de HCBs, uma vez que detém maior capacidade de estabilizar espécies reativas e
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doar hidrogénio (MAMEDE; PASTORE, 2004). Alguns exemplos de derivados de
HCAs séo os acidos ferulico, p-cumarico, cafeico e sinapinico (Figura 4); e de HCBs

sao os acidos vanilico, siringico e galico (Figura 5).
Figura 4 — Exemplos de &cidos hidroxicinamicos
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Figura 5 — Exemplos de &cidos hidroxibenzoéicos
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2.2 Solventes Eutéticos Profundos
2.2.1 Solventes Eutéticos Profundos (DES): historia e definicbes
Os Solventes Eutéticos Profundos (DES) emergiram em 2003 como uma
nova classe de solventes verdes formados por misturas de dois ou mais

componentes, um aceptor de ligagdes de hidrogénio (HBA) e um ou mais doadores

de ligacGes de hidrogénio (HBD). Sdo em sua maioria sais de haletos que formam
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complexos com doadores de ligagcbes de hidrogénio, e permanecem liquidos a
temperatura ambiente. Esse tipo de solvente € denominado como profundo por
formar um eutético com ponto de fusdo muito menor do que o de seus constituintes
individuais. A Figura 6 mostra o ponto de fusdo (PF) da primeira mistura eutética
conhecida como DES (ABBOTT et al.,, 2003). A mistura formada por Cloreto de
Colina e Ureia apresentou um PF de 12 °C, frente a 302 °C do cloreto de colina e
133 °C da Ureia.

Figura 6 — Ponto eutético do DES de cloreto de colina e ureia (1:2) em funcéo de sua

composicao
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Autor: Abbott e colaboradores (2003)

Martins e colaboradores (2019) explicam a importancia de analisar a
idealidade da mistura para evitar as supergeneralizacdes e ter uma definicdo mais
rigorosa do que é um DES. Os DES ndo sdo compostos puros, e sim misturas com
ligagbes de hidrogénio que apresentam diferengas significativas entre o ponto
eutético ideal (Te,dea) € 0 real (Te) (MARTIRS et al., 2019). As primeiras definicdes
de DES apresentavam apenas as diferencas (T1) entre os pontos de fusao dos
componentes puros e da mistura, no entanto, esse conceito nao era suficiente para
distinguir um DES de qualquer outra mistura eutética. A Figura 7 resume 0 conceito

de DES explicado em 2019 quanto a analise de idealidade das misturas.
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Figura 7 — Representacdo esquematica de uma mistura eutética ideal simples (linha

vermelha) e uma mistura eutética profunda (linha azul)
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Fonte: Martins e colaboradores (2019)

Embora alguns autores apresentem o DES como uma subclasse dos
Ligquidos I6nicos (LI) os dois solventes possuem grandes diferencas, tanto em
relacdo aos seus materiais de partida como nos mecanismos de producdo. Os DES
dividem algumas carateristicas com os LI tais como alta estabilidade térmica, baixa
pressdo de vapor, alta condutividade ibnica e capacidade de design, e apresentam
vantagens Unicas como maior biodegradabilidade, menor toxicidade e menor custo
(HUANG, 2019). Além disso, a formacdo de um DES é mais rapida e barata quando
comparada a producdo de um LI que envolve vérias etapas sintéticas, além disso,
nao ha geracdo de subprodutos no processo (PLOTKA-WASYLKA et al., 2020). Os
DES s&o complexos de ligagdes de hidrogénio e ndo formam um novo componente,
e essa talvez seja a principal diferenca em relacao aos LI.

Os DES podem ser divididos em quatro tipos, partindo da féormula geral
Cat* X zY, onde Cat* (cation) € geralmente um amébnio, fosfénio ou sulfénio,
enquanto X € uma base de Lewis, geralmente um anion haleto. Y representa um

acido de Lewis ou Brgnsted e z € o numero de moléculas de Y (ZHANG et al., 2012;
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SMITH; ABBOTT; RYDER, 2014). A Tabela 2 apresenta um resumo sobre a
formacao dos diferentes tipos de DES relatados até o momento.

Tabela 2 — Classificacdo dos DES

DES tipo | Sal de am6nio quaternério + haleto metalico

DES tipo Il | Sal de amdénio quaternario + haleto metélico hidratado

DES tipo lll | Sal de aménio quaternario + doador de ligacdes de
hidrogénio

DES tipo IV | Haleto metalico + doador de ligagbes de hidrogénio

Fonte: Abbott e colaboradores (2014)

Os DES tipo | foram relatados antes mesmo que Abbott e colaboradores
(2003) cunhanssem o termo Solvente Eutético Profundo. Em 2001, 0 mesmo grupo
de pesquisa descobriu uma nova classe de LI formada por cloreto de zinco e cloreto
de colina. Posteriormente, as combina¢des de LI formadas com sais de imidazdlio e
varios haletos metalicos como ZnCl 2, FeCl 2, AgCl , CuCl 2, CdCl 2, LiCl, SnCl 2 e
SnCl 4 ficaram conhecidas como DES tipo I. No entanto, poucos haletos metalicos
nao hidratados de baixo ponto de fusdo sé&o apropriados para a formagdo de um
DES (ABBOTT et al., 2004). Outros exemplos de DES de primeira geracdo podem
ser vistos em diferentes estudos realizados entre 2001 e 2006 (HSIU et al., 2002;
YANG et al., 2003; XU et al., 2006).

Os DES tipo Il sédo aqueles formados por misturas de sais de amonio
qguaternario e haletos metalicos hidratados (Cr, Cu, Co e Fe). Esse tipo de DES é
menos afetado pelo ar ou umidade, e por isso, eles sdo mais atrativos para
aplicacdes industriais em processamento em larga escala (SITZE et al. 2001).
Recentemente o DES tipo Il foi utilizado em uma nova aplicacdo de alto interesse
ambiental como condicionandor de lodo ativado (LIU et al., 2023).

Os DES tipo lll sdo formados por sais de amonio quaternario como um
HBA e uma gama de HBD, tais como &cidos carboxilicos, éalcoois, amidas e
carboidratos. Esse tipo de DES foi relado pela primeira vez em 2004, em um estudo
gue formou solventes a partir da mistura de cloreto de colina e diferentes derivados
de acidos carboxilicos (ABBOTT et al., 2004). Dada a variedade de HBD disponiveis,
as propriedades termofisicas podem ser facilmente adaptadas com a escolha do

HBD apropriado ou com a mudancga da razao molar.
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Ha também o DES tipo IV, que é formado pela combinacdo de um haleto
metélico com um doador de ligacdes de hidrogénio, e produzem complexos
metalicos catidnicos (ABBOTT et al., 2014; BROOKS et al., 2011).

Mais recentemente foram relados os DES tipo V (ABRANCHES et al.,
2019), que sdo misturas formadas por precursores ndo ionicos e oferecem mais
possibilidades de formac¢éo de DES hidrofébicos (ABRANCHES; COUTINHO, 2022).

2.2.2 Os Solventes Eutéticos Profundos Naturais (NADES)

O conceito de solventes eutéticos profundos naturais (NADES) foi
introduzido em 2011 por Choi e colaboradores. NADES sdo DES baseados em
compostos naturais, ou seja, acidos e bases organicas, aminoacidos, acucares,
alcoois de agucar e polialcoois. A Figura 8 mostra os HBA e HBD mais usados na
formacdo do NADES. Essas novas misturas podem ser menos toxicas e mais
biodegradaveis do que os DES ja reportados na literatura. Além disso, a agua pode
fazer parte da composicdo da mistura (CHOI et al., 2011). Todavia, € importante
analisar a toxicidade dos complexos formados antes de se afirmar que a mistura é
atoxica. Solventes formados por constituintes atdxicos podem formar complexos
toxico (GUTIERREZ et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2010).

Figura 8 — Amostragem representativa de constituintes comuns de NADES
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A utilizagdo da agua na formacao de um NADES é talvez o que mais difere
esse tipo de solvente com os DES tradicionais. Enquanto no DES a agua é tratada
como uma impureza, no NADES ¢ adicionada de forma proposital. A adicdo de agua
tem um grande efeito nas propriedades dos DES/NADES, pois ela atua tanto como
doadora quanto aceptora de ligacbes de hidrogénio, competindo e interrompendo
algumas ligagbes (ROZAS et al., 2021).

Os NADES podem ser considerados como um DES tipo Ill, uma vez que
também podem ser formados por sais de amoénio quaternario e doadores de ligacdes
de hidrogénio. Mas vale ressaltar que os NADES possuem uma divisdo propria,

conforme mostra a Tabela 3.

Tabela 3 — Classificacdo dos NADES

NADES tipo | Liguidos ibnicos (feitos de um &cido e uma base)
NADES tipo Il Neutros (feitos apenas de agucares ou agucares e polidlcool)
. Neutros com &cidos (feitos de acucar/ polidlcool e &cidos
NADES tipo Il .
organicos
) Neutros com bases (feitos de acucar/polialcool e bases
NADES tipo IV

organicas)

NADES tipo V A tza.se de ,am|n0a0|dos (feitos de aminoacidos e acidos
organicos/acgucares)
Fonte: Hikmawanti e colaboradores (2021)

2.2.3 Producao dos DES e caracteristicas fisico-quimicas

A producao dos DES é simples e rapida. Os métodos mais utilizados para
esse processo sao o de evaporacédo e o de aquecimento. No método de evaporagao
0s componentes sao dissolvidos em agua e entdo evaporados a 50 °C. O liquido
resultante € colocado em um dessecador na presenca de silica gel até o seu uso
(DAI et al. 2013). Ja o método de aquecimento consiste em misturar e aquecer 0s
compostos entre 50 e 100 °C, sob agitacdo constante, até a formacéo de um liquido
homogéneo (ABBOTT et al. 2004). H& ainda outros métodos utilizados, como a
liofilizacdo (GUTIERREZ et al. 2009) e a moagem (FLORINDO et al. 2014). Na
busca por preparacdes ainda mais rapidas, foi proposta a producdo do DES

assistida por microondas, que mudou o tempo de producéo de 60 minutos para 20
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segundos e reduziu o consumo de energia em 650 vezes (GOMEZ et al., 2018). A
técnica de ultrassom também foi aplicada para o mesmo propésito (SANTANA et al.,
2019).

Apesar das grandes vantagens do uso dos DES frente aos solventes
convencionais, é preciso também relatar caracteristicas que demandam uma maior
atencdo, pois podem acarretar prejuizos em alguns processos de dissolucdo ou
extracdo. A maioria dos DES relatados possuem alta viscosidade a temperatura
ambiente, e se torna necessario a adicdo de agua ou o aumento da temperatura em
processos de extracdo para ajustar esse parametro a um limite desejado, e
favorecer a transferéncia de massa. A viscosidade de um DES é diretamente
influenciada pela natureza dos seus componentes, razado molar e temperatura
(ABBOTT et al. 2007; ABBOTT et al. 2011; DAI et al. 2015). A adicdo de agua deve
ser realizada de forma a ndo comprometer a funcionalidade do solvente, uma vez
que quebra as ligacdes de hidrogénio e modifica os parametros fisico-quimicos,
como por exemplo, a condutividade (EL ACHKAR; GREIGE-GERGES;
FOURMENTIN, 2021).

Outras caracteristicas importantes sdo a densidade e a tensdo superficial.
Os DES possuem uma densidade entre 1,0 e 1,3 g/cm? a 25 °C, que pode ser maior
quando formado por sais metalicos (TANG, ROW, 2013), ou menor quando
classificados como hidrofébicos (FLORINDO; BRANCO; MARRUCHO, 2019), e é
um parametro diretamente influenciado pela temperatura. Quanto maior a
temperatura, menor ser4 a densidade do solvente. A tensdo superficial possui a
mesma relacdo com a temperatura, e € uma propriedade fundamental relacionada a
intensidade das forcas intermoleculares. Ela indica a inclina¢cdo do fluido para se
obter a menor area superficial possivel (HAGALHKHSH, 2020).

2.2.4 Aplicacao de Solventes Eutéticos Profundos para extracdo de bioativos

Em comparacdo com os solventes convencionais como etanol e metanol,
muitos estudos mostram que o DES alcanca rendimentos de extracdo semelhantes
ou superiores. Como exemplo, o estudo feito por Zeng e colaboradores (2021)
mostra que cinco dos nove DES sintetizados foram mais eficientes em extrair
fendlicos totais do farelo de milho do que o metanol aquoso (80%). Em outro estudo

Barbieri e colaboradores (2020) comparam o extrato de alecrim obtido com etanol
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com os extratos obtidos com DES e verificam que a capacidade antioxidante,
avaliada pelo método de reducéo de ferro (FRAP), € cerca de trés vezes maior para
0s extratos obtidos com DES.

Além de comparar a eficiéncia dos DES com outros solventes, € importante
otimizar as condicdes ideais para 0 processo de extracdo, de forma a facilitar
andlises de eficicia versus custos em uma possivel aplicacdo em escala industrial.
Alguns estudos aplicaram a metodologia de Superficie de Resposta (RSM) para
otimizar as condicdes de extracdo. Wojeicchowski e colaboradores (2021)
sintetizaram dez DES para extracdo de compostos fendlicos do Rosmarinus
officinalis L. (alecrim), chegando a uma condicdo 6tima de temperatura de extracao
de 65 °C, relacéo soluto/solvente de 40:1 e teor de agua de 50% em peso, com 0
DES formado por cloreto de colina e o 1,2-propanodiol. Fu e colaboradores (2021),
produziram um DES com cloreto de colina e acido malico e integraram a técnica de
ultrassom de pulso para extrair compostos fendlicos da casca da nogueira. Apés a
otimizacdo do processo, 0s autores propuseram como condi¢do ideal empregar 15
min de tempo total de extracdo, 40 ml/g de solvente/soluto, 80 °C de temperatura e
460 W de poténcia ultrassdnica. Lopes-Linares e colaboradores (2021)
apresentaram a condigéo ideal de extracdo em 100 °C, 13,30 min e 37,46% (v/v) de
agua no DES formado por cloreto de colina e glicina em uma extracdo de fendlicos
do bagaco de malte integrado a uma técnica de microondas.

O DES acoplado a uma técnica de ultrassom também foi utilizado para a
extracdo de bioativos do bagaco da maca, ressaltando o solvente como uma
alternativa ecologicamente correta e mais eficiente do que os métodos de extracédo
gue utilizam solventes convencionais como o etanol (RASHID et al., 2023). Usar o
DES combinado a uma extracdo assistida por ultrassom (EAU) ou microondas tem
se mostrado uma alternativa ideal para a extragdo compostos bioativos de matrizes
vegetais, dada a eficiéncia e agilidade do processo (XUE et al., 2020). Na Tabela 4
sdo apresentados alguns estudos que integraram o DES a uma técnica de ultrassom

e apresentaram parametros otimizados para maiores rendimentos de fendlicos totais.
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Tabela 4 — Parametros de extracao otimizados em diferentes estudos

Melhor DES Composto alvo Pa_rametros Resultado | Referéncia
e Biomassa otimizados
37% de teor de agua 29.8'm
DES de L- Fenodlicos totais em DES, poténcia EAé/ (?e Wu et al
prolina e glicerol | Moringa oleifera | ultrassbnica de 144 W eso se?co da (2020) '
(1:2) L e temperatura P amostra
ultrassénica de 40 °C
38% de teor de agua
. : em DES, tempo
DES de cloreto Fenclicos totais ultrassénico de 60 7141
. . das Folhas de : mg EAG/g Wu et al.
de colina e acido Polvaonum min, temperatura de peso seco (2021)
levulinico (1:2) Y9 ultrassonica de 70 °C. P
aviculare e - da amostra
Relagéo liquido/solido
de 85:1
20% de teor de agua
em DES, tempo
ultrassoénico de 45 Taxa de
DES de cloreto Glicosideos de min, poténcia Recuperacio | Wang et al
de colina e Syringa ultrassénica de 200 W berag 9
: . de 80,04 % - (2020)
glicerol (1:2) pubescens Turcz e temperatura 86.21 %
ultrassdnica de 68 °C. :
Relacao liquido/solido
de 20:1 ml/g
Tempo ultrassénico de
Compostos 15 min, poténcia 984
DES de cloreto fendlicos de ultrassonica de 330 W m éAG/ Wang et al
de colina e acido folhas de e temperatura de geso se%o (2323)
oxalico (1:1) Dendrobium ultrassdnica de 60 °C. dapamostra
officinale Relacgéao liquido/sélido
de 53:1 ml/g
20% de teor de agua
em DES, tempo
DES de cloreto Compostos ultrassoénico de 30 32]'55Eig’/57 \21 Zz?gke
de colina e acido | fendlicos da fruta min, temperatura 9 9
o . . e o de peso seco Ozmen
latico (1:2) Capparis Ovata | ultrassénica de 50 °C.
o i " da amostra (2021)
Relagéo liquido/solido
de 20:1 ml/g
30% de teor de agua
em DES. tempo de
DES qle cloreto extracdo: 60 min; Taxa de ~ Bajkacz e
de colina 30% e Isoflavanas de temperatura de Recuperacgéo Adamek
acido citrico produtos de soja extrap %0 60 °C: de 64,7- (2017)
(1:1) Gao: ’ 99,2%

poténcia ultrassonica:
616 W

Fonte: Autora (2023)
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3 METODOLOGIA

3.1 Aquisicao e preparo da amostra

O bagaco de malte (BM) foi doado por uma cervejaria artesanal de
Fortaleza, Ceara. O material € um subproduto gerado na producdo de uma cerveja
Stout. Esse tipo de cerveja usa um malte Maris Otter que é um tipo de grédo premium
para a producao de cerveja, pois tem um foco maior em fermentacédo e sabor.

O material passou por um processo de secagem ao sol sob uma lona
plastica por dois dias, e foi posteriormente doado para a pesquisa. Com 0s graos
secos, o material foi submetido a trituracdo em um moinho de facas. O peneiramento
foi realizado em um agitador de peneiras eletromagnético para obtencdo de
particulas em diferentes tamanhos e com dimensdes homogéneas. Essa é uma
etapa importante por aumentar a area de contato entre a biomassa e o solvente,
podendo aumentar também a eficiéncia da extracao.

A abertura das peneiras eram de 18, 32 e 60 mesh que equivalem a 1 mm,
0,533 mm, 0,250 mm respectivamente. ApO6s a trituracdo os graos foram

acondicionados em saco de polietileno (PEBD) transparente.

3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Um microscoépio eletrbnico de varredura MEV (FEI Quanta 450-FEG)
operando a 10 kV foi empregado para avaliar a superficies das amostras de bagaco
de malte em diferentes granulometrias (1 mm, 0,533 mm, 0,250 mm e fundo). Com a
verificacdo da distribuicdo e aglomeracdo de cada amostra, os grdos < 0,250 mm
foram selecionados para uso no processo de extracdo por apresentarem melhor
distribuicdo de particulas. As analises foram realizadas na Central Analitica da UFC.

3.3Reagentes usados

Na Tabela 5 sdo apresentados os reagentes utilizados na producdo dos
DES, e as especificagOes do Etanol utilizado nas extracdes. A Tabela 6 mostra a lista
de reagentes usados nas analises dos extratos obtidos: compostos fendlicos totais,

flavonoides totais e determinacdo de bioativos por cromatografia gasosa acoplada a
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Tabela 5 - Lista de reagentes usados na producéao dos DES
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Massa n° do
Nome Férmula molecular molar Pureza Marca
1 CAS
(g-mol)
Cloreto de Colina CsH14CINO 139,62 67-48-1 | =298% Sigma-
Aldrich
Acido Citrico CeHgO~ 192,12 | 77-92-9 | =299,5 Dinamica
Anidro
Acido Léatico C3HeO3 90,08 50-21-5 85% Dinamica
Acido Oxalico C2H204.2H0 126,07 6153- P.A Dinamica
Cristal 56-6
Glicerol HOCH,CH(OH)CH,0OH 92,09 56-81-5 | 299,5 Sigma-
Aldrich
Fonte: Autora (2023)
Tabela 6 - Lista de reagentes usados nas analises dos extratos.
Nome Formula Massa molar n°do Pureza Marca
molecular (g-mol?) CAS
Carbonato de Sdodio Na,COs 105.99 497-19-8 | 299,5 Sigma-
Aldrich
Reagente Folin - - - - Sigma-
Ciocalteau Aldrich
Etanol CHsCH>0OH 46,07 64-17-5 =995 Synth
Hexano CH;(CH,),CH; 86,18 110-54-3 | P.A Synth

Fonte: Autora (2023)

3.4Producéo dos Solventes Eutéticos Profundos

Foram produzidos quatro Solventes Eutéticos Profundos Naturais, os quais
serdo apenas chamados de DES. Os DES produzidos estédo listados na Tabela 7
com especificacdes da razao molar, temperatura e tempo de producédo. O aceptor de
ligagbes de hidrogénio (HBA) foi fixado como o cloreto de colina, enquanto os
doadores de ligacdes de hidrogénio (HBD) variaram entre trés acidos carboxilicos e
um polialcool. A razao molar dos DES foi definida a partir da revisédo de literatura que

apontava bons resultados de extracdo para os mesmos tipos de DES produzidos
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nesse estudo (Tabela 4). Todos os DES foram preparados na razdo molar 1:2, com

excecdo do DES CCAO que s6 permaneceu liquido & temperatura ambiente na

razao molar 1:1.

Tabela 7 - Solventes Eutéticos Profundos Naturais formados

No HBA HBD Nomenclatura | Razéo | Temperatura Tempo
do DES Molar (°C) P
0
1 \HJ\OH CCAL 1:2 60 °C 30min
~ OH
Acido Latico
CHa o [o OH(J
2 | Ho_~chy O m CCAC* 1:2 60°C | 8h3omin
CHs Acido Citrico
Cloreto de o
Coli HO\’HJ\ .
3 olina o CCAO* 11 80 °C 30min
Acido Oxalico
OH
4 Ho\)\/OH CCGL 1:2 60 °C 30min
Glicerol
* O DES CCAC foi sintetizado com 50% de agua MilliQ;
**O DES CCAO s6 permaneceu liquido & temperatura ambiente na razdo molar 1:1.
Fonte: Autora (2023)
Tabela 8 — Peso (g) de HBA e HBD na formacgéo de cada DES
. Massa Peso Massa Peso Umidade
N HBA Molar © HBD Molar Q) final
(g/mol) 9 (g/mol) 9 (%)
1 | Clorerode | 13563 | 22806 | Acido Latico | 90,08 293,66 3,94
Colina
2 | Clorerode | 13963 | 14550 | Acido 19212 | 399,61 8,65
Colina Citrico
3 | Clorerode | 13963 | 40770 | A¢dO 126,07 | 365,12 4,08
Colina Oxalico
4 | Clorerode | 13965 | 27926 | Glicerol 92,09 | 368,32 2,75

Colina

Fonte: Autora (2023)
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Foram utilizados diferentes métodos para a producdo dos DES. Os DES
CCAL e CCGL foram produzidos pelo método de agitacdo e aquecimento proposto
por Dai e colaboradores (2013). Nesse método, o HBA e o HBD séo pesados em
balanca analitica nas propor¢cdes desejada (Tabela 8). Posteriormente a mistura &
colocada em um banho maria a uma temperatura de até 60 °C e constante agitacao
até completa dissolucéo dos solidos. Nesse estudo, o banho maria foi adaptado com
0 uso de uma chapa de aguecimento, como mostra a Figura 9a. O DES CCAO,
formado pela mistura de dois constituintes solidos, demandou uma temperatura de
producdo mais elevada do que a dos demais DES formados por um HBD liquido
(CCAL e CCGL) ou preparados com adicdo de agua (CCAC).

Figura 9 - Métodos de producéo dos Solventes Eutéticos Profundos: a) método de
agitacdo e agquecimento e b) métodos de evaporacao a vacuo.

A B

Fonte: Autora (2023)

O DES CCAC foi produzido de acordo com a metodologia de evaporacédo a
vacuo também proposta por Dai e colaboradores (2013) (Figura 9b). Apds um teste
inicial foi observado que para a producdo desse DES era necessaria uma
guantidade minima de agua de 50% (m/m). A producéo iniciou com a pesagem (CC:
145,52 g; AC: 399,61 g) e a mistura dos dois reagentes sélidos que foram colocados
sob agitagdo e aquecimento a 60 °C. Apés 1 hora de aguecimento, a mistura ainda
nao havia se liquefeito. Foi entdo adicionado 10% (m/m) de agua MilliQ a mistura.
Rapidamente a mistura se liquefez, mas nédo permaneceu liquida a temperatura
ambiente. Apés mais 30 minutos foi adicionado mais 10% (m/m) de agua e assim

sucessivamente até chegar ao limite de 50% (m/m) de agua. Apenas com essa
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porcentagem de agua foi observada a solubilizagdo completa da mistura. Dessa
forma, o DES CCAC usado no estudo foi preparado com 50% (m/m) de 4gua. Apos a
dissolucédo dos constituintes, o DES foi levado a um rotaevaporador (Fisatom) com
temperatura variando entre 70 e 75 °C a 30 RPM para remocdo do maior volume de
agua possivel. Apdés 8 horas, a mistura foi colocada em um dessecador até atingir
peso constante. Apds 25 dias foi realizada a analise de umidade em Karl Fischer
(Metrohm 870 KF Titrino plus) para determinar a quantidade de agua restante no
DES CCAC.

Apés a preparacdo de todos os DES foi adicionado 25% de agua MilliQ
(v/v) em 100 ml dos DES CCAL e CCGL para analisar a influéncia da adigao de
agua no potencial de extracdo. Conforme relatado em outros estudos, a adicdo de
uma determinada porcentagem de agua ajuda a diminuir a viscosidade tipica dos
DESs (WANG et al., 2020; OZBEK YAZICI; OZMEN, 2021). N&o foi adicionado agua
nos DES CCAC e CCAO porque um foi sintetizado com agua e o outro solidificava
com a adicdo de agua. Para esses DES o aumento da temperatura foi o0 mais ideal

na reducédo da viscosidade.

3.5Caracterizacdo dos Solventes Eutéticos Profundos

3.5.1 Medicbes de viscosidade e densidade

A densidade (p) e a viscosidade (n) dos DES foram mensuradas na faixa
de temperatura de 20 a 70 °C, usando um viscodensimetro de oscilacdo digital
(Anton Paar SVM 3000 U-Tube). Ambas as medidas foram realizadas
simultaneamente e em duplicata pelo préprio equipamento. O viscodensimetro
apresenta precisdo de * 0,005 °C para a temperatura, + 0,0005 g.cm para a

densidade e + 0,35% para a viscosidade aparente.

3.5.2 Determinacao do teor de agua e da tensédo superficial

O teor de agua em cada DES foi estimado por Karl Fisher (Metrohm 870
KF Titrino plus) usando solucdo de cloroférmio/metanol na relacdo 3:1 (vol/vol).
Todos os DESs preparados foram mantidos em frascos de vidro hermeticamente

fechados até a analise. Os valores de contetdo de agua fornecidos sdo uma média
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de pelo menos trés medigdes.

O método do anel de Du Noly foi usado para medir a tensdo superficial
pelo tensibmetro Kriiss EasyDine K-20, controlada por banho termostatico (Julabo
F25-ED) e sensor de temperatura Pt-100. As analises foram feitas em triplicatas em
uma faixa de temperatura de 30 a 70 °C. O equipamento foi calibrado usando agua e
tolueno a uma temperatura de 20 °C. As incertezas associadas ao equipamento sé&o

de 0,01 mN/m para tenséo superficial e 0,1 °C para a temperatura.

3.5.3 Caracterizacao quimica por FTIR

A Espectrometria de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) dos
DES e seus constituintes foi realizada usando um espectrémetro Cary 630 da Agilent
Technologies. Os espectros de transmitancia foram coletados na faixa de 650-4000
cm™, com resolugdo espectral de 1 cm™. A andlise foi realizada com o objetivo de
evidenciar a composicdo quimica da mistura através da identificacdo dos grupos

funcionais.

3.6 Extracdo dos compostos fendlicos

3.6.1 Extracdo assistida por ultrassom (ponteira)

O processo de extracdo foi realizado em um sonicador de ponteira
desruptor de célula ultrassénico (ULTRONIQUE) utilizando uma macro ponta de
titAnio de 13 mm de diametro a uma poténcia de 99% com frequéncia ultrassénica
de 20 kHz. Foi acoplado ao sonicador um banho a 30 °C para controle de
temperatura, e o tempo de extracdo foi de 10 minutos. O mesmo processo foi
realizado utilizando etanol como solvente base para comparacdo. A razao
soluto/solvente estabelecida foi de 1:10 (p/v), 6 g de bagaco de malte para 60 ml de
solvente com base no trabalho de LOpez-Linares e colaboradores (2021). Ap6s a
extracdo as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos (Centrifuga
de bancada refrigerada Sigma-2-16KL) a fim de acelerar o processo de
sedimentacdo da amostra de BM. Os solidos foram descartados e o sobrenadante

foi reservado para determinacéo dos fendlicos totais.



42

3.6.2 Extracdo assistida por ultrassom (banho ultrass6nico)

A extracdo em banho ultrassénico foi empregada devido a aplicacdo de
uma extracdo em série, onde o etanol e o hexano foram usados como primeiro
solvente, e os DES CCAL e CCAO usados como segundo solvente. Para evitar que
os fendlicos fossem removidos na primeira extracdo, o uso do banho ultrassénico foi
favoravel devido sua sonicacédo mais branda.

O procedimento foi realizado em duas séries. A série 1 foi feita com a razéo
soluto/solvente 1:10 (p/v) — 60 ml de etanol para 6 g de BM, e 60 ml de hexano para
6 g de BM — a uma temperatura de 30 °C por 30 minutos, e teve como objetivo retirar
Oleos e acgUcares da amostra. ApOs a série 1 o sobrenadante foi descartado e o
soluto seco em estufa a 60 °C por 24 horas.

Para a série 2, os DES CCAL e CCAO, que foram selecionados por terem
apresentado maior rendimento fendlicos totais na primeira extracdo, também foram
submetidos a extracdo de banho ultrassénico. A razdo soluto solvente foi 1:10 (p/v),
sendo aproximadamente 5,6 g de BM seco apds a série 1 e 60 ml do DES. A
extracdo foi feita em triplicata nas temperaturas de 30 °C, 40 °C e 50 °C. O tempo
total de extracdo foi de 30 minutos com retiradas de aliquotas de 2 ml aos 5, 10, 20
e 30 minutos. A Figura 10 mostra em detalhes o passo a passo da extracédo seriada.

As combinacdes de séries foram relacionadas conforme detalhado a seguir:

e Extracdo 1 - Série 1: Etanol, Série 2: CCAL (Sistema: Etanol — CCAL);

e Extracdo 2 - Série 1: Hexano Série 2: CCAL (Sistema: Hexano — CCAL);
e Extracdo 3 - Série 1: Etanol; Série 2: CCAO (Sistema: Etanol — CCAO);

e Extracdo 4 - Série 1: Hexano; Série 2: CCAO (Sistema: Hexano — CCAO).
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Figura 10 — Passo a passo para realizagao da extracao seriada

Inicio da Série 1 Inicio da Série 2

Passo 1: Misturar 60 ml de
NADES com = 6 g da biomassa
seca apos extracao com
hexano/etanol

Passo 1: Misturar 60 ml de
solvente (Hexano ou Etanol) com
6 g de biomassa

) 4

L Passo 2: Extracdo a 30 °C por 30

Y

Passo 2: Extracdo em triplicata a
30 °C, 40 °C e 50 °C, com retirada
de aliquotas de 2 ml em 5, 10, 20
e 30 minutos

minutos em um banho ultrassénico

Y

~

Passo 3: Filtracao - Descartar o
liguido e reservar os sdlidos

L N S N

4

-

Passo 4: Secagem dos solidos
24 horas a 60 °C

A

Fonte: Autora (2023)

3.7Determinacédo de compostos fendlicos totais

O conteudo fendlico total (CFT), expresso em miligramas equivalente de
acido galico por litro de extrato de BM (mg GA L), foi determinado pelo método
padrao de Folin-Ciocalteu (Singleton e J.A.R., 1965) com modificacdes de Almeida e
colaboradores (2015). Resumidamente, o processo consiste em misturar 0,100 ml
de amostra (ou agua para o branco) com 0,200 ml de reagente Folin-Ciocalteu (20%,
v:v) e 2 ml de agua deionizada. Depois de esperar 3 minutos para a reacdo e o
desenvolvimento de uma coloragéao azul, adiciona-se 1 ml de Na2COs (20%, p:v). A
leitura da absorbancia foi realizada em um espectrofotometro UV-Vis (Modelo UV

SP-2000) usando um comprimento de onda de 765 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Através do MEV (Quanta 450-FEG — FEI) foi possivel verificar a morfologia
do bagaco de malte apds as etapas de pré-tratamento fisico. As figuras 11, 12 e 13
mostram os graos de bagaco de malte em diferentes granulometrias e aproximacoes.
Observa-se uma distribuicdo heterogénea dos graos com alguns pedacos de fibrilas
partidas com tamanhos e espessuras distintas, que podem ser das cascas do grao
gue geralmente apresentam caracteristicas mais fibrosas. A Figura 11 (A) e (B)
mostra algumas cavidades em forma de poros, e uma superficie rugosa com

particulas laminares e granulares.

Figura 11 — MEV do bagaco de malte em 1.300x: a) graos de 1 mm; b) gréos de

-i\"

fiviesh 60 - 0,250 mm NS -

Fonte: Autora (2023)
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Figura 12 — MEV do bagaco de malte em 7.500x: a) grdos de 1 mm; b) gréos de

a

0,500 mm; c) gréos de 0,250 mm e d) grdos < 0,250 mm

s
§
’

Figura 13 — MEV do bagaco de malte em 15.000x: a) graos de 1 mm; b) gréos de
0,500 mm; c¢) gréos de 0,250 mm e d) grdos < 250 mm

/ &7 \ : ; — -
/ ' B }

Fonte: Autora (2023)
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4.2 Caracterizagéo dos DES

4.2.1 Densidade

A densidade dos quatro DES estudados foi determinada em funcdo da
temperatura usando o SVM 3000. A Figura 14 mostra a influéncia do aumento da
temperatura na reducéo da densidade do solvente. Os dados de densidade sé&o

mostrados na Tabela 9.

Figura 14 — Relacdo densidade x temperatura dos quatros DES sintetizados
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Fonte: Autora (2023)

Como pode ser observado, a densidade diminui linearmente com o
aumento da temperatura para os quatro DES. O DES CCAC apresentou a maior
densidade, com méaxima em 1,30 g/cm? a 20 °C, e minima em 1,27 g/cm® a 70 °C.
O CCAO também mostrou dados de densidade elevados, com méaxima em 1,24
g/lcm?® a 20 °C, e minima em 1,21 g/cm® a 70 °C. Essa alta densidade impacta
diretamente na performance do solvente em processos de extracao, pois dificulta a
difusividade e a transferéncia de massa (EL ACHKAR; GREIGE-GERGES;
FOURMENTIN, 2021). Outro estudo mostra valores de densidade similares aos
obtidos nessa pesquisa para o CCAO (FLORINDO, 2014). Os DES CCGL e CCAL

apresentaram os menores valores de densidade, com valor maximo de 1,19 g/cm3e
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1,17 g/cm? a 20 °C, e minima de 1,16 g/cm3®e 1,14 g/cm? a 70 °C, respectivamente.
A tendéncia de densidade pode entdo ser organizada na seguinte ordem: CCAL <
CCGL < CCAO < CCAC, onde o ultimo é o DES com maior densidade.

Tabela 9 - Densidades experimentais dos solventes eutéticos profundos (DES) na
faixa de temperatura T = (20 a 70) °C @

T/°C CCAL CCGL CCAO CCAC
20 1,1689 1,1906 1,2409 1,2994
30 1,1624 1,1853 1,2337 1,2929
40 1,1562 1,1799 1,2264 1,2860
50 1,1499 1,1746 1,2194 1,2793
60 1,1435 1,1693 1,2123 1,2725
70 1,1372 1,1639 1,2065 1,2651

@ Incertezas padréo séo (T) + 0,005 °C, (p) + 0,0005 g.cm?®
Fonte: Autora (2023)

Os parametros de ajuste das equacbes lineares (d=a-T+b)
correlacionando o efeito da temperatura sobre a densidade, obtidos pela andlise de

minimos quadrados, estdo listados na Tabela 10.

Tabela 10 - Parametros do modelo de densidade juntamente com os desvios da raiz

guadrada média.

DES a b RMSD R?
CCAL - 0,0063 1,1752 1,1531 1,0000
CCAO - 0,0069 1,2475 1,2233 0,9988
CCAC - 0,0068 1,3065 1,2826 0,9997
CCGL - 0,0053 1,1959 1,1773 1,0000

Fonte: Autora (2023)

A relacéo entre a densidade e a temperatura foi extremamente linear com um

valor de R?entre 0,998 e 1,000 para todos os DES examinados.
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4.2.2 Viscosidade

A viscosidade € uma propriedade importante para os DES, pois com ela
avalia-se a resisténcia ao escoamento, e € um parametro diretamente relacionado as
forcas intermoleculares, também conhecida como for¢ca de Van der Waals. A Figura
15 e a Tabela 11 mostram a viscosidade dos quatro DES sintetizados. Com o
aumento da temperatura a viscosidade diminui devido ao enfraguecimento gradual
das ligaces de hidrogénio durante o processo de aquecimento. Os DES CCAO e
CCGL mostraram valores de viscosidade mais elevados e similares. A 20 °C e a
30 °C a viscosidade do CCAO é maior que a do CCGL. A partir de 40 °C o CCGL
passa a ser mais viscoso que o CCAO em todas as temperaturas. Os DES CCAC e
CCAL sao menos viscosos e apresentam valores de viscosidade muito similares. O
CCAC permanece sendo mais viscoso que o CCAL em todas as temperaturas, com
uma diferenga média de 0,7 mPa.s nas temperaturas de 30 °C a 70 °C.

Figura 15 — Relacao viscosidade dinamica x temperatura dos quatros DES

sintetizados
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Fonte: Autora (2023)
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Tabela 11 - Viscosidades experimentais dos solventes eutéticos profundos (DES) na
faixa de temperatura T = (20 a 70) °C @

T/°C CCAL CCGL CCAO CCAC
20 151,970 431,130 468,040 158,890
30 86,748 224,730 228,500 87,687
40 51,458 127,780 123,900 52,415
50 32,768 77,953 73,326 33,539
60 22,119 50,506 46,561 22,723
70 15,669 34,452 32,200 16,217

@ Incertezas padréo séo (T) + 0,005 °C, (p) = 0,001 mPa.s
Fonte: Autora (2023)

Substancias igualmente densas podem ter variacdes consideraveis de
viscosidade. Isso pode ser observado com o DES CCAC que foi o solvente com
maior densidade (Figura 14), e o segundo menor em viscosidade (Figura 15). Como
ja explanado, as forcas intermoleculares influenciam fortemente a viscosidade. O
DES CCAC foi o uUnico preparado com agua, o que pode ter enfraquecidos as
ligacdes de hidrogénio, uma vez que a adicdo de agua influencia as ligacfes intra e
intermoleculares que estdo por trds da rede supramolecular de DES (DAI et al.,
2015). A tendéncia de viscosidade pode entdo ser organizada na seguinte ordem:
CCAL < CCAC < CCGL < CCAOQ, onde o ultimo é o DES com maior viscosidade.

Os resultados da viscosidade dinamica foram ainda ajustados com a

equacao de Arrhenius:

N = n, erT

Onde, n- & a viscosidade dinamica infinita, Ea é a energia de ativacdo, R é
a constante dos gases e T € a temperatura em Kelvin. Os parametros de ajuste
determinados a partir dos dados experimentais juntamente com os desvios da raiz

guadrada média (RMSD) séo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12 - Parametros de ajuste para a equacao de Arrhenius para resultados de
viscosidade dinamica determinados dentro da faixa de temperatura T = (293,15 a
343,15) Ke P =0,1 MPa.

DES ne(mPa-s) Ea (KJ-mol™) RMSD R?
CCAL 2,32x10°° 38,14 3,8734 0,9979
CCAO 4,41 x10°° 44,83 4,7572 0,9952
CCAC 2,37 x10°° 38,16 3,8994 0,9968
CCGL 1,21 x10° 42,22 4,7703 0,9974

Fonte: Autora (2023)

4.2.3 Teor de agua no DES e Tensao Superficial

Dada a higroscopicidade de alguns DES, a absorcdo de agua é inevitavel
(FLORINDO et al., 2014). Os DES CCAO, CCAL e CCGL apresentaram entre 2,75 -
8,65% de agua (fracdo massica), como mostra a Tabela 13. Vale relembrar que o
anico solvente produzido com &gua foi o CCAC, que passou por um longo processo
de 8 horas de rotaevaporagdo, e apresentou uma porcentagem final de 8,65% de
agua remanescente. A presenca da agua em DES, apesar de ndo ser considerada
uma impureza, deve ser analisada com atencdo, pois impacta as propriedades
fisico-quimicas dos solventes, tais como densidade, viscosidade, ponto de fusdo e
tensao superficial.

A Tabela 13 também mostra os resultados obtidos com a andlise da tenséo
superficial em mN/m. A medicédo da tensao superficial € importante para entender a
adequacao de um determinado liquido em processos de transferéncia de massa,
para deduzir a energia necessaria para aumentar a area superficial do liquido, e
interpretar a intensidade da forca intermolecular (GHAEDI et al.,, 2017; SHAFIE;
YUSOF; GAN, 2019). Na Figura 16 observa-se com mais detalhes a influéncia da

temperatura nos dados de tenséo superficial.
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Tensdo superficial (mN/m)

DES Agua (%)
30 °C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C
CCAL 3,94 47,1 45,8 45,1 45,0 44,2
CCAO 4,08 66,6 62,1 59,7 58,4 58,3
CCAC 8,65 46,5 45,2 44,5 43,8 43,2
CCGL 2,75 49,6 49,4 48,5 48,2 47,3

@ Incertezas padréo séo (T) = 0,1 °C, (y) = 0,001 mN/m
Fonte: Autora (2023)

Figura 16 — Tensao superficial (mN/m) dos DES em funcéo da temperatura
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Fonte: Autora (2023)

A tendéncia de tensdo superficial pode entdo ser organizada na seguinte
ordem: CCAL < CCAC < CCGL < CCAO, onde o ultimo é o DES com maior tensao
superficial. Apesar dos poucos dados de literatura disponiveis sobre a tensao

superficial dos DES, Chen e colaboradores (2019) relataram a tensdo superficial de

50 DES, dos quais dois possuem constituicdes similares aos desenvolvidos nessa

pesquisa e os resultados foram comparados na Tabela 14. Os resultados obtidos

para o CCAL apresentaram uma baixa variancia, enquanto os de CCGL mostraram

diferencas consideraveis. Ndo foram encontrados dados de literatura para os DES
CCAC e CCAO.
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Tabela 14 — Comparacao dos resultados de tensao superficial obtido com os dados
disponiveis obtidos por Chen e colaboradores (2019) @

DES Raz8o | Temperatura y mN.m* y mN.m* Diferenca
Molar (°C) (Este trabalho) | Chen et al (2019) mN.m?
30 47,1 47,1 0
40 45,8 46,5 -0,7
CCAL 1:2
50 45,0 45,1 -0,1
60 44,1 44,1 0
30 49,6 57,7 -81
40 49,4 57,3 -7,9
CCGL 1:2
50 48,5 56,7 -8,2
60 48,2 55,7 -75

@ Incertezas padréo séo (T) = 0,1 °C, (y) = 0,001 mN/m
Fonte: Autora (2023)

A diferenca dos resultados de tensao superficial para o DES CCGL pode
estar relacionada com a quantidade de &agua nas misturas. Outros estudos
apresentaram resultados similares aos de Chen e colaboradores (2019), para DES
diluidos em agua. Por exemplo, Aravena e colaboradores (2022) reportaram valores
de y = 64,9 mN/m a 40 °C, e Chanioti e Tzia (2018) com valores de y = 56,12 mN/m
a 40 °C, com um DES CCGL diluido em 20 % de agua (v/v) (ARAVENA et al., 2022;
CHANIOTI, TZIA, 2018). Chen e colaboradores (2019) nao citam o percentual de
agua remanescente em suas misturas. A presenca de agua no meio pode reduzir ou
aumentar a tensdo superficial. Devido a elevada tenséo superficial da agua (72,8
mN/m), o DES diluido pode apresentar valores mais elevados do que os DES puros.
No entanto, quando a agua é adicionada em grandes quantidades, também pode
reduzir a tenséo superficial devido & quebra das ligac6es de hidrogénio. (ARAVENA
et al., 2022).

424 FTIR

Os espectros FTIR dos DES e o de seus constituintes sao apresentados na
Figura 20. E possivel observar que os espectros dos DES se assemelham mais aos
dos HBD, com apenas pequenos deslocamentos de absorbancia devido a mistura

com o cloreto de colina. Os espectros de FTIR obtidos foram similares aos de outros
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estudos que, além do FTIR também analisaram o ponto de congelamento para
determinacao dos DES CCGL (ALOMAR et al., 2016) e CCAL (RASHID et al., 2022).
Para os DES CCAO e CCAC os espectros obtidos foram similares aos de Yang e
colaboradores e o de Patil e Rathod (YANG et al., 2022; PATIL; RATHOD, 2022), e
0s pontos de congelamento foram determinados por Abbott e colaboradores
(ABBOTT et al., 2004).

A identificacdo dos numeros de onda para todos os DES € mostrada na
Figura 17. As absorbancias identificadas entre 3496-3200 cm* indicam a presenca
de ligacdes simples de estiramento O-H o que denota a presenca efetiva de 4gua no
meio (SAHA; DEY; CHAKRABORTY, 2019). Como pode ser visto na Figura 18, as
vibracfes de alongamento do grupo funcional O—H dos DES sdo menos intensos do
que os dos HBD, mostrando que o grupo funcional participa da formacdo da
interacao de ligagao de hidrogénio entre os anions do cloreto de colina (BANJARE et
al., 2020). As duas absorbancias fracas correspondentes as bandas de alongamento
C-H ocorreram em 2657-2553 cm™* (ALOMAR et al., 2016; ZHANG et al., 2020). A
absorbancia de baixa intensidade em 1725-1613 cm™, podem ser associadas ao
alongamento C=0, devido a presenca de grupos de acido carboxilico. Para o DES
CCGL, a absorbancia em 1479 cm™ mostra uma flexdo H, alongamento C-C +
outras vibragdes em 1032 cm™* (BANJARE et al., 2018).

Figura 17 — FTIR dos quatros DES e seus constituintes: a) DES CCAL; b) DES
CCAQ; c) DES CCAC; d) DES CCGL.
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Fonte: Autora (2023)

Figura 18 — Identificacdo das absorbancias do FTIR dos DES: a) DES CCAL; b) DES
CCAQ; c) DES CCAC; d) DES CCGL
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4.3 Extracdo e analise de fendlicos totais

4.3.1 Selecéo dos DES

A selecdo do DES com maior capacidade de extracao foi feita a partir das
analises de CFT. A extracdo assistida por ultrassom de ponteira foi realizada a uma
temperatura de 30 °C por 10 minutos em uma proporcao 1:10 (p/v). O etanol foi
usado como solvente base para comparacdo da eficiéncia da extracdo. Os

resultados séo apresentados na Figura 19.

Figura 19 — Conteudo de fendlico total dos extratos de bagaco malte obtidos a partir
dos DES e suas misturas com agua.
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Fonte: Autora (2023)

Como pode ser observado, o CFT variou de 0,201 a 0,014 mg EAG L™, na
ordem de CCAL > Etanol > CCAO > (CCAL + agua) > (CCGL + agua) > CCAC >
CCGL. Os DES CCAL e CCAO foram selecionados de acordo com os melhores
resultados obtidos. Em geral, observou-se maior capacidade de extragcdo de
compostos fendlicos para os acidos carboxilicos do que para o polialcool (CCGL), o
que difere dos resultados apresentados em outro estudo onde o CCGL foi mais
eficiente em extrair fenolicos totais do BM (LOPEZ-LINARES et al., 2021).

A adicdo de agua para o CCGL proporcionou um melhor rendimento de
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extracdo, provavelmente por favorecer a redugcdo da Vviscosidade e
consequentemente a transferéncia de massa. Em outros estudos o CCGL com
diferentes proporcdes de agua também mostratam rendimentos de fendlicos totais
mais eficazes (FRAIGE et al., 2018; GAO et al., 2020).

Para o CCAL a adicdo de agua néo teve a mesma eficacia, pois reduziu em
27% o potencial de extracdo. Esse decréscimo pode estar relacionado ao aumento
da polaridade do DES que ¢é desfavoravel para a extracdo de fendlicos
(MARTINOVIC et al., 2022). Além disso, a andlise da efetividade da adicéo de 4gua
em processos de extragdo devem ser analisadas de forma gradual para indicar de
forma precisa qual porcentagem de 4gua aumenta o poténcial de extracdo de um
determinado DES.

Durante a preparacdo das amostras para analise de CFT foi observado a
formacdo de um precipitado azul intenso (Figura 20) que é um forte indicativo da
presenca de fendlicos. Com isso, € possivel concluir que nem todos os fendlicos
presentes no extrato foram quantificados, uma vez que uma parte consideravel
precipitou e apenas a parte liquida foi analisada seguindo o método de Folin-
Ciocalteu. Alguns ajustes no método espectrofotométrico foram testados como, a
substituicdo da agua pelo etanol durante a preparacdo das amostras, mas nédo
houve mudancas na formacao do precipitado. Devido a limitagdo de equipamentos,
outras técnicas mais avancadas para determinacdo de fendlicos ndo foram
empregadas. Os devios apresentados na Figura 19 se referem a variacdes de leitura,
devido a formacao de preciptado na cubeta usada para analise.

Para entender o que poderia estar ocasionando a precipitacdo, 0
sobrenadante de cada extrato de DES e do Etanol foram analisados por
cromatografia gasosa acoplado a espectroscopia de massas (CGMS). Foi
constatado a presenca de acucares e O6leos em grande quantidade, denotando a
necessidade de retirar esses interferentes para uma analise mais precisa de CFT.
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Figura 20 — Precipitado formado durante as etapas de prepacao da amostra pelo
método de Folin-Ciocalteu.

Da esquerda para a direita: CCAC, CCGL, CCAL e CCAO.

Fonte: Autora (2023)

4.3.2 Determinacéo das melhores condi¢Oes de extracao

ApOs a extracdo com o ultrassom de ponteira foi iniciado um processo de
extracdo seriada usando o banho ultrassénico. A primeira série de extracéo teve a
finalidade remover os acucares e 6leos do BM, empregando etanol e hexano no
processo. Essa etapa foi necesséria para aumentar a eficiéncia da extracdo de
fendlicos totais com a remocao de compostos indesejados, e reduzir a quantidade de
precipitado formado durante a andlise dos extratos. A segunda série teve como
objetivo extrair fenodlicos totais com a variagdo de tempo e temperatura, para
determinacdo das melhores condi¢cdes de extracdo. Os DES CCAL e CCAO foram
usados nessa etapa por terem apresentado resultados mais satisfatérios na extracao
com o ultrassom de ponteira.

A primeira extragdo foi realizada a 30 °C por 30 minutos em um banho
ultrassénico, conforme detalhado na Figura 10. A segunda extragéo foi realizada com
os DES, no banho de ultrassom, seguindo a combinacdo Etanol — CCAL, Hexano
— CCAL, Etanol - CCAO, Hexano — CCAO, nas temperaturas de 30 °C, 40 °C e
50 °C. Todas as extracOes foram realizadas em triplicata.
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A Figura 21 mostra os CFT dos extratos de bagaco de malte obtidos com
os sistemas Etanol — CCAL e Hexano — CCAL. Na temperatura de 30 °C (Figura
21a), o melhor resultado é observado com 5 minutos de extracdo para a combinacao
Hexano — CCAL com 0,086 mg EAG L' de BM. A eficiéncia de extracdo para o
mesmo sistema reduz 88% a 10 minutos, e ndo apresentou valores de extracéo a 20
e a 30 minutos. A combinacéo Etanol — CCAL ndo apresentou resultados para CFT
a 30 °C. Isso pode ter ocorrido porque uma parte dos fendlicos foi extraido pelo
etanol na primeira série de extracéo, e porque a viscosidade do DES CCAL a 30 °C
(86,75 mPa.s) pode ter limitado a transferéncia de massa. Dificimente houve
degradacgédo dos compostos a essa temperatura, pois a 40°C e a 50°C, esse mesmo
sistema apresenta alguns valores de CFT.

A 40 °C (Figura 21b), os resultados de CFT para Hexano — CCAL
manteve-se até os 20 minutos com 0,031 + 1 mg EAG L™ de BM, reduzindo apenas
a 30 minutos. Com isso pode-se concluir que aumentar o tempo de extracdo para
esse sistema nao € efetivo para obtencdo de melhores resultados. Para a
combinagao Etanol — CCAL o melhor resultado foi a 5 minutos, com 0,072 mg EAG
L' de BM. A 10 e a 20 minutos a um decréscimo na extracdo de CFT, indicando a
degradacdo dos fendlicos presentes no extrato. A 30 minutos ndo séo apresentados
valores de extracdo. Logo, o melhor tempo de extracdo para ambos os sistemas é
de 5 minutos.

A 50 °C (Figura 21c), nenhuma combinacdo apresentou resultados a 5
minutos. E os melhores resultados foram obtidos com o sistema Etanol — CCAL a
10 e a 30 minutos com 0,044 mg EAG L™ de BM e 0,055 mg EAG L™ de BM
respectivamente. Para o sistema Hexano — CCAL, a eficiéncia de extracdo de CFT
aumentou ao decorrer do tempo, com melhor resultado em 30 minutos com 0,052
mg EAG L™ de BM.

Em resumo, o melhor resultado para o sistema Etanol — CCAL foi a 40 °C

e 5 minutos, e para o sistema Hexano — CCAL 50 °C e 30 minutos.
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Figura 21 — CFT do bagaco malte apds extracao seriada: Etanol — CCAL e Hexano
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A Figura 22 mostra os resultados obtidos com os sistemas Etanol — CCAO
e Hexano — CCAO em diferentes temperaturas. O sistema Hexano — CCAOQO a
30 °C (Figura 22a) apresentou melhor resultado em 5 minutos com 0,516 mg EAG
L' de BM, e reduzindo gradativamente ao longo do tempo. Outros estudos
mostraram a mesma relagdo de maior eficiéncia de extragdo em menor tempo
(BUBALO et al., 2016; ZHOU et al., 2018). O sistema Etanol — CCAO alcangou a
maior eficiéncia em 20 minutos, com 0,513 mg EAG L™ de BM, passando a reduzir a
30 minutos.

A 40 °C (Figura 22b), a melhor condicdo de extracdo para ambos 0s
sistemas foi observada em 10 minutos, com 0,413 mg EAG L™ de BM para Hexano
— CCAO e 0,482 mg EAG L™ de BM para Etanol — CCAO.

Na temperatura de 50 °C (Figura 22c), o melhor resultado foi identificado
em 30 minutos para ambos os sistemas, com 0,256 mg EAG L™ de BM para Hexano
— CCAO e 0,325 mg EAG L™ de BM para Etanol — CCAO. Quando comparado
com os resultados obtidos a 30 °C e a 40 °C, observa-se que o0 aumento da
temperatura ndo proporcionou melhores rendimentos de CFT. Temperaturas mais
elevadas favorecem a difusividade, reduzem a viscosidades e tenséo superficial dos
DES e melhoram a liberacdo de fendlicos (CHANIOTI et al., 2016; HUANG et al.,
2017), mas para os sistemas avaliados, em limites superiores a 40 °C ocorre a
decomposicéo e a perda de estabilidade dos CFT. Algumas substancias sensiveis ou
instaveis podem ser degradadas em temperaturas mais elevadas.

Comparando os dados obtidos entre DES CCAL e DES CCAO (Figura 23), os
maiores valores de extracdo foram obtidos a 30 °C e a 40 °C, com excec¢do do
sistema Hexano — CCAL, que apresentou um melhor resultado a 50 °C com 0,052
mg EAG L. O sistema Etanol — CCAL mostrou melhor rendimento de CFT a 40 °C
com 5 minutos de extracdo, com 0,072 mg EAG L. Para os sistemas Etanol —
CCAO e Hexano — CCAO os maiores rendimentos foram a 30 °C com 0,513 mg
EAG L' e 0,413 mg EAG L™ respectivamente. Mesmo com uma alta viscosidade, o
DES CCAO apresentou melhor resultado em temperaturas mais brandas. Em geral,
a extracao seriada realizada com hexano foi mais efetiva para ambos os sistemas,
provavelmente por remover menos fendlicos que o etanol na primeira série. Todas as
analises foram feitas em triplicatas, e apresentaram variagdes significativas. O valor

médio das triplicatas e o desvio padréao estdo detalhados na Tabela Al.
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Figura 22 — CFT do bagaco malte apds extracéo seriada: Etanol — CCAO e Hexano
— CCAOa30°C,40°Ce50°C

o o o o o o
(] w ' 3 [} ~
1 1 1 1 1 1

Fendlicos Totais (mg EAG/ L de extrato)
=
1

o
(=]
1

I Hexano- CCAQ] Etanol- CCAC

Fendlicos Totais (mg EAG/ L de extrato)
e o o o o2 o @9
—- N w B (4] ()] ~

o
[=}
L

o o o o o o
[ w R (4] (=] ~
1 1 1 1 1 1

Fendlicos Totais (mg EAG/ L de extrato)
o

o
o
[l

A

5 min 10 min 20 min 30 min
B Hexano- CCAO[] Etanol- CCAQ) B

5 min 10 min 20 min 30 min
- Hexano- CCAg Etanol- CCAQ, C

5 min 10 min 20 min 30 min

Fonte: Autora 2023



Tabela 15 - Resultados de fendlicos totais obtidos em cada sistema de extracao

(média e desvio padrao)

Rendimento da extracdo em CFT (média + DP) / (mg EAG. L 1)

Slstema~de Etanol - CCAL | Hexano — CCAL | Etanol - CCAO | Hexano — CCAO

Extragcao

go”l'g 0,000 0,086 + 0,133 0,196 + 0,172 0,516 + 0,359
10 min

30 °C 0,000 0,010 + 0,015 0,248 + 0,178 0,356 + 0,241
20 min

30 °C 0,000 0,005 + 0,008 0,513 + 0,184 0,378 + 0,286
30 min

30 °C 0,000 0,003 + 0,004 0,308 + 0,215 0,209 + 0,096
20”1'2 0,072 + 0,124 0,031 + 0,033 0,151 + 0,078 0,196 + 0,070
i%T(':” 0,033 + 0,057 0,031 + 0,045 0,482 + 0,375 0,413 + 0,242
24%T'C” 0,048 + 0,042 0,030 + 0,022 0,269 + 0,061 0,223 + 0,078
i%T(':” 0,010 + 0,017 0,012 + 0,021 0,256 + 0,257 0,353 + 0,170
g’o”l'g 0,000 0,007 + 0,012 0,006 + 0,011 0,151 + 0,036
E%T(':” 0,044 + 0,018 0,018 + 0,019 0,054 + 0,020 0,217 + 0,070
20 min

50.°C 0,000 0,049 + 0,019 0,208 + 0,078 0,186 + 0,136
%%T'C” 0,055 +0,049 0,052 + 0,049 0,325 + 0,221 0,256 + 0,156

Fonte: Autora (2023)
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5 CONCLUSAO

Quatro Solventes Eutéticos Profundo (DES) foram usados para a extracao
de compostos fendlicos do Bagaco de Malte (BM). Duas técnicas de ultrassom foram
empregadas para otimizar o processo de extragdao. Dada a necessidade de remover
possiveis interferentes da amostra de BM, uma extracéo seriada foi empregada com
0 uso do etanol e hexano como primeiro solvente. Os sistemas Hexano — CCAO e
Etanol — CCAO apresentaram melhor desempenho para a extracdo dos compostos
fendlicos do BM em comparacdo com a extracao simples realizada no ultrassom de
ponteira. As misturas de DES com 25% de agua (v/v) ndo favoreceu maior
rendimento de CFT.

Os resultados desse estudo mostram que o bagaco de malte é um residuo
com potencial de reciclagem, e que pode ser inserido como matéria-prima para
alguns processos industriais. Tanto os aclUcares quanto os fendlicos presentes no
BM podem ser usados para obtencéo de produtos de valor agregado.

Mais estudos sdo necessarios para determinar as condicfes 6timas de
extracdo, incluindo o uso de um DES de baixa viscosidade para ser usado como
primeiro solvente na extracdo seriada, a variacao soluto/solvente, relacdo adgua/DES.
Também se sugere a utilizagdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia para
determinacdo dos fendlicos totais, uma vez que o método espectrofotométrico
utilizando o reagente Folin-Ciocalteu apresentou limitacbes devido a formacéo de

precipitado.
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