UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

Crisleine Perinazzo Draszewski

PRE-TRATAMENTO DE CASCA DE ARROZ UTILIZANDO
SOLVENTES EUTETICOS (CLC: GLICEROL E CLC: UREIA) E
HIDROLISE SUBCRITICA VISANDO A OBTENGAO DE ACUCARES

Santa Maria, RS
2021



Crisleine Perinazzo Draszewski

PRE-TRATAMENTO DE CASCA DE ARROZ UTILIZANDO SOLVENTES
EUTETICOS (CLC: GLICEROL E CLC: UREIA) E HIDROLISE SUBCRITICA
VISANDO A OBTENGAO DE AGUCARES

Dissertacao apresentada ao Curso de
Mestrado do Programa de P6s-Graduagao
em Engenharia Quimica, Area de
Concentragdo em Desenvolvimento de
Processos Industriais e Ambientais, da
Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM, RS), como requisito parcial para
obtencdo do grau de Mestre em
Engenharia Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Flavio Dias Mayer

Santa Maria, RS
2021



Draszewski, Crisleine

PRE-TRATAMENTO DE CASCA DE ARROZ UTILIZANDO SOLVENTES
EUTETICOS (CLC: GLICEROL E CLC: UREIA) E HIDROLISE
SUBCRITICA VISANDO A OBTENCAO DE ACUCARES / Crisleine
Draszewski.- 2021.

71 p.; 30 cm

Orientador: Flavio Dias Mayer

Coorientador: Giovani Leone Zabot

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Tecnologia, Programa de Pés-Graduagdo em
Engenharia Quimica, RS, 2021

1. Casca de arroz 2. Pré-tratamento 3. Solvente
eutético 4. Hidrdélise subcritica I. Dias Mayer, Flavio
II. Leone Zabot, Giovani III. Titulo.

Sistema de geragdo automitica de ficha catalografica da UFSM. Dados fornecidos pelo
autor(a). Sob supervisdc da Diregdoc da Divisdc de Processos Técnicos da Biblioteca
Central. Bibliotecaria responsavel Paula Schoenfeldt Patta CRB 10/1728.



Crisleine Perinazzo Draszewski

PRE-TRATAMENTO DE CASCA DE ARROZ UTILIZANDO SOLVENTES
EUTETICOS (CLC: GLICEROL E CLC: UREIA) E HIDROLISE SUBCRITICA

VISANDO A OBTENGAO DE AGUCARES

Dissertacao apresentada ao Curso de
Mestrado do Programa de P6s-Graduagao
em Engenharia Quimica, Area de
Concentragdo em Desenvolvimento de
Processos Industriais e Ambientais, da
Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM, RS), como requisito parcial para
obtencdo do grau de Mestre em
Engenharia Quimica.

Aprovado em 04 de maio de 2021:

Flavio Dias“Mayer, Dr. (UFSM)
(Presidente/Orientador)

»,

Giovani Leone Zabot, Dr. (UFSM)
(Coorientador)

Ll

Fernanda de Castilhos , Dr2. (UFSM)

/) A
ﬁ{wlwﬁ R g { Y

Fernanda da Cunha Pereira, Dr2. (UNIJUI)

Santa Maria, RS
2021



DEDICATORIA

Ao meu pai Hilario Draszewski por ser minha motivagéo de seguir sempre em frente.
Dedico também ao Ederson Rossi Abaide porque sem seu amor, apoio, dedicagdo e

confianga eu néo estaria aonde estou.



AGRADECIMENTOS

Ao meu pai Hilario Draszewski, a minha mae Lurdes Perinazzo e aos meus
irmaos Claudicelia e Cleidisson pelo amor incondicional.

A minha segunda familia Silvio Jodo Abaide, Cecilia Margareth Rossi Abaide e
Ederson Rossi Abaide por todo amor, apoio e dedicacao para que eu realizasse este
trabalho.

Ao meu orientador prof. Flavio Dias Mayer pela confianga e pela oportunidade
de trabalhar ao seu lado.

Ao meu co-orientador Giovani Leone Zabot por abrir as portas de sua estrutura
e ser sempre solicito.

A profe. Fernanda de Castilhos pela oportunidade de trabalhar ao seu lado e
pela confiangca em meu trabalho.

Ao aluno de iniciacao cientifica Jefferson Fagundes por todo auxilio durante
alguns experimentos;

A aluna de iniciagao cientifica Vitéria Zaniboni por ser sempre prestativa e pelo
auxilio durante este trabalho.

A minha colega e grande amiga Carolina Almeida Bragato por toda ajuda e
apoio durante todo este percurso.

Ao meu amigo e ex-colega Lauri Vilmar Krebs Junior por todo apoio e amizade
em todos estes anos.

Ao Marcos Mello por toda ajuda e palavras de apoio durante este percurso.

A todos o0 meu muito obrigada.



A alegria esta na luta, na tentativa,
no sofrimento envolvido e ndo na
vitoria propriamente dita’.

(Mahatma Gandhi)



RESUMO

PR,E-TRATAMENTO DE CASCA DE ARROZ UTILIZANDO SOLVENTES
EUTETICOS (CLC: GLICEROL E CLC: UREIA) E HIDROLISE SUBCRITICA
VISANDO A OBTENCAO DE ACUCARES

AUTOR: Crisleine Perinazzo Draszewski
ORIENTADOR: Prof. Dr. Flavio Dias Mayer

Nesta pesquisa a casca de arroz foi submetida a pré-tratamentos com solventes
eutéticos com intuito de enriquecer o teor de celulose e reduzir os teores de lignina.
Quatro misturas de solventes eutéticos foram avaliadas, Cloreto de Colina: Glicerol,
Cloreto de Colina: Glicerol com agua, Cloreto de Colina: Ureia e Cloreto de Colina:
Ureia com agua. Foi avaliado o aumento nos grupos funcionais relativos a celulose
para os pre-tratamentos a temperatura de 120 °C com uma razao biomassa/solvente
eutético de 10 em 1, 2, 4 e 6h utilizando espectrofotometria no infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR). Para os pré-tratamentos com as 4 misturas de
solventes eutéticos foi definido o melhor tempo a partir do FT-IR. A casca de arroz
pré-tratada neste tempo foi analisada com relagdo a composigao lignicelulésica por
analise termogravimétrica e a derivada dos termogramas (DTG) gerados. A partir da
integradagao dos picos do DTG (em intervalos de tempos definidos pela literatura)
foram determinados os teores de celulose, hemiceluloses e lignina, tanto nas
amostras pré-tratadas como na in natura. O solvente eutético que gerou uma
biomassa rica em celulose foi selecionado como melhor, e a biomassa proveniente do
pré-tratamento com este foi utilizada na etapa posterior de hidrélise. A hidrolise
subcritica foi relizada em reator em modo de operagcdo semi-continuo. Foram
estudadas as variaveis do processo: (temperarura (200, 230 e 260 °C) e raz&o
massica agua/solidos (25 e 40). A presséo foi fixada a 15 MPa e o tempo de reagao
total foi de 10 min. O maior rendimento em agucares redutores (49.9 + 2.41 g/100 g
biomassa) foi obitdo para as amostras de casca de arroz pré-tratada com Cloreto de
Colina: Glicerol com agua sob a condigao de reagao na etapa de hidrélise de 230 °C
/R-40. Para a casca de arroz in natura o rendimento, na mesma condigao, foi de 10.21
+ 0.41 g/100 g biomassa. A casca de arroz pré-tratada com solvente eutético
aprentarou um rendimento de 4,9 vezes maior que a casca de arroz in natura.

Palavras-chave: Casca de arroz. Pré-Tratamento. Solvente Eutético Profundo.
Hidroélise Subcritica



ABSTRACT

PRETREATMENT OF RICE HUSK USING EUTHETIC SOLVENTS
(CLC: GLICEROL AND CLC: UREA) AND SUBCRITICAL HYDROLYSIS AIMING
TO OBTAIN SUGARS

AUTHOR: Crisleine Perinazzo Draszewski
ADVISOR: Prof. Dr. Flavio Dias Mayer

In this research, the rice husks were submitted to pretreatments with deep eutectic
solvents in order to enrich the cellulose content and reduce the lignin contents. Four
mixtures of deep eutectic solvents were evaluated, Choline Chloride: Glycerol, Choline
Chloride: Glycerol with water, Choline Chloride: Urea and Choline Chloride: Urea with
water. At a temperature of 120 °C with a biomass/deep eutectic solvent ratio of 10, the
increase in functional groups related to cellulose for pretreatments in 1, 2, 4 and 6h
was evaluated using infrared spectrophotometry with Fourier transform (FT-IR). For
pretreatments with the 4 mixtures of deep eutectic solvents, the best time from the FT-
IR was defined. The rice husks pre-treated at this time were analyzed with respect to
the lignicellulosic composition by thermogravimetric analysis and the derivative of the
generated thermograms (DTG). From the integration of the DTG peaks (at intervals of
time defined by the literature), the levels of cellulose, hemicelluloses and lignin were
determined, both in pretreated and in natura samples. The deep eutectic solvent that
generated a cellulose-rich biomass was selected as the best, and the biomass from
the pretreatment with it was used in the subsequent hydrolysis step. Subcritical
hydrolysis was carried out in a reactor in semi-continuous operation mode. The
process variables were studied: (temperature (200, 230 and 260 ° C) and mass water
/ solids ratio (25 and 40). The pressure was set at 15 Mpa and the total reaction time
was 10 min. The highest yield of reducing sugars (49.9 + 2.41 g/ 100 g biomass) was
obtained for samples of rice husks pretreated with Choline Chloride: Glycerol with
water under the reaction condition in the hydrolysis step of 230 ° C / R-40. The yield
was 10.21 + 0.41 g / 100 g biomass for untreated rice husks. Rice husks pretreated
with eutectic solvent showed a yield 4.9 times greater than untreated rice husks.

Keyword: Rice husk. Pretreatment. Deep Eutectic Solvent. Subcritical Hydrolysis.
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1 INTRODUGAO

O arroz € um dos cereais mais consumidos em todo o mundo, e somente na
Asia representa cerca de 65% da alimentagéo basica diaria (CONAB,2020). No Brasil,
o arroz € consumido por quase 95% da populagéo e, em média, metade da populagéo
0 consome uma vez ao dia. De acordo com o Ministério da Agricultura (BRASIL, 2020),
0 arroz se enquadra no terceiro cereal mais cultivado do mundo. Ja no Brasil,
representa a principal fonte de renda agricola em Santa Catarina e Rio Grande do Sul,

que juntos representam cerca de 80% da producéao do pais.

Segundo IBGE (2020), para a safra de 2019/2020 foram colhidos 11,7 milhdes
de toneladas de arroz e, destes, 8,3 milhdes foi no estado do Rio Grande do Sul.
Assim, levando em consideragao que a casca do arroz representa 20% da massa total
colhida tem-se, anualmente, a geragao de 2,4 milhdes de toneladas de cascas de
arroz, sendo 1,7 milhdes sé no estado do Rio Grande do Sul. Estes residuos muitas
vezes sdo queimados nas proprias industrias como fonte de aquecimento para as
caldeiras ou apenas deixados nos campos para degradagdo natural (RASTOGI,
SHRIVASTAVA, 2017).

Em virtude das novas tendéncias atuais de fazer uso cada vez maior das fontes
vegetais disponiveis na natureza, seja na alimentagdo ou na agregagao de valor aos
residuos agroindustriais, tem-se realizado muitas pesquisas para utilizar estes
residuos para a obtencao de bioprodutos, na produgcédo de materiais ou na geragao de
energia (SCHEL et al., 2016). Uma alternativa de utilizacdo da a casca de arroz, por
exemplo, seria na produgdo de etanol de segunda geragdo, visto que o
aproveitamento desta como fonte de nutriente na lavoura ndo é a melhor solugdo, uma
vez que as elevadas concentragdes de celulose e lignina impedem a sua rapida
decomposicdo. Ja a utilizagado no aquecimento das caldeiras poderia ocorrer posterior
a obtencgao de agucares fermentesciveis utilizados na produgao de etanol de segunda
geracéo visto que o residuo da hidrolise ainda € um matérial com poder de queima
que pode ser utilizado nas indutrias para o aquecimento das caldeiras (ABAIDE,
2019a).

A produgédo de etanol de segunda geragao segue basicamente quatro etapas:
pré-tratamento, hidrolise, fermentacao e destilagcdo. O pré-tratamento é considerado

a parte mais crucial do processo, € nele que ocorre ndo s6 a redu¢do mecanica do
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tamanho das particulas, como também a modificagdo da estrutura da biomassa
lignoceluldsica permitindo a sua abertura e, em alguns casos, a remogao da lignina.
A escolha do pré-tratamento tem uma grande influéncia sobre o custo total do
processo. Nos ultimos anos muitos pré-tratamentos foram avaliados, tanto em escala
laboratorial quanto em escala industrial (RABEMANOLONTSOA; SAKA, 2016).
Podem-se destacar os tratamentos fisicos, que diminuem o tamanho das particulas
afetando a cristalinidade da biomassa (KUMARI; SINGH, 2019), a utilizacdo de
liquidos i6nicos (USMANI et al., 2020), solventes eutéticos (XU et al., 2016), o
tratamento por microondas (TSUBAKI et al., 2016) ou hidrotérmico (JEONG et al.,
2015) e a explosao a vapor (PUTRINO et al., 2020).

Entre os pré- tratamentos citados, os solventes eutéticos e os liquidos ibnicos
sd0 0s que possuem maiores resultados quando se trata da deslignificagéo.
Entretanto os liquidos ibnicos possuem um processo de sintese complexo e de custo
elevado (AN et al.,, 2015), o que também restringe seu uso industrialmente. Desta
forma, os solventes eutéticos s&o a alternativa verde mais vidvel economicamente
para o pré-tratamento. Os solventes eutéticos, do inglés Deep Eutetic Solvents (DES),
sao considerados uma classe de moléculas formadas a partir de uma mistura eutética
de acidos e bases de Lewis e Bronsted, os quais podem conter uma variedade de
espécies anidnicas e/ou catidnicas. Estas misturas consistem em ions nao simétricos
que possuem baixo ponto de fusédo, sendo capazes de formar ligagdes de hidrogénio
por terem um doador e um recpector de elétrons que regulam a sua propriedade de
solvatacdo. Eles conseguem aumentar a solubilizagdo de polimeros como a lignina,
sem afetar a celulose presente na biomassa. Esta mistura pode ser sintetizada com
um menor consumo energético, além de possuir condigdes operacionais moderadas,
permitem a recuperacgao dos produtos (solvente e substrato) e podem possuir baixa
toxicidade (LIU et al., 2017), facilitando a hidrélise da celulose e da hemicelulose e,
consequentemente, aumentando o rendimento dos agucares fermentesciveis.

A hidrdlise, que geralmente ocorre por via acida ou enzimatica, pode resultar
em problemas subsequentes. A hidrdlise acida produz altos niveis de inibidores
durante a reacao, o que afeta a fermentagado microbiana, além de haver a necessidade
de neutralizagdo do solvente, o que pode produzir sais também prejudiciais. Ja a
hidrélise enzimatica necessita de um alto investimento pelo custo das enzimas, um
tempo de reagcdo mais elevado e também nao é capaz de remover a lignina, o que

dificulta a hidrdlise e reduz o rendimento em agucares no final do processo, de forma
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que estas caracteristicas dificultam a sua aplicabilidade em escala industrial (PODE,
2016). Desta maneira, um processo alternativo de hidrolise seria utilizando-se
processos ambientalmente amigaveis como a hidrélise com agua no estado subcritico.
A hidrélise utilizando agua no estado subcritico vem ganhando cada vez mais
destaque, por se tratar de um processo verde, sem a geragao de residuos, sem 0 uso
de solventes nocivos ao meio ambiente e capaz de dissociar grandes quantidades de
biomassa lignocelulésica em poucos minutos, podendo utilizar altas condigbes de
pressdo e temperatura para realiza-la (XU, 2016). Alguns estudos utilizando esta
tecnologia para obtencdo de acgucares a partir da casca de arroz podem ser
destacados. Phaiboonsilpa et al. (2013), realizou a hidrélise com agua comprimida em
estado subcritico em modo batelada, utilizando como pré-tratamento agua quente,
enquanto que Abaide et al. (2019b) realizou o processo em modo semi-continuo sem
a utilizagdo de um pré-tratamento o que acarretou em um baixo rendimento de
agucares quando comparado ao trabalho de Phaiboonsilpa et al, (2013) que realizou
um pré-tratamento. Além de que ambos os autores relataram altas porcentagem de
inibidores devido a presenca da lignina na biomassa no momento da hidrélise.
Assim, € importante avaliar a aplicabilidade do pré-tratamento utilizando
solventes eutéticos e posterior hidrélise subcritica, visando um processo com elevado
rendimento de agucares fermentesciveis que podem ser destinados para a produgao
de biocombustiveis como o etanol de segunda geragao (2G) e que apresente reduzido
impacto ambiental. Desta forma as principais respostas a serem avaliadas sao a
deslignificagdo por meio de diferentes misturas eutéticas, a dissociagédo da celulose e
hemicelulose, as modificagdes na estrutura morfolégica da biomassa e o rendimento

em acucares.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da modificag&o na estrutura lignoceluldsica das cascas de arroz
submetidas a pré-tratamento com solventes eutéticos (cloreto de colina com glicerol e
cloreto de colina com ureia), visando o aumento da eficiéncia no processo de hidrdlise

com agua subcritica da casca de arroz.
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1.1.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar a casca de arroz em relacdo a composicéo lignocelulosica e
grupos funcionais na superficie;

2. Avaliar o efeito do tempo de pré-tratamento de quatro misturas diferentes de
solventes eutéticos sob a modificagdo nos grupos funcionais das amostras;

3. Avaliar no melhor tempo determinado (enriquecimento nos grupos funcionais
da celulose), o solvente eutético mais eficiente na redugdo da lignina e
aumento da celulose;

4. Com o DES escolhido no objetivo 3, realizar a hidrélise subcritica, avaliando
o efeito da razao solvente/biomassa e da temperatura em uma pressao fixa
no rendimento e perfil cinético de acucares;

5. Determinar a melhor condicdo de hidrdlise subcritica quanto a obtencao de

agucares redutores, agucares fermentesciveis e formagao de inibidores.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CASCA DE ARROZ

A produgéao do arroz branco polido gera alguns coprodutos (Figura 1), como a
palha, casca e farelo de arroz. A casca de arroz representa 20% da massa total do
grao de arroz, de forma que se for considerada a produgdo de arroz da safra de
2019/2020, que foi de 11,7 milhdes de toneladas no Brasil (IBGE, 2020), tem-se
anualmente a geracgao de 2,4 milhdes de toneladas de casca de arroz.

Por se tratar de um residuo com valores acima de 0,5% de silica, este ndo pode
ser utilizado na alimentacdo animal, visto que a silica é responsavel por provocar o
desgaste dos dentes dos animais (LAU et al., 2015). Assim, a casca de arroz é, em
sua maioria, como combustivel em caldeiras nas préprias industrias arrozeiras
(PODE, 2016), visto que a casca de arroz apresenta uma capacidade calorifica de
16,6 MJ/kg, podendo gerar em torno de 800 kW/h de energia elétrica (ABAIDE et al.,
2019c).



18

Figura 1 Etapas do processamento do arroz e seus residuos.

Plantagdode arroz

Arroz polido branco Casca de arroz

Farelo de arroz

Fonte: adaptado de BRASIL, 2020.

2.1.1 Composigao da casca de arroz

A casca de arroz é uma biomassa lignocelulésica composta principalmente por
celulose, hemicelulose, lignina e silica, além de proteinas, amido, extrativos e
inorganicos (ISLAM et al., 2018). Possui a vantagem de ser um material extremamente
abundante e de baixo custo. A celulose e a hemicelulose sdo uma fonte com altas
concentracdes de carboidratos renovaveis que podem ser utilizados na industria de
papel e celulose, e também na producgéo de energia por meio da obteng¢ao de agucares
fermentesciveis utilizados na produgdo de biocombustiveis (BAE et al., 2017). Na
casca de arroz a celulose € o material mais abundante, em torno de 40%, embora
ocorra variagao neste valor conforme a variedade do arroz, a safra/ano e o bioma da
plantagao de arroz, como mostrado na Tabela 1.

Devido ao elevado percentual de celulose e hemicelulose presente na casca
de arroz, esta pode ser utilizada para a obtengcdo de acucares fermentesciveis,
utilizados na producéo de etanol 2G (ABAIDE et al., 2019c). Para isso é importante
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compreender como s&o organizadas a celulose, hemicelulose e lignina na estrutura

lignoceluldsica.

Tabela 1 — Variagdo da composigdo lignocelulésica da casca de arroz.

Ano Celulose Hemicelulose Lignina Outros Fonte
2012 40% 19% 16% 25% Suxia et al.
2013 31% 24% 14% 31 % Bevilaqua et al.
2014 46% 20% 13% 21% Singh et al.
2015 38% 24% 19% 19% Lau et al.
2016 37% 18% 12% 33% Olupot et al.
2017 40% 30% 10% 20% Bae et al.
2018 35% 30% 18% 17% Islam et al.
2019 28% 19% 16% 37% Abaide et al b.
2020 32% 19% 26% 23% Kumar et al.

2.1.1.1 Celulose

A celulose, que foi isolada pela primeira vez da matéria vegetal pelo quimico
francés Anselme Payen em 1839 (GRALEN, 1955), pode ser extraida de madeira,
plantas, algas e bactérias. A celulose é encontrada na parede celular das plantas
como gramineas, arvores e culturas energéticas, e é responsavel por dar rigidez e
firmeza a estrutura da planta. A sua concentracdo depende muito da espécie, tecido
e maturidade das paredes celulares. A celulose é um polissacarideo linear composto
por varias centenas a milhares de unidades de glicose ligadas entre si através de
ligagdes B-1,4 (Figura 2), dispostas em subunidades de celobiose, que possui uma
extremidade redutora e ndo redutora. O grau de polimerizagdo, medido pelo numero
de unidades de anidro-glicose, € de aproximadamente 10.000 para as cadeias de
celulose (LIAO et al., 2020).

Essa estrutura de dissacarideos, apresentada na Figura 2, recebe o nome de
celobiose e possui um alto grau de cristalinidade, chegando a 89%, além de regides
amorfas (BEVILAQUA, 2013). As regides amorfas sdo aquelas onde as fibras estao

mais distantes entre si, apresentando-se menos compactadas, como pode-se
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observar na Figura 3. A celulose também apresenta uma area superficial especifica
de aproximadamente 37 m?g' (PENG et al., 2020).

Figura 2- Estrutura molecular da celulose.
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Fonte: Bevilaqua, 2013.

Na estrutura cristalina, os atomos sao altamente ordenados e ligados por
ligagdes de hidrogénio, e o empacotamento das cadeias impede a penetragao de agua
e enzimas no interior das suas microfibrilas. No caso da celulose, esta estrutura
confere rigidez a parede celular vegetal, tendo como consequéncia a prevencéo da
sua degradacao por microorganismos (ISLAM et al, 2018).

As fibras nesta regido também apresentam uma maior resisténcia a tragao,
podendo chegar a quinze vezes mais do que na regiao amorfa (ABDULAAH et al.,
2014). Ja nas regies amorfas, a agua e as enzimas conseguem acessar a estrutura,
facilitando a sua hidrélise . A celulose também apresenta algumas falhas em suas
estruturas, denominadas de microporos, que aumentam a sua superficie de contato
com outras moléculas (SANTOS, 2014).

Figura 3 - Estrutura cristalina e amorfas da celulose
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Fonte: adaptado de Santos, 2014.

A celulose é comumente utilizada na industria de papel (LI et al., 2019a), porém

esta ndo é sua unica aplicabilidade. Muitos pesquisadores ja demonstraram o grande

potencial que esta possui ao ser hidrolisada para produzir glicose, que por
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fermentacao produz etanol 2G (LIU et al., 2019). Além de agucares, a hidrélise pode
produzir os chamados inibidores da fermentac&o, como o 5-hidroximetilfurfural (HMF),
que pode ser utilizado na producéo de poliésteres, poliamidas e poliuretano, (PANG
et al., 2019).

2.1.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose é responsavel pelo crescimento e desenvolvimento das plantas
e, diferentemente da celulose, representa um grupo mais heterogéneo de
polissacarideos ramificados (Figura 4). Estes sdo compostos por cadeias mais curtas
de pentoses ligadas ao éter, como a xilose e a arabinose, hexoses correspondentes
a glicose, manose, galactose, fucose e ramose, alguns acidos agucarados como o 4-
O-metil glucurénico e também alguns grupos acetil (acido acético) e feruloil ligados ao
éster (NAIDU, 2018). Este conjunto de diferentes agucares faz com que a
hemicelulose seja exclusivamente amorfa e essencialmente termoplastica (VIEIRA,
2016), sendo mais facil realizar a sua hidrolise quando comparada com a celulose.

A xilana é um heteropolissacarideo formado por residuos de xilose e é o
principal constituinte da hemicelulose, considerado o segundo polissacarideo mais
abundante na natureza (SILVA, 2019), porém a quantidade de cada agucar presente
na hemicelulose depende exclusivamente do tipo de parede celular e varia de espécie
para espécie. Além disso a xilana esta ligada as estruturas de celulose e lignina, onde
esta diretamente associada a celulose por ligagcdes de hidrogénio, e a lignina por

ligagdes covalentes nos complexos lignina-carboidrato (LIAO et al., 2020).

A hemicelulose possui diversas aplicagdes, comumente empregada na
composi¢cdo de biofilmes utilizados nas embalagens de alimentos (VINOD et al.,
2020), sendo uma alternativa sustentavel aos plasticos sintéticos. Além disso ha
estudos em sua utilizacdo em produtos biomédicos e emulsificantes, na obtencao de
adesivos, espessantes e aditivos para plasticos (NAIDU et al., 2018). Possui um
grande valor na industria farmacéutica onde é utilizada no encapsulamento de
farmacos, na produgéao de xilitol, um substituto do adogante (OLIVEIRA, 2017), além
de possuir potencial na producéo de etanol, acido lactico e acido levulinico (ABAIDE
et al., 2019b).
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Figura 4 - Agucares que compdem a estrutura da hemicelulose.
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Fonte: Oliveira, 2017.

2.1.1.3 Lignina

Considerado o terceiro componente mais abundante e crucial presente em uma
biomassa lignoceluldsica, a lignina € uma subtancia incrustante encontrada em todas
as plantas terrestres, desde madeira a pequenos arbustos, e também em algas
aquaticas. E responsavel pela resisténcia mecanica das plantas, pela protegdo contra
ataques microbianos, pelo transporte de agua e nutrientes. Por aumentar a resisténcia
da estrutura a ataques quimicos e enzimaticos, a lignina reduz a digestibilidade do
material vegetal por animais, além disso ela atua como uma cola entre as paredes
celulares da celulose e da hemicelulose (SINGH, 2019).

Assim como a celulose e a hemicelulose, a estrutura da lignina depende dos
fatores biolégicos e ambientais. A lignina € composta por moléculas amorfas
tridimensionalis, que sao altamente complexas, formadas principalmente por unidades
aromaticas de fenilpropano, p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), ligadas a uma
variedade de ligagdes incluindo ester, éter e carbono-carbono, como pode ser
observado na Figura 5, o que faz com que seja um polimero altamente resistente a

degradacao quimica e biologica (LIAO et al., 2020).



23

A lignina possui consideravel teor energético e pode ser utilizada na geragao
de calor através da sua queima em caldeiras para a producéo de vapor, que pode ser
utilizado em turbinas para a geragéo de energia elétrica (LI et al., 2020). Entretanto, a
lignina pode ser modificada quimicamente para ser utilizada como matéria-prima na
producao de compostos fendlicos, aromaticos, acidos dibasicos e metanol (MENG et
al., 2019), além de agir como agente quelante e ser utilizado no processo de adsorgéo
de metais pesados e pesticidas (ABAIDE et al., 2019a).

As moléculas que constituem a lignina nao possuem nenhuma ligagdo com os
agucares presentes na celulose e hemicelulose, deste modo ndo podem ser utilizadas
na produgdo de biocombustiveis de segunda geragdo. Devido a sua alta
complexidade, até os mais baixos teores de lignina podem retardar ou impedir o
processo de conversao da biomassa em acucares fermentesciveis, etapa importante
para a producao de etanol (OLIVEIRA, 2017).

Figura 5- Cadeia aromatica da lignina e seus respectivos grupos funcionais.
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2.2 PROCESSOS DE CONVERSAO DA BIOMASSA

Existem muitos processos conhecidos para a conversdao da biomassa
lignoceluldésica, os quais podem ser mecanicos, quimicos, bioquimicos ou
termoquimicos, como apresentado na Figura 6. Entretanto, para que a escolha do
processo seja industrialmente viavel € necessario levar em consideragdo as

caracteristicas da biomassa escolhida.

Os métodos mecanicos sao necessarios para a retirada de impurezas, redugao
e selecdo do tamanho das particulas da matéria-prima utilizando moinhos e peneiras
(ALVES, 2018). Os processos quimicos sao aqueles que realizam mudangas na
estrutura molecular por uma ou mais reagdes com outras substancias como, por
exemplo, o processo de hidrdlise acida, também conhecido como branqueamento,
muito utilizado nas industrias papeleiras. Este processo pode ocorrer com acidos
concentrados ou diluidos, geralmente utiliza-se acido sulfurico (PHANTHONG et al.,
2018).

Figura 6 — Métodos de conversao de biomassa.
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Fonte: autora.

Os processos termoquimicos sdo aqueles que utilizam elevadas condigdes de
temperatura e/ou presséo para ocorrer.Os mais utilizados sao a pirdlise, a combustao,

a liquefacdo e a gaseificagdo. A pirdlise € a degradacdo térmica que ocorre em



25

elevadas temperaturas na auséncia de oxigénio, onde um dos objetivos do processo
€ converter a biomassa lignocelulésica em bio-6leo, carvao vegetal e gas (HU,
GHOLIZADEH, 2019). A combustao comumente € utilizada para a geragao de energia
térmica, em fornos ou caldeiras, servindo para a producido de vapor para 0 processo
ou para acionamento de de turbinas. A liquefagdo ocorre em temperaturas em torno
de 300 °C e uma pressao entre 5 e 20 MPa, utilizada para a producédo de éleos,
liquidos e gases (PERKINS et al., 2019). Ja a gaseificagao ocorre em pressdes mais
brandas, de até 3 Mpa, e temperaturas mais elevadas, entre 500 e 1400 °C, utilizada
para a produgao de COz2, H20, CO, Hz, CH4, todos no estado gasoso (MOTTA et al.,
2018; SIWAL et al., 2020).

Nos processos bioquimicos tem-se a digestdo anaerdbia, que envolve a
degradacgao bacteriana do material organico biodegradavel na auséncia de oxigénio,
utilizado na produgéo de biogas, e a fermentagdo, que utiliza microorganismos para
converter o substrato fermentescivel em produtos como alcoois e acidos organicos. A
hidrélise enzimatica também é considerada um processo bioquimico, que tem como

objetivo a obtengao de agucares fermentesciveis e bioprodutos.

2.2.1 Hidrélise

A hidrdlise é o processo da abertura da estrutura lignoceluldsica e a quebra dos
mondmeros de celulose em glicose e de hemicelulose em xilose e arabinose, ambos
agucares fermentesciveis utilizados na produgao de etanol. A hidrélise geralmente é
realizada por meio de acidos concentrados, como o acido sulfurico, entretanto a
utilizacdo destes acidos pode levar a corrosdo das partes metalicas dos equipamentos
durante o processo, ressaltando-se a preocupacado com o tratamento e descarte dos
solventes residuais. (ZHANG et al., 2013).

O processo de hidrolise pode ser em batelada ou continuo. No processo em
batelada, a solugéo acida € substituida de forma intemitente para manter a eficiéncia
do processo.Porém, além das desvantagens mencionadas anteriormente, este
processo necessita de um longo periodo de tratamento e resulta em uma baixa
concentracido de acucares, além de alta concentracao de inibidores como o HMF e o
furfural (SILVA, 2019).

A hidrdlise alcalina utiliza bases fortes para a obtencdo de acucares e/ou

produtos quimicos, ocorrendo demaneira similar a hidrélise acida, ou seja, também
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necessita de um descarte adequado no final do processo, além de ser necessario
equipamentos resistentes a base utilizada. Ainda existem os processos de hidrélise
que sdao ambientalmente amigaveis, como a hidrélise enzimatica e a hidrélise que
utiliza agua em estado sub/super critico (WOICIECHOWSKI et al., 2020).

2.2.1.1 Hidrdlise enziméatica

A hidrédlise enzimatica é o processo de tratamento biolégico, no qual as enzimas
s&o usadas para digerir ou modificar as fibras de celulose (PHANTHONG et al., 2018).
Geralmente, o tratamento biolégico com enzima pode ser realizado em condi¢des
brandas, pH proximo a 5 e temperatura entre 45 e 50 °C. No entanto, € necessario
muito tempo de operagao para se obter elevados teores de agucares, geralmente de
48 a 72 horas, além de ser imprescindivel um complexo enzimatico, que
possuielevado custo. Pode-se destacar ainda que € necessario realizar um pré-
tratamento para abertura da estrutura e deslignificagdo, que também é considerado
uma etapa de elevado custo no processo (SUN et al., 2016).

Apesar disso, a hidrdlise enzimatica vem sendo escolhida, nos ultimos anos,
por utilizar menos energia, por necessitar de condigdes de processo mais amenas e
por nao haver a preocupagdo com corrosao de equipamentos e neutralizagdo de
solventes, como ocorre nas hidrolises acida e alcalina. A celulase é o complexo
enzimatico comumente utilizado para realizar a hidrolise de biomassas
lignoceluldsicas, e € composto por endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidades
qgue atuam por meio da agao sinérgica (PASQUINI, 2020).

As endoglucanases s&o responsaveis pela quebra das cadeias de celulose,
agindo principalmente nas regides amorfas, diminuindo seu o grau de polimerizagéo,
as tranformando em polissacarideos mais simples. Ja as exoglucanase sao enzimas
processivas que hidrolisam os terminais nao-redutores da cadeia de celulose e
removem a celobiose presente. E, por fim, as B-glicosidades s&o responsaveis por
hidrolisar a celobiose removida em glicose.Estas enzimas sdo n&o-processivas, ou
seja, o substrato deve ser liberado apds cada clivagem para permitir a liberagdo da

nova molécula de glicose (NA et al., 2015).
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2.2.1.2 Hidrélise sub/supercritica

A hidrélise com agua em condigdes sub/supercriticas é considerada um método
promissor de conversao de biomassa, pois oferece altas taxas de conversdo em um
curto intervalo de tempo quando comparada com a hidrélise enzimatica, além de
oferecer alta seletividade por meio do ajuste de temperatura e pressédo. Muitos
trabalhos vém sendo desenvolvidos utilizando tecnologias supercriticas e subcriticas,
devido as vantagens que podem oferecer, como uma ampla faixa de mudangas nas
propriedades fisicas e quimicas de uma biomassa, por exemplo, por meio da
modificagao da pressao e da temperatura (PERKINS et al., 2019).

A hidrélise com agua em estado supercritico € definida como aquela que utiliza
agua em uma temperatura e pressado acima do seu ponto critico (374 °C e 22 MPa),
como indicado na Figura 7. Nesta condigao ela se encontra em sua forma densa néo
condensavel, onde apenas uma fase existe, ou seja, as propriedades da fase vapor
se fundem as da fase liquida, resultando em um comportamento intermediario entre
gas e liquido (SMITH et al., 2019).

Este comportamento faz com que a agua supercritica tenha uma alta
solubilidade para compostos organicos e reduzida solubilidade para sais, comparada
com a agua em condigbes ambientes. O aumento desta solubilidade acelera as taxas
de reagdes, 0 que ocasiona a producdo de compostos inibidores e produtos de
degradacgao. Ao se utilizar a hidrélise da celulose com agua em condi¢ao supercritica,
elevados rendimentos de oligossacarideos sao obtidos. Em contrapartida, ha um
elevado rendimento de produtos de fragmentacéo de glicose, como furfural, eritrose e

outros produtos nao fermentesciveis (ZHAO et al., 2019).

Ja a hidrdlise utilizando agua em estado subcritico apresenta uma menor pré-
disposicdo para a geragcdo de altas taxas de inibidores quando comparada a
supercritica, além de utilizar temperaturas abaixo de 374 °C, consequentemente
utilizando menos energia no processo. Nas condicbes de alta presséo e alta
temperatura, ha maior facilidade de penetracdo da agua na estrutura complexa de
matrizes lignoceluldsicas devido a sua baixa viscosidade e alta difusividade. Ainda, ha
o0 aumento da constante de dissociagao, tornando a agua um acido ou uma base forte,

agindo como reagente, solvente e catalisador (COCERO et al., 2018).
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Figura 7 — Diagrama de fases para um fluido puro.
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Fonte: SMITH et al., 20019.

Na hidrolise com agua subcritica, os compostos da biomassa passam por
reagdes tendo como produtos moléculas soluveis em agua, como glicose, frutose,
galactose, manose, xilose e arabinose (MANZANARES et al., 2020). Durante este
processo, o oxigénio presente na biomassa € removido por desidratagdo sob a forma
de agua e pela descarboxilagdo sob a forma de didxido de carbono. O processo de
hidrdlise subcritica ocorre de forma rapida, alcanga temperaturas elevadas (150 —
374°C) em pequeno intervalo de tempo, apresenta menor risco de corrosdo (exceto
para biomassas que tenham muitos minerais) e minima geragado de residuos, nao
utiliza solventes téxicos e nao requer desintoxicagdo e neutralizacdo apos o
tratamento (XU et al., 2016).

Muitos pesquisadores vém utilizando a tecnologia subcritica para a conversao
de biomassa. Lachos-Perez et al. (2017) utilizaram esta tecnologia para a obtengéo
de agucares e formacao de carvao da palha da cana-de-agucar com temperaturas
variando de 190 a 260 °C. O rendimento maximo de agucares foi observado em 200
°C, com uma conversao de 32%. Ja Abaide et al. (2019a), realizaram a hidrdlise
subcritica em modo semi-continuo (Figura 8), a 180, 220 e 260 °C em diferentes
razdes de agua para massa solida de palha de arroz. Os mesmos obtiveram um
rendimento maximo de 33,4% em peso na condigao de 220 °C.

Vedovatto et al. (2021), utilizaram a metodologia de Abaide et al. (2019),
visando a obtencdo de acgucares fermentesciveis de residuos da soja. Os autores

obtiveram um rendimento de 10,5 g de agucares redutores por 100 g de biomassa em
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uma temperatura de 220 °C. Torres-Mayanga et al. (2019) realizou a hidrdlise
subcritica em residuo de graos proveniente de cervejarias em temperaturas de 140 a
210 °C obtendo uma conversao em agucare fermentesciveis totais de 35 g por 100 g
de biomassa a uma temperatura de 210 °C com raz&o de fluxo de agua/biomassa de
64.

Figura 8 — Fluxograma de uma unidade de multipropdsitos em sistema semi-continuo.

1
* Os tamanhos sdo apenas ilustrativos

2

Reservatério de agua
Bomba de liquido

Valvula anti-retorno

Banho de pré-aquecimento
Valvula de seguranga
Mandémetro 10 11
Reator com manta de aguecimento 9

Sistema de controle de temperatura
Banho de resfriamento

10 | Valvulade bloqueio 12
11 | Valvula micrométrica

12 Reservatério de amostra
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E importante destacar que nenhum dos autores citados realizaram algum tipo
de pré-tratamento para remocgéo da lignina presente na estrutura lignocelulésica. A
lignina presente nestas biomassas € considerada um empecilho na hidrdlise, visto que
ela é refrataria as condicbes do processo e dificulta a quebra da celulose e da
hemicelulose em agucares, uma vez que esta fortemente ligada a estas estruturas.
Deste modo a deslignificagdo sem degradagao da celulose é a chave para um eficiente
e seletivo aprimoramento subsequente da celulose, que deve ser realizado por

intermédio de um pré-tratamento.

2.3 PRE-TRATAMENTO

O principal objetivo do pré-tratamento é realizar a abertura da matriz estrutural
lignoceluldsica (Figura 9), para minimizar a interagdo entre celulose, hemicelulose e
lignina, solubilizando a lignina e/ou a hemicelulose, além de aumentar a acessibilidade

da celulose para a etapa subsequente, seja ela a hidrdlise subcritica, enzimatica,
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acida ou alcalina, que convertem os polissacarideos em acucares fermentesciveis
(SILVA, 2019). Os agucares fermentesciveis s&o utilizados para a produgao de etanol
de segunda geragao que somente sera viavel caso ocorra um processo eficaz na
deslignificagdo da biomassa, visto que a presenca da lignina dificulta a hidrdlise, além
de poder interferir na fermentacao devido a presenca de inibidores.

Muitos métodos de pré-tratamento ja foram avaliados, como o tratamento acido
e o alcalino. O tratamento acido resulta em elevada concentracdo de agucares
hemiceluldsicos no liquido e em uma fragao sdlida de celulose com capacidade de
conversao enzimatica, porém incorrendo em um alto custo dos materiais utilizados na
construcao dos reatores. Durante a neutralizacédo, apds o tratamento com H2SOs4, ha
aformacédo de CaSO4, além de grande quantidade de inibidores (GOMES et al., 2020).

Figura 9 — Alteragdes estruturais na matriz lignocelulésica apds o pré-tratamento.
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Fonte: Adaptado de Abaide et al., 2019c.

O tratamento alcalino € o método mais utilizado nas industrias de papel e
celulose. E eficiente na remogao da lignina e parte da hemicelulose, além de reduzir
a cristalinidade da celulose. Porém, as fibras longas de celulose obtidas causam uma
resisténcia (kraff) ao produto final, o que dificulta a quebra destas fibras em
monémeros durante o processo de hidrélise. O residuo deste pré-tratamento é
composto por materias orgénicas soluveis e insoluveis, além de outros compostos
inorganicos. Para a separacgao e tratamento destes sdo necessarias varias etapas de
separagao, o que encarece o processo final (WOICIECHOWSKI et al., 2020).

Os tratamentos hidrotérmicos, a explosao a vapor e a ozondlise também podem
ser utilizados como pré-tratamentos. Os tratamentos hidrotérmicos n&o requerem

nenhum catalisador, ndo causam problemas de corrosao e minimizam a formacgao de
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inibidores devido ao pH neutro. A agua hidrata a celulose facilitando a quebra de seus
monomeros, porém remove a maior parte da hemicelulose e apenas uma pequena
parte da lignina (MANZANARES et al.,, 2020). Ja a explosdo a vapor modifica a
estrutura da parede celular por meio de vapor a alta pressao, produzindo uma pasta
rica em agucares hemicelulésicos e celulose. Entretanto, o produto desta hidrélise
contém lignina e hemicelulose residual, exigindo-se a utilizacdo de um catalisador
acido, caso contrario os agucares serdao degradados em acidos férmico e levulinico
que podem inibir os processos de fermentacdo (RABEMANOLONTSOA et al., 2016).
A ozondlise, assim como o pré-tratamento acido, degrada a lignina e
concomitantemente hidrolisa a biomassa em acgucares, ainda exigindo que o reator
proporcione o maximo de contato possivel da biomassa com o gas ozbnio, o que
implica em um elevado consumo de gas, encarrecendo o processo (KUMAR et al.,
2020);

Além destes métodos de pré-tratamento, o uso dos chamados solventes verdes
vem sendo cada vez mais estudado nos ultimos anos, como os liquidos idnicos (LIs)
e os solventes eutéticos profundos (DESs). Os Lls possuem uma alta eficacia na
fragmentacdo da biomassa, na deslignificagao e, consequentemente, na diminuigédo
da cristalinidade da amostra, o que € de extrema importancia nas etapas posteriores,
principalmente na hidrdlise enzimatica. No entanto, a maioria dos Lls sdo caros e
alguns podem ser ambientalmente toxicos, além de ser necessario uma etapa de pos-
processamento para a remocgao do LI residual, visto que este pode inibir a atividade
enzimatica (MA et al., 2016). Por outro lado, os DESs possuem um baixo custo
comparado os LIs, ndo agridem o meio ambiente e também apresentam uma alta taxa
de deslignificagdo do material pré-tratado, sua sintese é facilitada e pode-se utilizar
uma vasta gama de doadores de hidrogénio. Entretanto, assim como os Lls, também
€ necessario um poés-processamento utilizando lavagens e filtragdo com agua e
acetona para a remocgéao do DES residual e da lignina soluvel (MULEY et al., 2019).

Dentre os métodos citados, o pré-tratamento com acido diluido € um dos mais
utilizados para a producao de bioetanol, mesmo néo sendo eficiente na remocéo da
lignina ou considerado ambientalmente amigavel (KUMAR et al.,2020). Dentre os
métodos de pré-tratamentos ndo toxicos e que conseguem remover uma parte
consideravel da lignina de uma forma eficiente destaca-se a utilizagdo de solventes

eutéticos profundos (LIU et al., 2020).
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2.3.1 Solventes eutéticos profundos

Abbott e colaboradores introduziram, em 2004, os chamados solventes
eutéticos profundos (DESs), que sao obtidos a partir da mistura de dois ou mais
compostos organicos, sendo um que atue como aceitador de hidrégenio (AH) e os
outros que atuem como doadores de hidrégenio (DH), e estes devem ser capazes de
formar uma ligagc&o de hidrogénio, como exemplificado na Figura 10. Além disso, uma
caracteristica importante dos DESs € possuir um ponto de fusdo muito abaixo ao ponto
de fusdo de cada substancia pura. Por exemplo, a mistura entre cloreto de colina e
uréia, na propor¢cado molar de 1:2, possui um ponto de fuséo igual a 12 °C, enquanto
o ponto de fusdo do cloreto de colina € 302 °C e da ureia é 133 °C (CHEN et al.,
2018b).

Figura 10 — Exemplo da formag&o de um DES ao receber um doador de hidrogénio (DH).

Cloreto de Colina Cloreto de Colina Cloreto de Colina
Nl"f I,,..# |+.--"
HO N\~ CON AN VN

i HO , HO ,

cr clI-
— : —— :
OH OH 0--H
DH DH DH

Fonte: SILVA, 2019.

Os DESs né&o agridem o meio ambiente, visto que possuem baixa toxicidade,
baixa inflamabilidade, alta biodegrabilidade, ndo sdo volateis, possuem alta
sensibilidade térmica, e podem facilmente ser sintetizados por condicbes de operagao
simples e recuperados por meio da recristalizagdo do sal (SANTOS, 2019). Devido a
estas caracteristicas, os DESs vem sendo cada vez mais utilizados em diferentes
campos de pesquisa, como eletroquimica, preparacdo de materiais, extragao,
purificacdo e catalise. O numero de relatérios que tratam do conceito geral de DES
publicados nos ultimos 10 anos sido apresentados na Figura 11. Estes foram
pesquisados nas plataformas Scopus e Web of Science, utilizando a palavra-chave

“‘deep eutectic solvent’. Pode-se observar que, apesar do crescente numero de
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estudos utilizando os DESs, ultrapassando 2600 trabalhos s6 no ultimo ano, sendo
2300 artigos de pesquisa e os demais revisdes e capitulos de livro, ainda € um campo
novo quando comparado com outros métodos de pré-tratamentos e que deve ser
melhor explorado.

Figura 11 — Analise da literatura atual sobre DESs desde seu surgimento, sendo em

azul os trabalhos de pesquisa mais recentes e em vermelho as revisdes e capitulos
de livros.
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Por existir uma vasta possibilidade de sintese destes solventes é necessario
saber suas caracteristicas como a condutividade, a estabilidade térmica, os efeitos
dos doadores e aceitadores de hidrogénio, além da melhor raz&o molar para a sintese
considerando-se um determinando objetivo, como por exemplo para a abertura de
uma estrutura lignocelulésica (XU et al., 2020).

O perfil de condutividade esta ligado diretamente com a viscosidade dos DESs
e estes, assim como as demais caracteristicas dos DESs, variam de acordo com seus
componentes quimicos individuais (AH e DH). Suas caracteristicas também variam
com a presenga ou nao de agua na mistura, visto que ao adicionar-se agua a
condutividade do solvente ira aumentar até um certo ponto. Entretanto, a diluicado dos
DESs na agua ou sua sintese na presenga de agua pode levar a perda da ligagao de
hidrogénio e, consequentemente, no desaparecimento da estrutura espacial do DES
(DIAS, 2016). Por esse motivo, estudos sao realizados a fim de determinar a fragéo
de agua ideal para cada DESs como demonstrado por Dai et al. (2015), que
informaram que, ao se adicionar 20% de agua (v/v), a viscosidade do solvente cai
abruptamente, além disso a adigao de agua ocasiona o aumento da condutividade do

solvente. Porém, ao se aumentar a porcentagem de agua nao ocorre mais nenhuma
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modificagao significativa no solvente, mas pode ocorrer o enfraquecimento das

ligagdes de hidrogénio.

2.3.1.1 Aceitadores de hidrogénio (AH)

O cloreto de colina (anion —ClI) possui uma capacidade relativamente grande
de formar redes de ligagdes de hidrogénio com diferentes DHs, comparados a outros
AHs, como o Brometo de Colina ou o lodeto de Colina que apresentam um menor raio
atdbmico e maior eletronegatividade. D esta forma o ion —Cl tende a formar ligagdes de
hidrogénio relativamente mais fortes com DHs., além disso o cloreto de colina possui
a vantagem de n&o ser tdxico e ser biocompativel, ele pode ser amplamente utilizado
para a preparagao de DESs (CHEN et al., 2018a). O cloreto de colina é caracterizado
como um sal de aménio quartenario ligado ao cation organico conhecido como colina.
A colina (Figura 12) foi isolada pela primeira vez em 1849, por um estudioso chamado
Strecker, na bile de suinos, onde recebeu este nome devido aos acidos biliares
chamados acidos cdlicos. Embora ela também seja chamada de vitamina B4, ela n&o
satisfaz a definicdo de uma vitamina, devido ao fato de nao participar no metabolismo
como uma coenzima. Os animais, em sua grande maioria, sdo capazes de sintetizar

colina no figado por metilacdo da etanolamina (NASCIMENTO, 2020).

Figura 12 — Cation de colina.
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Fonte: NASCIMENTO, 2020.

A colina € um composto soluvel em agua e alcool e insoluvel em solventes
organicos, sendo uma base forte que se decompde em solugdes alcalinas. A
caracteristica proeminente de sua estrutura quimica é o seu trio de grupos metil, que
possibilita servir como um doador de grupos metilicos. A colina pura é um liquido
viscoso altamente alcalino, sendo que a sua forma usual é o cloreto de colina que
apresenta de 60 a 70% de colina (FERREIRA, 2019).

O cloreto de colina (CIC) é obtido da mistura de colina com o anion de cloreto

(Figura 13). Possui caracteristica higroscépica, podendo resultar em perdas de
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aminas soluveis em agua quando adicionadas a pré-misturas, pois aumenta o teor de

agua livre no meio, resultando em maior potencial reativo (ZHAO et al., 2019).

Figura 13 — Molécula do cloreto de colina
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Fonte: NASCIMENTO, 2020.

2.3.1.2 Doadores de hidrogénio (DH)

Desempenham um papel vital na estabilidade térmica dos DESs, que
dependem principalmente da fraca interagao intermolecular. O doador de ligagdes de
hidrogénio, forma um solvente eutético com o cloreto de colina por meio de ligagdes
de hidrogénio. A Tabela 2 apresenta alguns compostos que podem ser utilizados
como DHs, juntamente com sua temperatura de degragao térmica (Ti), temperatura
de degragao térmica do DES (Toes) e a diferenga entre as duas temperaturas (AT)
quando utilizados com o cloreto de colina como aceitador de hidrogénio.

Como demonstrado na Tabela 2, a formacdo do DES melhora a estabilidade
térmica dos DHs. Os valores positivos do AT sao provenientes da estabilidade térmica
do solvente obtido. Nota-se assim que os solventes eutéticos a base de CIC e ureia e
a base de CIC e glicerol (Gli) apresentam uma capacidade maior de formar ligagdes
de hidrogénio, visto que apresentam uma estabilidade térmica maior, tornando-se
assim solventes mais eficientes na abertura da estrutura lignocelulésica quando
comparado com os demais DES. Isso implica na necessidade de uma adicado maior
de energia (aumento de temperatura) para que os DES a base dos demais DHs
alcangassem a eficiéncia do DES a base de glicerol e a base de ureia na quebra das
ligagcdes da biomassa lignocelulosica (FERREIRA, 2019).

Portanto a diferenga entre a estabilidade térmica do DES e do DH
correspondente sé usada para caracterizar a intensidade da ligagao de hidrogénio,
enquanto o ATi éo usado para caracterizar a estabilidade térmica do DES, existindo
uma correlagdo entre a forga intermolecular (ligagdes de hidrogénio) e a estabilidade
térmica do DES. Além dos tipos de doares e receptores de hidrogénio, a razdo molar
destes também influéncia na estabilidade térmica dos DESs (CHEN et al., 2018b).
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Tabela 2 — DHs e suas temperaturas de degradagao térmica

Composto Molécula Tou (°C) Toes (°C) AT pes-pH
Glicerol HO/Y\OH 155,9 175,5 19,6
OH
H\ /O—H
H [ o
Etileno Glicol Mz 79,2 90,3 11,1
H—O/ \H
O
Acetamina )k 80,9 78,1 2,8
NH,
O
Ureia él; 157,6 172,7 15,1
AN
HoN""~NH,
O
N-Metil-Ureia PS 162,1 164,3 2,2
HoN"  "NHCH3
HO
Xilitol HOWOH 255,3 261,1 5,8
HO HO

Fonte: Chen et al., 2018a.

A mistura de cloreto de colina (AH) com ureia (DH), por exemplo, na razao de
1:2, formaria um solvente eutético estavel, com equivaléncia no numero de receptores
e doadores de hidrogénio, o que nao ocorreria para razdes diferentes, como por
exemplo 2:1 e 1:1, onde ndo ha numero de doadores o suficiente para a formacao de
um solvente eutético. Ainda, pode-se destacar que com o aumento excessivo de

doadores também n&o ocorre a sintese do solvente eutético (FERREIRA, 2019).
2.3.2 Aplicagoes para o DESs

Abbot et al. (2004) realizaram um estudo sobre as propriedades dos DESs,
comparando-as com as dos liquidos idnicos, demonstrando que estes solventes tém
potencial para aplicagdes em grande escala em galvanoplastia de zinco, fabricagao
de baterias, bem como na producio de catalisadores para reagdes de Diels-Alder. Os
autores também destacaram que estas aplicacbes podem ser estendidas a outros

metais usando misturas de sais hidratados.
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Santos et al. (2020) utilizaram DES a base de cloreto de colina para a
purificagdo de biodiesel utilizando como doadores de hidrogénio o glicerol, o
etilenoglicol e o trietilenoglicol. Os autores conseguiram uma remog¢ao de impurezas
insoluveis em agua de 98% quando utilizado um solvente com CIC: glicerol:
trietilenoglicol (1:2:1), em um tempo de lavagem de 60 minutos. Li et al. (2019b)
também fez uso dos DES para a dessulfurizagdo de combustiveis, chegando a uma
purificacdo de 99%

Liu et al. (2017) realizaram a extragdo da lignina de madeira por um tratamento
assistido por microoondas a 80 °C, utilizando um solvente eutético sintetizado a partir
de CIC e acido oxalico di-hidratado, obtendo um liquido rico em oligdmeros de lignina
com alta pureza (96%). Ja Chen et al (2018b) realizaram o mesmo sistema com CIC
e acido latico obtendo um liquido rico em lignina (cerca de 87%).

Azzizi et al. (2014) utilizaram solventes eutéticos como catalisadores na
obtencao de corantes de 4H-cromenos, obtendo um corante por meio de uma reagao
simples, ambientalmente amigavel e com varios nucledfilos, incluindo indéis, tidis,
aminas secundarias, cianeto e azina. Fischer et al. (2016) também utilizaram
solventes eutéticos como catalisadores para a sintese de éster fenetilico de acido
cafeico.

Mukesh et al. (2014) utilizaram um DES de CIC:tioureia para a producao de
nanofibras de quitina que foram utilizadas para preparar granulos de um gel bio-
nanocomposito usados para estudar a liberacdo lenta de 5-fluorouracil, um
medicamento anticancer. No mesmo ano, Chakrabarti et al. realizaram uma pesquisa
referente a aplicagdo de DES para armazenamento de energia renovavel em baterias
de fluxo redox. Ja em 2013 Singh et al., utilizaram solventes eutéticos assistidos por
ultrassom para a sintese rapida de energia de oxazodis, constataram uma economia
de 85% de energia quando comparado ao método convencional.

O DES também pode ser utilizado em processos de extracdo, como por
exemplo, a extragao de 6leos essencias de semestes de cominho, que podem chegar
a um aumento no rendimento de 96% utilizando um DES a base de CIC:acido L-lactico
(razédo molar 1:3) e com adicao de 40% em massa de agua (ZHAO et al., 2019).

Apesar das varias formas de utilizagdo do solvente eutético, uma das mais
estudadas nos ultimos anos é no pré-tratamento de biomassas com o intuito da

remogao da lignina. A Tabela 3 apresenta os trabalhos encontrados na literatura
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utilizando DESs para o pré-tratamento de biomassas lignocelulosicas com o objetivo
de remover a lignina e reduzir a cristalinidade da amostra.

Como pode-se observar na Tabela 3, muitos solventes eutéticos ja foram
utilizados para o pré-tratamento de muitas biomassas em diferentes condigdes de
operagodes, com diferentes doadores de hidrogénio e todos se mostraram promissores
no processo de deslignificagao.

Tabela 3 — Prés-tratamentos encontrados na literatura, com as biomassas, DESs e condigbes

utilizadas, juntamente com o teor de lignina removida.
Remocao de

Biomassa DESs Razdo Temperatura Tempo L Referéncia
lignina
Pele do Procentese et
CIC:Gili 1:2 150 °C 3h 16%
café al., 2018
Palhade  CIC: acido
1:2 130 °C 3h 23% Xu et al., 2016
milho férmico
Sabugo CIC:acido Zhang et al.,
1:15 90 °C 24 h 93%
de milho lactico 2016
Espiga de ) Procentese et
CIC:Gili 1:2 150 °C 16 h 30%
milho al., 2015
Residuo Nor et al.,
CIC:ureia 1:2 110 °C 4h 15%
de palma 2016
Palha de CIC:acido Kumar et al.
1:5 60 °C 12 h 58%
arroz lactico 2015
Cascade  CIC:acido Fakayode et
1:6 120 °C 3h 43%
melancia lactico al., 2020

Fonte: a autora.

2.3 ESTADO DA ARTE

Arevisao ......

E importante destacar que até o momento, ndo foram encontrados trabalhos na
literatura, a partir das plataformas de buscas cientificas (Science direct e Scopus), que
avaliaram de modo integrado a utilizagdo de solventes eutéticos a base de CIC:
glicerol e CIC: ureia para o pré-tratamento da casca de arroz com a posterior hidrdlise
subcritica em um sistema semi-continuo.

Alguns estudos realizados serviram como base para a fundamentagdo desta
dissertacdo. Agua no estado subcritico foi utilizada em modo semi-continuo para
hidrolisar a casca de arroz por Abaide et al. (2019b) a uma presséao de 15 MPa, a

220°C, com diferentes razbes de solvente/biomassa. Chen et al. (2018b), utilizou
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DESs a base de CIC: Gli, razdo de 1:2, com adigdo de agua e/ou acido para o pré-
tratamento de gramineas onde obteve uma deslignificagdo de 63% para uma mistura
eutética entre CIC: Gli: (razdo de 1:2) com adi¢cado de 20% de agua em massa e 1%
de &cido sulfurico. Ja Nor et al. (2016) utilizou um DES a base de CIC:ureia na razédo
de 1:2, para o pré-tratamendo de residuos de palma e obteve uma remocgéo de lignina
de 15%. Assim esse estudo cientifico tem carater inovador visando agregar maior
conhecimento com relagdo a uma possivel rota tecnoldgica para a produgao de

acgucares fermentesciveis e bioprodutos.
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Abstract

Rice husks is a residue with relevant amount of cellulose, hemicelluloses and lignin.
The potential of deep eutectic solvent was investigated in rice husks pretreatment to
delignification and increase in cellulose content. Sequential subcritical water hydrolysis
was applied in the best pretreatment condition aiming to produce fermentable sugars.
Fourier Transform Infrared Spectroscopy was used in pretreated rice husks to
evaluated the increase in cellulose content at different pretreatment time (1, 2, 4 and
6 h), with choline chloride: glycerol and choline chloride: urea. The lignocellulosic
composition was determined by thermogravimetric analysis. In the assay at 230 °C
with R of 40, the highest yields of reducing sugars were obtained (49.9 £ 2.41 g/100 g
biomass) and efficiency (67.91 + 3.28 g sugars/100 g carbohydrates).

Keywords: Rice husk; Deep eutectic solvent; Biorefinery; Eco-frendly route;

Subcritical water hydrolysis; Sugars.
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1. Introduction

The high consumption and exploitation of fossil energy, combined with the
increase of negative environmental impacts in industrial production processes,
promote an urgent demand for other sources of energy. Thus, there is a gradual growth
in the search for clean, reliable, environmental friendly and alternative energy sources
to replace the conventional energy [1]. Fortunately, biomass is a renewable resource
that could be processed into bioproducts accordingly the biorefinery concept [2].

Rice husks (RH) is a lignocellulosic biomass residue from rice processing. RH is an
agroindustrial biomass waste that is readily available. Annually, 180 million tons is
generated in the world and 70% is burned for energy production [3]. The lignocellulosic
composition of RH varies with several factors, such as crop, climate and region,
however according to the literature, RH is mainly composed by 28 wt% cellulose and
18.5 wt% hemicelluloses [4]. Studies have been increased to enable the use of RH as
a resource for biorefining, taking into account the process sustainability to produce
biofuels. However, to enhance the production of biofuels, it is important to hydrolyse
cellulose and hemicelluloses into sugars that are used for fermentation [5].

Obtaining valuable products by dissociating cellulose and hemicelluloses can be
improved by several processes that have been developed. Dilute acid and enzymatic
hydrolysis are processes commonly used [5,6]. For industrial scale viability some
advantages and disadvantages of these processes must be considered. Enzymatic
hydrolysis has a long reaction time and very high costs, whereas diluted acid hydrolysis
produces high concentrations of inhibitors, which affect the fermentation process [7].
Thus, there is an increase in the search for sustainable technologies to improve the
processing yields of lignocellulosic biomass.

Subcritical water hydrolysis (SWH) is a clean and effective process to dissociate
cellulose and hemicelluloses. SWH uses water as an environmentally friendly solvent,
occurs in a short time and does not generate residual solvents [8]. However, the
heterogeneous and recalcitrant structure of lignin partially hinder conversion to
valuable products. The high lignin content in lignocellulosic biomass makes processing
difficult for bioethanol production, both for chemical, physical or biological routes [9].
Alkaline and acidic methods for pretreatment of lignocellulosic biomass are commonly
used, nevertheless, they have drawbacks such as corrosion of equipment and high

cost products purification [10]. Some pretreatments are being developed for
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delignification of lignocellulosic biomass, using mild, green and sustainable solvents.
Deep eutectic solvents (DES) as pre-treatment methods for lignocellulosic biomass are
environmentally friendly solvents, easily prepared, with low toxicity, pure, non-
flammable and easily biodegraded [11].

RH delignification using DES have been studied by several authors [12,13] and
also for obtaining sugars by subsequent fermentation, aiming at the production of
bioethanol [4,14]. However, in the best our acknowledgment no studies were found
using recognized search platforms (e.g. Scopus and Science direct) envolving DES
pretreatment with sequential use of SWH in RH as lignocellulosic biomass for obtaining
fermentable sugar. Thus, the main objective of this work was to study delignification
potential of DES, choline chloride: glycerol (ChCI:Gly), choline chloride: urea (ChCI:U)
and aqueous mixture of them (individually) submitted to different process times and
the subsequent utilization of RH pretreated to feed semi-continuous subcritical water
reactor to obtain high quantities of bioproducts and sugars.

2. Materials and methods
2.1 Raw material and deep eutectic solvent synthesis

RH were acquired from the rice manufacturing agribusiness located in the Rio
Grande do Sul - Brazil. RH were subjected to drying at 60 °C for 1 day. In sequence,
they were ground using Willey Knife Mill (FT-60, STAR Macro, Brazil). The RH were

stored in a refrigerated system (- 5 °C) prior to the experiments.

Drying of choline chloride (ChCI) was performed for 2h at 60 °C. At room
temperature the DES synthesis was performed using methodology already studied
[15]. A mixture (ratio 1:2) of choline chroride and glycerol (Gly) at 60 °C with permanent
stirring (180 rpm) is carried out observing the solvent until the moment it becomes
transparent. The solvent ChCI:Gly in aqueous medium was prepared using 20% water
in the mixture. Choline chloride:urea (ChCl:U) and Aqueous ChCI:U were synthesized

using the same procedure as described above.
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2.2  Deep eutectic solvent pretreatment

All the pretreatment were conducted following an adaptation of previously studied
methods [16]. Thus, 1 g RH mixed with 10 g of DES (1:10 biomass/DES ratio) in high
pressure reactor in closed systems at 120 °C and pretreated in an oven at different
times (1, 2, 4 and 6h). The pretreatment solvents were: ChCI:Gly, ChCl:U, aqueous
ChCI:Gly and aqueous ChCI:U. After the high temperature reaction step, 30 ml of a
mixture of acetone: water (1:1, v: v) was added to the pre-treated paste, already cooled

to 25 °C and the solids were stored.

2.3 Experimental procedure to obtain hydrolyzed solution by subcritical water

The experimental system used to obtain hydrolyzed solutions from untreated
RH and hydrolyzed pretreated RH is the same used by previous works [17,18]. The
untreated RH and pretreated RH were hydrolyzed by subcritical water with duplicate
assays using methodology adapted from a previous study [18]. In a brief description,
10 g of samples (untreated RH or pretreated RH) were loaded in the reactor and the
pump maintained a constant flow rate of water. With the reactor already pressurized,
the water supply was interrupted and the outlet valve closed. The heating system was
switched on to increase the temperature up to the set point (experimental assays at
200 °C, 230 °C and 260°C). For constant temperature, the pressure was 15 MPa.

The reaction time was fixed at 10 min and the solvent / feed ratio (R) (g water /
g biomass) was evaluated, changing the value of the feed flow. For an R of 25 and 40
the flow rates were 25 and 40 mL / min, respectively. The time intervals for collecting
the hydrolyzate solutions were: 0.5 min (first 3 min), 1 min (3-6 min) and 2 min (6-10
min) intervals. The hydrolyzed samples were stored in a refrigerated system for further

analysis (composition of sugars, inhibitors and bioproducts).

2.4  Solid characterization

For untreated RH, moisture, ash content and total extracts were determined by
triplicate analyzes according to standard methodology (NREL, 2020). Untreated RH

and pretreated RH were analyzed by Fourier-transform infrared spectroscopy FT-IR



44

(IR Prestige 21, Shimadzu, Japan). The spectral range analyzed was 1200 and 1000
cm-—1 with a nominal resolution of 4 cm—1. The aim is to evaluate the increase in bands
regarding the cellulose groups, of the pretreated RH at different time intervals (1, 2, 4
and 6h) with different mixtures of DES (ChCI:Gly, ChCIl:U, ChCI:Gly:W20% and
ChCIl:U:W20%)

The thermal degradation behavior of untreated RH and pretreated RH in the
better time (highest peak in FT-IR analyses for cellulose functional groups), was
analyzed by a thermogravimetric analyzer (Model DTG60 / 60H, Shimadzu, Japan). In
each experiment it was carried out with a constant flow rate (50 mL/min) of N2 (99.99%
purity). The temperature range of the analysis was 25 to 800 °C with a heating rate of
10 °C/min. Raw thermogravimetric data were converted into derivative thermograms
(DTG). The aim is to quantify the percentage (free of extracts) of cellulose,
hemicelluloses and lignin using a previously defined method [18,19].2.5 Hydrolyzed

solution characterization

2.5.1 Reducing sugars

The reducing sugars (RS) of hydrolyzed solutions were analyzed by
dinitrosalicylic acid (DNS) colorimetric method (Miller, 1959). RS yield (YRS; g sugar
equivalents in glucose /100 g biomass) was calculated according to Eq. 1 and the
efficiency E (g sugar /100 g carbohydrates (hemicelluloses and cellulose)) was

calculated according to Eq.2.

m

Y = —254100 (1)
my
m

E =—+100 (2)
Mcy

Where: mRS is the mass (g) of RS in the hydrolysed solution, mf is the mass (g) of
untreated RH (or pretreated RH) fed into the reactor (g), and mCH is the mass (g) of

carbohydrates (hemicelluloses + cellulose).

2.5.2 Fermentable sugars, bioproducts and inhibitors

The determination of the content of sugars (glucose, cellobiose, xylose and

arabinose), fermentation inhibitors (Hydroxymethylfurfural and furfural) and
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bioproducts (acetic, levunic and formic acids) was performed by methodology used in
the literature [4]. Briefly, High-performance liquid chromatography (HPLC)
(Proeminence UFLCXR, Shimadzu, Japan) equipped with a refractive index detector
(RID 10A, Shimadzu, Japan) was used. A Hi-Plex H column (300 mm x 7.7 mm)
(Agilent, USA) was used at 55 °C for determination of glucose, cellobiose, xylose,
arabinose, acetic acid, formic acid and levulinic acid. For determination of inhibitors
(furfural and 5-hydroxymethylfurfural (HMF)) was used the same HPLC equipment with
a photodiode array detector (PDA 20-A, Shimadzu, Japan). A Shim-Pak ODS C18

column (Shimadzu, Japan) was used.
3. Results and discussion

3.1 Fresh material characterization

The ash, moisture, ash and extractives content in untreated RH were 15.8 +
1.2%, 8.4 £ 0.8% and 13.0 £ 1.6%. Moisture is an important parameter for the
pretreatment, for DES pretreatment, the sample must be dried, so 8.4 £ 0.8% is a low
value which would imply small energy consumption in the drying process, on an

industrial scale this is relevant.

SWH for samples with high ash contents, have the undesirable consequence of
equipment wear due to abrasion. Although the composition may vary due to several
factors (cultivation, geographical region, variety, crop, etc.), the ash content is closer
to reported by other studies [4,21]. The authors found the values of 16,6 + 0.7 and 15.1
1 0.27 % for ash content in the RH, respectively. This can be attributed to the use of

RH obtained from the same region, in southern Brazil.

The cellulose, hemicelluloses, and lignin content (free mass of extractives) were
44.63%, 29.71%, and 22.0%, respectively. The values obtained for these components
are used to evaluate the effect of pretreatment on RH samples. In addition, efficiency
(E) is calculated using the carbohydrate content, which is determined by the amount

of cellulose and hemicelluloses.
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3.2  Effect of the pretreatment time on lignocellulosic content

The definition of the best pretreatment time for RH, using the 4 mixtures of DES
individually, was evaluated by FT-IR. The stretches of C-O, C-C and C-OH, related
to cellulose, were found close to the 1100 cm™ band. [22]. Thus, for pretreated
samples, the increase in band at 1100 cm', indicates an increase in cellulose content,
which may have occurred due to delignification. The highest intensity at 1100 cm™! was
for pretreatments performed at 4 and 6 h using DES mixtures: ChCI:Gly, ChCIl:U and
ChCl:U:W20% (Fig.1).

The sample pretreated with the ChCI:Gly:W20% mixture for 6h did not show an
intense band for C—C and C-OH stretches as verified for the other mixtures. However,
using the same mixture at 4h, the band has high intensity. In general, the 4h was the

best pretreatment time.

0,2

RH

Pretretead RH 1h (a)
Pretreated RH 2h
Pretreated RH 4h
Pretreated RH 6h

o
[y
(6, ]

Absorbance
o
[=Y

1200 1150 1100 1050 1000
Wavenumber (cm™)

RH

Pretreated RH 1h (b)
Pretreated RH 2h

Pretreated RH 4h

Pretretead RH 6h

Absorbance

1200 1150 1100 1050 1000
Wavenumber (cm)



47

0.2

RH

Pretreated RH 1h
Pretreated RH 2h
Pretreated RH 4h

(c)

o
[=Y
(6, ]

Absorbance
o
-

1200 1150 Wavenum (cm"‘) 1050 1000
0.2 R
Pretreated RH 1h (d)
Pretreated RH 2h
o 0.15 Pretreated RH 4h
o Pretreated RH 6h
f=
(5]
2 o1
o
7]
Q0
< 0.05 /A
0
1200 1150 1100 1050 1000

Wavenumber (cm)

Figure 1. FT-IR spectroscopy analysis of RH and pretreated RH in different times.
Pretreated with (a) ChCI:Gly, (b) ChCIl:Gly:W20%, (c) ChCI:U and (d) ChCI:U:W20%.

3.3 Evaluation of compositional change during pretreatment with deep eutectic

solvent

The samples were analyzed by TGA to determine derivative thermograms
(DTG) (Fig. 2). The temperature of each peak (DTG) obtained is used to determine the
percentages of lignocellulosic compounds. The range of 330-370°C was used to
determine cellulose content [23], the 175-330°C range was used for hemicelluloses
[24], and 370-550 °C range was used for lignin [25].

For untreated RH peaks of 200 °C to 300 °C and 300 °C to 370 °C appeared.
The peaks appearing for untreated RH refer to hemicelluloses and cellulose. According
to Fig. 1.a, when RH was subjected to pretreatment with ChCI:Gly:W20%, an increase
in the cellulose content and a reduction in the hemicellulosis content according to the
peaks. For ChCI:Gly, there is no abrupt reduction in the intensity of the peak of
hemicelluloses, however the peak relative to cellulose does not present a high intensity
(Fig. 1.a). In RH samples pretreated with ChCI:U and ChCIl:U:W20%, there is less
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peaks intensity related to cellulose (Fig. 1.b), when compared to those pretreated with

ChCI:Gly and ChCI:Gly:W20%.
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Fig. 2: Derivative thermogravimetric analysis (DTG). (a) RH and samples pretreated

with ChCI:Gly and ChCIl:Gly:W20% and (b) RH and samples pretreated with ChCI:U
and ChCl:U:W20%.

The RH composition for hemicelluloses, cellulose and lignin (Table 1) was
determined by integration and normalization of DTG profiles shown in Fig. 1a and Fig.
1b, according to the The RH composition for hemicelluloses, cellulose and lignin
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(Table 1) was determined by integration and normalization DTG profiles shown in Fig.
2a and Fig. 2b, according to the methodology reported by literature [19]. As a result,
high amount of lignin was dissolved for all pretreatments (42-46 % of lignin removal).
The delignification mechanism using DES is the cleavage of the ether bond from lignin,
and the consequent dissociation of it from the lignocellulosic structure. [26]. Oil palm
empty fruit brunch was submitted to pretreatment with DES (ChCI:Gly) at 120 °C during

8h and achieved a delignification of 22% without increasing the cellulose content [16].

Table 1: Lignocellulosic composition (free mass of extractives) of RH and samples
pretreated at 120 °C, 1:10 biomass/DES ratio with different DES mixtures for 4h.

Pretreatment Cellulose (%)* Hemicelluloses (%) Lignin (%)
RH untreated 44.6 20.7 22.0
ChCI:Gly 53.8 30.3 12.6
ChCIL:Gly:W20% 71.4 13.0 12.4
ChCl:U 57.5 25.8 13.0
ChCIl:U:W20% 59.0 25.7 11.8

* % mass percentage.

With the exception of pretreatment with ChCI:Gly, all samples showed a
reduction in hemicelluloses content as well. Therefore, part of the hemicelluloses
must have been dissociated in these pretreating. For all pretreatments, there was a
positive increase in cellulose content. Pretreatment with ChCIl:Gly:W20% showed the
greatest increase in cellulose content (60%) when compared to untreated RH (Table
1). Previous studies have shown a change in cellulose content of Switchgrass from
31.57 10 60.26 (91% increase) using ChCI:Gly:W20% acidified with 0.9% of H2S04,
at 121 °C and 1h [15]. The present study did not use acid and achieved a
delignification as high as this one. The RH pretreated with ChCIl:Gly:W20% were

then used in the SWH essay under different conditions.

3.4  Effect of Subcritcal water hydrolysis parameters on the efficiency and reducing
sugars yields

The values obtained for RS yield and efficiency in different conditions after 10

min of reaction are shown in Table 2. The greatest YRS was obtained at 230 °C / R-
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40 (49.90 = 2.41 g/100g biomass). The YRS was lower for experimental essay at a
lower temperature (200 °C /R-25 and 200 °C /R-40). This may have been attributed
due to the low content of hemicelluloses in the pretreated biomasses and consequently
the non-dissociation of sugars (Xylose and Arabinose), since at this temperature only
dissociation of hemicelluloses occurs [27]. There is cellulose hydrolysis, for milled
samples with amorphous zones at temperatures of at least 230 °C [28].

The highest E value (Table 2) was 67.91 + 3.28 g sugar/100 g of carbohydrates is due
to the high levels of cellulose and the low lignin content in pretreated RH (Table 1). In
previous work, RH were hydrolyzed by SWH at 220 °C /R-7.5 and an efficiency (E) of
39.7 £ 1.7 g/ sugar/100 g of carbohydrates was founded [4]. This value is much lower
(1.71 times lower) than that found in this study, which performed the biomass

pretreatment step.

Table 2: Influence of parameters (temperature and solid ratio) on the RS yield (Yrs)
and efficiency (E) of SWH of untreated and pretreated RH (ChCI:Gly:W20%) at 15
MPa.

Liquid/solid
' Temperature Yrs* E (g/100g*
Exp Code mass ratio g .
(°C) (g/100g biomass) carbohydrates)
water/g sample
1 200°C/R-25 25 200 1.05+0.16 1.42 +0.21
2 200°C/R-40 40 200 0.05+0.02 0.08 + 0.03
3 230°C/R-25 25 230 27.05+6.83 36.86 £ 9.30
4 230°C/R-40 40 230 49.90 + 2.41 67.91 + 3.28
5 260°C/R-25 25 260 10.78 £ 0.90 14.67 +1.23
6 260°C/R-40 40 260 14.92 +0.19 20.30+0.26
7**  RH230°C/R-40 40 230 10.21 £ 0.41 15.80 + 0.64
* Dry basis

** Assay using untreated RH
Yrs: reducing sugar yield

E: Efficiency

In the kinetic profiles the YRS in Subcritical water hydrolysis at different
conditions are shown in Fig. 3. For the different conditions the reaction rate does not
follow a same pattern. There is a great increase in RS yield up to 6 min of reaction
when evaluating the condition 230 °C /R-40. However, the conversion rate becomes
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approximately zero after that time and the maximum value of 49.90 + 1.41 g/100g
biomass was reached. At 0.5 min and 2 min, the RS yield increased from 2.81 + 0.4
g/100 g biomass to 40.59 + 3.5 g/100 g biomass, with an average hydrolysis rate of
25.18 g/min in 100 g of biomass.
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Fig. 3: Kinetic profile of RS yield for untreated RH and pretreated RH at 15 MPa

For the 230 °C/R-25 condition, the RS yield became constant after 4 min of
reaction (27.05 £ 6.83 g/100 g biomass), with a hydrolysis rate of 11.96 g/min in 100 g
of biomass. The 230 °C /R-40 condition presented hydrolysis rate of approximately 2.1
times higher than the 230 °C/R-25 condition. A short residence time may have caused
this behavior when the values of R of 40 and 25 g water/g biomass (both at 230 °C)
are compared. These values for hydrolysis rates are much higher than other studies
reported by the literature. A hydrolysis rate of 3.4 g/min in 100 g of biomass was
obtained for untreated RH using SWH at 220 °C /R-7.5 condition [4]. SWH was also
applied on coconut husk, defatted grape seed and pressed palm fiber [29]. The authors
obtained the maximum rates of hydrolysis for the coconut husk (0.9 g/min), defatted
grape seed (0.26 g/min) and pressed palm fiber (0.66 g/min). The high hydrolysis rate
found in this study, can be attributed to the pretreatment of delignification with DES.
The hydrolysis rate for the same condition (230 °C /R-40), but using untreated RH as
feedstock in the reactor, was 4.68 g/min in 100 g of biomass. Thus, the lower content

of lignin on pretreated RH may have decreased recalcitrance in the dissociation



52

process of cellulose and hemicelluloses [30]. The hydrolysis rate at 230 °C /R-40 for
pretreated RH was then 5.3 times higher for assays (same condition) that used
untreated RH.

In experiments at the same R value for a temperature increase from 200 °C to
230 °C, there was an increase in RS yield (Fig. 3). This may have occurred due to the
increase in the ionic product value of water for higher SWH temperatures. So there are
higher concentrations of hydronium and greater ease in the conversion of
carbohydrates. [31]. There are higher RS yields for short residence times, however at
260 °C this has not been verified (Fig. 3), which can be attributed to a greater thermal
degradation of the compounds, forming volatile substances [32]. Subcritical water
hydrolysis was also used to obtain sugar from soybean straw and hull [17]. In the study
the best RS yield was obtained for both biomasses at 220 °C. For soybean straw and
hull, the YRS was 10.27 + 0.58 (220 °C/R-18) and 10.52 + 0.41 (220 °C /R-15) g/100g
biomass, respectively. Temperature values are very close to those used in this work.
It can still be noted that the highest values for YRS, were also for the highest water /

biomass ratios.
3.5 Composition of the hydrolyzate

The content of sugar, inhibitors and bioproducts were analyzed in the
hydrolysates obtained (Table 3). The monosaccharide with the highest levels found in
the hydrolyzate was cellobiose, followed by xylose. For pretreated RH, under
conditions with R-40, where the temperature was 230 °C (4.01 £ 0.16 g/100g biomass)
and 260 °C (4.36 = 0.75 g/100g biomass), the highest values for cellobiose were
obtained. The lower sugars content for the R-25 condition at 230 and 260 °C is
associated with the degradation of cellobiose to glucose and sequential degradation
to formic acid [27], since it is possible to visualize that the value for formic acid is high,
being 5.77 £ 0.33 and 5.13 £ 0.27 g/100g biomass for conditions 230 °C /R-25 and 260
°C /R-25, respectively. This degradation is due to the longer residence time for
conditions R-25 when compared to R-40, because the flow rate in the R-25 is lower

[8].



Table 3: Yields of sugars, inhibitors, and bioproducts (g/100 g biomass; dry basis) obtained by SWH of pretreated RH for 10 min.

200 °C/R-25 200 °C/R-40 230 °C/R-25 230 °C/R-40 260 °C/R-25 260 °C/R-40 RH 230 °C/R-40*
Sugar (g/100g)
Glucose 0.08 + 0.02 0.05 + 0.00 0.06 + 0.01 0.10 + 0.01 0.09 + 0.02 0.14 £ 0.02 0.02 + 0.00
Cellobiose 0.81+0.12 1.98 £ 0.12 1.72 £ 0.31 4.01+0.16 1.18 £ 0.11 4.36+0.75 0.44 £ 0.11
Xylose 0.01 +£0.00 0.02 + 0.00 0.62+0.16 1.50 £ 0.19 1.00 £ 0.07 2.07 £ 0.33 0.08 + 0.00
Arabinose 0.08 = 0.01 0.06 + 0.01 0.26 + 0.01 0.31+0.01 0.20 £ 0.05 0.24 +0.03 0.18 £ 0.00
Total 0.99 2.11 2.67 5.94 248 6.83 0.73
Inhibitors
(g/1009)
HMF 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.04 + 0.02 0.12 £ 0.04 0.13+0.05 0.00 + 0.00
Furfural 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.05 + 0.01 0.36 £ 0.15 0.51+0.16 0.98 + 0.34 0.00 + 0.00
Total 0.00 0.00 0.05 0.40 0.63 1.11 0.00
Organic acids
(9/100g)
Formic acid 3.16 + 0.54 4.09 + 0.08 5.77+ 0.33 3.82+0.60 513+0.27 1.95+0.14 0.26 + 0.04
Acetic acid 0.06 £ 0.01 0.07 £ 0.01 0.27 £ 0.04 0.41 £ 0.04 0.40 £ 0.04 0.62 £ 0.09 0.12 £ 0.00
Levuinic acid 0.00 + 0.00 0.02 + 0.00 0.02 + 0.00 0.10 £ 0.01 0.04 + 0.01 0.06 + 0.01 0.01 +£0.00
Total 3.22 4.18 6.06 4.33 5.57 2.63 0.39

* Assay using untreated RH



When the cellobiose and xylose content (Table 3) for pretreated RH submitted
to SWH are evaluated, their values are higher than that obtained for untreated RH
submitted to SWH at 230 °C /R-40. This may have occurred due to the high cellulose
content in the pretreated RH. The delignification in pretreated RH also contributes to
the dissociation of cellulose and hemicelluloses into cellobiose and xylose,
respectively. Thus, it is notable that pretreatment with DES (ChCI:Gly:W20%) implied

hydrolyzed solutions with higher levels of cellobiose and xylose sugars.

The cellobiose levels (4.36 + 0.75 g/100g biomass) obtained in this work (260
°C/ R-40) are higher than those found for other biomasses that were submitted to
SWH. Defatted grape seed, pressed palm fiber and coconut husk were also submitted
to SWH during 30 min at 260 °C (approximately)[29]. The contents of cellobiose in
the hydrolyzed solutions of Coconut husk, Defatted grape seeds and Pressed palm
fiber are 0.12, 0.04 and 0.41 g/100 g raw material, respectively. It is important to
highlight that these biomasses were not submitted to pretreatment with DES.

Regarding the inhibitors contents, very low values were found for these compounds.

The content of fermentable sugars, inhibitors and bioproducts, was also
analyzed for the hydrolyzate aliquots collected at the different assay time intervals
(until 10 min). (Fig. 4 and 5). For pretreated RH cellobiose and xylose were recovered
up to 1.5 min. The highest content of cellobiose was 2.44 mg/g biomass (1.5 min) at
230 °C /R-25 condition. Xylose had the highest content (2.78 mg/g biomass) at 260
°C /R-40. This higher xylose content at the beginning of the SWH process was also
observed in other studies [17,18]. SWH was used to hydrolyze the rice straw, with an
increase in cellulose content observed at 2 and 4 min from the start of the process at
220 °C / R-15 [18]. In the first 0.5 min, higher levels of xylose were obtained from
soybean straw and hull submitted to SWH at 220 °C [17]. For these studies, the
biomasses were packaged in the subcritical hydrolysis reactor, and kept in water in a
static manner until the temperature transient reached the desired condition, and thus
the water passage process began. This may have facilitated a small conversion of

sugars at the beginning of SWH [33].
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Fig. 4: Yield of sugars (non-accumulated samples) for untreated RH and pretreated
RH at 15 MPa.
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Fig. 5: Yield of bioproducts and inhibitors (non-accumulated samples) for untreated

RH and pretreated RH at 15 MPa.
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The untreated RH submitted to SWH at 230 °C /R-40, presented values for the sugar
contents much lower (in the order of 0.5 mg/g) to those obtained for the pretreated
RH also submitted to SWH. This can be attributed to the higher lignin content
(recalcitrant structure) of untreated RH, and the lower cellulose content [27,30]. The
glucose content obtained was very low, which may have occurred due to degradation
in formic acid (Fig. 5). The levels of formic acid obtained for pretreated RH were in
the range of 3 to 7 mg /g biomass. For the other bioproducts and inhibitors, the values
found were much lower than those obtained for formic acid in all SWH conditions,
both for pretreated RH and untreated RH. The low levels for inhibitors, imply less
difficulties in adapting microorganisms in the subsequent process of fermentation for
the production of bioethanol [34].

4. Conclusion

RH have been pretreated with DES (ChCI:Gly, ChCI:Gly:W20%, ChCI:U and
ChCl:U:W20%). High cellulose content (71.4%) was found using ChCIl:Gly:W20% at
120 °C during 4h, otherwise delignification, was achieved for all pretreatments (42-
46 %). Pretreated RH presented high E (67.91 + 3.28 g sugars/100 g carbohydrates)
at 230 °C /R-40. For untreated RH at the same SWH condition, E was 15.80 + 0.64
28 g sugars/100 g carbohydrates. This indicates an 430% increase in E using
pretreated RH. Based on the conclusions, it is possible to propose an integrated

environmentally friendly process with potential use for RH.
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4 CONCLUSOES GERAIS

O estudo mostra que os solventes eutéticos profundos séo eficazes na
dissolucéo seletiva da lignina e no enriquecimento dos teores de celulose. Para as
misturas de solventes eutéticos estudadas, o melhor tempo de pré-tratamento sob
aquecimento convencional a 120 °C foi de 4 horas e, dentre os solventes utilizados,
pode-se concluir que a mistura de cloreto de colina com glicerol na proporgao de 1:2
com adigdo de 20% em peso de agua resultou em uma maior porcentagem de
deslignificagdo (43,6%) e um enriquecendo de 60% nos teores de celulose das
cascas de arroz.

Ao se avaliar os resultados obtidos com relagao a eficiéncia de conversao
dos carboidratos em acgucares, € importante notar o grande aumento para este
parametro quando se observa a eficiéncia (67,91 £ 3,28 g/100g carboidratos) obtida
para a casca de arroz pré-tratada e submetida a hidrolise subcritica com agua a 230
°C e razdo solvente/solido de 40 e a eficiéncia obtida (15,80 + 0,64 g/100g
carboidratos) para a casca de arroz submetida a mesma condi¢do, mas sem passar
pela etapa de pré-tratamento. Como esse aumento é expressivo (430%), ha uma
tendéncia positiva ao uso de pré-tratamento de casca de arroz utilizando solvente
eutético com intuito de aprimorar os resultados obtidos na hidrdlsie.

5 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

» Estudar a recuperacao dos solventes eutéticos e seu reuso;

> Avaliar a sintese de novos solventes eutéticos com novos aceitadores de
hidrogénio;

» Analisar a lignina soluvel presente no liquido apos o pré-tratamento;

» Realizar uma avaliagao energética de todo o processo integrado.
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