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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE PROCESSO DE DESLIGNIFICACAO DA PALHA DE
MILHO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

AUTORA: Carolina Marqguezan da Silva
ORIENTADOR: Prof. Dr. Cezar Augusto Bizzi

Nesse trabalho foi investigada a utilizagdo do ultrassom (US) no processo de hidrélise
acida para deslignificacdo da palha de milho, em comparacdo com o método
convencional proposto pelo Laboratério Nacional de Energias Renovaveis (NREL,
Estados Unidos). Esse procedimento consiste na hidrélise de 300 mg de amostra com
H2S0a4 (72%) por 1 hora a 30 °C, posterior diluicdo a 4% de H2S0a4e autoclavagem
por 1 horaa 121 °C. Para o processo de hidrélise acida assistida por ultrassom foram
avaliados banhos ultrassonicos com diferentes frequéncias (25 a 130 kHz), poténcias
nominais (100 a 330 W) e amplitudes (50 a 100%). Para comparacao dos resultados,
foi feito o processo de hidrélise com ultrassom utilizando as mesmas condic¢des de
tempo, temperatura e concentracdo acida que o método convencional (NREL). Ap6s
a escolha do sistema ultrassénico mais adequado, foram avaliados parametros de
processo, tais como: tempo de sonicagédo, tempo de autoclave e amplitude do
ultrassom. Apos a otimizacao dos parametros de processo, a condi¢cdo mais adequada
para a hidrolise acida assistida por ultrassom para a deslignificacdo da palha de milho
foi de 35 kHz por 10 minutos, 100% de amplitude, 30 °C, solucéo de H2SO4 72% e 60
minutosde hidrolise emautoclave. Para verificarse a hidrolise 4cida havia solubilizado
todos os carboidratos da palha de milho, foi feita a determinac&o de glicose, xilose e
arabinose por HPLC-RID na fracdo soluvel do método convencional e do método
alternativo com o US. Para a hidrolise seguindo o proposto pelo NREL e para a
condigcdo otimizada com o US, foram obtidos os teores de 86,68% e 91,67% de
carboidratos, respectivamente. Os resultados referentes a extracdo de lignina e de
solubilizacédo dos carboidratos para ambos os métodos néo apresentou diferenca
significativa, segundo o teste estatistico t student em intervalo de 95% de confianca.
Adicionalmente, foi feita a caracterizacao dos grupos funcionais e analise morfologica
da lignina resultante do processo de hidrélise acida por espectroscopia de
infravermelho (IR) e microscopia eletrénica de varredura (SEM). O processo proposto
permitiu deslignificagéo da palha de milho em condi¢gbes brandas de temperatura,
utilizando acido diluido e menores tempos de extracdo quando comparado ao método
convencional.

Palavras chave: Deslignificacdo. Valorizacdo. Biomassa. Ultrassom.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ULTRASOUND-ASSISTED CORN STRAW
DELIGNIFICATION PROCESS

AUTHOR: Carolina Marquezan da Silva
ADVISOR: Prof. Dr. Cezar Augusto Bizzi

In this work, the ultrasound (US) was investigated in acid hydrolysis process for com
straw delignification, in comparison with the conventional process proposed by
National Renewable Energy Laboratory (NREL). This procedure consists in 300 mg of
corn straw hydrolysis with 72% H2SOa4for 1 hourat 30 °C, followed by a dilution at4%
acid, and autoclaving for 1 hourat 121 °C. For the ultrasound-assisted acid hydrolysis
process it was evaluated ultrasonic baths in several conditions of frequencies (25 to
130 kHz), nominal power (100 to 330 W), and amplitudes (50 to 100%). This procedure
was performed in the same conditions of time, temperature, and acid concentration as
the reference method (NREL). After the selection of the most efficient ultrasonic
system, other parameters were evaluated, as sonication time, ultrasonic amplitude,
and autoclaving time. The more suitable conditions for corn straw delignification were
achievedin 10 minutes of sonication at 35 kHz and 50% of amplitude, 72% H2SO4 at
30 °C followed by 60 minutes of autoclaving. To verify if the acid hydrolysis solubilized
all the carbohydratesin the corn straw, the contents of glucose, xylose, and arabinose
were determined by HPLC-RID. The total carbohydrate content of 86.68% was
obtained for the reference method (NREL), while 91.67% was recovered when the
proposed method with US was used. The results referring to lignin extraction and
carbohydrate solubilization for both methods exhibit no significant difference,
according to the t student statistical test (95% confidence level). Additionally, the
characterization of the functional groups and morphological analysis of the lignin
resulting from the acid hydrolysis process was carried out by infrared spectroscopy
(IR) and scanning electron microscopy (SEM), respectively. The proposed ultrasound-
assisted delignification process allowed the delignification of corn straw under mild
temperature conditions and reduced extraction time when compared to the
conventional method.

Keywords: Delignification. Valorization. Biomass. Ultrasound.
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1 INTRODUCAO

Biomassa € consideradaqualquermaterial, ou rejeito sustentavel,que seja uma
fonte rica em carbono e com potencial para gerar produtos de maior valor agregado
quando submetida a tratamentos fisico-quimicos ou biolégicos
(CHERUBINI,STR@MMAN, 2011). A palhade milhoé caracterizada como um residuo
industrial, 0 que a torna uma matéria prima barata e abundante para aplicacdo em
processos de conversdo, além de ser uma fonte renovavel alternativa ao uso de
combustiveis fosseis para a producao de energia e produtos da quimica fina (YANG
et al., 2018).

Métodos de extracdo sdo frequentemente empregados com a finalidade de
valorizar residuos lignocelulésicos. O objetivo desse tratamento é fragmentar as
cadeias de celulose, hemicelulose e lignina em fragcdes de menor peso molecular que
possuem maior valor agregado do que as suas formas poliméricas, ou apenas separa-
las visando a geracédo de energia. A lignina, por exemplo, ao ser retirada da matriz
lignocelulésica pode ser utilizada para funcionalizacédo de polimeros em compésitos,
oferecendo resisténcia e leveza ao material (BHUSHAN et al., 2020; NARRON et al.,
2016). Também pode ser empregada nageracao de combustiveis e naaditivacdo dos
mesmos (JEDRZEJCZYKetal.,2021; OBYDENKOVAetal., 2017). Se os tratamentos
promoverem a fragmentacdo da estrutura da lignina em monémeros, sao obtidos

produtos de interesse para industria farmacéutica e alimenticia.

Como exemplos de métodos convencionais de separacao ou fragmentacao da
lignina podem ser citados a pirélise, hidrélise acida e alcalina, processos organossolv,
liguefacdo hidrotérmica, entre outros (DEVADASU et al., 2020; KUMAR et al., 2020;
ZHU et al., 2015). Entretanto, esses processos demandam elevadas quantidades de
energia devido a necessidade de aguecimento dos sistemas e o longo tempo de
reacao, além de consumo de reagentes concentrados durante os experimentos. Por
essa razao, processos alternativos sdo uma opgao para economia de recursos e de
conservagdo ou, atté mesmo, o aumento de eficiéncia do processo. A energia
ultrassbnicatem sido amplamente utilizada na intensificacéo de processos devido a

ocorréncia de fendmenos acusticos que minimizam 0s inconvenientes citados
anteriormente.
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Dessa forma, o presente trabalho propde um estudo das otimizacdes de
parametros operacionais do ultrassom que beneficie a extragéo daligninadapalhade
milho em condi¢cdes reacionais brandas, quando comparadas a métodos
convencionais. A fim de avaliar a eficiéncia da deslignificacdo, o método proposto no
presente estudo foi comparado com um método convencional desenvolvido pelo
Laboratério Nacional de Energias Renovaveis (NREL, do inglés National Renewable
Energy Laboratory) pertencente ao Departamento de Energia dos Estados Unidos.
Foram avaliados tempo de extracdo e concentracdo de &cido sulfarico, além da
frequéncia e amplitude do ultrassom.

Cabe destacar que este estudo possibilitou propor um método que pode ser
utilizado como processo para a extracao de lignina em escala laboratorial, visto que
foi observada reducéo no tempo de extracdo, ocasionando em economia de recursos.
Embora o aumento de escala ndo tenha sido avaliado, a deslignificacao assistida por
ultrassom se torna uma possibilidade na modificacdo de processos mais morosos e
custosos empregados industrialmente no pré-tratamento da biomassa. Além desta
abordagem, o método proposto também pode ser utilizado como alternativa aos
métodos analiticos convencionais de determinacgéao de lignina, visto que os valores de
ambos os métodos néao tiveram diferenca significativa quando submetidos ao teste

estatistico t student com intervalo de 95% de confianca.
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2 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da energia ultrassbnica para a

extracdo de ligninavisando a valorizacdo da palha de milho.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar o método de deslignificacao assistido por ultrassom com o método
convencional estabelecido pelo NREL (Laboratério Nacional de Energias
Renovaveis);

e Avaliar a influéncia da etapa de hidrélise acida assistida por US a partir da
guantificagédo de acucares fermentesciveis por HPLC-RID;

e Caracterizar a fracdo de lignina obtida com o método convencional e o método
proposto com as técnicas de FT-IR e SEM.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O aumento da demanda energética mundial tem causado inameros impactos
ambientaise econdémicos que geram preocupacdes a curto e longo prazo. A escassez
de recursos energéticos, elevado custo de obtencdo e comercializacdo de
combustiveis fésseis, bem como 0 aumento das emissdes de gases de efeito estufa,
sao algunsdeles (ABDEL DAIEM et al., 2022).

Nesse sentido, estudos tém sido realizados com o objetivo de implementar o
uso de biomassas vegetais em substituicdo as fontes de origem fosseis na producao
de combustiveis, resinas e outros produtos da quimicafina.

Uma das vantagens do uso destas fontes renovaveis esta na possibilidade da
reciclagem do gas carbbénico emitido durante combustdo, uma vez que a biomassa
absorve o CO2 atmosférico no processo de fotossintese. Portanto, assume-se que a
quantidade de CO2z gerado na queimada biomassa é a mesma necessaria para prover
o ciclo energético da planta durante seu crescimento, havendo um equilibrio entre
emissao e absorgéo de poluentes (CHERUBINI;PETERS; et al., 2011). O mesmo n&o
€ observado com fontes fdsseis, visto que o CO2z introduzido na atmosfera pela
combustdo ndo € consumido pelos animais e plantas a tempo de gerar mais
combustivel fossil. Logo, essa emissao néo é contabilizada no atual ciclo do carbono
e torna-se um excedente prejudicial para o0 ambiente.

Uma das culturas agricolas que geram residuos lignoceluldsicos é o plantio do
milho, que corresponde a 37% da producdo de grdos anual do pais, ficando atras
somente da soja (52%) (CONAB, 2018). De acordo com a CONAB (Companhia
Nacional de Abastecimento), cerca de 102 mil toneladas de milho foram produzidas
no Brasil na safra de 2019/2020 (CONAB). O gréo de milho é amplamente empregado
no consumo humano, animal e industrial, e uma parcela da producao é designada
para exportagdo. J& o sabugoe a palhade milhon&o tém finalidades especificasalém
do aproveitamento da palhapara recobrir o solo usado para o cultivo. Portanto, grande
parte dessa biomassa lignoceluldsica € destinada para a queima e geracdo de

energia, visto que ndo ha uma rota dedicada a valorizacao desse residuo (ZHANG et
al., 2022).
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3.1 COMPOSICAO QUIMICA DA BIOMASSA VEGETAL

A biomassa lignocelulésica, de uma forma geral, € composta por 3 biopolimeros
principais: celulose (35-50%), hemicelulose (20-35%), lignina (5-30%) e constituintes
minoritarios como materiais inorganicos e extrativos (GU etal., 2021).

Para a conversdo efetiva desses carboidratos (fracdo celulésica e
hemiceluldsica) em aglicares monoméricos e valorizacdo dos mesmos, € necessano
reduzir ou superar a recalcitrancia da biomassa. A recalcitrancia da biomassa é
definidacomo a resisténcianatural das paredes celularesdas plantas a suaconverséo
biolégica causada principalmente pela complexidade e heterogeneidade da biomassa
(ZOGHLAMI et al., 2019). Estes atributos impedem a converséo dos polissacarideos
pelas enzimas pois atuam como uma barreira fisica na parede celular das biomassas.

Fatores que limitam a acessibilidade de enzimas estdo frequentemente
relacionados com a composi¢cado quimica das fracBes majoritarias, peso molecular da

lignina, cristalinidade e grau de polimerizacao da celulose (YOO et al., 2020).

3.1.1 Celulose
A celulose é um polimero de cadeia linear, formada por monémeros de glicose
unidos por ligag@es glicosidicas do tipo B (1-4). Como representado na Figura 1, duas

unidades de glicose ligam-se uma & outra eliminando uma molécula de 4gua, dando
origem a celobiose, unidade repetitiva da celulose (MANO et al., 2013).

E a constituinte majoritaria da biomassa e a organizacdo das cadeias
celulésicas nas plantas, além das ligacdes de hidrogénio entre microfibrilas, confere
cristalinidade a parede celular, permitindo que a mesma seja compacta e resistente a
degradacdo enzimatica e ataques quimicos (BRODEUR et al., 2011).

O tipo de fonte da naturezatem grande influéncia no grau de polimerizagéo e
no tamanho das cadeias celulosicas da biomassa. No geral, as microfibrilas
constituidas das unidades monoméricas da celulose agrupam-se e formam as
macrofibrilas, que se unem para darem origem a fibra da celulose, como ilustrado na
Figural (MANO et al., 2013).
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Figura 1 - Constituicdo monomeérica da parede vegetal da palha de milho.

PALHA DE MILHO
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MICROFIBRILA

Fonte: Autor (2022).

3.1.2 Hemicelulose

A cadeia polimérica da hemicelulose € constituida pelas ligacbes entre
acucares monoméricos contendo 5 ou 6 atomos de carbono, tais como xilose,
manose, galactose, glicose e arabinose. Grupos acetil sdo encontrados em grande
numero e sdo responsaveis por originar acido formico e 4cido acético. A partir da
desidratacdo dos acgucares também sdo formados furfural e 5-hidroximetil furfural, que
atuam como inibidoresfermentativos e tém elevado valor agregado (BlZZl et al., 2019;
JIN et al., 2020).

A hemicelulose se arranja naparede celular de forma ramificada e amorfa como
€ observado na Figura 2. Por esse motivo € mais suscetivel a ataques acidos,
alcalinos ou enzimaticos em temperaturas mais baixas do que aquelas empregadas
na degradacéo da celulose (HUBER, 2008).
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Figura 2 - Estrutura molecular da hemicelulose.
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Fonte: adaptado de DONATE (2014).

Quando removida da estrutura lignocelulésica pode resultar em aumento do
volume dos poros e, consequentemente, no aumento do contato de reagentes com a

biomassa, visto que a hemicelulose estd fisicamente associada a celulose
(KAPARAJU et al., 2010).

3.1.3 Lignina

A lignina € o maior componente nao-carboidrato na biomassa lignoceluldsica e
tem as func¢des de conferir resisténcia e hidrofobicidade as paredes celulares das
plantas e proteger os polissacarideos da degradacdo microbiana (YOO et al., 2020).
Se une com a hemicelulose para se ligarem e preencherem lacunas entre as
microfibrilas da celulose, fortalecendo a parede celular,como € mostrado na Figura 3
(SUN et al., 2022). Devido a essas caracteristicas, a ligninainfluencia diretamente na
recalcitrancia da biomassa, ou seja, atua como uma barreira resistente a ataques

quimicos, fisicos ou biolégicos, dificultando os processos de conversao da biomassa.
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Figura 3 - Parede celular com destaque para a ligacéo entre carboidratos e a lignina.

CELULOSE

HEMICELULOSE

Fonte: adaptado de MANO et al. (2013).

A lignina é definida como um biopolimero aromatico complexo que tem como
unidades basicas formadoras grupos alcoois fenilpropanoides com diferentes graus
de metoxilacdo, como pode ser observado na Figura 4. Os &lcoois p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico originam os monolignaois hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil
(S), respectivamente, que se polimerizam de forma amorfa ao longoda parede celular
(OBYDENKOVA et al., 2017). Os monoligndis estao presentes em todos os tipos de
biomassa lignocelul6sica, porém em propor¢cées H:G:S diferentes para madeiras
macias, madeiras duras, culturas herbaceas e residuos agricolas (HU et al., 2012).



Alcool p-cumarilico

Figura 4 - Unidades formadoras da lignina.
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Fonte: adaptado de JEDRZEJCZYK et al. (2021).

Uma das hipéteses que justificam a dificuldade de remocao desse componente
esta atrelada a possibilidade do grupo éter da lignina se ligar covalentemente aos
grupamentos hidroxila dos carboidratos, formando complexos quimica e termicamente
estaveis (YOO etal., 2020).

3.1.4 Extrativos

S&o componentes presentes de forma né&o estrutural, ou seja, nao sao ligados
a estrutura, mas estdo presentes como materiais adsorvidos na superficie da
biomassa, podendo ser removidos. Consistem em compostos solUveis em agua, tais
como acgucares, materiais inorganicos do solo e compostos nitrogenados provenientes
de fertilizantes. Também existe a fracdo de extrativos sollveis em etanol, como a
clorofila e as ceras. Essa ultima tem fundamental relevancia em processos de
extracdo, uma vez que sua caracteristica hidrofobica dificulta o ataque &cido na

parede vegetal da biomassa em processos de hidrélise (SLUITER et al., 2005).
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3.1.5 Materiais Inorgéanicos

Os materiais inorganicos, também chamados de cinzas, sdo caracterizados
como o residuo mineral que resta da combustdo da biomassa. Eles podem ser
estruturais (quando estdo ligados a estrutura fisica da biomassa) ou extraiveis (podem

ser removidos com lavagem ou extracdo) (SANTOS et al., 2022).

3.2 VALORIZACAO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Apés a fragmentacdo da estrutura lignoceluldésica podem ser obtidos
mondé&meros derivados da celulose, hemicelulose e lignina, como € o caso do furfural,
hidroximetilfurfural, vanilina, &lcoois (etanol, butanol, xilitol, arabinol), &cidos
carboxilicos alifaticos (acidos succinico, latico, levulinico, vanilico,cumarico e feralico)
(JOHNSTON et al., 2020; ORIEZ et al., 2019; XIAO B. et al., 2001). Todos esses
produtos de maior valor agregado derivados da biomassa sao obtidos a partir de

processos de conversao, que podem ser (ANSARI et al., 2021; SUN et al., 2022):

a) Quimico: adicdo de &cidos, alcalis ou solventes organicos na matriz
lignocelulésica que viabilizam a desorganizacdo, fragmentacdo e
solubilizagé@ototal ou parcial da biomassa. O usode reagentes&cidos como
0 H2S04, desidrata a cadeia de carboidratos e causa a fragmentacao dela
em acucares monoméricos. A degradacdo da celulose em glicose de
residuos lignocelulésicos, por exemplo, é a principal fonte de acucar para
geracao de biocombustiveis liquidos como o etanol de segunda geracao
através de processos fermentativos.

b) Fisico-quimico: moagem, irradiacdo com micro-ondas ou ultrassom
visando a desorganizacdo ou remocdo de fracbes da biomassa. O pré-
tratamento hidrotérmico e explosao de fibra de amdnia utilizam solucdes
aquosas em elevada temperatura e pressao com a mesma finalidade;

c) Termoquimico: processos como a gaseificacdo e pir6lise degradam,
respectivamente, parcial e totalmente o material vegetal. O biooléo € obtido
através da condensacdo de vapores provenientes da pirélise, a qual
também origina o biocarvdo. E amplamente utilizado como aditivo de
combustiveis ou como o préprio combustivel, apos purificacdo, em
substituicdo ao petrdleo. A combustdo do material vegetal também é

classificadacomo rota termoquimica e tem duasfinalidadesindustriais. Uma
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delas é servir como combustivel para queima e geragédo de vapor d’agua
em caldeiras. Também pode-se utilizar o préprio vapor gerado da
combustdo da biomassa para abastecer os equipamentos que dependem
do calor para funcionar, tais como autoclaves e sistemas de calefagéo.

d) Bioldgico: baseado no emprego de enzimas que atuam diretamente na
celulose (como por exemplo a celulase que participa do processo de
sacarificacdo enzimatica da biomassa) ou processos fermentativos para

producédo de biocombustiveis.

A partir da valorizacdo da lignina, uma série de produtos de importancia para
industrias de cosméticos, alimentos, farmacos, combustiveis, entre outros podem ser
obtidos.

Devido as caracteristicas antioxidantes dos compostos fendlicos presentes na
lignina, os monbmeros e seus derivados tém diversas aplicacdes. O acido cumarico,
por exemplo, € utilizado como aditivo em alimentos devido a sua capacidade
antimicrobiana e anti-inflamatoria. O &cido fertlico € misturado aos demais
componentes do protetor solar pois, além de neutralizar os radicais livres, também
confere estabilidade ao produto (JOHNSTON et al., 2020). O acido cafeico esta
presente em capsulas de uso oral para prevencdo do envelhecimento. A vanilina é

amplamente utilizada como aromatizante em alimentos (XIAO B. etal., 2001).

Na industriade polimeros a lignina pode ser empregada em compa@sitos com
outros materiais, pois confere rigidez, forca e leveza ao produto final (BHUSHAN et
al., 2020; NARRON et al., 2016). O biodleo pode ser empregado na geracdo de
combustiveis e na aditivacdo dos mesmos, devido a sua estabilidade térmica e
capacidade antioxidante (JEDRZEJCZYK etal., 2021; OBYDENKOVA et al., 2017).

Percebe-se que existe valor agregado nos produtos obtidos da lignina,oque a
torna valiosa para diversos segmentos. Porém, devido a falta de investimento e
estudo, a lignina é desvalorizada por muitas industrias pois ainda € vista como um

residuo Util apenas para a queima e posterior geracdo de energia.
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3.3 METODOS CONVENCIONAIS DE EXTRACAO DE LIGNINA

Os exemplos de métodos de extracdo ou fragmentacédo daligninamais comuns
incluem a pirélise, hidrélise acida e alcalina, processos organossolv, liquefacdo
hidrotérmica, entre outros (DEVADASU et al., 2020; KUMAR et al., 2020; ZHU et al.,
2015). Geralmente, processos que empregam elevadas condi¢des de temperatura e
pressao no pré-tratamento também estdo associados com o uso de reagentes acidos
e/ou alcalinos (diluidos ou concentrados), que atuam de formas diferentes na

deslignificacdo da biomassa.

Em meio acido ocorre a quebra das ligacdes glicosidicas e a hemicelulose é
hidrolisada em agucares fermentesciveis como a xilose, arabinose e, em menores
guantidades, a manose e a galactose. Entretanto, a celulose continua na forma
polimérica, mas acessivel a tratamentos quimicos e biolégicos. A hidrolise da celulose
e a solubilizacdo da glicose ocorre somente se as condi¢des de pré-tratamento forem
severas, através do emprego de reagente acidos associados a elevadas
temperaturas. A solubilizagcéo ocorre, primeiramente, nas regides amorfas da cadeia
celuldsica pois € mais acessivel ao acido e, apds, sucede-se o atague em regides

cristalinas da estrutura (HU et al., 2012).

Entre os &cidos que podem ser utilizados, 0 mais empregado € o acido sulfurico.
Além de apresentar um baixo custo quando comparado a outros acidos minerais e
organicos, € menos corrosivo e toxico, além de apresentar boa eficiéncia (ORIEZ et
al., 2019). A caracteristica desidratante do H2SOa4 é vantajosa na solubilizacéo dos
carboidratos, uma vez que consome moléculas de dguada estrutura, ocasionando a
ruptura da cadeia polimérica em seus respectivos mondmeros. Outros acidos nao
causam tal efeito na estrutura lignocelulésica, sendo necessario utilizar outras
técnicas para producdo de aclUcares, como a sacarificacdo enzimatica, que torna o
processo mais moroso e custoso. Quando o H2S0O4 é empregado na hidrélise,também
ocorre a fragmentacédo da lignina, porém em menor extensdo do que a degradacéo
observada com os carboidratos. E gerada a fracéo de lignina solvel em &cido que
contém, basicamente, compostos fendlicos. Sendo assim, o tratamento com H2SOa4
também resulta na obtencéo da lignina como um residuo insoltvel da hidrélise. O uso
de soluc¢des diluidas de H2SOa acarreta na formacao de produtos de degradacao dos
carboidratos, tais como furfural e hidroximetilfurfural. Isto ocorre pois é necessario

maior tempo de reacdo para compensar a baixa concentracdo acida, condicdo que
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provoca a decomposicao da glicose em compostos inibidores da hidrélise enzimética.
Ja com o uso de concentracdes acidas elevadas pode ocorrer a repolimerizacéo e

condensacdo da lignina, porém a formacdo de compostos de degradacdo de
carboidratos € minimizada (HU et al., 2012; ORIEZ et al., 2019).

Em contrapartida, o pré-tratamento alcalino visa a fragmentacdo da
hemicelulose e lignina das biomassas lignocelulésicas. O processo hidrolitico
envolvendo alcalis promove a solubilizacdo deligacdes de ésteres urbnicos e acéticos
da hemicelulose, além de clivagem das ligagbes a-éter entre lignina e hemicelulose.
O residuo soélido obtido desse pré-tratamento € a celulose com menor grau de
cristalinidade, da qual se originam produtos Uteis para a industria de papel,
biocombustivel e alimenticia, por exemplo (XIAO B. et al., 2001).

Tendo em vista 0s inconvenientes ocasionados pela lignina nos processos de
conversdo e valorizacdo da biomassa, se torna imprescindivel que a etapa de
deslignificacdo da biomassa seja mais eficiente, rapida e econdmica. Depois de
removida, a lignina é frequentemente empregada na geracédo de energia através da
queima pois é rica em material carbonaceo. Entretanto, € um residuo que possui
variadas aplicacfes industriais. Na Tabela 1 sdo listados alguns estudos que

empregam métodos convencionais na remocdo da lignina de biomassas
lignocelulésicas.



Tabela 1 - Métodos de deslignificacdo de biomassas lignocelulésicas
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Biomassa Método de deslignificacéo Ref.
Palha NaOH 0,2 mol L! a temperatura ambiente por 18 horas e (SIQUEIRA
arroz tratamento com 3% H2S04 a 130 °C por 30 minutos. et al., 2020)

Bagaco Bagaco imerso em acido fosférico 0,5% v v-1por 4 horas e (ZENG et
canade  posterior explosdo avapor a 180 °C por 10 minutos. Extracao
acucar do residuo com etanol anidro por 4 horas. al. 2014)
palha de Estagio com H2SO0a4 diluido (130 °C, 60 min, 2% m v1) (ROMERO
seguido por H202 5% m v-1 em meio alcalino (NaOH) a 90 °C
colza et al., 2015)
durante 90 minutos.

. Reacdo da amostra com solucaoisopropanol-agua(7:3vv't) (WU etal.,
Salgueiro sob agitacdo a 150 rpm por 6 h a 16 h entre 160°C e 210°C. 2018)
Palhade Extracdo com metanol e agua (60:40 vvl) e 0,1% de HCla (XU etal,,

trigo 85 °C por 4 h. 2006)

Espigade Extracdo com &cido férmico a 88% e HCl a 0,2% (razdo (ZHANG et

milho sélido/liquido de 10:1) a 60 °C por 8 horas. al., 2010)

Fonte: Autor (2022).

O fator critico no uso de métodos convencionais para remocéao de ligninaé a

demanda de elevadas quantidades de energia devido & necessidade de aguecimento

dos sistemas e o longo tempo de reacdo, além de consumo de reagentes

concentrados durante os experimentos. Por essarazao, técnicasalternativas sdo uma

opc¢ao para economia de recursos e de conservacdo ou aumento de eficiéncia do

processo. Dentre os métodos alternativos de extracao geralmente empregados estédo

processos oxidativos; hidrélises com acidos ou alcalis diluidos; liquidos idnicos e a

energia ultrassbnica, a qual pode ser usada isoladamente ou em conjunto com as

demais (NARRON et al., 2016). O ultrassom se destaca como uma das tecnologias

alternativas mais promissoras para processos de deslignificacao.
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3.4 ULTRASSOM

3.4.1 Fundamentos

O ultrassom € gerado a partir da deformacdo mecanica de cristais
piezoelétricos quando submetidos a um campo elétrico alternado (efeito piezoelétrico
inverso). Esses cristais, chamados de transdutores, tem composicao variada. Podem
ser formados por topazio, quartzo ou materiais ceramicos como o titanato de chumbo

ou titanato zirconato de chumbo (PZT, do inglés Lead Zirconate Titanate), sendo este
altimo o mais empregado em transdutores ultrassénicos (KRUG, 2019).

As ondas ultrassonicas atuam em frequéncias maiores do que 20 kHz e se
propagam em ciclos consecutivos de rarefacédo (baixa pressao) e compressao (alta
pressao), ocasionados pela deformacéo do cristal piezoelétrico. Quando o ultrassom
é transmitido através de um liquido, no ciclo de rarefacdo da onda ultrassonica as
forcas coesivas do liqguido podem ser superadas, formando cavidades. Essas
cavidades sao preenchidas com vapores do liquido e/ou gases dissolvidos no liquido
(BUNDHOQO et al., 2018; FLORES et al., 2021). De acordo com as propriedades do
meio liquido, e em condi¢des energéticas especificas, as bolhas podem implodir ao
atingirem o tamanho critico, o que resulta em microjatos e pontos chamados de ‘“hot
spots”, nos quais a temperatura e pressdo podem chegar a 5500 °C e 500 atm,
respectivamente (SUSLICK, 1989).

O colapso das bolhas de cavitacao resulta em efeitos fisico-quimicos no meio
reacional. Entre eles podem ser citados o aquecimento pontual, formacdo de
microjatos, ondas de choque e microfluxos. Esses sdo responsaveis por intensificar o
contato e penetragcdo de reagentes em amostras soélidas ou liquidas, facilitar o
transporte de fluidos no meio, além de proporcionar a dissolucéo de materiais soélidos.
Héa também a formacéo de radicais causada pelo colapso das bolhas de cavitagcdo no
solvente. Devido as elevadas condicfes energéticas atingidas na formacao dos hot
spots, a producdo de radicais (*H e *OH) é favorecida, que por sua vez promovem
melhores taxas de reacdo (FLORES et al., 2021).

Esses efeitos gerados pela cavitacdo acustica justificam o uso de sistemas
ultrassénicos para a intensificacdo de processos que se destinam a extragao, visto

gue podem levar a reducao na cristalinidade, fragmentacéo e erosao da biomassa
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lignocelulésica. Além disso, podem aumentar a solubilizac&o de carboidratos e lignina

com acidos ou alcalis, reduzir o tamanho de particula, viabilizar o emprego de

reagentes diluidos, reducédo no tempo de extracdo e emprego de condi¢cdes mais
amenas de temperatura (BUNDHOO et al., 2018; CHEMAT et al., 2017).

3.4.2 Fatores que afetam a cavitacao

Existem determinadas condi¢des operacionais e reacionais que interferem na

propagacdo das ondas ultrassbnicas e na absorcdo ou atenuacdo da mesma
(CAPELO-MARTINEZ, 2009; MASON et al., 2002). Esses fatores sdo apresentados

nasequéncia.

a)

b)

Frequéncia: Tem influéncia direta no comportamento e duragéo da bolha
de cavitacdo. Sendo assim, a frequéncia define o tempo que as bolhas
levam para completarem o ciclo de formacéo, crescimento e implosao, bem
como o impacto gerado nomeio reacional. Ondas ultrassdnicas propagadas
com frequéncias maiores possuem menor comprimento de onda e,
consequentemente, o periodo da onda também é menor. Ondas de
elevadas frequéncias podem ser suficientemente rapidas a ponto de
disponibilizarem menos tempo do que o necessario para a formacéo e o
crescimento da bolha de cavitacdo. Além disso, em condi¢bes que
viabilizem a formacédo das bolhas, as mesmas sdo formadas em maior
guantidade e menor tamanho, que ao colapsarem atenuam o efeito
proveniente do colapso das bolhas adjacentes (cushion effect). Entretanto,
a densidade acustica € maior, assim como o poder de penetracao (efeito
guimico pronunciado).O inverso é observado em frequéncias menores,nas
quais o ciclo acustico é mais longo. Dessa forma, as bolhas de cavitacédo
tém mais tempo para serem formadas implicando em bolhas maiores e em
menor quantidade de bolhas no meio. A consequéncia do emprego de
frequéncias baixas esta no maior impacto energético da implosdo das
bolhas (efeito fisico pronunciado), porém percebe-se baixo poder de
penetracdo e menor densidade de bolhas no meio.

Intensidade: De forma geral, a intensidade deve ser ajustada com o
objetivo de gerar as vibracdes necessarias para a formacao das bolhas de
cavitacdo. A intensidade € proporcional ao quadrado da amplitude do

ultrassom. Logo, quanto maior for a amplitude de vibracdo, mais energia



d)

f)

9)
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ultrassbnica é dissipada no meio, favorecendo os efeitos sonoquimicos. O
aumento da amplitude da onda é Gtil quando soluc¢des de alta viscosidades
sao utilizadas devido a dificuldade de formacé&o de bolhas de cavitacdo no
meio. O incremento de intensidade também é benéfico na compensacao do
uso de frequéncias maiores, onde o tempo para a formacao das bolhas de
cavitacdo € bastante reduzido. Porém, o emprego da maxima amplitude de
vibragdo pode causar a deterioracdo dos transdutores em alguns
equipamentos.

Viscosidade: A viscosidade tem relacdo com a coesdo das moléculas em
um liquido. Logo, quanto menor for a viscosidade, menor também € a
coesdo entre as moléculasdo liquido, e a formacao das bolhasde cavitacao
é favorecida.

Tensao superficial: As bolhas de cavitagdo sdo formadas no ciclo de
rarefacdo quando as forcas coesivas do liquido sdo superadas pela
rarefacdo da onda de ultrassom. E esperado, portanto, que menores
tensdes superficiais do liquido facilitem a geracao das bolhas.
Temperatura: As temperaturas baixas dificultam a cavitacdo, ou seja,
guanto menor a temperatura, maior sera o limiar de cavitacao (definido
como a energia necessaria para formar a cavidade no liquido). Isso ocorre
devido ao aumento da tenséo superficial e da viscosidade do liquido, que
dificultam a propagacéo da onda. Além disso, em baixas temperaturas se
observa a reducéo da pressao de vapor do solvente, diminuindo o nimero
de bolhas de cavitagdo formadas.

Presséo de vapor: Um aumento na pressao de vapor do solvente auxilia
nageracao das bolhas de cavitacdo visto que sao formadas pela migracéo
de vapores dissolvidos no liquido para o interior da cavidade. Portanto,
solventes volateis formam bolhas mais facilmente, mas que em grandes
guantidades podem amortecer o impacto do colapso e diminuir a energia
propagada no meio reacional. De forma contraria, solventes com menor
pressao de vapor aumentam o limiar de cavitacao.

Pressao externa: O aumento da pressdo externa torna necessario que
mais energia seja empregada na mudanc¢a das moléculas que estdo no
estado liquido para o0 gasoso. Sendo assim, mais intenso devera ser o ciclo

de rarefacdo para superar a pressao do meio e formar as bolhas de
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cavitacdo. Em condicéo de aumento de presséo o colapso das bolhas sera
mais energético e mais efeitos sonoquimicos poderao ser intensificados.

h) Gas dissolvido: Bolhas de gas dissolvido no liquido atuam como nucleos
de cavitacdo, pois sdo locais onde a forca de coesdo das moléculas do
liquido é menor. Sendo assim, a presenca de gases dissolvidos reduz o
limiar de cavitacao.

i) Material particulado: Materiais particulados reduzem a energia necessara
para formar as bolhas pois também atuam como nucleos de cavitacao.
Sélidos com cavidades tendem a formar bolhas na interface com o liquido,

gue submetidas a baixa presséo do ciclo de rarefacdo podem se afastar das
particulas sélidas e produzir bolhas dispersas no meio.

Todos esses aspectos precisam ser observados durante o emprego do
ultrassom para intensificacdo de processos, uma vez que prejudicam ou favorecem

os efeitos sonoquimicos.

3.4.3 Reatores sonoquimicos

Os reatores sonoquimicos sdo subdivididos de acordo com a aplicacdo de
energia no meio reacional. Eles podem ser de aplicacdo direta (como as sondas de
ultrassom), semidireta (do tipo cup-horn)ou indireta (banhosultrassénicos) (CAPELO-
MARTINEZ, 2009). Nesse trabalho sera destacado somente a abordagem indireta do

ultrassom.

Em banhos ultrassénicos, os cristais piezoelétricos estao localizados na base
da cuba de aco inoxidavel como mostrado na Figura 5. Por esse motivo a aplicacéo
do ultrassom é caracterizada como sendo de forma indireta. As ondas ultrassénicas
irradiadas pelos cristais ultrapassam a barreira fisica da cuba para entdo serem
transmitidas ao meio liquido (geralmente agua) e, somente apés, se propagarem
através do frasco reacional/reator, momento em que havera o contato entre o
ultrassom e a amostra. Logo, a intensidade das ondas ultrassbnicas que atingem a
amostra serd menor que a inicialmente empregada (CAPELO-MARTINEZ, 2009). Ha
casos onde a amostra esta disposta na prépria cuba do banho, modo que reduz a
atenuacado de energia causada pelo frasco de reacéo, caracterizando uma forma de
aplicacao direta da energia ultrassonica.
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Figura 5 - Representacdo dos componentes de um banho ultrassdnico
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Fonte: Autor (2022).

Os banhos ultrassénicos sdo caracterizados por terem baixa intensidade
acustica (1 — 5 W cm?) quando comparados as sondas (50 — 200 W cm-?). Porém,
podem viabilizar maior frequéncia analitica dependendo do volume interno da cuba e
da distribuicdo dos transdutores (KRUG, 2019).

3.4.4 Deslignificagao assistida por ultrassom

O ultrassom tem sido uma das principais técnicas empregadas em pré-
tratamentos que visam a remocdo parcial ou total da lignina de biomassas
lignocelulésicas. Devido aos efeitos sonoquimicos (formacdo de radicais) e
mecanoacusticos (aquecimento, microjatos, microfluxos, ondas de choque e
transferéncia de massa) gerados pela cavitacdo, diversos trabalhos relatam

desorganizacao das cadeias, diminuicado no tamanho de particula e solubilizacdo de
lignina como consequéncias do uso do ultrassom.

Como pode ser observado na Tabela 2, existem variadas formas de aliar o
ultrassom a outros tratamentos ja estabelecidos para a remocé&o da lignina. A principal
vantagem esta na intensificacdo da deslignificacéo, visto que os autores relataram
aumentonas remogodes de lignina. MOHAPATRA etal. (2017), por exemplo, obtiveram
acréscimo de 47% na deslignificagdo de capim Pennisetum sp. quando a energia
ultrassbnica foi empregada.
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Tabela 2 - Métodos de deslignificacao assistida por ultrassom de biomassas lignoceluldsicas.

Método de deslignificacdo da biomassa

Referéncia

Pré-tratamento de capim Pennisetum sp.com HCl a 1% assistido por

ultrassom com uma fonte de alimentacéo de 100 W, temperatura de
80 °C e ciclo de trabalho de 70%. Posterior autoclavagem a 121 °C

por 130 min resultou em deslignificacdo de 80,4%.

(MOHAPATRA
et al., 2017)

A palhade cevada e H2SOa 3,7% (razéo liquido/sélidode 20:1) foram

sonicados em banho ultrassénico a 80°C por 40 min com posterior
agitacdo de 500 rpm a 90°C por 23 min. O conteudo do frasco foi
filtrado e o solido foi lavado com agua destilada e seco. O solido foi
sonicado com NaOH 8% (20:1) por 40 min a 80 °C com posterior
agitacdo de 750 rpm a 90°C por 90 min. O conteudo foi filtrado e 0
liquido foi misturado com Acetato de Etila (3:1 v v'1) e agitada com
2000 rpm a temperatura ambiente por 6 h. Apos a separacao das
fases em funil de separacao, a fase precipitada foi seca em estufa a

50°C por 12h para obtencéo da ligninafinal.

(MOHAMM
ADABADI et
al., 2020)

Cerca de 1 g palha de milho foi tratada com 20 g do liquido i6nico

[HMIM]CI (cloreto de 1-H-3-imidazol) e 4 mL de agua deionizada a
70 °C por 3h de sonicagdo a 400 W. Apdés, foi filtrada, lavada com
agua e seca por 24h para obtencdo de lignina isolada com
rendimento de 60,48%.

(ZHANG et
al., 2015)

Fonte: Autor (2022).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTRUMENTACAO

As amostras foram cominuidas com um moinho de facas (modelo TE 048,
Marconi, Piracicaba, Brasil). O diametro de particula foi determinado utilizando um
agitador de peneiras magnético (modelo N 378, Bertel Industria Metallurgica LTDA,
Caieiras, Brasil). Para a determinacao do teor de umidade foi utilizado uma estufa
(modelo 400/2ND, Nova Etica, Vargem Grande Paulista, Brasil). A determinacéo de
cinzas da amostra foi feita com a utilizagcdo de um fornotipo mufla(modelo 0913, Jung,
Blumenau, Brasil). Para a remogao de extrativos da amostra foi utilizado um sistema
soxhlet com mantas de aquecimento (modelo SL 123/500, Solab Cientifica,
Piracicaba, Brasil).

Para a analise de proteinas foi utilizado um bloco digestor contendo baldes de
Kjeldahlpara adicdo da amostra e reagentes, um destilador e um sistema de titulacao.

Para o processo alternativo de hidrolise acida foram avaliados sistemas de
banho de ultrassom operando em diferentes frequéncias: 25 ou 45 kHz com poténcia
nominalde 100 W (Transsonic TI-H-5 3,5); 37 ou 80 kHz com poténcianominal de 330
W (Transsonic P120H 9,0 L); 35 ou 130 kHz com poténcia nominal de 200 W
(Transsonic TI-H-10 8,6 L), todos da marca Elma GmbH & Co., Singen, Alemanha.

A segunda etapa de hidrolise acida foi realizada em autoclave (modelo CS,
Prismatec, Porto Alegre, Brasil). A producdo de glicose, xilose e arabinose foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de
indice de refragdo (HPLC-RID, do inglés High Performance Liquid Chromatography
Refractive Index Detector, equipamento da marca Shimadzu, Toquio, Japao),
equipado com degaseificador DGU-20A5, bomba quaternéria LC-20AT, controlador
do sistema CBM-20A, amostrador automatico SIL-20A, forno para coluna CTO-20A,
detector de indice de refracdo RID-10A e software LCsolution. A coluna
cromatografica utilizada foi uma Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm — 9 ym de
diametro de particula), Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA. A determinacg&o do teor
de lignina soluvel da amostra foi feita em espectrofotbmetro que abrange o espectro

do ultravioleta ao visivel (modelo UV-1800, Shimadzu, Téquio, Japao).
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Para investigar constituicdo dos residuos sélidos apos hidrélise, bem como
para auxiliar na caracterizagdo estrutural da palha de milho, foi utlizada a
espectroscopia no infravermelho (IR) utilizando espectrometro PerkinElmer (modelo
Spectrum Onee FTIR, Waltham, EUA) equipado com acessorio de reflexdo total

atenuada (ATR) com cristal de seleneto de zinco (PerkinElmer). Argonio foi utilizado
como gas de purga do acessorio (99,998% de pureza, White Martins, Brasil).

Para analise morfolégica das matérias-primas e residuos da hidrdlise acida foi
utilizado um microscopio eletrénico de varredura (modelo Sigma 300 VP, Carl Zeiss,

Cambridge, Inglaterra).

4.2 REAGENTES

A 4guadestilada utilizada para preparar todas as solucdes padrao e reagentes
foi purificada usando umsistema modelo Milli-Q (Ultrapure Water Purification systems,
Gradient system, Millipore, EUA). A &gua obtida no processo de purificacdo
apresentou resistividade de 18,2 MQ cm. Todos os reagentes utilizados neste trabalho
eram de grau analitico. Agua ultrapura e etanol 95% (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil)
foram utilizados naremocao de extrativos da biomassa. Para as hidrolises acidas foi
empregado &cido sulfarico 95-98% (Quimica Moderna, Barueri, Brasil). No
desenvolvimento do método cromatografico para a determinag¢do da composicao dos
hidrolisados por HPLC-RID, foram utilizados D-glicose anidra (96%), xilose (99%) e
arabinose (98%) da Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA). A acetonitrila e metanol
usados na analise de HPLC foram adquiridos da Sigma (Roedermark, Alemanha) e
da Tedia Company (Fairfield, CT, EUA), respectivamente. Foram utilizados nitrogénio
e argbnio (pureza de 99,998% para ambos, White Martins) para a purga dos

equipamentos de SEM (do inglés Scanning Electron Microscopy) e FT-IR.

Os residuos quimicos gerados durante o trabalho foram armazenados e

encaminhados para o programa de gerenciamento de residuos quimicos da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), responsavel pela destinacao final.

4.3 PROCEDIMENTOS

4.3.1 Teordeumidade
Para a obtencdo do valor de umidade total da palha de milho foi seguido o

procedimento proposto pelo Laboratério Nacional de Energias Renovaveis (NREL)



33

denominado “Determinagdo de Sodlidos Totais em Biomassa e Soélidos Totais
Dissolvidos em Amostras Liquidas”. Para isso, cerca de 1 g de amostra foi colocado
em placa de petri previamente seca e pesada, em triplicata. As placas com amostra
foram submetidas ao aquecimento em estufa com circulagédo de ar na temperatura de
105°C por 4 horas. As amostras foram removidas da estufa, resfriadas até
temperatura ambiente, pesadas e entdo recolocadas na estufa. Esse processo foi
repetido até massa constante. O teor de umidade foi calculado de acordo com a
Equacéo 1:

(1)

Mca - M
Umidade (%) =100 -[ M°2-MO 100
Mbu

Onde,
Mca = massa do cadinho com amostras apés secagem, g;
Mc = massa do cadinho seco, g;

Mbu = massa da amostra em base imida, g.

Alguns componentes quantificaveis da biomassa podem ser degradados
durante o processo de aguecimento e por esse motivo a hiomassa néao pode ser seca
em temperaturas superiores a 40 °C. Dessa forma, a massa de amostra utilizada nos

experimentos deve ser relatada em massa seca, calculada de acordo com a Equacéo
2.

Mbu x ST (%)

Massa seca (g) = 100 (2)

Onde,
Mbu = massa da amostra em base Umida, g;

ST = porcentagem de sélidos totais da amostra, ou seja, 100% (-) teor de umidade.

4.3.2 Teordecinzas
Para a determinacéo do teor de cinzas da amostra o procedimento também foi
baseado naquele utilizado pelo NREL chamado “Determinagcdo de Cinzas em

Biomassa”. Os cadinhos foram calcinados em forno muflaa 575 £ 25 °C por 4 horas,
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resfriados até temperatura ambiente e pesados. Cerca de 1,5 g de palha de milho
foram pesados nos cadinhos, em triplicata e dispostos na mufla seguindo o programa
de aquecimento: aquecimento até 105 °C e permanéncia por 12 minutos; rampa até
250 °C a 10 °C por minuto e permanéncia por 30 minutos; rampa até 575 °C a 20 °C
por minuto e permanéncia por 180 minutos. Apods resfriarem até 105 °C
aproximadamente, os cadinhosforamremovidos da mufla, pesados e retornaram para
aguecimento a 575 °C até massa constante. O teor de cinzas da palha de milho foi

calculado a partir da Equacéo 3:

Mcc - Mc
Cinzas (%) = ~Mbs x 100 (3)

Onde,
Mcc = massa do cadinho calcinado com cinzas, g;
Mc = massa do cadinho seco, g;

Mbs = massa da amostra em base seca, g.

4.3.3 Teorde proteinas

A determinacao do teor de proteinas pelo método Kjeldahl foi feitaem 3 etapas
(WANG et al., 2016). A primeira compreende a decomposi¢do da matéria organica
através da digestdo da amostra a 400 °C com acido sulfurico concentrado. O
catalisador sulfato de cobre acelera a oxidagdo da matéria organica e como produto
obtém-se o sulfato de aménio. Apds, o (NH4)2SO4 presente na solucdo acida
resultante é determinado por destilacdo por arraste de vapor. O sulfato de ambnio é
tratado com hidroxido de sédio em excesso, ocorrendo a liberacdo de aménia. Em
seguida, o produto da reacdo (ambnia) é coletado em frasco contendo uma
guantidade conhecida de HCI. O excesso de HClque né&o reagiu é titulado com NaOH
padronizado para determinar o quanto de acido foi consumido pela aménia. Na
determinacdo da proteina bruta, multiplica-se o valor do nitrogénio organico total
encontrado pelo método de Kjeldahl por um fator que converte o nitrogénio em
proteina. O NREL adota o fator de 4,6 para a palhade milho. O teor de nitrogéniototal
foi calculado com a Equacéo 4:



35

(Va—Vb) x F x 0,0014
X

Teorde N (%) = po

100 4)

Onde,

Va = volume da solucao de acido cloridrico gasto natitulacdo da amostra, mL;
Vb = volume da solucao de &cido cloridrico gasto natitulagéo do branco, mL;
F = fator de correcdo de molaridade do &cido cloridrico 0,1 mol L%;

0,0014 = gramas de nitrogénio equivalente a1 mL de HCI 0,1 mol L1;

m = massa da amostra em base seca, g.

4.3.4 Remocao de extrativos

A remocao de extrativos € necessaria para evitar interferéncias em etapas
posteriores de determinacao, portanto, deve ser feita na amostra in natura que sera
destinada aos experimentos. Esse procedimento foi baseado naquele proposto pelo
NREL com otimizacdes especificas para palha de milho. Cercade 3 a5 g de palhade

milho foram pesados em cartuchos confeccionados em papel filtro, em triplicata.

A extracao foi feita em duas etapas em sistema Soxhlet. A primeira etapa
compreende a remocao de componentes extraiveis em agua, por um periodo de 8
horas, com 4 a 5 ciclos de refluxo por hora. A segunda etapa tem a finalidade de

remover os constituintes solUveis em etanol 95% por um periodo de 24 horas, com 5
a 6 ciclos de refluxo por hora.

Apos finalizar as duas etapas de extracdo, as amostras foram totalmente
transferidas do cartucho para placa de petri com papel filtro previamente secos a

105 °C. O teor de extrativos foi calculado a partir da Equacéo 5 abaixo:

. Mbs - Me
Teor de Extrativos (%) = ~Mbs x 100 (5)

Onde,

Mbs = massa da amostra em base seca, g;
Me = massa da amostra livre de extrativos em base seca, g.
A palha de milho livre de extrativos foi seca ao ar para evitar degradacao de

compostos quantificaveis, como os agucares.
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4.3.5 Hidrélise acida
A hidrélise &cida tem a finalidade de solubilizar os carboidratos em sua forma

monomeérica e fracionar a lignina em fracéo soltvel e fracao insoluvel.

A primeira etapa do procedimento de hidrdlise acida consistiu em adicionar
3 mL de acido sulfarico a 72% a 300 mg de palha de milho por um periodo de 1 h em
uma banho-maria a 30 °C. Apos, os tubos contendo a amostra foram retirados do
banho-maria e diluiu-se a solugdo a 4% de H2SOas adicionando 84 mL de agua
ultrapura ao frasco. A solucéo diluida contendo a amostra foi colocada em autoclave
a 121 °C por 1 h. A solucéo resultante das duas etapas de hidroélise foi filtrada em
cadinho de porcelana de fundo poroso com o auxilio de umabomba de vacuo.

A fracdo liquida foi utilizada para quantificar a lignina solavel e carboidratos,
enquanto o residuo solido foi empregado na quantificagdo da ligninainsoltvel, bem
como exigido pelo método padrao do NREL (Relatorio Técnico NREL/TP-510-42618,
contrato n° DE-AC36-08G028308). Esses procedimentos sdo detalhados na
sequéncia.

4.3.6 Teordelignina soluvel
A solucao resultante da filtracdo € analisada em espectrofotdmetro na regido

do ultravioleta para quantificar o teor de lignina solGvel no hidrolisado da palha de
milho.

Primeiramente é feita a leitura da solucdo do branco (4% de H2S04) no
espectrofotometro, com comprimento de onda de 320 nm e cubeta de quartzo. A
absorbancia do branco é descontada das leituras das amostras. Em seguida a
amostra é diluidacom a solucéo do branco a fim do valor da absorbancia se manter
nafaixalinearde 0,7 a 1,0 unidades. O valor da absorbancia e os demais parametros
foram substituidos na Equacéo 6 para resultar no teor de lignina solavel. O restante
da solucéo foi utilizada na quantificagao de carboidratos.

(Abs x FD) x Vil

6
Mxbx€ x 100 ©)

Lignina soluvel (%) =
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Onde,

(Abs x FD) = absorbancia multiplicada pelo fator de diluicéo;
Vfil = volume do filtrado (87 mL);

M = massa da amostra em base seca, mg;

b = caminho 6ptico da cubeta;

€ = absortividade molar (30 L/g cm).

4.3.7 Teordelignina insoluvel e total

Em cadinhosdefundoporoso, previamente secos e pesados, foi feitaa filtracdo
do residuo solido da biomassa proveniente da hidrélise acida. O residuo foi lavado
com agua ultrapura para retirar o acido remanescente. Os cadinhos contendo o
residuo insollvel em acido foram secos em estufa a 105 °C por 4 horas e, ap0s
alcancarem a temperatura ambiente, foram pesados. As massas foram substituidas
na Equacdo 7 para determinar o teor de residuo insoluvel em &cido (RAI), que
representa parte da quantificacéo do teor de ligninainsoltvel.

Mrai - M
RAI (%)=% x 100 )

Onde,

Mrai = massa do cadinho comresiduo acido insoluvel, g;
Mc = massa do cadinho vazio, g;

Mbs = massa da amostra em base seca, g.

Posteriormente, os cadinhos foram calcinados em mufla como segue:
aguecimento até 105 °C e permanéncia por 12 minutos; rampa de 10 °C por minuto
até 250 °C e permanéncia por 30 minutos; rampa de 20 °C por minuto até 575 °C e
permanénciapor 180 minutos. Aposresfriarem até temperatura ambiente, os cadinhos
foram pesados, sendo calculado o teor de lignina insolivel na palha de milho de
acordo com a Equacao 8.

Mrai - Mc) - (Mcc - M
Lignina Insolavel (%) = e Czﬂbi cc-Me) 100 ®)
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Onde,

Mrai = massa do cadinho calcinado com residuo acido insoluvel, g;
Mc = massa do cadinho vazio, g;
Mcc = massa do cadinho calcinado com cinzas, g;

Mbs = massa da amostra em base seca, g.

O teor de lignina total é definido como a soma da lignina soluvel e insolGvel, em
porcentagem.

4.3.8 Quantificacdo de carboidratos

Com o proposito de avaliar a eficiéncia das hidrélises acidas e quantificar a
producdo de carboidratos fermentesciveis nos hidrolisados, a concentracdo de
glicose, xilose e arabinose foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detector de indice de refracdo (HPLC-RID). As amostras foram
permeadas em filtro com membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF, do inglés
Polyvinylidene Fluoride, 13 mm x 0,45 um) e diluidas em agua ultrapura (1:5 vv1). A

Tabela 3 descreve as condi¢des cromatograficas.

Tabela 3 - Condigdes cromatograficas empregadas nas determina¢gdes de aglcares por HPLC-RID.

Parametro Condi¢cbes cromatograficas
Coluna Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm — 9 um particula)
Temperatura 50 °C
Fase movel Agua ultrapura contendo 5 mmol L1 de H2SOa
Vazao 0,5 mL min-1
Modo de Eluicéo Isocrético
Volume de injecao 20 pL

Tempo de retencdo 10,7 min (Glicose), 11,5 min (Xilose) e 12,6 min (Arabinose)

Fonte: Autor (2022).

4.3.9 Mapeamento dos banhos de ultrassom
Previamente a extracdo de lignina assistida por ultrassom foi realizado um

mapeamento com a finalidade de selecionar os locais dos sistemas que possuem a
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maior intensidade acustica. Dessa forma, os frascos reacionais podem ser alocados
sempre namesma posi¢cao, evitando alteragdes de resultados devido a mudancgas na
propagacao ou distribuicdo do campo acustico de ultrassom. Para isso, uma folha de
papel aluminiofoi cortada nas dimensdesda cubado banho, colocado sobre a pelicula
de agua no fundo da cuba e submetido a sonicacédo. Os locais onde ocorreram as
perfuracdes mais intensas na folha de aluminio foram selecionados para alocar os

frascos de reacdo durante os experimentos (MERONI et al., 2022).

4.3.10 Deslignificagao assistida por ultrassom

A proposta deste trabalho foi avaliar o emprego do ultrassom na deslignificacdo
da palha de milho. Nesse sentido, foram estudados sistemas de ultrassom do tipo
banho, devido ao uso ser frequentemente relatado na literatura para extracoes
solido/liquido (CHEMAT et al., 2017; FLORES et al., 2021; LUO et al., 2014), possuir
maior frequéncia analitica quando comparado a sondas e cup horn e também pela
necessidade de empregar acido concentrado na hidrélise, dificultando o uso dos

demais sistemas, onde as partes metalicas do US estariam em contato com o &cido.

A hidrdlise acida assistida por ultrassom consistiu em utilizar as condicdes ja
definidas no procedimento padrédo (secao 4.3.5) nestes experimentos. Portanto, ao
frasco reacionalforam adicionados 3mL de H2SOsa 72% a 300 mg de palhade milho.
Os frascos foram colocados na cuba dos banhos ultrassbnicos nas regides
previamente determinadas pelo mapeamento. A primeira etapa da hidrélise ocorreu
em uma temperatura de 30 °C por 60 minutos. Posteriormente, a solucéo resultante
da hidrolise foi diluida e autoclavada seguindo o procedimento do NREL, e por ultimo
filtrada, para realizar as determinacfes de ligninasollvel (secéo 4.3.6), carboidratos

(secdo 4.3.8), e ligninainsoluvel (secdo 4.3.7).

Os experimentos seguiram um planejamento univariado, ou seja, uma das
condicdes foi variada enquanto as demais se mantiveram fixas. Dessa forma, o
planejamento iniciou com a avaliagdo das frequéncias ultrassénicas (25, 35, 37, 45,
80 e 130 kHz). Para cada teste de frequéncia foimantida a amplitude intermediaria do
ultrassom (50%). Em seguida foram avaliados o tempo da primeira etapa da hidrélise
(5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos), o tempo de autoclavagem (30, 45 e 60 minutos) e a
amplitude do ultrassom (50, 75 e 100%). A temperatura da hidrélise assistida por

ultrassom néo foi avaliada neste estudo pois ja esta em um faixa energeticamente
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favoravel para aplicacGes laboratoriais e industriais (30 °C). Além disso, outros
trabalhos citados na literatura também utilizaram a mesma temperatura em seus
estudos, ou variacfes de 25 até 35 °C (LAUBERTE et al., 2021; SIPPONEN et al.,
2013).

4.3.11 Calorimetria

A calorimetria € uma das formas de mensurar a energia dissipada no meio pelo
ultrassom, visto que a poténcia nominal € diferente da poténcia do equipamento
efetivamente dissipada no meio de reacdo. Ao monitorar a temperatura do liquido,
obtém-se informagBes sobre a quantidade de energia que entra no reator

sonoquimico.

A medida da calorimetria foi feita nas mesmas condi¢des que os experimentos
reais. Logo, os frascos foram colocados na cuba do banho nas mesmas posi¢ées pre-
determinadas e neles continham 3 mL de H2SO4 a 72%. A temperatura foi medida em
um intervalo definido de tempo (1 minuto), dentro do frasco reacional. A massa
considerada no calculo de poténcia dissipada foi da solucdo de acido sulfarico. O
calculo referente a poténcia liberada no meio reacional e da densidade acustica estéo

mostrados nas equacdes 1 e 2, respectivamente.

AT Cp M
P ©
p=" (10)
\'

Onde,

P = poténciadissipada,em W,

AT = variacdo de temperatura, em °C;

Cp = calor especifico da solucgéo (J gt °C1);

M = massa da solucdo submetida a energia ultrassbnica, em g;
At = variacdo de tempo, em s;

D = densidade de poténcia, em W dm-3;

v = volume da solucéo 4cida, em dm3,
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4.3.12 Caracterizacao por FT-IR

Para caracterizagdo estrutural da lignina extraida ap0s os processos de
hidrolise, foram obtidos espectros por espectroscopia naregido do infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR) das matérias-primas e residuos apoés hidrélise acida
convencional e com aplicacdo de ultrassom. Previamente a aquisicdo de cada
espectro, foi coletado um espectro de referéncia (background), sem a amostra, na
superficie do cristal. Logo apds a aquisicao do espectro de referéncia, as amostras
foram dispostas no compartimento do acessorio sobre o cristal e submetidas a analise.
O equipamento foi purgado continuamente com argbnio para eliminar qualquer
contribuicdo daumidade do ar e do COz na obtencéo dos espectros. Posteriormente,
o compartimento do acessorio foi cuidadosamente limpo com acetona e seco com
papel absorvente. As seguintes condi¢cdes operacionais foram utilizadas na obtencéo
dos espectros: regido espectral de 650 a 4000 cm%, 16 scans, resolugdode 4 cm™e

forca aplicada sobre a amostra de 85 N m2.

4.3.13 Caracterizacdo por SEM

A microscopia eletrénica de varredura (SEM) foi aplicada para investigacao
morfolégica e topografica das matérias-primas e residuos da hidrolise acida. O
microscopio eletrénico de varredura é composto por filamento de emissao por campo
(FEG, do inglés Field Emission Gun) do tipo Schotky (filamento de tungsténio
recoberto com 6xido de zircdnio), equipado com coluna Gemini no modo de pressao
varidvel (VP, do inglés Variable pressure). As imagens foram obtidas com o uso do
detector de elétrons secundarios em pressao variavel (VPSE, do inglés Secondary

Electrons at Variable Pressure).
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE COMPOSICIONAL DA PALHA DE MILHO

A palhade milho seca ao ar e moida na granulometria exigida (= 20 mesh) foi
caracterizada seguindo as metodologias padroes do NREL. Os resultados obtidos

estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Caracterizagdo da palha de milho in natura e livre de extrativos determinados com base na

norma do NREL (média + desvio padrdo, n = 3).

Determinacao Teor, %

Palhain natura

Umidade 6,78 + 0,20
Proteinas 6,70 + 0,29
Extrativos 3,38 £0,21

Cinzas 2,07 £0,08

Palha livre de extrativos

Carboidratos 86,68 £ 0,46
Lignina total 9,67 +0,08
Proteinas 4,88 + 0,02
Cinzas 1,17 +0,01

Total 102,40 + 0,57

Fonte: Autor (2022).

A partir da Tabela 4 é possivel observar que o teor de umidade da palhain
natura se encontrana faixa adequada para a realizagdo da hidrolise &cida. O NREL
mencionaque teores de umidade maiores que 10% causam a diluicdo consideravel
do A&cido sulfarico, acarretando em menor degradacdo de carboidratos e
consequentemente umteor de lignina superestimado na amostra (SLUITER, A. et al.,
2008). Como a amostra ndo pode ser seca em temperaturas maiores que 40 °C, o teor
de umidade deve ser descontado nos calculos para considerar a pesagem da palha

de milho em massa seca. Devido a este ajuste, a umidade néo foi somada ao balanco
de massa final.

A remocao de extrativos da palha de milho é outra etapa extremamente

importante para as determinacdes subsequentes e visa a retirada de acucares e
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compostos nitrogenados soluveis em agua, bem como ceras e clorofila soliveis em
etanol (SLUITER et al., 2005). Todos esses componentes, isolados ou em conjunto,
causam interferéncias nas etapas posteriores de quantificacdo de lignina e
carboidratos. No caso da biomassa utilizada neste trabalh o, se os extrativos ndoforem
removidos, aproximadamente 3,38% da massa sera contabilizada como lignina,
gerando um resultado superestimado. Além disso, a permanéncia dos extrativos na
palha pode resultar em uma hidrolise incompleta visto que as ceras formam uma
camada hidrofébica nasuperficie da palha,impedindo apenetracdo do acido sulfarico.
Outro problema esta relacionado com a presenca de acucares sollveis em agua na
palha de milhoin natura, pois podem resultar em teor superestimado de carboidratos
e lignina se nao forem retirados da amostra. Como a palha de milho livre de extrativos
foi utilizada nas demais determinac0des, foi a partir desta amostra que os teores de

carboidratos, cinzas, proteinas e lignina total foram quantificados.

Os materiais inorganicos representam 2,07% da composicdo da palha in
natura. Foi possivel observar que cerca de 0,9% dos materiais inorganicos foi retirado
durante a etapa de remocdo dos extrativos. A baixa concentracdo de constituintes
inorgéanicos na palha sem extrativos favorece o uso dessa biomassa industrialmente,
visto que problemas por incrustacéo, perda de poder calorifico e geracao de residuos
ao final do processo serdo minimizados. Nao foi feita a determinag&o de metais dessa
fracdo, porém, de acordo com a literatura, podem se tratar majoritariamente de metais
parcialmente soltveis em agua como Ca, Sr, Mn e Mg (SANTOS et al., 2022).

O teor de proteinas foi estimado em relacdo ao teor de nitrogénio na amostra
multiplicado pelo fator de converséo, que para a palhade milhoé 4,6 segundooNREL
(HAMES et al., 2008). Para a amostra in natura foi obtido teor de nitrogénio de 1,46%,
enquanto para a palha de milho livre de extrativos foi de 1,06%. Percebe-se que parte
do conteltdo foi extraido no processo de remocdo de extrativos, que tem como
finalidade retirar os compostos nitrogenados provenientes do solo e da nutricdo da
planta. O teor de nitrogénio tem fundamental importancia na avaliacdo nutricional da
planta, bem como na viabilizacdo de processos que visam a queima da biomassa,
pois implica diretamente na quantidade de gases NOx liberados na atmosfera
(ZHANG et al., 2022). Entretanto, 0o NREL afirma que o teor de proteina no residuo de

ligninainsolivel em acido € baixo. Logo, se a lignina obtida for utilizada para geracéo
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de energia através da queima, nao ira contribuir de forma expressiva para a geracao

de gases do efeito estufa se comparado a outras fontes renovaveis.

A determinacao de lignina na palha de milho por hidrélise &cida tem como pré-
requisito a remocao dos extrativos devido aos inconvenientes comentados acima.
Portanto, apos retirada destes compostos e secagem ao ar, a amostra ficou apta para

as demais etapas.

O teor de lignina da palha de milho esta segmentado em fracdo soluvel e
insolivel em &cido. A fracdo soluvel € quantificada por espectrofotometria no
ultravioleta em condicdes ja otimizadas pelo NREL que estédo citadas na secao 4.3.6
(SLUITER, A et al., 2008). Compreende compostos fendlicos como acidos p-cumarico,
ferulico e cafeico e, devido ao comprimento de onda utilizado, o NREL afirma que ha
minima interferénciade compostos provenientes da degradacao dos carboidratos, tais
como furfural e hidroximetilfurfural (SOTO et al., 2011). De acordo com a Tabela 4, o
teor total de lignina obtido foi de 9,67%, sendo que a fracao sollvel corresponde a
3,00% e a fracdo insoluvel a 6,67% da massa total de amostra utilizada na hidrolise.
E um valor semelhante ao encontrado na literatura, entretanto, podem ocorrer
variacdes na composicao dependendo do método de extracdo utilizado (GAO PEIJI et
al., 1997). Da fracao de lignina soluvel podem ser separados e purificados compostos
de valor agregado para industrias de farmacos e alimenticia, por exemplo. O residuo
sélido do processo € a ligninainsoluvel em acido, que pode ser utilizada diretamente
em compositos ou ser tratada para obtencdo de suas fracbes de menor massa
molecular. Em relacdo as aspecto fisico dessa fracao, foi possivel verificara mudanca

de coloracao devido a carbonizacéo causada pelo H2SO4 concentrado e o tamanho
de particula, que se apresentou mais cominuida.

Neste trabalho, a determinacdo de carboidratos é imprescindivel pois tem
relacdo direta com o grau de solubilizacdo da biomassa pelo acido sulftrico. Como
pode ser visto naTabela 4, os carboidratos e aligninasomam 96% da massa de palha
de milho. Portanto, a medida de acgUcares se torna um parametro indicativo da
eficiénciada hidrélise, a qual tem como objetivo obter a lignina como um residuo do
processo. A quantificacao de glicose, xilose e arabinose foi feita de acordo com o
método mencionado na sec¢ao 4.3.8 (Quantificacédo de carboidratos). O procedimento
descrito pelo NREL também considera os mondmeros de manose e galactose no

hidrolisado como agucares quantificaveis, porém, muitas pesquisas nao os enfatizam
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devido ao baixo rendimento destes acucares (LIU et al., 2012). Neste trabalho, nao foi
possivel separd-los pelo método cromatografico utilizado pois houve coelui¢do de
ambos os acucares com a xilose, impossibilitando a quantificagdo dos mesmos. Os
demais monomeros (glicose, xilose e arabinose)foram quantificados e convertidos por
meio de um fator de corre¢cdo anidro em suas formas oligoméricas. Sendo assim, 0s
teores de glucano, xilano e arabinano obtidos foram, respectivamente, 47,04 + 0,24%,
33,67 £0,11% e 5,97 £ 0,12% para a palha de milho. Ha trabalhos que mencionama
relacdo direta entre os oligdmeros e suas formas poliméricas, admitindo, por exemplo,
que o teor de glucano é referente a porcentagem de celulose na biomassa, enquanto
os teores de xilano e arabinano podem ser contabilizados como hemicelulose (ZENG
etal., 2014). Entretanto, o NREL assume que seriam necessarios mais detalhes sobre
as ligacOes estruturais para atribuir as formas oligoméricas as suas fracfes

celuldsicas e hemiceluldsicas.

Para realizar o balanco de massa do processo foram considerados os teores
de carboidratos, lignina, cinzas e proteinas, totalizando 102,40% da biomassa livre de

extrativos.

5.2 MAPEAMENTO DOS BANHOS ULTRASSONICOS

Existem diversas formas de estimar qualitativa ou quantitativamente quais séo
as zonas de cavitagdo ativas em um reator sonoquimico. Entre elas destacam-se o
mapeamento térmico, medicdo com hidrofone e eroséo de papel aluminio (MERONI
et al., 2022). Entretanto, este Gltimo € o método de menor custo e boa visualizagéo.
Consiste nadisposicdode umafolhade aluminiocom a mesma largurae comprimento
da cuba sob a superficie da &gua, bem como exemplificado na Figura 6 (1a, 2a e 3a).
Como consequéncia da cavitacdo, sdo percebidas perfuracdes na folha nos locais

onde a energia ultrassbnica é mais intensa.

Sendo assim, antes do inicio dos experimentos foram feitos os mapeamentos
dos banhos ultrassénicos, a fim de observar os locais onde a energia liberada era
mais intensa. Esse procedimento consistiu em selecionar os pontos onde a folha de
aluminio foi perfurada pela acdo dos microjatos para o posicionamento dos frascos

reacionais nos banhos, como mostram as linhas pontilhadas.
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Como pode ser observado na Figura 6, o banho ultrassénico que opera em 25
e 45 kHz (1b e 1c), bem como aquele operando em 35 e 130 kHz (3b e 3c) possuem
0s mesmos locais de propagacdo maxima do ultrassom. O oposto ocorre com o banho
de 37 e 80 kHz (2b e 2c), que possuipontos diferentes de maxima intensidade quando

a frequéncia de trabalho é alternada.

Figura 6 - Medicao daintensidade do ultrassom com folha de aluminio para banhos ultrassénicos
operando em 1b) 25 kHz; 1c) 45 kHz; 2b) 37 kHz; 2¢) 80 kHz; 3b) 35 kHz e 3c) 130 kHz

Fonte: Autor (2022).

5.3 AVALIACAO DA FREQUENCIA ULTRASSONICA

Apoés a escolha dos locais de posicionamento dos frascos em cada sistema, a
avaliacdo da frequéncia ultrassbnica péde ser realizada. Na Figura 7 séao

apresentados os trés banhos utilizados nesta e nas avalia¢des posteriores.
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Figura 7 - Banhos ultrassénicos com frequéncias de a) 25 e 45 kHz; b) 37 e 80 kHz e c) 35 e 130 kHz.

Fonte: Autor (2022).

Conforme mostrado na Tabela 5, estes banhos possuem volumes internos e
poténcias nominais diferentes e operam em duas frequéncias de trabalho, totalizando
6 frequénciasinvestigadas.

Tabela 5 - Condi¢gdes operacionais dos banhos ultrassdnicos utilizados.

Frequéncia, kHz Volume, L Poténcia Nominal, W Modelo
25e 45 3,5 100 TI-H-5
37e80 9,0 330 P120H
35e 130 8,6 200 TI-H-10

Fonte: Autor (2022).

Cabe ressaltar que a poténcia util do equipamento geralmente representa
somente 10 - 40% da poténcia nominal, visto que ha perdas de transformacédo de
energia elétrica em energia mecanica. Para obter valores de densidade de poténcia
no banho ultrassénico, basta relacionar a poténcia dissipada por litro de solucdo
sonicada. Portanto, para a mesma quantidade de energia liberada, volumes menores
sao preferiveis pois aumentam a densidade de poténciano reator (LUO et al., 2014)

Para a realizacéo da hidrdlise foram seguidas as condi¢des determinadas no
procedimento padrdo do NREL. Adicionalmente foi empregado do US, bem como
descrito na secdo 4.3.10 (Deslignificacdo assistida por ultrassom). A solucdo
resultante da hidrélise acida foi utilizada na determinacdo de lignina soltuvel e
carboidratos de acordo com os métodos descritos nas se¢des 4.3.6 (Teor de lignina
soltvel) e 4.3.8 (Quantificacdo de carboidratos), respectivamente. Ja o residuo sélido

foi empregado na quantificacdo de lignina insolivel em acido, como citado no item
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4.3.7 (Teor de ligninainsolavel e total). Os teores de cada fracdo da lignina obtidos

nas frequéncias avaliadas estdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 — Teores de lignina obtidos com banhos ultrassénicos operando em 50% de amplitude e

com o procedimento padrdo (NREL) (média + desvio padrao, n = 3).

Banho US Lignina Soluvel, %* Lignina Insoluavel, %* Total, %*
25 kHz 2,98 £ 0,012 7,25 +£0,132 10,24 + 0,142
35 KHz 2,27 +0,06° 7,83 +£0,05° 10,10 £ 0,112
37 kHz 2,12 +0,04° 8,61 +£0,16% 10,73 + 0,20
45 kHz 2,73 +0,07¢ 7,94 +0,08° 10,67 +0,15°
80 kHz 2,25 +0,08P 7,96 + 0,120 10,22 + 0,202
130 kHz 2,93 £ 0,092 7,24 £ 0,062 10,17 + 0,152

NREL 3,00 £ 0,022 6,67 + 0,041 9,67 + 0,06

* Para cada coluna analisada separadamente, os valores sinalizados com a mesma letra sobrescrita ndo
apresentam diferenca significativa entre si.

1 para cadacoluna analisada separadamente, os valores sinalizados apresentam diferenca significativa
quando comparados aos demais.

Fonte: Autor (2022).

Sabendo que o teor total de lignina na palha de milho determinado pelo
procedimento de referéncia (NREL) € de 9,67%, conclui-se que o ultrassom viabilizou
a extracdo dalignina, poistodos os valores encontrados foram proximos aquele obtido
pelo NREL. Cabe ressaltar que ao considerar os teores totais de ligninae fazendo o
uso do teste ANOVA (do inglés Analysis of Variance) com um intervalo de 95% de

confianca, todos os resultados apresentam diferenca significativa quando comparado
a referéncia.

Como observado na Tabela 6, os sistemas operando em 25, 45 e 130 kHz
solubilizaram as maiores quantidades de lignina, enquanto os banhos de 37, 45 e
80 kHz mantiveram maior porcentagem da lignina na forma de residuo solido. Nesta
avaliacdo néo foi realizada a quantificacdo dos acucares para verificar se a hidrolise
havia sido completa e se somente a lignina estava sendo contabilizada nos célculos
de extracdo. Contudo, percebe-se que ndo ha uma ordenacdo nos resultados
conforme h& o aumento da frequéncia ultrassbnica. Isso leva a conclusao que, nas
condi¢cles que os experimentos foram feitos, a variacdo da frequéncia ndo exerceu
papel determinante na deslignificacao da palha de milho.
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Apesar disso, foi necessario escolher uma faixa de frequéncia para dar
sequéncia aos experimentos de hidrélise acida assistida por ultrassom e, por isso,
outro artificio precisou ser utilizado para auxiliar na decisdo. Nesse caso, a medida da
poténcia dissipada no meio pelo ultrassom foi considerada. Ela foi mensurada através

da calorimetria, fornecendo dados sobre a quantidade de energia propagada no meio
e disponivel para a absor¢do pela amostra.

5.4 TESTE CALORIMETRICO

Esse experimento foi realizado a fim de mensurar os valores de poténcia
dissipada pelos banhos ultrassbnicos, visto que os valores de poténcia nominal ndo
consideram as condi¢des do experimento, volume do banho, além de atenuacéo de
energiapelas paredes do reator, transdutores e ar. Estas perdas ocorrem no momento
gue as ondas ultrassbénicas sao propagadas no meio e a energia é transferida através

do liquido. (SON et al., 2012). Por esse motivo, a conversdo de energia elétrica em
energia mecanica precisa ser devidamente correlacionada.

Considera-se que nos primeiros instantes de sonicacdo ndo ha perdas de
transformacdo da energia elétrica em energia mecénica ou cinética e que toda a
energia incidente na amostra € convertida em calor. Portanto, através da medida de
temperatura é possivel quantificar a eficiéncia de transferéncia de energia elétrica
para o reator sonoquimico (LUO et al., 2014; MERONI et al., 2022).

Foram calculados, de acordo com as Equacgdes 9 e 10 presentes na secao
4.3.11 (Calorimetria), os valores da poténcia dissipada e densidade de poténcia por
calorimetria para todos os sistemas avaliados. Na Tabela 7 € possivel verificar os

dados obtidos a partir do teste calorimétrico em todos os banhos ultrassénicos.
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Tabela 7 - Valores de poténcia nominal, poténcia dissipada e densidade de poténcia nos banhos de

ultrassom com amplitude de 50%.

BanhoUS  Poténcia Nominal, W .Polténcia Densi.dadede
Dissipada, W Poténcia, W dm-3
25 kHz 100 1,08 361
35 KHz 200 0,34 112
37 kHz 330 0,49 163
45 kHz 100 0,63 209
80 kHz 330 0,09 31
130 kHz 200 017 56

Fonte: Autor (2022).

Foi considerada a variacdo de temperatura durante um intervalo de sonicacéao
de 1 minuto para todos os sistemas. Pode-se observar que as poténcias dissipadas
no meio oscilam de 0,09 a 1,08 W. A partir disso, foi possivel perceber que cada

sistema fornece energia para o0 meio em quantidades diferentes que dependem das
atenuacdes citadas anteriormente e do volume da cuba do banho.

Para melhorelucidacao da relacdo entre frequéncia e poténcia de US (Tabela
7) com os teores de lignina extraidas da palha de milho (Tabela 6), foi construido um

grafico que estéa disposto na Figura 8.

A partir do grafico é possivel observar que o banho de 25 kHz é o sistema que
possui maior densidade de poténcia (razdo entre poténcia dissipada e volume do
reator), mas ndo € o que mais extrai lignina se comparado aos outros sistemas. De
forma oposta, os banhos com maior volume (80 e 130 kHz) resultaram nas menores
densidades de poténcia.

Embora o sistema de 37 kHz tenha alcancado o maior teor de lignina entre os
demais, até o momento ndo estava sendofeita a caracterizacao da fracdo soltvel para
verificar se a constituicdo do residuo restante era somente lignina ou se possuia
acucares néo solubilizados gerando o teor superestimado para lignina. Por esse
motivo, optou-se por considerar 0 sistema que obteve o teor de deslignificacéo

proximo ao valor padrdo (NREL).
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Figura 8 - Teores de lignina e valores de densidade de poténcia em cada frequéncia de US (média +

desvio padréo, n= 3).

12 - 1 400
E
0 | 350 ©
. 3
< 300 o
S gl e
= 250 @
- g
© 6 200 o
©
) ()
S 4l 150 §
100 @
2 N (]
50 ©

0 0

25 35 37 45 80 130

Frequéncias US, kHz

B [ ignina SolUvel =iligninalInsollivel w==mTotal -—Dens. Poténcia
Fonte: Autor (2022).

Sendo assim, de acordo com a Tabela 6, o banho de 35 kHz foi escolhido para
dar seguimento nos experimentos. Além dele, o sistema operandoem 25 kHz também

foi selecionado a fim de observar se a elevada poténcia dissipada refletiria em teores
de deslignificacdo satisfatorios nas condi¢cdes avaliadas posteriormente.

5.5 AVALIACAO DO TEMPO DE HIDROLISE ASSISTIDA POR ULTRASSOM

O tempo padronizado pelo NREL na primeira etapa de hidrélise foi de 60
minutos. Contudo, tempos de 5, 10, 15, 30 e 45 minutos também foram avaliados a
fim de observar se o ultrassom beneficiaria a deslignificacdo da palha de milho em
tempos menores, mantendo a eficiéncia do processo. Devido aos valores obtidos no
teste calorimétrico, os banhosultrassénicos operandonasfrequéncias de 25 e 35 kHz
com 50% de amplitude foram selecionados para estes experimentos. Os demais
parametros experimentais se mantiveram de acordo com a norma. Na Figura 9 estdo

apresentados os resultados obtidos para os variados tempos de deslignificagao nos
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banhosde 25 e 35 kHz em comparacdo com o valordo NREL, representado pelalinha
horizontal preta.

Observando a Figura 9 é possivel perceber que 15 minutos de hidrolise com a
aplicagcdo do ultrassom em 35 kHz foram suficientes para remover a mesma
quantidade de ligninaque o método padrdo por 60 minutos. Ja hidrélise em 25 kHz

possibilitou a mesma porcentagem de deslignificagcdo que o NREL apenas em 45
minutos de sonicacao.

De acordo com o teste ANOVA em intervalo de 95% de confianca, todos os
tempos de sonicagédo em 35 kHz resultaram em teores de lignina total sem diferenca
significativa quando comparados ao NREL. Dentre os tempos estudados para a

frequéncia de 25 kHz, somente 30 minutos de sonicacdo apresenta diferenca
significativa emrelacdo ao NREL.

Figura 9 - Avaliacdo do tempo de hidrélise com banhos de 25 e 35 kHz com 50% de amplitude na

deslignificacdo da palha de milho (média + desvio padrdo, n= 3).
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Fonte: Autor (2022).

Percebe-se um decaimento acentuado no teor de lignina notempo de 15 e 30
minutos para a frequéncia de 25 kHz, provavelmente devido a heterogeneidade da
amostra. Uma ligeira diminuicao também foi observada com o uso da frequéncia de

35kHz, porém no tempo de 45 minutos. Um estudo realizado por BUSSEMAKER etal.
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(2013) também constatou o declinio e posterior aumento do teor de ligninanodecorrer
do tempo de sonicacdo da casca de girassol. A repolimerizagdo da lignina solGvel na
fracdo insoluvel foi uma das hipdteses apresentadas para justificar este
comportamento. Além disto, os autores consideraram que o ultrassom pode interagir

de forma diferente com as unidades H, G e S que formam a complexa cadeia da
lignina, promovendo remogodes néo lineares (BUSSEMAKER et al., 2013).

Embora ambas as frequéncias tenham obtido valores satisfatérios de
deslignificacdo em diversos tempos, agueles mais baixos sédo preferiveis devido a

economiade recursos. Em razao disso, os tempos de extragdo de 5 e 10 minutos para
25 e 35 kHz receberam destaque.

Tendo em vista a dissipacéo de energia envolvida no uso de cada sistema pelo
experimento de calorimetria (Figura 8), nota-se que o banho de 25 kHz libera 3 vezes
mais energia no meio do que o banho de 35 kHz. No entanto, a elevada poténcia nao
representou extracdes de lignina significativas, visto que ambos 0s sistemas
obtiveram valores parecidos nos tempos de 5 e 10 minutos (Figura 9).

Se visto no ambito energético, o banho de 35 kHz apresenta algumas
vantagens em relacao ao de 25 kHz para este estudo. Por exemplo, a viscosidade do
H2S04 na concentracdo de 72% é elevada e pode dificultara passagem das ondas
ultrassénicas. Portanto, é preciso empregar mais energia e, consequentemente, maior
frequéncia para superar o limiar de cavitacdo. Além disso, ao utilizar frequéncias
maiores sao geradas mais bolhas de cavitagdo de tamanho menorcom grande poder
de penetracdo (CAPELO-MARTINEZ, 2009; MASON et al., 2002).

Embora a diferenca de frequéncia entre os dois sistemas estudados néo seja
expressiva, estes argumentos justificam os valores de deslignificacdo obtidos para o
banho de 35 kHz, pois, mesmo liberando menos poténcia no meio, alcangou

resultados tdo bons quanto o sistema mais potente, operando a 25 kHz.

Ainda, ao observar a Tabela 6, constata-se que foi extraida menor quantidade
de lignina soltvel com o sistema de 35 kHz, restando mais lignina insoltvel ao final do
processo. Este residuo sdélido pode ser diretamente aplicado ou facilmente
solubilizado em monémeros, enquanto a fracao soltvel, também rica em acucares,
necessita passar por processos de separacdo e purificacdo que podem ser

desvantajosos economicamente. Por estes motivos, o banhode 35 kHz foi o escolhido
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para dar sequéncia aos experimentos, restando somente definir o melhor tempo de

sonicacgao.

Nota-se que os teores de lignina extraidos em 35 kHz por 5 e 10 minutos
apresentam valores semelhantes. Para decidir qual dos tempos deveria ser
selecionado para as demais etapas do planejamento foi feita a quantificacao de
acucares (glicose, xilose e arabinose) em cada uma das amostras a fim de avaliar a

eficiéncia da hidrolise. Foram obtidos os valores de 72,51% e 86,01% de carboidratos
totais solubilizados nos tempos de 5 e 10 minutos, respectivamente.

Ao considerar somente o teor de ligninatotal extraido pelo US em 5 minutos,
h& uma economia de tempo de 12 vezes se comparado com o teor de lignina total
obtido com o método do NREL (60 min de hidrolise). Nessas condi¢des, ndo ha
diferenca significativa entre os valores de acordo com o teste ANOVA com um

intervalo de 95% de confianca.

Entretanto, ao avaliar o teor de carboidratos extraidos, percebe-se que o tempo
de 5 minutos é insuficiente para hidrolisar todos os carboidratos da biomassa, visto
gque 0 método padrdo solubilizou 86,68% deles. Isso representa uma diferenca de
14,17% em massa de palhade milho que foi contabilizada como lignina, ja que estes
acucares permaneceram no residuo solido. Aléem disso, foi possivel observar uma
coloragdo mais clara do residuo quando comparada com o tempo de 10 minutos de

US, indicando qualitativamente que a hidrélise em 5 minutos néo foi completa.

Ao comparar a eficiéncia das hidrolises obtidas com o US por 10 minutos e o
NREL, notou-se a solubilizacao praticamente completa dos carboidratos, uma vez que
o tratamento com US por 10 minutos em 35 kHz resultou em teor de 86,01% de
acucares monomericos.

Sendo assim, este tempo e frequéncia foram selecionados para as demais
etapas do planejamento experimental com economia de tempo de 6 vezes e mesma
eficiéncia de deslignificacdo e solubilizacdo de carboidratos em relacdo ao método
convencional. Essa reducédo de tempo pode estar relacionada com os efeitos da
cavitacao acustica, tais como as ondas de choque, microjatos e microfluxos. Esses
fenbmenos intensificam o contato entre o acido e a palha de milho, facilitando a

solubilizacao e desorganizacao da biomassa.
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5.6 AVALIACAO DA AMPLITUDE ULTRASSONICA E TEMPO DE AUTOCLAVE

A avaliagéo de variadas amplitudes de US foi feita com o intuito de melhorar ou
manter a eficiéncia de extracdo de lignina ja alcancada, porém tornando brandas
outras condicdes do processo, tal como o tempo de hidrélise em autoclave. Nesse
sentido, foram estudadas amplitudes maiores do que a fixada até o0 momento (50%)

para compensar a diminuicao do tempo de autoclavagem (etapa a ser avaliada).

Foi feito um paralelo entre os teores de lignina extraidos e a porcentagem de
acucares solubilizados na palha de milho em cada amplitude de US testada (50, 75 e
100%). Estes dados se complementam neste estudo, visto que a solubilizacdo dos
carboidratos indica se os teores de lignina obtidos sdo provenientes de hidrélise
completa ou incompleta.

Na Figura 10 € possivel visualizar os teores de lignina soluvel, insoltvel e total
em cadatempo de hidrélise em autoclave testada (30, 45 e 60 minutos) com amplitude
de US fixada em 50%. Cabe ressaltar que a primeira etapa de hidrélise foi realizada
nas condi¢cdes definidas anteriormente (aplicacdo de US a 35 kHz por 10 minutoscom
300 mg de amostra e 3 mL de H2SOs4 72% a 30°C) e que a temperatura de

autoclavagem néo foi alterada neste estudo (121 °C).

Figura 10 - Avaliacdo dos tempos de autoclavagem na extracdo de lignina em 10 minutos de hidrélise

com 35 kHz e 50% de amplitude (média + desvio padréo, n = 3).

Teor de Lignina, %

30 45 60 NREL
Tempo, min

® Soldvel “Insoltvel ™ Total

Fonte: Autor (2022).
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Na Tabela 8 podem ser visualizados os teores de carboidratos oligoméricos

solubilizados em cada condi¢&o experimental da Figura 10.

Tabela 8 - Avaliagdo da producgédo de agUcares em diferentes tempos de autoclavagem e 50% de

amplitude na hidrélise (média + desvio padrao, n = 3).

Producéo de aclucares em 50% de amplitude

Tempo _ :
. Glucano, % Xilano, % Arabinano, % Total, %
autoclave, min
30 37,55 +0,18 35,97 +0,42 6,72 +0,01 80,24 + 0,61
45 42,81 £ 0,36 36,19 £ 0,37 6,57 £0,12 85,57 £0,85
60 45,16 £ 0,49 34,23 £041 6,62 £ 0,05 86,01 £ 0,95
NREL 47,04 £0,24 33,67 +0,11 597 +0,12 86,68 + 0,46

Fonte: Autor (2022).

Ao observar a Figura 10, percebe-se que o teor de ligninainsolivel aumenta
conforme a hidrolise em autoclave fica mais longa. Isto pode ser causado pela
repolimerizacdo da cadeia amorfa de lignina, que em menores tempos estava
presente nafracdo soluvel.

Embora o teor de lignina extraido da palha de milho no tempo de 30 minutos
de autoclavagem seja proximo ao valor de referéncia (NREL), nota-se que parte da
massa do residuo também contém acucares ndo solubilizados. De acordo com 0s
dados da Tabela 8, o teor total de carboidratos obtido ap6s a hidrélise acida da palha
de milho com o método referéncia foi de 86,68%. No entanto, quando a hidrdlise
assistida por US foi realizada em tempo de autoclavagem de 30 minutos, obteve-se a
solubilizacao de 80,24% dos carboidratos. Portanto, aproximadamente 6% do total de
acucares permaneceu no residuo solido e foi contabilizado como lignina devido ao

menor tempo acarretar em hidrolise incompleta da biomassa.

Janostempos de autoclavagemde 45 e 60 minutos, pode-se afirmar que houve
a hidrélise praticamente completa dos carboidratos e que o residuo insoltvel é
composto apenas por lignina.

Além disso, dentre todos os acucares, a glicose é a que apresenta maior
interesse industrial, pois é vastamente empregada na fabricacdo de biocombustiveis.

Portanto, além do tempo de autoclavagem de 60 minutos possibilitar a melhor
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extracdo de lignina, também viabilizou a maior solubilizacdo da glicose em
comparacdo aos demais tempos estudados. Isto é evidente pois a celulose possui a
maior parte da cadeia polimérica altamente organizada (exceto pela regidao amorfa),
necessitando de elevada temperatura e tempo para ocasionar sua fragmentacéao.
Um comportamento semelhante é observado com a aplicacdo do ultrassom na
amplitude de 75%. Na Figura 11 sdo mostrados os teores de lignina soltvel, insoltvel

e total em cada tempo de hidrélise em autoclave testada (30, 45 e 60 minutos).

Figura 11 - Avaliacdo dos tempos de autoclavagem na extracdo de lignina em 10 minutos de hidrélise

com 35 kHz e 75% de amplitude (média + desvio padrao, n = 3).
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Fonte: Autor (2022).

De acordo com a Figura 11, o teor de lignina soltvel diminui significativamente
conforme o tempo de autoclavagem aumenta, bem como observado com a amplitude
de 50%. Além disso, essa fracdo é mais solubilizada com o uso de 75% de amplitude
se comparada com a anterior, de 50%. Sabe-se que ondas com maiores amplitudes
transportam mais energia. Portanto, a agitacdo mais vigorosa do meio ocasionada
pelas ondas de choque, microjatos e microfluxos pode ter desorganizado em maior
escala a estrutura da lignina e, por isso, maior solubilizacdo foi observada com o
emprego da amplitude maior.

A fragmentacao superiorda ligninaemfracéo soltvelimpactou diretamente nos

teores de ligninainsoluvel, visto que a porcentagem de deslignificacdo obtida com a
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amplitude de 75% permaneceu praticamente a mesma da condicdo anterior
(amplitude de 50%).

O perfil de solubilizacdo dos carboidratos, mostrado na Tabela 9, manteve-se
similar a condicdo anterior. Em menores tempos de autoclavagem foi observado
menor producao de acucares. O melhor desempenho na deslignificacdo da palha de
milho e na solubilizag&o dos carboidratos foi obtido com o tempo de 60 minutos. Vale
ressaltar que o aumento da amplitude reduziu a cristalinidade da celulose e
hemicelulose, visto que os valores totais de producéo de acucares foram ligeiramente

maiores em 75% de amplitude do que em 50% no tempo de 60 minutos.

Tabela 9 - Avaliagdo da producédo de aclcares em diferentes tempos de autoclavagem e 75% de

amplitude na hidrélise (média + desvio padréo, n = 3).

Producéo de aglcares em 75% de amplitude

Tempo : .
_ Glucano, % Xilano, % Arabinano, % Total, %
autoclave, min
30 33,72 £ 0,10 32,21 + 0,67 6,24 + 0,36 72,17 £1,13
45 41,32 +1,04 32,27 +1,11 6,10 + 0,25 79,69 + 2,40
60 46,37 £ 0,14 34,67 +£0,14 597 +0,11 87,01 £ 0,39
NREL 47,04 £ 0,24 33,67 +£0,11 597 +0,12 86,68 + 0,46

Fonte: Autor (2022).

Constam na Figura 12 os teores de lignina soluvel, insoluvel e total em cada
tempo de hidrélise em autoclave testada (30, 45 e 60 minutos) com amplitude de US
fixada em 100%.

Ao observar a Figura 12, percebe-se a reducdo do teor total de lignina na
amostra, visto que a hidrélise nao foi completa nos tempos de 30 e 45 minutos de
autoclave e o0s aclUcares foram contabilizados como lignina. No tempo de

autoclavagem de 60 minutos € possivel notar a pequena diminuicdo no teor de lignina
soluvel, provavelmente devido a deposicdo da lignina na fracao insoltvel.
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Figura 12 - Avaliagdo dos tempos de autoclavagem na extragdo de lignina em 10 minutos de hidrélise

com 35 kHz e 100% de amplitude (média + desvio padrdo, n= 3).

Teor de Lignina, %

30 45 60
Tempo, min

NREL

® Solavel W Insoldvel H Total

Fonte: Autor (2022).

Estdo dispostos na Tabela 10 os teores de carboidratos solubilizados em cada

condicao experimental da Figura 12, representados na forma oligomérica.

Tabela 10 - Avaliacdo da producédo de aclcares em diferentes tempos de autoclavagem e 100% de

amplitude na hidrélise (média + desvio padrao, n = 3).

Producéao de acucares em 100% de amplitude

Tempo _ _
. Glucano, % Xilano, % Arabinano, % Total, %
autoclave, min
30 36,45 £ 0,36 29,81 £0,11 571+0,12 71,97 £ 0,60
45 41,25 + 0,25 3514 +0,41 6,98 + 0,64 83,37 +£1,30
60 51,39 £ 0,16 34,01 £0,28 6,27 £0,13 91,67 £0,56
NREL 47,04 £ 0,24 33,67 £0,11 597 £0,12 86,68 £ 0,46

Fonte: Autor (2022).
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Além disso, nota-se que os teores de lignina soluvel obtidos em 100% de
amplitude sdo maiores do que os alcancadosem 50 e 75% de amplitude. Isto justifica-
se pelo aumento de energia propagada pelo US e pela intensificacdo dos efeitos
fisicos que causam a desorganizacdo da estrutura lignoceluldsica, tais como 0s
microfluxos e microjatos. O aumentoda amplitude também pode facilitara penetracéo
do &cido sulfurico (bastante viscoso) na amostra, por isso pode ter solubilizado em

maior extensao a lignina.

Este mesmo efeito pode ter causado a maxima solubilizacao dos carboidratos
entre todas as condi¢des estudadas (91,67%). Houve reducdo consideravel na
cristalinidade da celulose e hemicelulose pois notou-se maior fragmentacdo das
mesmas devido as intensasondas de choque existentesnessacondi¢do. Nota-se que
a hidrolise assistida por ultrassom resultou em rendimento de glucano superior ao
atingido pelo método padrdo. No entanto, o valor se encontra na faixa adequada para

a palhade milho pré-tratada, que varia de 42 a 57% segundo a literatura (GAO PEIJI
et al., 1997; SANTOS, 2014).

Portanto, apdés essa avaliacdo detalhada da influéncia da amplitude
ultrassbnica e do tempo de hidrélise em autoclave na deslignificacdo da palha de
milho, foi possivel concluir que 100% de amplitude e 60 minutos de autoclavagem
foram as melhores condicfes para a finalidade mencionada.

Os teores de lignina soluvel e insoltvel obtidos com o US néo tém diferenca
significativa daqueles extraidos com o procedimento padrdo, segundo o teste t de
student em intervalo de 95% de confianga.

Cabe destacar que além da condicéo otimizada com US possibilitar a mesma
remoc¢do da lignina que o método padrdo, também viabilizou a recuperacao total de
carboidratos da palha de milho. A totalidade de celulose e hemicelulose presentes na
biomassa, antes do pré-tratamento, foram convertidos em acucares fermentesciveis
Uteis para fabricacdo de biocombustiveis e produtos de alto valor agregado para

diversas industrias.

5.7 AVALIACAO DA CONCENTRACAOACIDA

ApoOs a otimizacdo dos tempos das hidrolises e da frequéncia e amplitude

ultrassOnica, restou avaliar a concentracdo de H2SO4 empregada no processo de
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hidrolise. Nao foram encontradas concentracdes diferentes de 72% na literatura para
este tipo de aplicacéo, portanto, os valores foram escolhidos arbitrariamente. Visando
tornar esta condicdo a mais branda possivel, o objetivo inicial consistiu em testar 4
concentracdes mais diluidas que a utilizada. Por isso, os valores foram reduzidos a
cada 1/4 partindoda concentracaoinicial. Logo, as concentracbesde 18, 36, 54 e 72%
foram planejadas para avaliagdo. Em um primeiro momento foi estudada a utilizacéo
da segunda maior concentracdo de H2SOa e, caso fosse eficiente,as mais diluidas

seriam testadas.

No entanto, foi observado que a condicdo empregando 54% de H2SO4 néao
hidrolisou eficientemente os carboidratos, o que resultou em um valor superestimado

para lignina, como pode ser observado na Tabela 11.

Tabela 11 - Teor de lignina apds hidrélise com H2S04 a 54% (média + desvio padrao, n = 3).

Fracao lignina Teor, %
Solavel 2,48 + 0,07
Insolavel 47,52 +0,13
Total 50,00 + 0,20

Fonte: Autor (2022).

A partir destes resultados percebe-se que os carboidratos se mantiveram
ligados a lignina (fracdo insoltvel) pois a condicdo acida néo foi suficiente para
hidrolisa-los. Sendo assim, as concentracfes mais diluidas também nao seriam

eficientes e por isso ndo foram testadas.

5.8 CARACTERIZACAOPOR FT-IR

Os grupos funcionais caracteristicos da lignina foram avaliados por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) e a
identificacdo dos mesmos foi baseada em comparagdes do espectro obtido com

agueles disponiveis na literatura.

Na Figura 13 estdo apresentados os dois espectros da lignina obtidos e seus

respectivos numeros de onda. O espectro A (em azul) refere-se a condi¢ao otimizada
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da hidrolise acida assistida por ultrassom, enquanto o espectro B (em preto) remete-

se a hidrdlise pelo tratamento convencional.

Figura 13 - Espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) obtidos para a lignina

em a) 10 minutos de hidrélise com 35 kHz e 100% amplitude e 60 minutos de autoclave e b) NREL.
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Fonte: Autor (2022).

Uma banda forte observada em torno de 3400 cm™ é atribuida a vibragGes de
alongamento O-H de grupos fenélicos (STUART, 2004). A banda fraca em 2900 cm™
€ atribuida as vibracfes C-H do grupo metil de carboidratos (PAVIA et al.). Ja a banda
em 2850 cm pertence ao estiramento do grupamento metdxi ou vibracdes de
alongamentode ligacdo C-H de alcanos (JIN et al., 2020). A bandaem 1720 cm! esta
relacionada com vibracdes de alongamento de ligacdo éster entre a lignina e os
carboidratos (YANG et al., 2018). Bandas em 1640, 1600, 1500 e 1420 cm s&o
mencionadasnaliteratura como vibragdes de anelaromético. Deformacées angulares

de metil e metileno correspondem a bandaem 1460 cm-1.

Algumasbandas séo caracteristicas de vibracdes dos anéis aromaticos siringil,
guaiacil e hidroxifenil. Dentre elas, podem ser citadas as bandas em 1328 e

1200 cm™ 1, que representam o estiramento C-O do anel siringil. H4 também a banda
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em 1130 cm® que corresponde a alongamento de éter alifatico ou deformacéo da
ligacdo C-H planar do anel aromético siringil. Além destas, as bandas em 1030 e 860
cm-® caracterizam a deformacdo C-H no plano do anel aromatico guaiacil e vibracdes
fora do plano C-H de anéis hidroxifenil e siringil (JIN et al., 2020; LI et al., 2020;
RUNCANG SUN et al., 2002; YANG et al., 2018).

Embora a estrutura da lignina seja complexa e variada, pode-se notar a
presenca de varios grupamentos caracteristicos da sua cadeia nos espectros
adquiridos. E importante ressaltar que todas as bandas da lignina obtidacom o método
convencional também estdo presentes no espectro da lignina proveniente da hidrolise
com US. Isso significaque a condicdo otimizada com o US possibilitou a obtencao da
lignina com as mesmas caracteristicas estruturais que o NREL, porém, em menor

tempo de hidrolise devido aos fenédmenos da cavitacdo acustica.

5.9 CARACTERIZACAOPOR SEM

A anélise por microscopia eletrbnica de varredura (SEM) forneceu informacgdes
sobre a estrutura morfolégica e topografica da palha de milho. As imagens foram
coletadas da amostra in natura, da palhalivre de extrativos e da palhaapos a hidrélise
acida (NREL), como mostrado na Figura 14. Todas as imagens possuem
magnificacéo de 5000 vezes.

Conforme mostrado na Figura 14A, a palha de milho néo tratada apresentava
particulas aderidas a superficie. Apos a remocao de extrativos (Figura 14B), a palha
de milho passou a ter aparéncia mais limpa e uniforme. Isso confirma que a etapa de
extracdo destes materiais particulados, ceras e aclUcares superficiais s&o

extremamente importantes para as posteriores quantificacbes de lignina e
carboidratos na biomassa.

Ao observar a Figura 14C, é possivel verificar a modificagdo na superficie do
residuo antes e apos os processos de hidrolise com H2SO4 a 72%. Percebe-se que
restou somente umarede porosa se comparada com a imagem anterior, o que indica
a solubilizacdo dos carboidratos da matriz. Portanto, pode-se considerarque o residuo
restante seja a lignina presente na parede vegetal que néo foi afetada pela hidrolise

acida.
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N&o foi possivel obter umaimagem da condic¢do otimizada com o US (SEM em
manutenc¢do). Entretanto, sabe-se que a solubilizagédo dos carboidratos na hidrolise
assistida por US foi tdo eficiente quanto a conseguida pelo método padrdao (NREL).
Logo, acredita-se que os aspectos morfoldgicos da lignina obtida pelos dois métodos
seriam parecidos. Porém, € importante ressaltar que poderia ser notado na superficie
da lignina uma desordem estrutural superior aguela observada nos experimentos

seguindo o procedimento padréo, devido ao fendmeno da cavitacdo acustica.

Figura 14 - Microscopia eletrbnica de varredura para a) palha de milho in natura, b) palha de milho

livre de extrativos e c) lignina apds hidrélise dcida (NREL).

Fonte: Autor (2022).



65

6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados apresentados neste trabalho, observou-se que o
método de deslignificacdo assistida por ultrassom possibilitou a extracdo eficiente da
lignina da palha de milho e com economia de tempo de 6 vezes na etapa de hidrolise
acida quando comparado ao método convencional (NREL). Ainda, verifica-se que o
método proposto pode ser uma alternativa aos métodos de determinacédo de lignina ja
consolidados, uma vez que nao houve diferenca significativa entre os valores de
ambos os métodos quando submetidos ao teste estatistico t student com intervalo de

95% de confianca.

Na otimizacdo do processo de deslignificacdo foram avaliados parametros
experimentais como frequéncia e amplitude do US, bem como a quantidade de
energia dissipada no meio reacional pelo US (estimada pelo método calorimétrico).
Além disso, o tempo de hidrélise acida, tempo de hidrolise em autoclave e
concentracdo acida também foram investigados. Apds o estudo de todos esses
parametros, foram definidas as melhores condi¢cbes para o0 processo como sendo:
tempo de hidrolise acida assistida por ultrassom de 10 minutos na frequéncia de
35 kHz com 100% de amplitude, temperatura de 30 °C utilizando 300 mg de amostra

e 3 mL de H2SOa4 a 72% e posterior autoclavagema 121 °C por 60 minutos.

Embora o tempo de hidrélise em autoclave ndo tenhasido reduzido, foi possivel
obter maior rendimento de acucares fermentesciveis na condicéo otimizada do que o
método de referéncia. Isto significa melhor converséo da palha de milho em produtos

de valor agregado.

Os experimentos concisos de avaliacdo de concentracdo acida mostraram que
€ necessario utilizar condi¢des reacionais severas para compensar o reduzido tempo
de hidrdlise.

Ao final das otimizagfes, a lignina obtida através do método alternativo e
convencional foram coletadas para a caracterizacdo de grupos funcionais por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR). Percebeu-se
caracteristicas estruturais muito semelhantes entre os dois residuos, concluindo que

0 US possibilitou a obtencéo de lignina em padréo equivalente ao NREL, mesmo em
tempo de hidrolise reduzido.
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Através da analise por microscopia eletronica de varredura (SEM) foi possivel
comparar as morfologias da palha de milho in natura, livre de extrativos e da lignina
obtida pelo método do NREL. Concluiu-se que a remocao de extrativos da palhatem
relevante importadncia para o processo, devido a retirada de diversas particulas
superficiais que prejudicam as demais analises. Ja no residuo acido insolavel
observou-se a rede porosa de lignina que restou da solubilizacdo dos carboidratos

pelo &cido sulfurico concentrado.

Portanto, através de um método alternativo, este trabalho possibilitou a
valorizacdo de umresiduoindustrialque é a lignina proveniente da palhade milho. Na
forma sdlida, a lignina pode ser empregada em compdsitos com polimeros para
construcdo de produtos leves, com resisténcia fisica e microbiolégica. Quando
despolimerizada, os monémeros da lignina podem ser utilizados na industria de
farmacos, cosméticos, biocombustiveis e alimenticia devido suas caracteristicas

antioxidantes e de termoestabilidade.

Além da lignina, elevados rendimentos de carboidratos foram obtidos da
hidrélise da biomassa lignocelulésica. Recebem destaque industrial devido ao uso
bem estabelecido na fabricacéo de produtos da quimica fina e biocombustiveis. Cabe
evidenciar que nesta Ultima aplicacdo ndo € necessario submeter os carboidratos a
hidrolise enzimatica, visto que ja se encontram naforma de acuUcaresfermentesciveis.
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