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RESUMO

O bio-6leo ¢ uma fonte promissora para geragdo de produtos de maior valor agregado.
Uma das formas de simplificar o aproveitamento das diversas potencialidades do bio-6leo € o
fracionamento, que consiste na separacdo de fases que o constituem. A fase insoluvel,
denominada lignina pirolitica tem aplicagdes conhecidas pela literatura, enquanto a fase
soluvel resultante carece de informagdes acerca do comportamento fisico-quimico, atividade
antioxidante e antimicrobiana. Desse modo, o presente estudo objetivou caracterizar
quimicamente a fase aquosa (FA) resultante do fracionamento do bio-6leo e verificar sua
estabilidade fisico-quimica, bem como seu potencial antioxidante e antimicrobiano. Para tal,
o bio-6leo foi fracionado em dgua fria a 17.000 RPM em trés proporg¢des bio-6leo: dgua, sendo
elas 1:100, 1:70 e 1:50. A fase aquosa resultante do fracionamento foi caracterizada em
relagdo as propriedades fisico-quimicas, composicdo quimica via cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, estabilidade fisico-quimica sob condigdes de
envelhecimento, além da potencial capacidade antioxidante e a¢do biocida contra fungos e
bactérias. Os principais resultados do presente estudo mostraram que quanto menor o teor de
agua utilizado no fracionamento, maior € o rendimento, o qual foi superior (em torno de 60%)
para a fracao 1:50. Observou-se a presenca de classes de compostos quimicos na fase aquosa,
sendo eles éteres, ésteres, aldeidos, compostos nitrogenados, anidro agucares, fendis, alcoois
e alcanos, com destaque para o catecol, o 5-hidroximetilfurfural, a vanilina e a levoglicosana.
Especificamente, a levoglicosana foi o composto majoritério, atingindo cerca de 44% em area
relativa na propor¢ao 1:50. A fase aquosa apresentou relevante capacidade antioxidante em
decorréncia da sua composi¢ao quimica fortemente fenolica, que somada a outros compostos
quimicos detectados na fase aquosa resultaram também em uma alta atividade antifungica
contra os fungos Trametes versicolor ¢ Gloeophyllum trabeum, e contra as bactérias gram-
negativa Escherichia coli e gram-positiva Staphylococcus aureus. De maneira geral, os
compostos quimicos detectados na fase aquosa se mostraram estaveis quimicamente ao longo
de 43 dias de envelhecimento, confirmando que a fase aquosa pode ser considerado uma
promissora alternativa para a extracao e purificagdo de quimicos de maior valor agregado em
um sistema de biorrefinaria, bem como aplicagdes como agente antimicrobiano e antioxidante.

Palavras-chave: Fracdo aquosa. Conversdo termoquimica. Compostos fenolicos.

Levoglicosana. Potencial antimicrobiano. Capacidade antioxidante.



ABSTRACT

Bio-oil is a promising source for the generation of higher value-added products. One
of the ways to simplify the use of the various potentialities of bio-oil is the fractionation, which
consists of the separation of phases through methods such as liquid-liquid extraction,
molecular distillation and extraction in cold water, the latter being the most advantageous due
to the simplicity of processing. The insoluble phase, called pyrolytic lignin has applications
known in the literature, while the resulting water-soluble phase lacks information about
physicochemical behavior, antioxidant and antimicrobial activity. Thus, the present study
aimed to chemically characterize the FA and verify its physicochemical stability, as well as
its antioxidant and antimicrobial potential. For this, the bio-oil was fractionated in cold water
at 17,000 RPM in three bio-oil: water ratios, being them 1:100, 1:70 and 1:50. The aqueous
phase resulting from the fractionation was characterized in relation to physicochemical
properties, chemical composition via gas chromatography coupled to mass spectrometry,
physicochemical stability under aging conditions, the potential antioxidant capacity and
biocide action against fungi and bacteria. The main results of this study showed that the lower
the water content used in the fractioning, the higher the yield, which was higher (around 60%)
for the 1:50 fraction. It was observed the presence of chemical compounds in the water-soluble
phase, being them ethers, esters, aldehydes, nitrogen compounds, anhydrous sugars, phenols,
alcohols and alkanes, with emphasis on catechol, 5-hydroxymethylfurfural, vanillin and
levoglucosan. Specifically, levoglucosan was the major compound, reaching about 44% in
relative area in the proportion 1:50. The water-soluble phase showed relevant antioxidant
capacity, especially due to its chemical phenolic composition. These phenolic compounds, as
well as other chemical compounds detected in the water-soluble phase resulted in a high
antifungal activity against the fungi Trametes versicolor and Gloeophyllum trabeum, and
against the gram-negative bacteria Escherichia coli and gram-positive Staphylococcus aureus.
In general, the chemical compounds detected in the water-soluble phase have shown to be
chemically stable over 43 days of ageing, confirming that the water-soluble phase can be
considered a promising alternative for the extraction and purification of higher added value
chemicals in a biorefinery system, as well as applications as an antimicrobial and antioxidant
agent.

Keywords: Aqueous Fraction. Storage Stability. Phenolic Compounds. Levoglucosan,

Antimicrobial Potential. Antioxidant Activity.
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1. INTRODUCAO

Uma das preocupagdes ascendentes no cendrio produtivo mundial ¢ a geracdo de
residuo. Seguindo essa tendéncia, a industria celulosica vem buscando formas rentéveis de
reincluir seus rejeitos na cadeia produtiva, em especial os finos de madeira, em razdo do
grande volume gerado. Por exemplo, a cada tonelada de papel produzido, 200 kg de finos
virdo a serem rejeitados por ndo se adequarem as especificacdes dimensionais exigidas
processos de polpacdo Kraft. Nesse aspecto, evidencia-se o processo de conversdo
termoquimica desses finos de madeira residuais, em um reator de pirdlise rapida objetivando
a producao do bio-6leo, colocando-o como uma alternativa para geragao de energia a partir de
um biocombustivel de segunda geracdao (BAJPAI, 2015; MATOS et al., 2020).

A pir6lise consiste no processo de termoconversao da biomassa com baixas taxas de
oxigénio que resulta na produ¢do de carvao (fracdo solida), gés (fracdo gasosa) e bio-0leo
(fracdo liquida), onde a velocidade de conversdo da biomassa ¢ influenciada pela temperatura
e taxa de aquecimento. Estes parametros caracterizam o tipo do processo como pir6lise lenta,
pirolise rapida ou gaseificagdo, o que resulta em diferentes rendimentos dos produtos.
Especificamente, na pirolise lenta ¢ gerado maior quantidade de fragdo sodlida, o carvao
vegetal, enquanto na pirdlise rdpida ha maior rendimento de fragdo liquida, o bio-dleo
(BRIDGWATER, 2003).

O bio-6leo ¢ um subproduto com grande concentracdo de energia, e maior
rendimento quando advindo da pirdlise rapida, processo onde ha aplicagao de temperatura
que, embora ndo haja consenso entre os autores, varia entre 400 e 600°C, a qual acarreta a
concentracdo do carbono no material solido. Além disso, hd volatilizacdo de gases que
carregam consigo vapores que apos serem condensados separam-se em fase gasosa ndo-
condensavel e fase liquida, isto ¢, o bio-6leo (WANG et al., 2015). Também conhecido como
alcatrdo pirolenhoso, o bio-6leo ¢ um produto com carater hidrofobico de cor escura, e
constituido quimicamente de inimeros compostos oxigenados provenientes da degradacao
térmica da celulose, hemicelulose e lignina, entre eles metanol, cetonas, aldeidos, ésteres,
acidos, além de agua. (HUBER et. al., 2006).

No entanto, a utilizagdo do bio-6leo de forma direta como alternativa para geracao
de energia apresenta uma série de barreiras econdmicas e técnicas que o impedem de se tornar
competitivo aos combustiveis de origem fossil, tal como o petroleo. Dentre esses

impedimentos, a literatura cita a qualidade do combustivel, corrosibilidade, separacdo de
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fases, alta umidade e baixa estabilidade (JAHIRUL et al., 2012; NOMANBHAY et al., 2018).
Dessa maneira, alternativas para contornar estas limitagdes t€ém sido pesquisadas, tais como a
adicdo de solventes organicos como metanol e etanol no bio-6leo em prol de uma maior
estabilidade (YU et al., 2007).

Ressalta-se que o bio-6leo também pode ser fonte para geracao de produtos de maior
valor agregado e de interesse de diversas cadeias produtivas. O processo de fracionamento do
bio-6leo surge como forma de mitigar os problemas de utilizagdo do mesmo. Baseia-se na
quebra da emulsdo que constitui o bio-6leo e posterior arraste dos compostos por afinidade
quimica, isto €, polaridade dos compostos quimicos presentes na estrutura da fracao liquida.
M¢étodos como extragao liquido-liquido, destilacado molecular e em agua fria, sdo utilizados
para a separacdo das fases, sendo método de fracionamento em d4gua fria o mais
ecologicamente correto (ZHANG et al., 2019). Especificamente, o fracionamento em agua
fria d& origem a duas fases, uma insoliivel em agua e a outra fase soltivel em agua.

A fase insoluvel, também denominada como lignina pirolitica é constituida pelos
compostos oligdmeros fendlicos oriundos da degradagdo térmica da lignina e responsavel por
20% a 30% do conteudo do bio-6leo. A lignina pirolitica ¢ destinada a producdo de
biocombustiveis e adesivos, enquanto a fase soliivel tornar-se-4 um residuo (OASMAA;
CZERNIK, 1999; HIMMELBLAU et al., 2000).

Embora ainda pouco estudada, a fracao polar do bio-6leo tem grande potencial de
utilizacao em razao da presenca de aldeidos furanicos e compostos fendlicos, que podem ser
aplicados com agentes antimicrobianos; além de &cidos carboxilicos e anidro agtcares, que
podem ser extraidos e purificados (REN et al., 2016), gerando produtos de maior valor
agregado a cadeia.

Diversos autores dedicaram-se a estudar a fracdo polar oriunda de processos de
extracdo, dentre eles o fracionamento do bio-6leo, para o refino de compostos quimicos de
maior valor agregado, como compostos fenolicos e levoglicosana (STANFORD et al., 2018;
REN et al., 2016). Wang et al. (2020) descreveram a redugdo de 2 e 32,5 vezes no impacto
ambiental, no que se refere a aquecimento global e esgotamento de recursos, respectivamente,
para a extragdo da levoglicosana a partir da pirdlise, em relagdo 4 origens nao renovaveis,
demonstrando compatibilidade com a ascendente preocupacao acerca da questao ambiental.

Com a ascensao do conceito de economia circular devido ao aumento da preocupagao
com a sustentabilidade, h4 um movimento no sentido da inclusdo e reaproveitamento de
residuos a cadeia produtiva. Busca-se aumentar a eficiéncia da producdo e utilizagdo de

produtos de base florestal, reduzindo a necessidade de produtos primarios e, simultaneamente,
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proporcionar a redugdo do desperdicio de materiais. Dessa forma, a reintrodug¢ao da fase
aquosa do bio-0leo na cadeia produtiva se insere no modelo de bioeconomia, esta ultima cada
vez mais crescente em todo o mundo (AZEVEDO, 2015).

Nesse contexto, o conceito de biorrefinaria se enquadra positivamente no ambito
deste trabalho, pois a biorrefinaria propde a utilizacao de produtos de origem renovavel para
fins energéticos e como fonte alternativa para uma vasta gama de compostos quimicos
refinados de alto valor agregado (SANTOS et al., 2012). Para impulsionar e viabilizar a
utiliza¢do do bio-6leo de pirdlise rapida de forma significativa como produto comercial, faz-
se necessario compreender a sua estrutura quimica, potencialidades e o comportamento da
matéria-prima, dentre elas a estabilidade fisico-quimica diante das variagdes nas condi¢oes de

fracionamento em fung¢do das condi¢des ambientais (GIUDICIANNI, 2006).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Objetiva-se com este trabalho investigar a composi¢do quimica e caracterizar a
estabilidade fisico-quimica da fase aquosa do bio-0leo proveniente da pirdlise rapida dentro

de um modelo de biorrefinaria no setor florestal.

1.1.2 Objetivos Especificos

Investigar a influéncia da variacao das condi¢gdes de fracionamento do bio-6leo nas
propriedades fisico-quimicas da fase aquosa.

Caracterizar a estabilidade fisico-quimica da fase aquosa residual oriunda do
fracionamento do bio-6leo.

Investigar a aplicag@o da fase aquosa do bio-6leo quanto a sua a¢ao biocida e sugerir

produtos aos quais sua caracteristica quimica apresentem sucesso de aplicagao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIO-OLEO

O bio-6leo ¢ um liquido viscoso de cor preta e odor caracteristico, também
denominado de 6leo de pirdlise ou alcatrao pirolenhoso, obtido por meio da pirdlise, processo
de termoconversao em ambiente inerte. Dependendo das condig¢des utilizadas, a pirdlise pode
ser classificada em trés tipos principais, sendo elas pirdlise lenta, pirdlise rapida ou

gaseificagdo. A Tabela 1 indica os produtos e condi¢des dos tipos de pirdlise.

TABELA 1- PRODUTOS E CONDICOES DOS TIPOS DE PIROLISE.

Degradacao Eeesritlilézgz Temperatura Carvao Liquidos Gases
térmica ) média (°C) (%) (%) (%)
Pirdlise 900 550 44-49 26-30 16-22

lenta
Pirdlise 4 750 13-23 58-64 13-18
rapida

Gaseificacdo 1800 1250 7-11 4-7 82-89

FONTE: Adaptado de Demirbas (2009).

A pirélise lenta é caracterizada pela temperatura em torno de 550 ‘C, cujo objetivo é
condensar a maior parte da energia em carvao vegetal. A taxa de aquecimento varia de 0,1 a
4 °C/min, e o tempo de residéncia pode variar entre 600 a 6000 segundos. J4 a pirdlise rapida
atinge temperaturas entre 650°C e 950°C, a taxa de aquecimento varia de 10 a 200 °C/s, o
tempo de residéncia ¢ de 0,5 a 5 segundos, e concentra a energia em um produto liquido, o
bio-0leo. Acima desta temperatura, a pirdlise ¢ chamada de gaseificacdo em decorréncia da
volatilizagdo dos componentes da biomassa (BRIDGWATER, 2003; MESA-PEREZ et al.,
2005; DEMIRBAS, 2009).

O bio-06leo possui estrutura quimica complexa, advinda da alta temperatura aplicada
a biomassa que provoca ruptura e recombina¢des quimicas, bem como alteracdes fisicas,
liberando compostos de carbono concentrado no produto resultante do processo. Assemelha-
se ao petrdleo tanto visualmente, quanto em potencial energético. Sua densidade energética
pode atingir 50% a 60% dos combustiveis fosseis (QIANG, 2009; SANCHEZ, 2010; MESA,
2011).
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A estrutura fundamental do bio-6leo é ocasionalmente variavel em fun¢do da
biomassa matriz, porém alguns componentes sao fixos, visto que a estrutura quimica da
madeira possui elementos comuns, como a celulose, polioses e lignina. Entre esses
componentes, ha diversos grupos organicos, em que mais de 300 compostos ja foram
descritos, entre eles acidos, agucares, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, furanos, fenois,
oxigenados mistos, guaiacol e siringol com diferentes pesos moleculares (HUBER et al.,
2006; JACOBSON et al., 2013).

Dentre a vasta gama de compostos presentes no bio-0leo, os mais valorizados
industrialmente sdo os anidro agucares, incluindo xilose, celobiosana e levoglicosana, com
grande abundancia no bio-6leo. Estes compostos podem ser hidrolisados, originando a glicose
utilizada na producao de etanol (OASMAA; MEIER, 2005). Outros compostos de interesse
comercial sdo integrantes da classe dos fenois, como guaiacol, cresdis, siringol e fenol devido
as suas diversas aplicagdes como matéria-prima em processos de producdo de resinas adesivas
e sintese de produtos farmacéuticos, e agente germicida (MANTILLA et al., 2015).

Embora apresente alguns problemas de utilizacdo, como alta acidez (pH 2,5),
instabilidade térmica e alta reatividade, o bio-6leo ¢ considerado uma fonte promissora e limpa
de compostos quimicos de alto valor agregado, salientando os fenodis decorrentes da
termodegradacdo da lignina. Tais componentes podem ser utilizados para diversos fins, entre
eles fertilizantes, adesivos, flavorizantes, combustiveis e biocidas (BRIDGWATER, 2003;
LU, 2013; ARAUIJO, 2018).

2.2 TRATAMENTOS PRESERVANTES DA MADEIRA

A madeira ¢ um material altamente suscetivel ao ataque de agentes deterioradores
em razao da sua natureza organica. Dentre os esses, 0s microorganismos mais agressivos sao
os fungos que retiram nutrientes dos componentes da madeira. Dentre as espécies que causam
maior prejuizo econdmico € possivel salientar os fungos Trametes versicolor e Gloephylum
trabeum causadores da podridao branca e parda respectivamente (VIVIAN, 2011).

Para garantir a durabilidade dos produtos de madeira, faz-se necessario a aplicagao
de produtos preservantes que atuam impedindo o ataque de organismos xiléfagos, como o
creosoto, o pentaclorofenol, e o0 CCA (Arseniato de Cobre Cromatado), que sdo produtos
altamente eficazes, entretanto tem sua aplicacdo questionada devido a composi¢do quimica
que apresentam a saude humana, animal e a0 meio ambiente e que, em razao desse risco

encontram restricoes na sua utilizacao (DIAS; BARREIROS 2017).
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Desse modo, ¢ de suma relevancia a substituicdo dos produtos comumente utilizados
como biocidas, pois a existéncia de incentivos para alteracdo do modelo de preservacao da
madeira classico no brasil por outros de menor risco toxicoldgico, demonstrando que existe a
possibilidade da implantagdo de restri¢cdes para o uso de preservantes de madeira classicos em
um futuro préoximo (CAO; JIANG, 2014).

Nesse aspecto a pesquisa e posterior aplicagdo de produtos de origem natural, que
tenham em sua cuja aplicagdo torne a madeira resistente a ataque de microrganismos

deterioradores da madeira de modo a serem menos agressivos a natureza (WANG et al., 2005).

2.3 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO BIO-OLEO

O aumento da resisténcia de microrganismos aos antibidticos e pesticidas disponiveis
tem gerado preocupacgdo na comunidade cientifica que busca novos materiais com potencial
biocida. No que se refere ao tratamento de madeira, existe a tendéncia da restri¢ao severa para
a utilizagdes dos preservantes comumente empregados no mercado brasileiro devido a
toxicidade (LOURENCON et al., 2016; MATTOS et al., 2019).

Segundo Mattos et al. (2019), o bio-6leo apresenta utilizagdo comercial ha mais de
20 anos, todavia o seu potencial antifungico e antibacteriano tem sido explorado recentemente,

conforme sumario descrito na TABELA 2.

TABELA 2- ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO BIO-OLEO DE DIFERENTES BIOMASSAS.

Microrganismo Biomassa Concentracio Organismo
Folhas de tabaco 375 mg/ ml P. ultimum

C. puteana

Pinhal Sem diluigdo P. placenta

L. lepideus

Madeira de pinho, casca de G. trabeum

Fungos pinheiro, madeira de carvalho, 96-192 kg/m’
casca de carvalho e suas T versicolor
fracdes

Choupo amarelo ( L. T. palustres

75-100%

tulipifera’) T. versicolor
Residuos de madeira de o G. trabeum
. 50% .
eucalipto T. versicolor
500-1000 B. cereus

Bactérias Densiflora pg/ml L. monocytogenes
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S. Typhimurium

E. coli
P. glabra, M. ferrea e 1,56-6,25 S. aureus,
Parachlorella spp pg/ml E. coli
S. scabies,

Folhas de tabaco e suas

fracoes 375 mg/ ml

C. michiganensis

, . ~ e S. scabies
P¢6 de café e suas fragdes Nao diluido o )
C. michiganensis

FONTE: Adaptado de Mattos et al. (2020).

Apesar de diferentes espécies e fracdes da biomassa tenham sido aplicadas ao
processo da pirdlise rapida, observa-se que todos os autores obtiveram bons resultados diante
dos diversos microrganismos estudados em razao da presenca de fendis e acidos organicos na
composi¢ao quimica do bio-6leo (KIM et al., 2012). O potencial antimicrobiano do bio-6leo
esté atrelado principalmente a dois grupos de compostos, sendo eles os 4cidos organicos e os
fenois. Os acidos organicos sdo originados a partir da termodegradagdo da celulose, em que
esses compostos tém a capacidade de acidificar o citoplasma celular do microrganismo
inviabilizando a producao de ATP (THEAPPARAT; LEELASUPHAKUL, 2015).

Os compostos fenolicos, por sua vez, tém alto potencial antioxidante por meio da
neutralizacdo de radicais livres, além de quelar ions metalicos. Esse mecanismo ¢ eficiente
para a evitar o ataque antimicrobiano pois o principal método de acdo dos microrganismos se
da por meio do ataque oxidativo (MOHAN et al., 2008)

Nesse aspecto, o bio-0leo tem grande potencial de utilizacdo como antifungico e
antibacteriano, visto que ¢ um produto de origem renovavel capaz de proteger materiais
susceptiveis ao ataque de microrganismos, como a madeira. Todavia para este material em
especifico ainda se necessita de pesquisas como forma de mitigar a lixiviagdo do mesmo do

interior da madeira (LOURENCON et al., 2016).

2.4 FRACIONAMENTO DO BIO-OLEO

O bio-6leo apresenta uma numerosa gama de compostos quimicos complexos,

ocasionando grande dificuldade de extrag¢do na sua forma integra. Visto isso, o fracionamento

apresenta-se como uma forma de simplificar a extracao através da polaridade do composto de
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interesse (PRIMAZ, 2014). Atrelado a isso, o conceito de biorrefinaria inclui fracionamento
para separacao dos produtos primarios (DEMIRBAS, 2009).

Fracionamento ¢ uma técnica que consiste na desemulsificacdo do bio-0leo,
resultando em duas fases, uma apolar e insoluvel em dgua, descrita como lignina pirolitica e
uma polar, soluvel em dgua (BRIDGWATER, 2012). Técnicas como extracao liquido-liquido,
destilagao molecular e extracdo em agua vem sendo amplamente empregadas para simplificar
a retirada de compostos quimicos de interesse presentes no bio-6leo (CHAN, et al., 2020).

O bio-06leo ¢ um produto similar ao petroleo, cuja utilizagdo como fonte energética,
térmica e para a extracdo de produtos quimicos ¢ realizada em um sistema de refinaria, com
extracdes em cadeia. Contudo, para aproveitar a estrutura ja existente para o refino do
petroleo, necessita-se de adaptacdes na estrutura quimica do bio-6leo para a reducdo ou
retirada do oxigénio que favorecera a redugdo da corrosibilidade e viscosidade, além do
aumento no potencial energético (MAIER; FAIX, 1999). Nesse ambito, as técnicas de
fracionamento do bio-6leo atuam como facilitadoras do sistema de biorrefinaria com menores
custos de implantagao.

A extracao liquido-liquido consiste na separagao das fases baseado na afinidade
quimica entre o material e o solvente. Apos a extragdo, as fases sdo separadas devido a
diferenga de densidade usando for¢a gravitacional ou centrifugas (FIGURA 1). A separagao
esta intimamente ligada a polaridade da amostra, e inclui vantagens como baixo consumo de
energia e ndo exigéncia de aplicagdo de calor, o que ¢ vantajoso, visto que o bio-6leo ¢ reativo

diante de temperatura (MANDAL et al., 2015).

FIGURA 1 - ESQUEMA DA EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO.

Termimetro "
Banho frio
Solvente +
Bio-dleo Aitadin

FONTE: Adaptado de Mantilla et al. (2015).

Os principais solventes utilizados na extragao liquido-liquido sdo pentano, tolueno e

acetato de etila, entretanto, diversos solventes podem ser utilizados de acordo com o produto
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que se deseja obter (ZILNIK; JAZBINSEK, 2012). Gallivan e Matschei (1980) utilizaram
etapas de destilacao com cloreto de metileno ou éter e NaOH para obter a fragao soluvel em
um determinado pH para fabricagdo de resina. Com o mesmo objetivo, Rusell e Riemath
(1985) realizaram uma extragao sequencial com seis etapas e diferentes solventes.

A destilagdo comum nao ¢ indicada para o bio-6leo devido ao alto teor de compostos
oxigenados que geram instabilidade térmica, o que leva facilmente a problemas de
polimerizacdo e formacdo de coque, impedindo o fracionamento do bio-6leo (SCHOLZE;
MEIER, 2001; YANG et al., 2015). Todavia, a destilacdo molecular ¢ uma tecnologia de
separacao eficiente que utiliza alto vacuo e temperaturas reduzidas, abaixo do ponto de
ebulicao normal de compostos termicamente instaveis, por meio de adicdo de vapor de agua,
permitindo que compostos sensiveis a aplicacdo de calor, a exemplo dos compostos
aromaticos, ndo sejam degradados. A fragdo destilada ¢ enriquecida principalmente por 4cidos
e cetonas com alta atividade, enquanto acucares e oligdmeros fenolicos sdo reservados na
fragdo residual com baixa capacidade de conversdo (WANG et al, 2009; CHEN, et al, 2018;
BATISTELLA, 1999).

O método de extracao em agua, através de agitagdo mecanica em agua fria, € o mais
promissor ¢ adequado para investigacdes analiticas, em razdo do seu baixo custo e menor
geracdo de residuos, resultando em fases de solubilidade bem distintas. A fragdo insolivel em
agua derivada principalmente do material de lignina se deposita no fundo, o que caracteriza
uma etapa de decantagdo (FIGURA 2). Esse material ¢ denominado lignina pirolitica.
Enquanto a fase soltivel em agua ¢ rica em compostos derivados de carboidratos e se
caracteriza pelo restante do material; esta fase soliivel ¢ denominada como fase ou fragao
aquosa (ZHANG; WU, 2019; CHAN et al., 2020).

Chan et al (2020) listaram as vantagens do fracionamento do bio-6leo em agua,

dentre eles 0 menor custo € maior sustentabilidade do solvente e simplicidade do processo.
FIGURA 2 - PROCESSO DE OBTENCAO DA LIGNINA PIROLITICA

{_\ ":%.J p‘rol}rms oil
\ | . wate i R
\\:‘\ [' /? _ﬁltrauonb ) "r by drymg. pyrolytic lignin
H ,@J @ 20 °C as fine powder
\%’_{b_ﬁ
1'«111- «—water

&
L 4—ice

washing

FONTE: Scholze e Meier (2001).
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Os parametros de fracionamento utilizados no método influenciam diretamente no
rendimento e na composicao das fragdes geradas. BENNETT (2006) descreveu o maior
rendimento de compostos polares em menores teores de dgua. Vitasari et al. (2011) estudaram
o efeito da proporcao bio-6leo: dgua e da taxa de agitacdo no fracionamento e detectaram
valor médio de 0,65 para a melhor fase aquosa. Zhang et al. (2019) descreveu maior influéncia
da propor¢ao em relacao a temperatura de fracionamento.

O fracionamento em agua resulta na separagdo de fases e consequentemente permite
que as fases geradas sejam acessadas separadamente, simplificando o processo de
aproveitamento de compostos quimicos que possam ser utilizados como matéria-prima ou

produtos finais (JACOBSON et al., 2013).

2.5 PRODUTOS DO FRACIONAMENTO DO BIO-OLEO

O bio-6leo de pirdlise rapida é um produto promissor do ponto de vista da
biorrefinaria de base termoquimica, que combina a produgdo de calor, energia, combustiveis
e produtos quimicos (VITASARI et al., 2011)

Na perspectiva da extragdo de compostos quimicos, o bio-6leo possui variados
componentes de interesse comercial, advindos da degradagdo térmica dos trés componentes
majoritarios da madeira, celulose, hemicelulose e lignina. Esses compostos estdo dispostos
fisicamente como uma emulsdo, que culmina e em maior dificuldade de extracdo e
purificagdo, sendo o fracionamento uma importante ferramenta facilitadora na obtencao destes
compostos (DIEBOLD; CZERNIK, 1997; CZERNIK; BRIDGWATER, 2004.)

A fracdo soluvel apresenta componentes polares de alto valor agregado, aos quais
diversos autores buscaram conhecer o potencial de obtencdo. Chan e Duff (2010) estudaram
o potencial e extragdo de levoglicosana a partir do fracionamento do bio-6leo para a produgao
de etanol. Zilnik e Jazbinsek (2012) realizaram o fracionamento do bio-6leo para extragdo de
compostos fendlicos. Rasrendra et al. (2011) utilizaram um processo de fracionamento em
agua para a extracao de acido acético, resultando em 92% de eficiéncia em relagdo a extragao
direta. Vitasari et al. (2011) estudaram a influéncia de diferentes condi¢des de fracionamento
no rendimento de compostos quimicos de alto valor agregado como o furfural, furanona,
levoglicosana, siringol e guaiacol, num sistema de biorrefinaria.

Definido como um anidro agucar a levoglicosana pode ser convertida em glicose.
Com base na razdo estequiométrica, 1,0 g de levoglucosan pode produzir 1,11 g de glicose e

consequentemente utilizado na producao de etanol. Além disso, a levoglicosana pode ser
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aplicada na produg¢do de antibioticos e agentes antiparasitarios bem como matéria-prima para
a producao de surfactantes, resinas e plasticos.

Durante a pir6lise, os mondmeros fenolicos e oligdmeros produzidos a partir da
lignina, sdo condensados e formam uma mistura complexa junto com agucares derivados de
carboidratos, furanos, acidos, cetonas e aldeidos no bio-6leo. Este material tende a migrar para
a fase hidrofobica no processo de fracionamento, onde recebe o titulo de lignina pirolitica,
componente insoltvel do fracionamento, que ¢ basicamente composta de unidades fenolicas
menores com grupos funcionais reativos, como grupos hidroxila fendlicos, grupos carbonila
e grupos vinila (QU et al., 2016).

A lignina pirolitica responsavel por até¢ 30% do peso bruto do bio-6leo, bem como
pela reatividade do mesmo. Apresenta amplo potencial de utilizagdo, dentre eles como
adesivos, resina, bioasfalto, combustivel e fibra de carbono. Entretanto, a lignina pirolitica
ndo ¢ util para posterior separagdo e purificagdo de aglcares, visto que essa fracao
hidrossoltivel se manterd em meio aquoso durante o fracionamento (SCHOLZE; MEIER,

2001; OASMAA; MEIER, 2005; WANG et al., 2015).

2.6 FRACAO POLAR DO BIO-OLEO

A fase aquosa derivada do bio-6leo de pirdlise compreende compostos derivados de
carboidratos do bio-6leo e apresenta a maior concentracdo (at¢ 90%) de compostos
oxigenados oriundos do bio-6leo que migram para a fase aquosa devido a polaridade destes.
Em relagdo a fase insoluvel, a fase soluvel apresenta maior rendimento total, cerca de 69% do
conteudo do bio-6leo apds o fracionamento (LINDFORS et al., 2014; PIRES et al., 2019).

Devido a alta composi¢do acida e o menor conteudo de carbono, a fragdo polar
apresenta maior volatilidade e menor ponto de ebulicdo. Desse modo, a temperatura em que
se inicia a degradagdo mantém-se em torno 179 °C. A menor temperatura de degradagao
também ¢ influenciada pela forte presenga de compostos classificados como 4acidos
carboxilicos, aldeidos, alcoois, cetonas e alcanos, todos com baixo peso molecular (BA et al.,
2004; BENNETT, 2006; GUO et al., 2009).

Ba et al. (2004) aplicaram forg¢a centrifuga para separar as fases constituintes do bio-
oleo e detectaram que a fase aquosa apresentou propriedades semelhantes ao bio-6leo, porém
com maior ter de agua e cinzas. Guo et al. (2009) utilizaram o método da destilacdo molecular

e detectaram uma fragao de coloragdo amarelo-limao com odor caracteristico ¢ com alto teor
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de agua, o que impede a combustao desta fragdo. Comparativamente, as propriedades fisico-
quimicas desta fragdo em relagao ao bio-6leo apresentam maior estabilidade.

Todavia, a fase aquosa apresenta maior concentra¢do de compostos polares, portanto
¢ uma alternativa promissora para a purificagdo de compostos quimicos (FIGURA 3) dentro
do conceito da biorrefinaria, pois apresenta a possibilidade de purificar produtos quimicos,
carboidratos, como levoglicosana, além do acido acético. Também ¢ passivel de utilizagao
para produzir hidrogénio por reforma catalitica (VITASARI, et al., 2011; RESENDE et al.,
2015).

FIGURA 3- ESQUEMA DE BIORREFINARIA USANDO O FRACIONAMENTO DO BIO-OLEO COMO
METODO PARA OBTENCAO DE COMPOSTOS QUIMICOS.

PIROLISE RAPIDA
FRACIONAMENTO
FASE ACIDOS CABOXILICOS
AQUOSA FENOIS
l — ALDEIDOS
PURIFICACAO CETONAS
LE LEVOGLICOSANA
COMPOSTOS

TANOIL

|=2

FONTE: Adaptado de Vitasari et al. (2011).

Em razdo da presenca marcante de compostos quimicos de interesse, a fase aquosa
oriunda do fracionamento do bio-6leo apresenta interesse comercial, especialmente para a
recuperagdo e posterior fermentagdo da levoglicosana, aplicada na producao de bioetanol, por
exemplo (BENNETT, 2006).

Em consequéncia da presenca de compostos quimicos de interesse comercial na fase
aquosa, alguns autores buscaram investigar a obtencdo destes compostos de maior valor
agregado do bio-0leo apds o fracionamento, embora ainda ndo haja aplicacdes especificas,
sendo por este motivo ¢ descartada na maioria dos casos (VITASARI, et al., 2011;

LINDFORS et al., 2014; PIRES et al., 2019).
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2.7 ESTADO DA ARTE - FRACIONAMENTO DO BIO-OLEO DE PIROLISE RAPIDA
NO CONCEITO DA BIORREFINARIA

Frente a necessidade de acompanhar o desenvolvimento tecnolégico acerca do
fracionamento do bio-6leo como metodologia para simplificar a utilizagdo do bio-6leo como
matéria-prima, bem como técnica para a obtencdo de compostos quimicos de alto valor
agregado, foi realizada um levantamento do cendrio cientifico com base em patentes
depositadas nos ultimos 10 anos. Para tanto, foram utilizadas as palavras-chave
“fractionation”, “bio-o0il”, “pyrolysis” e “biorefinery” como forma de direcionar a busca aos
resultados desejados na plataforma Patent Inspiration.

Foram detectados o deposito de 34 patentes ao longo dos anos analisados, sendo a
maior parte relacionadas a produgdo de combustiveis oriundos da biomassa como substitutos
do petrdleo e mecanismo de inser¢do do bio-6leo em sistema de biorrefinaria, para extracao

de compostos quimicos (FIGURA 4).

FIGURA 4- NUMERO DE PATENTES ACERCA DO FRACIONAMENTO DO BIO-OLEO POR ANO.
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FONTE: PATENT INSPIRATION (2021)

Observa-se interesse ascendente na utilizagdo da pirdlise rapida para obtengdo do
bio-6leo como substituto do petréleo. Em 2020, apesar da restricao da circulagdo de pessoas
e o maior foco da comunidade cientifica na crise sanitaria global, houve a deposic¢ao de cinco
novas patentes. Segundo Chan et al. (2020), ¢ crescente a preocupacdo com 0 aspecto
sustentavel do processo produtivo, além da crise energética que ameaca o cenario mundial.

Nesse aspecto, o bio-6leo e seus derivados, como a fase aquosa, se mostram promissores por
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se apresentarem como uma alternativa para os produtos de origem nao renovavel (CZERNIK;
BRIDGWATER, 2004).

No que se refere aos artigos publicados nos ultimos 15 anos, na plataforma Scopus
utilizando as mesmas palavras-chave, foram detectados 48 artigos publicados sendo o
interesse comum das pesquisas a utilizacdo do bio-6leo para os mais diversos fins, aplicando

o fracionamento como método de simplificar a utilizacdo (FIGURA 5).

FIGURA 5- SERIE TEMPORAL DO NUMERO DE PULICACOES ACERCA DO FRACIONAMENTO DO
BIO-OLEO.
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FONTE: Scopus (2021)

Houve um pico de publicagdes em 2011, com oito artigos. J& nos ultimos anos,
houve redugdo no interesse em pesquisas acerca do fracionamento do bio-6leo, embora a
tematica das publicagdes se mantenha uniforme com o passar dos anos, demonstrando que o
fracionamento do bio-6leo tanto para geracdo de energia renovavel, quanto para purificacao
de compostos quimicos, assegurando a contemporaneidade desta pesquisa.

A maior parte das pesquisas relacionadas ao fracionamento do bio-6leo sao
origindrias da China, seguida dos Estados Unidos da América, com quinze e nove artigos
respectivamente. Esses paises possuem notdrio interesse em desenvolvimento de novas
tecnologias no que se refere ao fracionamento do bio-6leo utilizando de agua e extracao

liquido-liquido (SEMELSBERGER et al., 2006), conforme descrito na FIGURA 6.
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FIGURA 6- NUMERO DE PUBLICACOES POR PA{S ACERCA DO FRACIONAMENTO DO BIO-OLEO.
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Dos paises com maior nimero de publicagdes, o Brasil se inclui na 6° posi¢ao, com
dois artigos publicados em 2009 e 2019. Na sequéncia, tem-se Finlandia, india Malasia e

Polonia, também com dois artigos (FIGURA 7).

FIGURA 7- NUMERO DA PUBLICACAO ACERCA DOS METODOS DE EXTRACAO
FRACIONAMENTO DE BIO-OLEO POR ANO.
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FONTE: CHAN et al. (2020).

No que se refere ao numero de publicagdes acerca dos métodos de fracionamento
aplicados ao bio-6leo entre os anos de 2015 e 2019, hé redugdo no numero de pesquisas,

todavia a extragdo em 4agua se mostrou interessante para a comunidade cientifica. Isso esta
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atrelado principalmente ao menor custo e menor dano ao meio ambiente deste método (CHAN

et al., 2020).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A estratégia metodologica tragada para as analises que constituiram esta pesquisa foi,
inicialmente o fracionamento do bio-6leo em dgua fria e posterior andlise da fase aquosa

obtida através de andlises fisicas, quimicas e biologicas, conforme descrito na FIGURA 8.

FIGURA 8- ESQUEMA DE ETAPAS ESTABELECIDAS PARA O FRACIONAMENTO DO BIO-OLEO.
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FONTE: O autor (2021).

3.2 PRODUCAO DO BIO-OLEO

O bio-6leo e pirdlise rapida foi obtido através da empresa Suzano S.A., conforme a
metodologia descrita em Matos et al. (2020). Para tal, realizou-se a pirolise rapida de finos de
madeira de eucalipto (Eucalyptus spp.) em um reator em escala piloto (BIOWARE, Brasil) de
leito fluidizado. O reator de pirdlise rapida opera com alimentacdo nominal de 20 kg/h em
atmosfera inerte numa temperatura de reagdao de 500 °C e 100 mmH>O de pressdo estatica
durante 5s. Para atingir a temperatura da reacdo, ar pré-aquecido foi injetado, culminando na

combustao parcial da biomassa. O reator foi alimentado com gases quentes ndo-condensaveis
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para manter a temperatura da reacdo constantemente a 500 °C. O bio-6leo utilizado como
material experimental desta pesquisa foi caracterizado e os resultados estdo resumidos na

TABELA 3.

TABELA 3- PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO BIO-OLEO.

Propriedade Valor médio
C (%) 53,63
N (%) 0,17
H (%) 7,37
pH (%) 33
Densidade (20°C) kg/m? 1225,6
Teor de cinzas (%) 1,27
Viscosidade cmezmatlca a40°C 436.13
(mm</s)

FONTE: Matos et al. (2020).

3.3 FRACIONAMENTO DO BIO-OLEO

O bio-6leo foi fracionado em agua fria objetivando-se a separagdo das fases nao-
soluvel e soluvel em 4gua via agitagdo mecanica vigorosa a 17.000 RPM em um equipamento
Ultra-Turrax®T25 Digital (IKA). A obten¢do da fase aquosa (FA) foi realizada a partir de
quatro propor¢des de dgua fria: bio-6leo (1:35, 1:50, 1:70 e 1:100) para o fracionamento. Isto
¢, para cada 1g de bio-6leo adicionado, 35, 50, 70 ou 100 ml de 4gua destilada fria foi utilizada
como meio liquido para o fracionamento. A metodologia de fracionamento estabelecida para

esta pesquisa estd representada na FIGURA 9.

FIGURA 9- ESQUEMA DE ETAPAS ESTABELECIDAS PARA O FRACIONAMENTO DO BIO-OLEO.
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FONTE: O autor (2021).

O bio-o6leo foi adicionado com o auxilio de uma seringa descartavel, mantendo-se a
taxa de adicdo constante por um periodo de 10 minutos, em um becker contendo agua fria,
numa faixa entre 2°C a 5°C, com agitacdo mecanica constante e vigorosa a 17.000 RPM
proporcionada pelo Ultra-Turrax. Apos o tempo de adi¢do, o material foi mantido sob a
mesma velocidade de agitagdo por mais 15 minutos. Durante o periodo de fracionamento sob
agitagdo vigorosa, o becker contendo o bio-6leo e a dgua destilada foi mantido em um sistema
de banho-maria invertido contendo agua fria e gelo para manter a temperatura da 4gua dentro
da faixa anteriormente estabelecida.

Posteriormente, o material resultante, contendo as duas fases fracionadas foi
submetido a filtragdo a vdcuo em um funil de Biichner juntamente com filtros de papel com
porosidade de 14 pm. Dessa forma, a fragao insoliivel em 4gua, denominada lignina pirolitica,
manteve-se retida no filtro de papel, enquanto a fase soluvel que foi filtrada, denominada fase
aquosa (FA) foi armazenada sob refrigeracdo para reduzir um possivel efeito de

envelhecimento do material. Posteriormente, a FA foi submetida aos testes que se seguiram.
3.4 RENDIMENTO

O material retido no papel filtro nas diferentes condi¢des de fracionamento foi seco
em estufa a 90°C para determinacao do rendimento de lignina pirolitica e fase aquosa. Foi
realizado um calculo do rendimento do processo de fracionamento, conforme descrito por

Zhang et al. (2019), na Equacao 1.

7i
Rpy = le x 100% Equacao 1 (adaptada)

Em que: RFA = porcentagem de massa (rendimento) da fase aquosa; (Z;)= massa do
filtro contendo material s6lido apos secagem; (Mf) = massa da quantidade de bio-6leo
utilizada no fracionamento.

3.5 pH

O termo pH refere-se a concentragdo de ions H" em uma solugio, indicando solugio
a acidez ou basicidade da mesma. Esses valores foram medidos em pHmetro digital (LGI

Scientific SGI 210) calibrado em solugdo tampao a 25°C.
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3.6 DENSIDADE

A determinacdo da densidade foi realizada pelo método do picnometro (ASTM
D4052-18), adaptado em um baldo volumétrico, onde t€ém-se volume e massa conhecidos. A
temperatura da amostra encontrava-se a 5°C. A densidade foi determinada por meio da

equacao 2.

D =
Onde: D= Densidade (g/cm?®); M= Massa (g); V= Volume (cm?)

Equacao 2

NIES

3.7 CONCENTRACAO

A concentragdo de materiais solidos presentes em cada propor¢do de fracionamento
da FA foi medida pelo método gravimétrico, em que 2ml da FA foi seco a 30°C sob vacuo
durante 12 horas em um equipamento concentrador de amostras SpeedVac. Posteriormente,
a massa de amostra seca foi coletada e a concentragdo foi calculada pela razao entre massa

seca e volume tmido da FA utilizado.

3.8 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

A anélise termogravimétrica (TGA) foi realizada para analisar o comportamento
térmico da FA produzida a partir das diferentes condigdes descritas no topico 3.2. As amostras
das fragdes 1:50, 1:70 e 1:100 foram previamente secas em estufa sob temperatura de 80°C
durante 24 horas.

As curvas termogravimétricas (TG) e as suas derivadas (dTG) foram obtidas em um
equipamento Shimadzu DTG-60. Utilizou-se atmosfera inerte com gas nitrogénio (N2) com
fluxo de gis de 50 ml.min’', intervalo de temperatura entre 20°C e 800°C e taxa de
aquecimento de 10°C.min"'. A massa das amostras variou entre 7 ¢ 12 mg. Os ensaios foram

realizados em um cadinho de platina.

3.9 COMPOSICAO QUIMICA POR CG-EM

A composi¢ao quimica por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas

GC-EM foi realizada nas trés fracdes estudadas para investigar o potencial do FA para a
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extracdao de produtos quimicos finos e aplicagdo como produtos de alto valor agregado. Oito
condigdes de preparo da amostra, em triplicata, foram estabelecidas para proporcionar uma
caracterizagdo quimica detalhada, impulsionando potenciais aplicagcdes do FA: extracdo
liquido-liquido com acetato de etila, hexano, diclorometano e evaporagcdo em um equipamento
SpeedVac, todas com ou sem derivatizagdo com anidrido acético.

Para a extracao liquido-liquido, 1 ml de FA foi transferido para um frasco de 4 ml
junto com 1 ml do solvente (acetato de etila, hexano ou diclorometano). A mistura foi agitada
em vortice por 2 minutos e apds a separagdo de fases, 500 pL da camada orgénica superior
foram coletados para o processo de derivatizagdo enquanto 200 pL. foram transferidos para
insercao de frasco para injecao no sistema cromatografico. A reagdo de acilagdo com anidrido
acético foi realizada apos secagem sob vacuo da fase organica da extragdo liquido-liquido
seguida da adi¢@o de 840 pL de solucdo de carbonato de sédio 5% (p / v) juntamente com 30
uL de anidrido acético. A mistura foi agitada em vortice durante 2 minutos e 500 uL de hexano
foram adicionados seguido por 1 minuto de agitagdo em voértice novamente. Apos a fase de
separacao, a camada superior de hexano foi coletada (200 pL) e transferida para um inserto
cromatografico para analise por GC-MS. A derivatizagdo do FA sem extracao liquido-liquido
foi realizada pela adi¢do de 30 uL de anidrido acético e 25 mg de carbonato de sddio a 500
uL de FA. Apos agitacdo em vortice por 2 minutos, 200 pL. foram coletados para evaporacao
em vacuo.

Para evaporagao no SpeedVac, 200 uL. do FA (ap6s derivatizacdo ou ndo) foram
adicionados em bulas de cromatografia e mantidos sob vacuo a 40 °C por 2 horas para secagem
e total remocao da dgua. Cada amostra foi reconstituida com 200 pL. de acetona (grau HPLC)
sob agitagcdo de vortice para posterior analise em cromatografia gasosa.

O sistema cromatografico utilizado foi o cromatografo gasoso GCMS2010 Plus
acoplado ao equipamento de espectrometria de massa em tandem triplo quadrupolo TQ8040
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). Hélio (He 5,0 analitico) foi usado como gés de arraste
a uma taxa de fluxo de 1,0 ml min™!. A identificagio dos compostos quimicos foi realizada em
coluna capilar DB-5MS (30 m x 0,25 mm de diametro interno x 0,25 pm de espessura do
filme) (Agilent J&W, Palo Alto, CA, EUA) com o volume de amostra de 1 uL injetado com
split propor¢do 1:10. A temperatura da inje¢do e da fonte de ions foi mantida em 250 °C e a
temperatura da interface em 300 °C.

O programa de temperatura do forno foi de 50 °C por 4 min, seguido de um aumento
da temperatura até 280 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C min! e mantida nesta

temperatura por 3 min, totalizando 30 min. O espectrometro de massa operou no modo
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eletronico de impacto positivo a 70 eV. Os compostos quimicos foram identificados usando o
modo de varredura completa de 60 a 400 m / z.

Como forma de avaliar a presenca de acidos que podem influenciar no potencial
antibacteriano e antifungico da FA, foi realizado uma analise GC-EM seguindo o método que
consiste na aplicagcdo de uma aliquota de 20 puL do extrato acido e mais 20 uL de Sa-colestano
(padrio interno, 0,2 mg ml' em acetato de etila) foram transferidas para um tubo de
eppendorff conico (1,5 ml), sendo apds seco sob vacuo no SpeedVac (Concentrador plus -
Eppendorf) durante uma hora, e posterior congelado até as derivatizagdes. A metoximagao foi
realizada adicionando no extrato seco 50 uLL de uma solucao preparada em piridina contendo
20 mg ml! de cloridrato de metoxiamina, e misturada em vortex por 30 segundos. A reagio
aconteceu em durante 90 minutos sob temperatura de 40 °C. Apo6s o tempo de incubacio,
foram adicionados a solu¢do 50 pL do agente de sililagdo MSTFA, sendo a solugao misturada
em vortex por 30 segundos e incubados sob temperatura de 40 °C durante 90 minutos. Logo
apos, os tubos eppendorfs foram centrifugados sob 14.000 rpm por 5 minutos e uma aliquota
de 80 uL transferida para vial de vidro com fundo conico (0,5 ml), e levados para analises por
GC-MS.

As andlises cromatograficas foram realizadas utilizando inje¢ao automatica (TripPlus
AS, Thermo) em um cromatédgrafo gasoso (Focus GC, Thermo) acoplado a um espectrometro
de massas de ion trap (Polaris Q, Thermo). As amostras foram injetadas com divisao de fluxo
1:25 (1 min), e separadas através de coluna cromatografica modelo DB-5 (30 m x 0,25 mm
Thermo). A separagdo dos compostos foi feita com a temperatura do injetor a 230 °C, linha
de transferéncia 250 °C, gas de arrase hélio a 1,5 ml.min™!, com fluxo constante e compensacio
a vacuo. Programacao de temperatura do forno: 70 °C, isoterma de 1 min, aquecimento até
320 °C na taxa de 8 °C min™!, com isoterma final de 18 min. O espectrdmetro de massas foi
operado no modo positivo com ionizagao por impacto de elétrons a 70 eV, com temperatura

da fonte de ions a 200 °C.

3.10 ESTABILIDADE QUIMICA DA FASE AQUOSA SOB ENVELHECIMENTO
ACELERADO

O envelhecimento acelerado durante nove dias da FA objetivou determinar a sua
estabilidade quimica. Para isso, foram realizadas trés analises CG-EM através método da
secagem em SpeedVac. Para tanto, o bio-6leo foi fracionado e a FA obtida foi seccionada em

trés tubos falcons contendo 10ml cada.
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A primeira amostra seguiu para a primeira analise cromatografica para detectar o
comportamento da FA imediatamente apos o fracionamento. As demais amostras foram
acondicionadas em estufa sob temperatura de 40 °C. A segunda amostra foi analisada apos
quatro dias de envelhecimento acelerado, enquanto a terceira amostra foi mantida em estufa
sob mesma temperatura até o nono dia, quando ocorreu a ultima analise. As condi¢des de
operagao e posterior analise por CG-EM seguiram os procedimentos previamente descritos no
topico 3.9.

Apds o envelhecimento acelerado durante 9 dias, e baseado nos resultados
preliminares, decidiu-se por investigar a estabilidade quimica e o comportamento da FA na
fracdo 1:50, maior teor de compostos de alto valor agregado, durante 43 dias em
envelhecimento acelerado sob temperatura de 40 °C. Esta fra¢do foi escolhida em razdo da
maior porcentagem relativa de compostos de maior valor agregado, de modo a observar o
comportamento dos carboidratos, em especial a levoglicosana.

Foi realizado um fracionamento e em seguida a FA foi dividida em trés aliquotas de
10ml em tubos falcons. As amostras foram encaminhadas para a analise CG-EM em dias
distintos, sendo a primeira no primeiro dia apos o fracionamento, ndo permanecendo sob agao
de temperatura. A segunda amostra no 30° dia e a terceira amostra no 43° dia. As duas ultimas
amostras foram mantidas em estufa a 40° C durante o periodo de envelhecimento acelerado

que precedeu a analise cromatografica.

3.11 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.11.1 Método DPPH

A técnica foi adaptada de Magalhades et al. (2018) e se baseia na reducao do radical
livre DPPHe (1,1-difenil-2-picrilidrazila), pela transferéncia de proton do antioxidante.
Brevemente, 0,1 ml das FA foram adicionadas a 3,9 ml de solucdo de DPPH em metanol.
Foram coletadas absorbancias em 515 nm ao longo do tempo em um espectrofotometro UV -
Vis, até a observagao de absorbancia constante. Foi realizado controle apenas com solugdo de
DPPH (3,9 ml) e solvente (0,1 ml). Os resultados foram expressos em concentragdo de

eficiéncia (ECso) e concentracdo inibitoria (ICso).
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3.11.2 Método ABTS

A atividade antioxidante da FA através da capacidade de elimina¢do do radical
cationico ABTS'* foi determinada conforme descri¢do da metodologia de Rufino et al. (2006),
com pequenas adaptagdes. Em resumo, o radical catiénico ABTS"" foi preparado através da
reacdo de 5 ml de ABTS (7 mM) com 88 uL de persulfato de potassio (140 mM). A reagao
foi realizada a temperatura ambiente, no escuro e por 16 h. Apos a reagdo, 1 ml da solucao
obtida foi dissolvida em etanol até obter absorbancia de 0,700 = 0,050 a 734 nm em um
espectrofotometro UV-Vis. Para a avalicao da atividade antioxidante foram realizadas 3
diluicdes de cada amostra. Em ambiente escuro, uma aliquota de 30 pL da dilui¢ao foi
adicionada a 3,0 ml de solugdo de radical. A absorbancia foi medida a 734 nm ap6s 6 minutos
de reacdo. Etanol foi utilizado como branco. Utilizou-se Trolox como padrdo antioxidante e
os resultados foram expressos em termos da capacidade antioxidante do composto equivalente

ao Trolox (uM trolox/g).

3.11.3 Método FRAP

O ensaio FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) foi realizado de forma
adaptada, de acordo com o método descrito por Rufino et al. (2006). Em ambiente escuro,
uma aliquota de 90 pL de cada repeti¢io da diluicdo da FA (40, 20 e 10 mg ml™") foi misturada
com 270 pL de dgua destilada e 2,7 ml de reagente FRAP. A reagdo foi realizada a 37 °C por
30 minutos. A absorbancia foi determinada a 595 nm em um espectrofotdmetro UV-Vis,
usando o reagente FRAP como branco. Sulfato ferroso (FeSQOs) foi utilizado como padrdo. A

capacidade de reducao de ions férricos da FA foi expressa em equivalente a sulfato ferroso.

3.12 TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

A determinagdo dos fendlicos totais seguiu uma adaptacdo da metodologia descrita
por Swain e Hills (1959). Para cada amostra de FA, 0,5 ml da amostra foi adicionada a 6 ml
de dgua deionizada e 0,5 ml do reagente Folin-Ciocalteu. A solugdo foi homogeneizada, e
apods 3 minutos acrescentou-se 1 ml de solucdo saturada de carbonato de s6dio (Na2CO3). Para
o branco, adicionou-se 6 ml de 4gua destilada, 0,5 ml de Folin Ciocalteau e 2 ml de Na>xCOs.

Ap6s 1 hora, foram realizadas as leituras das absorbancias em espectrofotdmetro UV-Vis a
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760 nm. Acido galico (C7HsOs) foi utilizado como padrio. Os resultados foram expressos em

equivalente ao acido galico.

3.13 POTENCIAL ANTIMICROBIANO

3.13.1 Atividade Antifungica

Os fungos Trametes versicolor e Gloeophyllum trabeum utilizados na analise foram
gentilmente fornecidos da colagdo da Embrapa Florestas. Foram realizados repiques dos
fungos em placas de petri contendo agar batata dextrose (BDA), os quais permaneceram
durante 7 dias a uma temperatura de 25 + 1 °C para o desenvolvimento da colonia.

Em decorréncia da dificuldade de gelificagdo do dgar em contato com a FA, uma
aliquota de 8,4g de BDA, o dobro da indicagdo do fabricante, foi diluida em 100 ml de cada
fragdo da FA, além de uma amostra controle onde o BDA foi diluido em agua destilada.

As amostras e o controle foram autoclavados e subsequentemente vertidas em placas
de petri para inoculagao dos fungos que ocorreu no mesmo dia, em quintuplicata. O repique
dos fungos para a inoculagdo foi feito em tamanho uniforme para cada placa de petri, com 14
mm de didmetro. As placas com o indculo foram acondicionadas em estufa com temperatura
estabelecida em 25 °C, propicia para o crescimento fungico, durante os dias em que o
crescimento foi observado.

O controle do crescimento da massa micelial fungica na placa de petri (81 cm de
diametro) foi feita com o auxilio de um paquimetro digital. Para cada dia, foi medido o quanto
a colonia se estendia em um periodo total de 26 dias. Os resultados foram expressos em
crescimento percentual do micélio dos fungos sobre a FA em comparagdo com as amostras

controle.

3.13.2 Atividade Antibacteriana

A capacidade antibacteriana foi medida por meio de microdilui¢do seriada em placa
de 96 pocos. Todos os materiais a serem utilizados foram previamente autoclavados para
garantir a esterilidade. Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Microbiologia da
Universidade Tecnologica Federal do Parana (Curitiba, PR).

As andlises foram realizadas com duas bactérias representantes do grupo das gram-

negativas e gram-positivas, Escherichia coli e Staphylococcus aureus respectivamente. Para
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assegurar a viabilidade das cepas, as mesmas foram ativadas 24 h antes do ensaio em BDA
estéril vertido em uma placa de petri. No dia seguinte, algumas colonias foram coletadas e
suspensas em 4 ml de solugdo de NaCl a 0,9% e a turbidez ajustada a 1,5x10® conforme o
indice McFarland. Foram montadas placas de 96 pocos com diluicdo seriada da FA,

Uma aliquota de 200 pul da FA foi adicionada no primeiro pogo, € nos pogos seguintes
foi adicionado 100 pul do caldo Mueller-Hinton (MH). Seguidamente, fez-se a diluicao seriada
da FA com caldo, retirando 100 pl de cada pogo e injetando no pogo seguinte, descartando o
ultimo.

Para o controle positivo, foi aplicado 100 pul de antibidtico eficaz contra a S. aureus
e E. coli, amoxicilina e Trimetroprima, respectivamente. Foi aplicado apenas o caldo MH para
o controle negativo.

Apoés a preparagdo da placa, uma aliquota de 100 pl a solucdo das bactérias foi
inoculada na diluicao seriada da FA, que foi encubadas em estufa sob temperatura de 37 °C
por 24 h. Apos decorrido o tempo de encubagao, foi aplicado 50 pl de resazurina a 0,05% em
cada poco para avaliar a mudanca de coloracdo do reagente apds 2h mediante atividade
bacteriana, e determinagao da concentracdo minima inibitoria (MIC) da FA frente as bactérias

utilizadas na analise.

3.14 ANALISE DOS DADOS

Os dados obtidos nas andlises fisico-quimicas foram submetidos a analise estatistica
descritiva. As andlises estatisticas foram realizadas através da andlise de variancia (ANOVA-
one way) dos resultados obtidos no rendimento nas diferentes condicdes de fracionamento, e
verificada diferenga significativa procedeu-se com o teste de Tukey ao nivel de 95% de

confianca. Os ensaios analiticos foram avaliados através de média e desvio padrao simples.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTO

O rendimento de FA obtida no fracionamento foi calculado a partir da quantidade de
lignina pirolitica obtida em fun¢do da massa de bio-6leo adicionada, e esta por sua vez foi
definida de acordo com a quantidade de 4gua destilada previamente estabelecida para que as
proporgdes bio-0leo: dgua selecionadas para estudo fossem mantidas em todas as amostras
fracionadas. Na FIGURA 10 estdo ilustrados os rendimentos de FA obtidos nas proporgdes

de estudo 1:35, 1:50, 1:70 e 1:100.

FIGURA 10- RENDIMENTO DA FASE AQUOSA EM FUNCAO DA PROPORCAO BIO-OLEO: AGUA
UTILIZADA PARA O FRACIONAMENTO.

100%

80%

63,70% 62,50%
T 59,40%

60% 52,40%
40%
20%

0%

(1:100) (1:70) (1:50) (1:35)

Rendimento (%)

Proporgdes fracionadas (bio-6leo:agua)

FONTE: O autor (2021).

Nas condigoes de fracionamento estabelecidas neste estudo, o rendimento das FA
1:50, 1:70 e 1:100 foi em torno de 60%. Este rendimento médio de 60% esta de acordo com
previamente obtido por Vispute e Huber (2009), em fracionamento de bio-6leo de pirdlise
rapida oriundo de madeira de carvalho (Quercus spp.),; € por Ren et al. (2016). No entanto,
observa-se uma tendéncia sutil de redugdo conforme a menor quantidade de agua. A fragdo
1:35 também seguiu o padrao de redu¢do no rendimento, porém mostrou-se inferior aos
demais fracionamentos com teor de agua superior, bem como relativa dificuldade para a

desemulsificacdo. Zhang e Wu (2019) detectaram que proporg¢des abaixo de 85% de 4gua nao
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sdo viaveis, mostrando que o teor de dgua ¢ imprescindivel para o fracionamento adequado
do bio-6leo quando este apresentar uma alta viscosidade sob baixas temperaturas, gerando
uma baixa eficiéncia de separagdo das fragdes. Dessa maneira, incorrendo em problemas de
aplicag¢do do produto final tanto para a lignina pirolitica, como citado pelo autor, quanto para
a FA, alvo deste estudo. Por este motivo, a fragdo 1:35 foi descartada e ndo seguiu para os
testes subsequentes.

Nao ha uma metodologia estabelecida para a extracdo da lignina pirolitica (fase
insolivel em 4gua oriunda do fracionamento). Portanto, ndo existe um consenso sobre o
rendimento da FA. Comparando-se resultados descritos na literatura, observou-se que Zhang
e Wu (2019) encontraram rendimento da FA de 36,56% sob temperatura de 20 °C e propor¢ao
de 1:20 (bio-6leo:agua). Silva et al. (2018) testou proporcdes entre 1:25 a 1:200 em uma faixa
de temperatura variando entre 1 a 4°C, e concluiram que 1:100 ¢ a proporg¢do ideal para o
rendimento final de lignina pirolitica, seu material de estudo, e consequentemente de FA,
subproduto de interesse da presente pesquisa. A adi¢ao de dgua tende a aumentar a polaridade
da FA devido a seletividade de compostos fracionados (ZHANG et al. 2019). Com isso, a FA,
de maneira geral, sera constituida majoritariamente por compostos polares, cuja solubilidade
apresenta maior afinidade com a fase solivel (VISARATI et al., 2011).

Em relagdo a velocidade de agitagdo, também ndo ha concordancia entre as pesquisas
publicadas anteriormente. Para Zhang ¢ Wu (2019), 750 rpm apresenta boa eficiéncia de
separacao, enquanto para Silva et al. (2018) 10.000 rpm ¢ mais recomendada. Necessita-se de
agitacdo vigorosa para um fracionamento eficaz, visto que o contato fisico estimula a
aglomeragao e reduz a carga superficial (RANGEL, 2008). Acredita-se que a alta rotacdo e as
baixas taxas de temperatura somada a massa de bio-6leo em relacdo ao volume de agua
contribuiram positivamente para maior despolimerizacdo dos compostos oriundos do bio-
0leo, transformando-os em moléculas menores que permanecerdo na FA, apesar da sua
hidrofobicidade. Baixos teores de dgua inviabilizam o fracionamento devido a aglomeragao
do material e impedindo a agitagdo (ZHANG; WU, 2019), levando em conta principalmente
se 0 bio-6leo apresenta uma alta viscosidade.

A variagdo da eficiéncia nas metodologias descritas na literatura e neste trabalho
pode ser justificada pela heterogeneidade do material de origem, visto que o bio-6leo pode ser
obtido de biomassas distintas e sob diferentes condi¢des operacionais da pirolise rapida. Isto
resulta em um material com caracteristicas fisicas e quimicas dissemelhantes e, portanto,

comportando-se de forma particular durante o fracionamento (ALVAREZ-CHAVEZ, 2019).



42

4.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

A FA apresenta cor ambar logo apos a filtracdo e estabiliza em tom cinza escuro
conforme o seu envelhecimento (FIGURA 11). Seu aspecto ¢ translucido em todas as fases
de coloragdao em decorréncia do alto teor de agua. Este teor de 4gua pode chegar a 97-99%.
Possui o cheiro caracteristico do bio-6leo consideravelmente marcante, apesar da diluicao

(BRIDGWATER, 1999; DOBELE et al., 2007).

FIGURA 11- VARIACAO DA COLORACAO DA FA EM UM PERIODO DE 30 DIAS.

Em que: a) 1° dia e b) 30° dia apds o fracionamento.

FONTE: O autor (2021).

Os resultados obtidos a partir da andlise dos parametros fisico-quimicos estdao
descritos na TABELA 4. A faixa de pH encontrada na analise realizada mostrou pequena
variagao entre as amostras, com leve aumento da acidez na fragdo 1:70, (3,2) muito préximo
da fracdo 1:50 (3,3). A fragdo 1:100, por sua vez, apresentou pH mais alto (3,5). Se comparado
ao material de origem do presente estudo, o bio-6leo, que apresenta pH 3,3, conforme descrito
por Matos et al. (2020), a FA apresenta um sutil aumento do pH.

A ténue reducdo da acidez também foi observada por Ren et al. (2016) para a fase
aquosa fracionada do bio-0leo de Panicum virgatum L. Isso pode ser justificado pela adi¢ao
de agua, cujo pH varia entre 5 ¢ 7 durante o processo de fracionamento. Além disso, a
separagao das fases propicia a retirada de parte dos componentes acidos na FA, tais compostos
apresentam natureza hidrofobica, em sua grande maioria de oligdmeros fendlicos derivados

de lignina presentes no bio-6leo.
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Entretanto, o bio-6leo também apresenta acidos de natureza hidrossoluvel, como o
acido acético, acido levulinico, acido vanilico e acido glicolico esses compostos sdo
responsaveis pela acidez da FA se manter semelhante ao bio-6leo, apesar da alta diluigdo. A
presenca de 4cidos organicos ¢ de grande valia num sistema de biorrefinaria, deste modo a FA
se mostra uma fonte promissora no que diz respeito a purificacdo desses compostos quimicos

(RASRENDRA et al., 2011).

TABELA 4- PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DAS FASES AQUOSAS 1:50, 1:70

E 1:100.
Propriedade 1:50 1:70 1:100
pH 3,3 3,2 3,5
Densidade (g/cm?) 0,9988 (0,0016) 0,9991 (0,0018) 0,9990 (0,0011)
Concentracdo (g/L) 8,69 (0,12) 6,44 (0,10) 4,20 (0,16)

Valores entre parénteses correspondem ao desvio-padrao.

A FA apresentou densidade semelhante a encontrada na dgua destilada na mesma
temperatura (20 °C), em torno de 0,99 g/cm?, possivelmente em decorréncia da alta propor¢ao
desta para bio-6leo no processo de fracionamento.

A concentragdo das amostras mostrou-se coerente com a proporc¢ao bio-6leo: dgua
visto que a fra¢ao 1:100 apresentou menor concentragao, com 4,20 g/1. Ja as proporgoes 1:70
e 1:50, por sua vez, apresentaram valores semelhantes para a concentragdo, 6,44 g/l e 6,69 g/l
respectivamente, devido ao menor teor de agua utilizado na etapa de fracionamento. O
conteudo solido encontrado no bio-6leo descrito por Mullen e Boateng (2011) detectou que
até 68% da massa correspondente a materiais solidos, constituido de compostos com maior
peso molecular, ricos em carbono. Isso sugere que o material s6lido disperso na FA também
¢ rico em carbono e independe do teor de dgua utilizado no processo. Compostos oxigenados

com alta polaridade também s3o comumente encontrados na FA (REN et al., 2016).

43  COMPOSICAO QUIMICA POR CG-EM

A andlise da FA por CG-EM resultou na identificagdo de 108 compostos, somando
todos os métodos de analise realizados (FIGURA 12). Os compostos foram agrupados de
acordo com a fung¢@o orgénica correspondente, sendo estes 0s mesmos grupos para todos os
métodos de leitura, como acidos carboxilicos, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, éteres e

fenodis. Observou-se diferencas pontuais entre os métodos de extragdao, visto que em
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decorréncia da afinidade quimica, determinado método de extracdo com os solventes
organicos propiciou a leitura com maior definicdo para uma ou para outra classe. Por exemplo:
o método ACOET (acetato de etila derivatizado) ndo foi capaz de detectar com precisdo os
compostos pertencentes ao grupo dos anidro agucares, entretanto apresentou bastante acuracia
para a classe de fendis. Ressalta-se que se estabeleceu o grupo de anidro agucares € compostos

nitrogenados, de maneira a facilitar a interpretacdo de compostos quimicos de interesse no

presente estudo.

FIGURA 12- COMPOSTOS QUIMICOS IDENTIFICADOS PELO CG-EM SOB DIFERENTES
CONDICOES DE EXTRACAO DA FASE AQUOSA EM FUNCAO (A) DO NUMERO DE COMPOSTOS E
(B) DA AREA RELATIVA DAS CLASSES QUIMICAS.
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Em que: FAsc: FA seca em um concentrador de amostras; DCM: diclorometano; ACOET:
acetato de etila; HEX: hexano; FA D FA derivatizada; HEX D: hexano derivatizado; ACOET
D: acetato de etila derivatizado.

FONTE: O autor (2021).

Nenhum dos compostos quimicos identificados ¢ sensivel a todos os métodos de
extracdo, entretanto alguns destes compostos se mostraram presentes em mais de um método
de extracdo, a citar: vanilina (tr 15,173), 2-Propanona 1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)- (tr 16,825),
3,5-Dimetoxi-4-hidroxitolueno (tr 15,745) e aldeido coniferilico (tr 19,267). A classe quimica
mais presente na FA foi a éster, compostos oriundos da lignina que possui ligagdes de éster
das acilagdes dos radicais carbono proveniente dos monolignois precursores (LU; RALPH,

2002). Apesar de apresentar solubilidade em 4gua limitada, os ésteres podem formar ligagdes
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de hidrogénio com as moléculas de agua (OUELLETTE; RAWN, 2014), o que caracteriza a
sua presenca na fase aquosa pds-fracionamento do bio-6leo.

Em seguida, a classe quimica mais presente na FA foram os fendis, advindos também
da lignina que possui maior capacidade de resistir as altas temperaturas aplicadas a biomassa
para a producao do bio-6leo via pirolise rapida (WANG et al, 2009; BREBU; VASILE, 2010).
Essa relevancia dos compostos fenolicos se reflete na composi¢ao quimica da FA que, embora
a desemulsifica¢do separe os compostos insoliiveis e soliveis em dgua, ha uma tendéncia de
permanéncia de parte destes fendlicos na fase aquosa. Essa permanéncia pode ser relevante
para utilizacao da FA como um agente antioxidante. Sabe-se que parte da estrutura quimica
da lignina apresenta razodvel polaridade em razdo das ligacdes de €ter que a une a estrutura
molecular da hemicelulose (SCHUBERT, 1965). Esta presenca de compostos fen6licos na FA
também foi observada substancialmente por Ren et al. (2016), apresentando uma concentracao
total de 1,76 g/1. No presente estudo, conforme a FIGURA 12, as extragdes em acetato de etila
e diclorometano sem derivatizagdo e com derivatizagao, bem como a secagem a vacuo em um
concentrador de amostras (FAsc) foram as condi¢des mais propicias para indicar a presenca
abundante de compostos fendlicos.

A classe quimica cetona também se fez presente na FA, a qual estd relacionada a
degradacdo térmica da celulose e das hemiceluloses (SHEN et al., 2015). Os compostos
quimicos da classe de cetonas permanecem de forma representativa na FA apos fracionamento
em razao da sua natureza polar. Destaca-se neste grupo os compostos aspidinol e desaspidinol,
cuja a¢do antihelmintica ¢ conhecida e foi estudada por Bosman et al. (2004).

O grupo definido como anidro agucares, com presenca substancial da levoglicosana,
contém os compostos originados a partir da degradagdao da celulose em razao da alta
temperatura durante o processo de pirélise, que sofre perda de dgua se tornando um dos grupos
de compostos com maior abundéancia no bio-6leo, em torno de 39% do seu contetido total
(SHAFIZADEH et al., 1979; MESA-PEREZ, 2005). Os compostos a-D-Glucopiranose (tr
12,510), 4-O-B-D-galactopiranosil- (tr 17,607), levoglicosana (tr 16,553), 1,4:3,6-Dianidro-
a-D-glucopiranose (tr 12,510) e 2,3-Anidro-D-Manosana (12,740) sdo os anidro agucares que
compde a FA. A levoglicosana limitou-se a identificacdo por meio do método FAsc.

Os compostos oxigenados pertencentes ao grupo dos aldeidos, como o furfural (tr
4,985), originados a partir da desidratacdo de carboidratos, e os compostos fenolicos como o
catecol (tr 12,116) e a vanilina (tr 15.173), oriundos da degradagdo da lignina, foram
encontrados na FA e estdo presentes no bio-6leo (DEMIRBAS, 2007; BRIDGWATER, 2012;
STEFANIDIS, 2014). Especificamente, a permanéncia de grande parte do catecol na fase
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aquosa apo6s o fracionamento da-se em fun¢do da sua solubilidade em agua (WANG et al.,
2016). Isto potencializa o direcionamento da fase aquosa para extragao e purificagdo de
compostos quimicos de interesse, visto que o catecol pode ser utilizado como antisséptico e
antioxidante (MURWANASHYAKA et al., 2001). J4 a presenca da vanilina na fase aquosa ¢
ressaltada, pois € um dos compostos fenolicos ja com producdo em escala industrial a partir
da biomassa (PELUCCHI et al., 2019), o que lhe coloca em posic¢ao destacada (como um key
building block) para extragdo, purificacdo e aplicagdo, por exemplo, na sintese de
biopolimeros (FACHE et al., 2016).

Em suma, foram testados oito métodos de extragdo para leitura no CG-EM, em que
a extragao em HEX detectou a menor quantidade de compostos, apenas 20, seguido do HEXd
com 24 compostos, DCM com 28 compostos, ACOET com 31 compostos, FAsc e ACOETd,
com 43 compostos e do DCMd que demonstrou 47 dos 108 compostos encontrados em todas
as analises.

Embora o método FAsc ndo ter se mostrado capaz de detectar a maior quantidade de
compostos quimicos, observou-se que os compostos de maior valor agregado como a vanilina
utilizada como flavorizante e farmaco, o catecol, com alto potencial antioxidante e a
levoglicosana, um composto de alto valor agregado utilizado na produ¢do de antibioticos e
antiparasitarios foram revelados por este método, tornando-o mais vidvel para as analises
cromatograficas que se seguiram (HAENEN et al., 1997; BRIDGWATER, 1992; FLEIGE et
al., 2013).

44  ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA POR CG-EM

A baixa estabilidade térmica do bio-6leo, matéria-prima da FA, € a caracteristica de
maior problematica na sua utilizagdo (JACOBSON et al., 2013). Levando isto em conta, Meng
et al. (2014) sugeriram que a separacdo das fases no fracionamento atua como um fator
estabilizante, demonstrando que o envelhecimento acelerado da FA, através de analises CG-
EM da FA armazenada sob alta temperatura ¢ uma analise de grande relevancia para avaliar
de forma precisa a sua reatividade e consequentemente viabilizar a sua utilizacdo. A partir dos
cromatogramas (FIGURA 13), foi realizado o detalhamento quanto a éarea relativa total dos
compostos quimicos referentes a cada classe ou grupo nos trés periodos de observagao durante

o envelhecimento, e estes, por sua vez foram expressos na FIGURA 14.
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FIGURA 13- CROMATOGRAMA ILUSTRATIVO DA INJECAO CROMATOGRAFICA DA FA 1:100.
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Em que: a) 1° dia; b) 4° dia; c) 9° dia.
Fonte: O autor (2021).

Os cromatogramas obtidos a partir da fragao 1:100 do fracionamento do bio-6leo no
primeiro, quarto ¢ nono dia de envelhecimento apresentaram semelhangas nos grupos
quimicos encontrados, mais notadamente nos dois primeiros dias de andlise. Na regido do
cromatograma até 20 min detectou-se compostos aromaticos, acidos carboxilicos, aldeidos,
éteres, alcoois e alcanos. Os anidro acucares, que apresentaram mais area relativa,
manifestaram um pico arrastado na altura do minuto 16. No fim da corrida foram observados
compostos de maior peso molecular, como acidos carboxilicos com cadeia mais longa, com
até 18 carbonos.

Os compostos majoritarios tentativamente identificados pertencem ao grupo dos
anidro agucares, originados da degradacdo da celulose, seguido de fendis, oriundos da
degradacdo da lignina. O alto teor desses compostos também foi detectado por Mesa (2004) e

Matos et al. (2020).
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FIGURA 12- AREA RELATIVA PERCENTUAL DOS PICOS REFERENTES AOS COMPOSTOS
IDENTIFICADOS DURANTE NOVE DIAS EM ENVELHECIMENTO ACELERADO DA FASE AQUOSA

DETECTADOS VIA CG-EM, CONSIDERANDO A CLASSE QUIMICA.
o 17 dia © 4° dia = 9° dia
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Em que: a) 1:50; b) 1:70 ¢) 1:100.
Fonte: O autor (2021).

Os principais resultados mostram certa instabilidade da FA. Isso se deve
principalmente a forte permanéncia de grupos carboxilicos (C=0), cuja alta reatividade
influencia diretamente nas reacoes intrinsecas da FA durante o envelhecimento acelerado
(ALSBOU; HELLEUR, 2014). A natureza quimica heterogénea do bio-6leo, caracterizado

como uma microemulsdo, sugere que o seu envelhecimento pode ocorrer em cada fracao
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existente (FRATINI et al., 2006; MENG et al., 2014), isto ¢, por exemplo, fase aquosa e
lignina pirolitica.

A literatura desconhece o método exato de envelhecimento das fases que constituem
o0 bio-0leo, entre elas a FA. Sugere-se que a reagdo ¢ iniciada pela decomposi¢ao de agticares
catalisado por acidos. Esse rearranjo acarreta na formacao compostos de alta reatividade,
como o S-hidroximentilfurfural, seguido de reagdes de repolimerizagao desses compostos
(MENG et al., 2014).

A fracdo 1:100 mostrou maior estabilidade por area percentual nas classes e grupos
quimicos observados, seguido pela fracdao 1:70 e subsequentemente a fragao 1:50. Boucher et
al. (2000) investigaram a estabilidade do bio-6leo cru e diluido em metanol, e concluiram que
o metanol atua como um estabilizante para o bio-6leo. Isso sugere que materiais de natureza
polar, como a 4gua, podem influenciar positivamente na estabiliza¢do quimica dos compostos.

O grupo dos anidro agucares, caracterizado principalmente pela presenga majoritaria
da levoglicosana, apresenta crescimento da sua area em fung¢do do periodo de envelhecimento
em ambas as fracdes, com presenga mais acentuada na fragcdo 1:50, e por conseguinte pode
ser hidrolisado em monomeros de glicose, matéria-prima valorizada pela industria energética
(ALSBOU; HELLEUR, 2014). Desse modo, essa fracdo ¢ a mais indicada para a extracao
desses compostos quimicos de alto valor agregado dentro do conceito de biorrefinaria, sem a
obrigatoriedade de ambiente refrigerado, visto que a reatividade da FA apresenta baixa
influéncia no teor desses compostos em temperatura ambiente. Porém, nao ¢ possivel
assegurar o aumento da porcentagem de compostos pertencentes a este grupo visto que a area
percentual € relativa a presenca de demais compostos, sendo possivel assegurar apenas a alta
estabilidade destes compostos diante do envelhecimento acelerado da amostra.

As classes quimicas de menor area percentual, éter, cetona e aldeido apresentaram
constancia no tocante a sua estabilidade. Uma caracteristica peculiar e comum a todas as
fracdes ¢ o desaparecimento dos alcoois no decorrer do envelhecimento. Em contrapartida,
nota-se o proporcional acréscimo na proporcao de compostos da classe éter, observado a partir
do quarto dia de envelhecimento acelerado. Isto pode ser justificado pela reacao de
desidratacao intermolecular que pode ocorrer entre duas moléculas de dlcoois, cujo composto
gerado ¢ um éter (TSUCHIDA et al., 2008).

Em posse deste conhecimento preliminar, foi realizada uma analise cromatografica
para verificar o comportamento dos compostos quimicos de maior interesse comercial

presentes na FA, em destaque os anidro agucares e os fenodis que podem ser detectados de
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forma mais preponderante na fracao 1:50. Segundo BENNETT (2006), o menor teor de agua
¢ mais eficaz para a purificagdo de compostos soluveis.
A FA foi submetida a um processo de envelhecimento mais severo durante 43 dias

sob temperatura de 40 °C, com avalia¢des em trés periodos, 1°, 30° e 43° dia (FIGURA 15).

FIGURA 135- AREA PERCENTUAL DOS PICOS RELATIVOS DE COMPOSTOS IDENTIFICADOS
DURANTE O ENVELHECIMENTO ACELERADO DURANTE 43 DIAS DA FA DETECTADOS VIA CG-
EM, CONSIDERANDO A CLASSE QUIMICA (a); E COMPOSTOS QUIMICOS DE ALTO VALOR
AGREGADO DETECTADOS NAS FRACOES DA FA POR ANALISE CG-EM (b).
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O envelhecimento da amostra de FA durante os 43 dias sob temperatura de 40 °C em
que a analise decorreu pode ser relacionado a menor reatividade da FA em relagdao ao bio-
oleo, visto que as fracdes presentes no bio-0leo passiveis de interagao estdo individualizadas,
o que reduz o grau de reatividade entre os compostos quimicos. De acordo com Meng et al.
(2014), cada fracdo existente no bio-0leo pode ter um efeito sinergético na promocao do seu
envelhecimento. Os autores sugerem baseados nos resultados encontrados que os acidos
organicos encontrados na fase aquosa podem promover a condensagdo da fracao de lignina e
a decomposic¢ao dos agucares. Além disso, os aldeidos podem interagir com a lignina pirolitica
(fracdo insoluvel em 4gua) e resultar na sua reticulacdo. Em suma, os autores sugerem que
reacdes de interacdo entre as diferentes fragdes existentes no bio-6leo sdo razdes criticas para

a ocorréncia do envelhecimento do bio-6leo. Dessa maneira, o fracionamento do bio-6leo € a
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separacao da fase soluvel e insoluvel em agua em um periodo adequado pode contribuir para
reduzir esta interagdo e propiciar dois materiais com as caracteristicas desejaveis.

Também se observou que ¢ possivel manter a FA armazenada, sem que isso cause
prejuizo para a sua utilizacdo no que diz respeito a extragdo de compostos quimicos de alto
valor agregado, visto que o grupo dos anidro agucares, fenois e aldeidos apresentaram pequena
alteracdo na sua area relativa. No entanto, constatou-se decréscimo na area relativa dos
compostos, especialmente os pertencentes ao grupo dos fendis, e o desaparecimento do grupo
dos alcanos entre as andlises realizadas no 30° e no 43° dia. Isso sugere que a FA, diante das
condi¢des de producdo utilizadas neste estudo, ndo deve acondicionada por um periodo
superior ao intervalo estudado, visto que pode acarretar menor rendimento na purificagdo de
compostos quimicos de maior valor agregado.

Observa-se a presenca marcante de compostos polares devido ao fracionamento em
agua fria, o qual proporciona o arraste destes compostos quimicos para a FA, além de
compostos apolares que foram solubilizados em razao do baixo peso molecular. Dentro de
cada grupo e/ou classe quimica verifica-se a presenca de compostos apreciados pela industria,
tornando-os compostos de interesse € com valor agregado e, portanto, merecendo maior
aten¢do, tais como catecol, levoglicosana, vanilina e hidroximetilfurfural (FIGURA 17).

No grupo dos aldeidos foram destacados dois compostos, sendo eles o 5-
hidroximetilfurfural e a vanilina. O 5-hidroximetilfurfural ¢ um furano com funcao aldeido, e
pode ser produzido a partir de fontes renovaveis de biomassa por desidratacao catalisada por
acido de pentoses e hexoses, respectivamente (CHHEDA, et al., 2007).

Esses compostos sdo considerados como a chave para transformar carboidratos
oriundos da biomassa como substitutos para a quimica industrial a base de petroleo, devido a
ampla gama de produtos obtidos e sobretudo o potencial para serem substitutos sustentaveis
para building blocks, derivados de constru¢do petroquimica, produ¢do de resinas, solventes,
na produc¢ao de plasticos e quimica fina (VAN PUTTEN et al., 2013; CHEN et al., 2018).

A vanilina (3-metoxi-4-hidroxibenzaldeido) ¢ um aldeido aromatico muito
valorizado como flavorizante para alimentos, bebidas e usada em farmacos e cosméticos.
Apresenta carater antimutagénico, antioxidante, conservante e antimicrobiano. Pode ser
obtido através da degradacao da lignina, tornando o processo mais barato, visto que a obtencao
se baseia na extragdo do composto gluco-vanilina a partir da espécie Vanilla planifdlia, que
apresenta baixo rendimento, pouco menos de 1% da produ¢ao mundial, sendo todo o restante

sintetizado por vias quimicas (DAUGSCH; PASTORE, 2005; CONVERTI et al., 2010).
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Como representante de destaque dos anidro agucares, a levoglicosana (1,6-anidro-§3-
d-glucopiranose) apresenta alto valor agregado devido a dificuldade de sintese desse
composto e utilizagdo pela industria como rota para a producdo de aguicares monoméricos,
principalmente D-glucose, para producdo de combustiveis bioquimicamente derivados
(PANDEY, et al., 2015). Além disso, diversas propriedades a tornam um produto de grande
interesse comercial, dentre eles quiralidade, grupos hidroxila na posi¢ao central anomérica C-
1, grupos hidroxila primarios na posi¢ao C-6, caracteristicas uteis na industria quimica para a
fabricacdo de plasticos, surfactantes, produtos farmacéuticos, propelentes e resinas, € como
um substituto econdmico para materiais como sorbitol. (ROVER et al., 2019; ITABAIANA
et al., 2020).

Os fenois presentes no bio-6leo ja foram amplamente estudados para introdugao destes
na industria. O catecol (1,2-dihidoxibenzeno) ¢ um desses compostos de natureza fenolica que
também esta presente na FA. Oriundo da degradacdo da lignina, composto de um anel
benzénico, o catecol ¢ um composto com capacidade antioxidante devido a sua capacidade de
quelar ions metélicos, e alto potencial antimicrobiano (AYALA-ZAVALA et al., 2012).
Apresenta utilizagdes variadas, como reagente para fotografia, tingimento de couro, produgao
de borracha e plastico e na industria farmacéutica, adesivo. Por outro lado, apresenta como
desvantagem principalmente o potencial mutagénico e citotoxicidade (PINTO, 2018; KONG;
2011).

Os compostos supracitados sao de interesse comercial devido as suas capacidades
como matéria-prima. Nesse ambito, a FA se mostra um produto promissor em razdo da
presenga destes compostos com baixa reatividade durante o envelhecimento. Tal caracteristica
permite a utilizacdo industrial da FA para a obtencdo e purificagdo de compostos de maior
valor agregado presentes em sua estrutura quimica num sistema de biorrefinaria, contribuindo
para a reducao da necessidade de produtos de origem fossil, bem como a menor geragao de

residuos durante o processo produtivo do setor florestal (POVEDA-GIRALDO et al., 2021).

45  ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

O processo de pirdlise modifica o padrao de termodegradacio comumente
observados em materiais lignoceluldsicos, em decorréncia dos processos de despolimeriza¢ao
dos polissacarideos e polimeros da biomassa. (DUARTE, et al., 2017). Nas analises realizadas

a partir da FA, obtiveram-se trés termogramas exibidos na FIGURA 16.
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FIGURA 16- CURVAS TERMOGRAVIMETRICAS E SUAS RESPECTIVAS DERIVADAS DA FASE
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Para a curva em linha sélida, que representa a perda de massa de massa da FA durante
a pirdlise, observou-se comportamento semelhante para as trés propor¢oes estudadas. Foram
detectados trés estagios de perda de massa na curva de termodegradacao. O primeiro estagio
ocorre até¢ em torno de 100 °C e refere-se a evaporacdo das moléculas de dgua residual e
compostos volateis de baixo peso molecular. A perda de massa no primeiro estagio foi em
torno de 10%.

A temperatura onset ¢ observada em aproximadamente 180 °C e o segundo estagio
referente a degradacao térmica de polissacarideos presentes na FA perdura até a temperatura
de 600 °C, que proporciona substancial perda de massa, aproximadamente 70%, visto que os
compostos dessa natureza sdo majoritarios na constituicdo quimica da FA, cerca de 45%,
conforme exposto na FIGURA 14. Por exemplo, a levoglicosana, composto quimico
majoritario previamente identificado na andlise cromatografica, de acordo com Fukutome,
Kawamoto e Saka (2015), apresenta temperatura de degradagao por volta de 500 °C.

O pico de degradacdo maxima ndo apresentou diferencas substanciais para as trés

proporgdes estudadas, permanecendo numa faixa entre 210 °C e 250°C. Ainda no segundo
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estagio de degradacao térmica ocorre a perda de massa decorrente da decomposi¢do de
compostos oriundos da lignina que se mantiveram na fracao soluvel devido a sua cadeia
carbonica curta. Tal fato resulta na temperatura de degradagdo inferior a lignina integra da
madeira, perdurando até 650 °C. Embora a lignina apresente uma faixa ampla de degradacao
(SKREIBERG et al., 2011), os compostos oriundos da lignina presentes na FA foram
solubilizados em razao do seu baixo peso molecular, fazendo com que sua degradacao térmica
ocorra em um intervalo menor.

No ultimo estagio que se inicia em 650 °C e perdura até o final da anélise, em 800
°C, ocorre a estabilizagdo da massa, com cerca de 30% do peso da amostra inicial da FA, que
se caracteriza pelo carvao formado da degradacdo térmica dos materiais mais
termorresistentes. A massa residual se manteve em torno de 25% e possivelmente esta
relacionada a forma¢do do coque devido as reagdes de polimerizagdo. Segundo Ochoa et
al. (2017), a presenca de fenois e alcoois sdo mais responsaveis pela formagdo de coque,
enquanto os acidos, cetonas e aldeidos tem menor influéncia na formagdo deste tipo de

residuo.

46 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E TEOR DE FENOLICOS TOTAIS
A capacidade antioxidante da FA foi quantificada de acordo com trés metodologias
distintas para melhor descrever o potencial antioxidante da FA. Os resultados obtidos para os

métodos DPPH, FRAP e ABTS+, e o teor de fenolicos totais estdo descritos na TABELA 5.

TABELA 5- CAPACIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE AOS RADICAIS LIVRES
DHPP, ABTS+, FRAP E TEOR DE FENOLICOS TOTAIS DA FASE AQUOSA.

Capacidade antioxidante

DPPH ABTS+ FRAP Teor de
Fase aquosa 1C50 EC50 Eq. 1000 uM de Eq. A 1000 Fendlicos
(mg/L) (mg/mg Trolox (mg/L) uM de FeSO4  (mg/g)
DPPH) (mg/L)

1:50 39,87 1,74 1382,72 1306,21 79,41
(4,88) (0,21) (95,48) (9,56) (2,49)
170 29,34 1,28 1321,71 1139,74 83,24
(2,43) (0,10) (14,77) (43,16) (0,76)
1:100 26,64 1,16 1415,46 1074,28 86,92
(1,81) (0,08) (34,90) (11,83) (1,55)

Valores entre parénteses correspondem ao desvio-padrao amostral.
Os resultados de capacidade oxidante frente ao radical DHPP foram expressos em

IC50 e EC50. O IC50 corresponde a concentracao inibitoria, que ¢ o teor de FA necessario
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para reduzir em 50% da concentragdo de uma solu¢do de radical livre. Diz-se EC50 para
concentracdo de eficiéncia, que representa a quantidade em massa de antioxidante necessaria
para reduzir 50% de uma determinada quantidade de radical. Portanto, quanto menor o valor
de eficiéncia e inibi¢cdo, maior sera a capacidade antioxidante do material.

Para os resultados encontrados pelo método de sequestro de radicais DPPH estao
expressos, observou-se que todas as fragdes apresentaram alta capacidade antioxidante,
necessitando de apenas pouco mais de 1 mg para reduzir a mesma quantidade do radical
DPPH. Todavia, a FA 1:100, de maior proporcao bio-6leo: dgua, apresentou um leve aumento
na atividade antioxidante com valores de EC50 de 1,16 mg/mg. Concomitantemente, a FA
que apresentou menor EC50 foi a 1:50 com valor de eficacia 1,74 mg/mg. Da mesma forma,
o IC50 apresentou valores de inibicdo 26,64 mg/l e 39,87 mg/l para 1:100 e 1:50,
respectivamente.

Diversos autores determinaram a capacidade antioxidante do bio-6leo e encontraram
resultados semelhantes ao observado na FA. Loo et al. (2008) determinaram a capacidade
antioxidante do bio-6leo de pirdlise lenta e encontraram valor de EC50 0,2246 mg/ml. Ja Lu
et al. (2020) encontraram IC50 0,231 mg/ml. Comparando o potencial antioxidante da FA
com produtos cuja base ¢ o hidroxitolueno butilado (BHT) e o hidroxianisol butilado (BHA),
utilizados comercialmente na industria alimenticia e de dermocosméticos, o BHT apresentou
EC50 de 0,038 mg/ml e o BHA EC50 de 0,056 mg/ml (LI et al. 2018), comparativamente
inferiores a FA. Ressalta-se esta comparagdo, pois BHT e BHA sao antioxidantes sintéticos
amplamente utilizados, porém com efeitos colaterais, o que tem evidenciado a necessidade do
desenvolvimento de antioxidantes naturais e seguros ao meio ambiente (LU et al. 2020), tal
como a FA e potencialmente as outras fracdes do bio-0leo.

A andlise frente ao cation ABTS+ detectou maior capacidade antioxidante na fragao
1:100, com 1415,46 mg/1 equivalente ao padrao Trolox, descrito como andlogo a vitamina E
(TABELA 5). Conforme expresso pela analise cromatografica (FIGURA 12), a FA tem na
sua constituicdo quimica a presenca de compostos de natureza distinta quanto a polaridade.
Isso pode justificar parcialmente o alto potencial antioxidante da FA, pois segundo Alves et
al. (2010), o método ABTS+ se mostra eficiente na descricdo da capacidade antioxidante de
amostras ricas tanto em compostos polares quanto apolares.

Embora os métodos de deteccdo da capacidade antioxidante DPPH e ABTS+
apresentem baixa correlacdo entre si, como constatado por Alves et al (2010) e Rojas-
Barquera e Narvéaez-Cuenca (2009) em decorréncia dos componentes eletroquimicos e idnicos

presentes nos diferentes radicais livres em cada andlise, capturados pela FA, ambos os
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resultados apontam a fracdo de menor concentragdo como a mais eficiente na captura dos
radicais livres. Segundo Zhang e Wu (2019), maiores teores de agua apresentam maior
eficiéncia de separagdo das fracdes, sendo assim, a desemulsifica¢do estd diretamente ligada
ao teor de dgua durante o fracionamento. Nessas condi¢des, o fracionamento ocorre de forma
mais completa, possibilitando a quebra de polimeros de cadeia longa, reduzindo o seu peso
molecular e, dessa forma, aumentando a sua solubilidade, podendo possivelmente influenciar
de forma positiva na capacidade antioxidante da FA nessa propor¢ao.

O resultado obtido por meio do método FRAP (TABELA 5), que se caracteriza pela
redugdo de radicais férricos, apresentou maior eficacia na fragdo 1:50, cujos valores de
capacidade antioxidante equivalente ao padrao FeSO4 encontrado foi 1306,21 mg/l, seguido
da fra¢do 1:70, com 1139,74 mg/l e 1:100, com 1074,28 mg/I1, sugerindo que o menor teor de
agua influencia positivamente na redugao dos ions férricos. Este resultado estd coerente com
o material de origem (bio-6leo), o qual apresenta alto poder de reducao de ions Fe(Ill). Wei
et al (2010) analisaram o bio-6leo de pirdlise lenta e constataram que a concentragao
influencia positivamente na reducao de ions Fe(III).

Conforme observado pela andlise cromatografica (FIGURA 14), grande parte do
conteudo da FA ¢ classificada como do grupo dos compostos fenolicos. Os compostos
fenolicos sdo um dos tipos de antioxidantes naturais que apresentam relagdo positiva com a
capacidade antioxidante de um material de origem vegetal, visto que sdo os grandes
responsaveis pela redugdo da agdo de radicais livres (SOARES, 2002). Esta relagao positiva
com os compostos fenolicos corrobora com o observado por Lu et al. (2020), em que estes
autores também constataram a correlacdo nao-significativa entre compostos como cetonas,
alcoois, aldeidos e ésteres e a capacidade antioxidante da fase aquosa de bio-6leo de pirdlise
rapida.

O valor percentual médio do contetido fendlico detectado pelo CG-EM aproxima-se
de 36% nas trés propor¢oes de fracionamento. Esta observagdo corrobora com o que foi
observado na andlise de fendlicos totais, onde todas as FA apresentaram teor de fendlicos
totais com valor equivalente ao padrao acido gélico entre 79% e 87%. O teor de fendlicos
totais se mostrou maior em maiores teores de agua no fracionamento, constatando as
observagdes de Zhang e Wu (2019).

Segundo Barata (2000), fenois possuem alta capacidade de atuar como antioxidantes.
Desse modo, ¢ possivel atribuir a alta atividade antioxidante da FA a estas moléculas, em
destaque o siringol (2,6-dimetoxifenol), o eugenol e o catecol (APENDICE 1), visto que o

alto teor de atomos de hidrogénio dos compostos fendlicos possibilita a estabilizagao dos
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radicais livres via doacao de grupos hidroxilas (SHAHIDI; WANASUNDARA, 1992). O
siringol possui atividade antioxidante frente aos radicais livres DPPH, ABTS+ e ions férricos,
sendo o mais versatil, entretanto o catecol possui maior poténcia na eliminacdo de radicais
livres (LOO et al., 2008; HASSAN et al., 2016). J4 o eugenol ¢ dito o antioxidante mais eficaz
e seu potencial de captura de radicais livres ¢ amplamente discutido pela literatura (HASSAN
etal., 2016; STAS et al., 2020).

Em suma, apesar da baixa concentracdo, a FA apresentou capacidade antioxidante
relevante, especialmente se comparado a antioxidantes sintéticos comerciais, com potencial
influéncia do teor de fendlicos naturalmente existente na fase aquosa pos-fracionamento do

bio-0leo de pirdlise rapida.

47  ATIVIDADE ANTIFUNGICA DA FASE AQUOSA

Os fungos Trametes versicolor, causador da podridao branca, e Gloelophyllum
Trabeum, causador da podriddo parda tém grande relevincia economica. Como forma de
mitigar a deterioragdo da madeira causada pela acao destes fungos, substancias quimicas como
arsénio no produto comercial CCA (arseniato de cobre cromado) sdo utilizados como
preservantes de madeira, contudo apresentam alta toxicidade. Nesse ambito, o estudo de
produtos renovaveis como substitutos dos preservantes comerciais para o tratamento da
madeira ¢ de grande relevancia (HINGSTON et al., 2001; LOURENCON et al., 2016).

Por meio do ensaio de potencial antagonista, ao avaliar o crescimento dos fungos
biodeterioradores de madeira Trametes Versicolor e Gloeophyllum trabeum nas amostras
produzidas com dilui¢des do BDA em FA, observou-se atividade antifungica em todas as
amostras, especialmente para os menores teores de agua utilizados no fracionamento, isto &,

1:70 e 1:50 (FIGURA 17).
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FIGURA 17- CRESCIMENTO MICELIAL DOS FUNGOS Trametes versicolor (A) E Gloeophyllum trabeum
(B), AO LONGO DE 26 DIAS DIANTE DAS FRACOES 1:100, 1:70 E 1:50.
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Observou-se que a FA interferiu no crescimento de ambos os fungos apodrecedores
se comparado com a amostra controle, sem a adi¢do de FA, em que os fungos tomaram toda
area da placa de petri entre 10-14 dias. Para a FA 1:100, o crescimento foi consideravelmente
reduzido, visto que o crescimento dos fungos se iniciou apenas entre o nono ¢ o décimo dia
do ensaio de potencial antagonista.

No tratamento controle, o fungo 7. versicolor apresentou crescimento rapido, em
que foram necessarios apenas 10 dias para o crescimento micelial total nas placas de petri. Ja
o fungo G. trabeum necessitou de 14 dias para estabelecer crescimento completo. Por outro
lado, a concentracdo FA1:100, apresentou inibi¢cdo do crescimento total dos fungos testados.
O fungo T. versicolor atingiu 56%, enquanto o fungo G. trabeum atingiu 80% da area da placa
de Petri apos 26 dias da avaliacao do crescimento micelial.

Nas fragoes 1:70 e 1:50, em que utilizaram teores de agua menores para o
fracionamento, ndo foi observado crescimento em ambos os fungos estudados durante os 26
dias de interagdo entre os microrganismos e a FA. Ilustra-se e observa-se na FIGURA 17 o
crescimento micelial até o 14° dia, confirmando o crescimento total do tratamento controle e

o potencial inibitdrio da FA para suas trés propor¢des. A completa inibicdo do crescimento
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micelial mostra que os fungos sdo sensiveis ao FA produzida a partir dessas condigdes de
fracionamento, e, por conseguinte sugerindo sua utilizagdo como material preservativo de
madeira, e potencialmente para outros materiais lignoceluldsicos em geral.

O menor potencial antifingico da fracdo 1:100 em relagdo as fragdes de maior
concentracdo pode estar atrelada a presenga menos marcante de acidos organicos (FIGURA

18) e aldeidos com alto potencial antimicrobiano (APENDICE 4).

FIGURA 18- ILUSTRACAO DOS ACIDOS ORGANICOS DETECTADOS POR ANALISE DE CG-EM NA
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Os acidos organicos oriundos da degradacdo da celulose sao amplamente discutidos
na literatura como um dos principais responsaveis pelo potencial antifiungico do bio-6leo, pois
impossibilita 0 mecanismo de producgdo energética do microrganismo através da acidificacao
do citoplasma (MANI-LOPEZ et al., 2012; THEAPPARAT; LEELASUPHAKUL, 2015). Por

sua vez, a madeira impregnada por furfurilagdo, fonte de furfural e 5-hidroximetilfurfural,
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ambos compostos quimicos presentes na FA, apresentam boa taxa de protegado frente a fungos
apodrecedores e sdo viaveis em um sistema de célula cheia (JUNG et al., 2007; LANDE et
al., 2008).

Todavia, o maior teor de fendlicos (TABELA 5) impediu o crescimento normalizado
do indéculo na FA 1:100, resultando no desenvolvimento retardado dos fungos estudados.
Segundo Mourant et al. (2005), compostos fenolicos, como o catecol e o eugenol atuam
alterando a composi¢do da membrana plasmatica. Outra caracteristica dos fenodis ¢ a
capacidade antioxidante, que atuam como um sumidouro estequiométrico, além de quelar ions
metalicos, visto que o ataque fingico ocorre através de ataque oxidativo a partir da quebra dos
radicais hidroxila presente na estrutura quimica da madeira (SCHULTZ et al., 2005;
BINBUGA et al., 2005; MOHAN et al., 2008).

Os compostos oriundos da pirdlise tém potencial de impedir ou retardar o
crescimento o crescimento de fungos apodrecedores da madeira (BARBERO-LOPEZ et al.,
2019) Dentre a diversa gama de compostos presentes na FA, o catecol, o eugenol, os acidos
organicos e o furfural sdo reconhecidos pela literatura quanto a sua capacidade de reduzir, no
caso na amostra 1:100 e inibir, quando se trata das amostras 1:70 e 1:50, o crescimento
fingico, apesar do alto teor de 4gua presente no material (MATTOS et al., 2019).

A substituicao dos produtos utilizados comumente no mercado por bioprodutos ¢ de
grande relevancia em razao da alta toxicidade destes tanto ao ser humano quanto ao meio
ambiente (LOURENCON et al., 2016), tornando a FA um produto promissor devido a sua
atividade antifiingica em relacdo ao seu alto teor de agua e, portanto, sua hidrossolubilidade.
Isto a torna congruente a cerca de 80% dos preservativos de madeira utilizados nos Estados
Unidos da América (EUA) que sdo produtos conservantes a base de agua, de baixo custo e
soluveis em agua (MICKLEWRIGHT, 1998).

O potencial nocivo do bio-6leo a fungos xilofagos ja foi testado por Kim et al. (2012)
e Lourencon et al. (2016). Ambos estudos detectaram que hé atividade antiflingica no bio-
6leo quando impregnado na madeira, todavia este material apresenta alguns problemas de
utilizag@o notorios. Do ponto de vista funcional, o bio-6leo tende a lixiviar da madeira devido
a sua baixa aderéncia ao interior da fibra de madeira.

Os resultados obtidos acerca do potencial antifungico da FA tém grande relevancia,
pois direcionam a aplicagdo de um produto da pirolise da madeira como tratamento
preservativo para a propria madeira. A FA mostra-se como um produto promissor, pois
apresenta caracteristicas importantes para utilizacdo como preservante natural e assim, uma

alternativa aos produtos sintéticos consolidados no mercado.
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4.8  ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Detectou-se que todas as fracdes da FA apresentam potencial antibacteriano diante
das bactérias E. coli e S. aureus. A concentracdo minima inibitéria (MIC) da FA foi similar
para ambas as bactérias (TABELA 6).

Todas as fragdes apresentaram atividade antibacteriana idénticas contra as bactérias
E. coli, gram-negativa, e a S. aureus, gram-positiva, sendo o valor do MIC um fator de menor
relevancia no resultado obtido, uma vez que todas as fracdes analisadas apresentaram

potencial antibacteriano satisfatorio.

TABELA 6- CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA DAS BACTERIAS E. coli E S. aureus.

Concentragao minima inibitoria S. aureus E. coli
(g/L)
Amoxicilina Trimetroprima
Antibiotico 0.12 0.62
1:50 2,17 2,17
1:70 1,61 1,61
1:100 2,10 2,10

A FA 1:100 inibiu o crescimento da bactéria quando a sua concentracao foi 2,17 g/l,
jé as fragdes 1:70 e 1:50 inibiram o crescimento das bactérias estudadas na concentracio de
1,61 g/le 2,17 g/l, respectivamente. O MIC das trés fracdes estudadas apresentou diferenca
sutil entre si e igual para as duas bactérias aplicadas na mesma fragao.

Em comparativo aos antibidticos padroes que nao foi aplicado para ambas as
bactérias, a FA apresentou bom desempenho, visto que o mesmo valor de MIC foi detectado
tanto para E. coli quanto para S. aureus. Isso sugere que a FA pode ser empregada
eficientemente a mais de uma bactéria de forma simultanea, necessitando de uma mesma
concentragdo para a obtencao de um efeito inibitdrio similar.

Embora as bactérias pertencentes ao grupo das gram-positivas sejam mais resistentes
devido a camada peptidica espessa que torna os extratos dificeis de penetrar
(SHRIVASTAVA et al., 2007), a FA apresentou o mesmo resultado para ambas as bactérias.
Isso pode ser justificado pela eficiente agdo dos compostos de natureza fenolica, com maior

hidrofobicidade presentes na FA. Esses compostos sao capazes de se depositarem na



62

membrana celular bacteriana causando vazamento do conteudo intracelular causando morte
do microrganismo (ACHARYA et al., 2020).

O potencial antibacteriano do bio-6leo foi amplamente estudado (MILLY et al.,
2005; PATRA et al., 2015; RADHAKRISHNAN et al., 2020). A capacidade de inibir o
crescimento bacteriano foi atribuida a presencga de furanos, cetonas, acidos e ao grande nimero
de grupos carbonilicos, também presentes na FA conforme previamente descrito nas analises
cromatograficas (APENDICE 1). Contudo, ndo ¢é possivel condicionar o potencial
antibacteriano a um grupo de compostos, € sim a uma sinergia entre os mesmos (YANG et
al., 2016).

No entanto, a aplicacdo do bio-0leo como agente antibacteriano apresenta
desvantagens, como a alta reatividade dos seus compostos. Ja outros produtos de base
lignoceluldsica apresentam menor potencial antibacteriano se comparado a FA do presente
estudo e aos antibidticos comumente utilizados. Lourencon et al. (2018) testaram o potencial
antibacteriano da lignina Kraft com pH 7 frente as bactérias E. coli e S. aureus, e observaram
MIC de 6,25 g/l para ambas as bactérias. Para melhorar a atividade antibacteriana dos produtos
obtidos através da biomassa, diversos autores utilizam aditivos inorganicos, a exemplo de
nanoparticulas de prata (KLAPISZEWSKI et al., 2015), todavia estes materiais suplementares
tendem a aumentar a toxicidade do antibidtico ao meio ambiente (LOURENCON, 2018).

Desse modo, a FA apresenta-se como um produto vantajoso para aplicacdo como
agente bactericida, uma vez que se mostrou eficaz tanto contra a bactéria E. coli quanto a S.
aureus apesar da sua baixa concentrac¢do. Além disso, ¢ um material hidrossoltivel oriundo do
bio-06leo, cujos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos possuem baixo potencial genotdxico

(PIMENTA et al., 2000; CAMPISI et al., 2016; DE LIMA et al., 2019).
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5 CONCLUSOES

As proporgdes de fracionamento se mostraram pouco influentes nas propriedades
fisico-quimicas.

Detectou-se rendimento crescente em relagdo ao teor de agua adicionado no
momento do fracionamento.

O teor de 4gua foi concordante ao potencial antimicrobiano, e mostrou pouca
diferenciag@o na termodegradacao das fracdes.

Um grande nimero de compostos quimicos foi detectado na fase aquosa, dentre eles
alguns com alto valor agregado, como o catecol, o 5-hidroximetilfurfural, a vanilina e a
levoglicosana.

O fracionamento do bio-6leo foi eficiente na estabilizagdo dos compostos que o
compoe.

Toas as fragdes apresentaram alto potencial antioxidante e alto potencial
antimicrobiano apesar da baixa concentracao da fase aquosa.

A partir deste estudo conclui-se que a fase aquosa oriunda do fracionamento em agua
fria do bio-6leo pode ser aproveitada como um coproduto de natureza hidrossoluvel e

renovavel.
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DADOS SUPLEMENTARES 3: COMPOSTOS QUIMICOS DETECTADOS POR CG-EM EM
ENVELHECIMENTO ACELERADO DURANTE 9 DIAS.

Classe HEX DCM ACOET
Quimica Compostos FAsc DCM ACOET HEX FAD D D D
Acido Acido 3-propoxibenzoico (Isbmero 1) - - - - - - 16.545 16.919
Carboxilicos 44, 3-propoxibenzodico (Isomero 2) - - - - - - 16917 -
Alcanos 5- (3-hidroxipropil) -2;3-dimetoxifenol 20.872 20.865 14.870 - 14.876 - - -
4- (1-hidroxialil) -2-metoxifenol 17.397 17.395 17.395 - 17.397 - - -
Alcoois 2-pentanol; 4-metil- - - - 4240 - 4240 - -
Tetracontano - - - - - 28.001 - -
3;5-Dimetoxi-4-hidroxicinamaldeido  21.811 21.808 - - 21.811 22.256 22.258
S-hidroximetilfurfural 12.632 - 12.632 - 12.632 - - -
Benzaldeido; 3-hidroxi- 13.862 - - - - - - -
Aldeidos
Coniferil aldeido 19.268 19.267 19.266  19.265 19.268 - - -
Furfural 4985 5.001 5.009 - 4985 - - -
Vanilina - 15.173 15.173  15.172 15.173 - - -
.beta.-D-Glucopiranose; 1;6-anidro-  16.553 - - - 16.553 - - -
1;4: 3;6-Dianidro-.alpha.-d-
Anidro glucopiranose 12,510 - - - 12,510 - - -
Acucares
1;6-anidro-alfa-d-galactofuranose 17.607 - - - - - - -
2;3-anidro-d-manosano 12.740 - - - 12.740 - - -
2-propanona; 1- (4-hidroxi-3-
metoxifenil) - 16.824 16.822 16.822 16.815 16.824 - - -
3-metoxiacetofenona 13.990 - - - 13.990 - - -
S-hidroximetildi-hidrofuran-2-ona 12.038 - - - - - - -
Apocinina 16.311 16.307 16.308 16.304 16.311 - - -
Butirovanilona 17.517 17.513 17.513 - - - - -
Cetonas Desaspidinol 19.556 19.555 19.554  19.547 19.556 - 20.474 -
Etanona; 1- (3-hidroxifenil) - 15.085 15.086 15.085 15.085 - - -
4-acetoxi-3-metoxiacetofenona - - - - - 17.929 17.925 17.928
2 '; 4'-Dihidroxi-3'-metilpropiofenona - - - - - 19.028 - 19.027
Propan-2-ona; 1- (4-isopropoxi-3-
metoxifenil) - - - - - - 10.312 18.635 18.637
1-Pentanona; 1- (4-hidroxifenil) - - - - - - - 15.925 15.925



4'-fenilpropiofenona

6-syn- (1-Hidroxi-1-metilalil) -3;3-
dimetilbiciclo [2.2.2] octan-2-ona

Etanona; 1- [3- (acetiloxi) fenil] -
Aspidinol

Etanona; 1- (4-hidroxi-3;5-
dimetoxifenil) - (Isdmero 1)

Etanona; 1- (4-hidroxi-3;5-
dimetoxifenil) - (Isdmero 2)

19.188

19.189

19.187

19.184

20.186

19.188

81

20.807

18.155
15.651
20.572

20.810

15.650
20.574

Acetato de 2- (terc-butil) -4-metoxifenil

Acido 2-propendico; 3- (4-hidroxi-3-
metoxifenil) -; éster metilico

4-acetoxibenzaldeido
Acido butanéico; 1-metilpropil éster

Acido butanoico; 2-etil-2-metil-; éster
metilico

Acido succinico; éster but-3-in-2-il
etilico

Isovalerato de 6-metoxyeugenil

Acido 1;2-benzenodicarboxilico; bis (2-
metilpropil) éster

Acido 2-butendico; 3-metil-; éster
metilico

Benzeno; 1-acetoxi-2;3-dimetoxi-5- (2-
. ropenil) -
Esteres propenil)
Acido benzoico; 4- (acetiloxi) -3-
metoxi-; éster metilico
Acido butanoico; 2-hidroxi-2-metil-;
éster metilico

Fenol; 2;6-dimetoxi-; acetato (Isdbmero

1)

Fenol; 2;6-dimetoxi-; acetato (Isomero
2)

Fenol; 2-metoxi-4- (1-propenil) -;
acetato

Fenol; 4- (2-propenil) -; acetato
(Isdbmero 1)

Fenol; 4- (2-propenil) -; acetato
(Isdbmero 2)

Vanilina; acetato

1;2-benzenediol; diacetato

17.252

20.378
14.590
13.220

9.606

12.842

17.250

20.610

20.380

20.606

14.372

17.252

20.378
14.590
13.220

19.230

20.610

15.145

13.658

13.286

12.171

11.428

11.056

10.684

16.765

19.226

19.901

16.007

18.349

17.796

15.536

14.397
16.762
14.747

19.229

19.903

16.010

18.350

17.798

15.536

14.753
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2;5-Diidroxiacetofenona; diacetato - - - - - - 17.866 17.869
2-metoxi-5-metilfenol; acetato (Isdmero
1) - - - - - - 14.585 14.587
2-metoxi-5-metilfenol; acetato (Isdmero
2) - - - - - - 16.605 16.607
3-Metilcatecol; diacetato - - - - - - 16.081 16.085
4-alil-1;2-diacetoxibenzeno (Isdmero 1) - - - - - - 18.071 18.073
4-alil-1;2-diacetoxibenzeno (Isdmero 2) - - - - - - 19.584 19.587
4-alil-1;2-diacetoxibenzeno (Isdmero 3) - - - - - - 18.464 -
Acetato de 4-ctilfenila - - - - - - 13.211 13.213
Acetato de 4-terc-butilfenil - - - - - - 16.855 -
Acido acético; 2-metilfenil éster - - - - - - 11.167 11.167
Acido acético; 4-metilfenil éster
(Isdmero 1) - - - - - - 11.641 11.643
Acido acético; 4-metilfenil éster
(Isbmero 2) - - - - - - 11.737 11.738
Acido acético; éster fenilico - - - - - - 9.862 9.862
Alanina; N-metil-n-
propargiloxicarbonil-; hexil éster - - - - - - 17.294 -
Acido benzenopropanoico; 4-
(acetiloxi) -; éster metilico - - - - - - 18.487 18.485
Fenol; 2-metoxi-; acetato - - - - - - 13.143 13.145
Fenol; 3;4-dimetil-; acetato - - - - - - 12.842 -
3-hidroxi-4-metoxibenzaldeido; acetato - - - - - - - 16.764
Ester benzo [1;2;5] tiadiazol-5-il do
acido acético - - - - - - - 18.155
1;4-benzenediol; diacetato - - - - - - - 15.747
2;5-diacetoxitolueno - - - - - - - 16.650
Acido benzoico; 4-hidroxi-3-metoxi-;
éster metilico - - - - - - - 18.287
Benzofurano; 2;3-dihidro- 12.536 12.539 12.538 - 12.536 - - -
1;3-dioxano - - - - - 6.707 - -
Butano; 2-metoxi-2;3;3-trimetil- - - - - - 12.543 - -
; Octacosano - - - - - 11.799 - -
Eteres
4-metoxi-2-metil-1- (metiltio) benzeno
(Isbmero 1) - - - - - - 19.170 17.141
4-metoxi-2-metil-1- (metiltio) benzeno
(Isbmero 2) - - - - - - - 19.171

Benzeno; 1;2;3-trimetoxi-5-metil-

14.030 18.007

18.010




(E) -2;6-Dimetoxi-4- (prop-1-en-1-il)
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fenol (Isdmero 1) 18.867 18.867 18.867 18.258 18.867 - - -
(E) -2;6-Dimetoxi-4- (prop-1-en-1-il)
fenol (Isdmero 2) - - - 18.864 - - - -
1;2-benzenediol; 3-methoxy- 13.162 13.160 13.159 - 13.162 - - -
1;2-benzenodiol; 3-metil- 13.119 13.117 13.115 - 13.119 - - -
1;2-benzenodiol; 4-metil- 13.552 13.550 13.549 - 13.552 - - -
1;4-benzenediol; 2-metil- 14.356 14.354 - 14.356 - - -
3;5-Dimetoxi-4-hidroxitolueno
(Isdmero 1) 15.750 15.751 15.753  15.745 15.750 15.750 17.139 -
3;5-Dimetoxi-4-hidroxitolueno
(Isomero 2) - - - - - 17.141 - -
4-etilcatecol 14.876 14.873 14.870 - 14.876 - - -
S-terc-butilpirogalol 16.742 16.740 16.740  16.735 16.742 - - -
Catecol 12.116 - 12.111 - 12.116 - - -
Fenois Hidroquinona 13.298 - 13.292 - 13.298 - - -
Fenol; 2;6-dimetoxi- 14.473 14475 14477 14466 14.473 - 14.470 14.470
Fenol; 2;6-dimetoxi-4- (2-propenil) -
(Isémero 1) 17.674 17.674 17.672 17.669 17.674 18.815 18.810 18.814
Fenol; 2;6-dimetoxi-4- (2-propenil) -
(Isomero 2) 18.263 18.261 18.261 - 18.263 17.674 - -
Fenol; 2-metoxi-6- (1-propenil) - 15.283 - - - 15.283 - - -
trans-Isoeugenol (Isdmero 1) 15.866 15.283 15.865 15.281 15.866 - - -
trans-Isoeugenol (Isdmero 2) - 15.867 15.282  15.862 - - - -
Eugenol (Isomero 1) - 14.582 14.582 - - - 16.673 16.675
Eugenol (Isdmero 2) - - - - - - 21.184 -
Fenol; 4;4'-metilenobis [2;6-dimetoxi- - - - - - - 29.110 -
1;4-benzenediol; 2-metoxi-; diacetato - - - - - - - 17.296
Fenol; 3;5-dimetil- - - - - - - - 12.842
Benzaldeido; 4-hidroxi-3;5-dimetoxi-  18.370 18.369 18.369  18.367 18.370 - - -
Oxazolidina; 2;2-dietil-3-metil- 8.729 - - - 8.729 - - -
Nitrogenados Acido benzoico; 4-hidroxi-3;5-
dimetoxi-; hidrazida - - - - - 12.915 20.264 -
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APENDICE 2

DADOS SUPLEMENTARES 2: COMPOSTOS QUIMICOS DETECTADOS POR CG-EM EM
ENVELHECIMENTO ACELERADO DURANTE 9 DIAS.

1° dia 4° dia 9° dia
Grupos Compostos Quimicos 50 70 100 50 70 100 50 70 100
Quimicos
%area %area %area %area %area %area %area %area %area
9;12-Octadecadienoic acid 14-03
(Z;Z)- isomero 2 ’ 0;46  13;41 - - - - - -
9;12-Octadecadienoic acid 0:23
(Z;Z)- isomero 1 ’ 22:17 0;3 - - - - - -
DL-Threonine; N-glycyl- - - - 0;27 0;33 0;34 0;27 0;32 0;33
Heptanoic acid - - - - - 0:4 - 0;32 -
Acidos L . .
Carboxilicos Hexanoic acid; 4-methyl- - - - - 0;38 - 0;44 - -
n-Hexadecanoic acid 0;89 0;96 0;46 - - - - - -
Cis-10-nonadecenoic acid 10;91 - 12;21 - - - - - -
2-pentanone; 4-hydroxy-4- 211
methyl- ’ - 4;01 - - 7,02 - 4;51 6;6
Ethanone; 1-(4-hydroxy-3;5- 1:62
dimethoxyphenyl)- ’ 0;88 1;52 2;97 3;02 3;09 3,08 2;93 3;12
5-(3-Hydroxypropyl)-2;3- 0:26
dimethoxyphenol ’ 0;14 0;23 0;56 0;58 0;52 0;55 0;58 0;57
Alcanos
Benzenepropanol; 4-
hydroxy-3-methoxy- - - - - - 1;02 1;08 0;95 0;79
{ . 4-(1-Hydroxyallyl)-2-
Alcoois methoxyphenol ; ; - 024 031 02 032 029 0:19
3;5-Dimethoxy-4- 0:48
hydroxycinnamaldehyde ’ 0;3 0;41 0;76 0:;83 0;76 0;65 0;75 0;76
5-hydroxymethylfurfural 0;23 0;15 0;23 0;48 0;5 0;51 0;46 0;52 0;49
7;11-Hexadecadienal - 0;37 - - - - - - -
Aldeidos Benzaldehyde; 4-hydroxy- 174
3;5-dimethoxy- ’ 1;01 1,64 3.07 3:;32 3:4 3;18 3;22 3:45
Coniferyl aldehyde 0;43 0;28 0;4 0;74 0;95 0;63 0;69 -

4-hydroxy-2-
methoxycinnamaldehyde - - - - 0;65 - - - 0;68
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Benzaldehyde; 3-hydroxy- - - - - - 0;19 0;12 - -
Furfural 0,23  0;11 0;17  0;22 03 0;21 0;16 0,17  0;15
Vanillin 098  0;52  0;86 1;87 1,95 1;83 1;78  2;04  1;99
Vanillin - - - - 1;87 1;87 - - -

1;3;2-oxazaborolane; 2-

butyl- - - - - 0;25 - - - -
. 1;3-Propanediamine;
Nitrogenados N;N;N';N'-tetramethyl- - - - 0;28 - - 0;23 - -
Oxazolidine; 2;2-diethyl-3- 0:19
methyl- ’ - 0;15 - - - - - -
1;4:3;6-Dianhydro-.alpha.-d-
glucopyranose - 0;27 0;42 - - 0;94 - - 1;14
1;6-Anhydro-.alpha.-d-
galactofuranose - - 0;62 - - - - - 1;52
1;6-Anhydro-.beta.-d- 02
talopyranose ’ - 0;2 0;51 - - 0;52 - -
2;3-Anhydro-d-galactosan - - 0;22 - - - - - -
2;3-Anhydro-d-mannosan 0;43 0;22 0;34 0;66 0;63 0;63 0;66 0;68 0;63
Anidro

Acucares alpha.-D-Glucopyranose; 4-

O-.beta.-D-galactopyranosyl- 117 0;29 - 0;92 1;61 1;38 1;32 1;84 -
alpha.-D-Glucopyranose; 4- 0:43
O-.beta.-D-galactopyranosyl- ’ - - - 1;02 - 1;72 1;27 -
beta.-D-Glucopyranose; 1;6- 17-01
anhydro- ’ 8,97 13;92 24,78 28;72 29;29  0;37 29:1 31;8
beta.-D-Glucopyranose; 1;6-
anhydro- - - - - - 0;28  32;63 - -
Polygalitol - - - - - 0;4 - - 0;46
Ethanone; 1-(2-hydroxy-5- 0:27
methylphenyl)- ’ 0;13 0;29 0;41 - - - - -
2-Propanone; 1-(4-hydroxy- 0:83
3-methoxyphenyl)- i 0:43 - 1;57 - - 1:48 1;34 -
Cetonas Apocynin 0;79 0;41 0;8 1;35 1;39 1;9 1;38 1;34 1;73
4-methyl-5H-furan-2-one 0;21 - - 0;29 0;2 - 0;24 0;28 0;24

5-
Hydroxymethyldihydrofuran-  0;37
2-one - 0;39 0;61 - - - 0;81 -



Butyrovanillone
Desaspidinol

Ethanone; 1-(3-
hydroxyphenyl)-

Maltol

Propan-2-one; 1-(4-
iSOpropoxy-3-
methoxyphenyl)-

(8)-(+)-2"3"
Dideoxyribonolactone

9;17-Octadecadienal; (Z)-

0;28

1;63

0;98

0;26

0;12

1;53

0;59

0;4

3;1

0;21

3,07

0;1

0;22

1;44

0;78

0;39

2;96

3;13

0;17

0;75
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2;71

0;25

0;25

0;31

2;65

0;09

0;21

1;09

0;82

4-acetoxybenzaldehyde
Butyl 9;12-octadecadienoate
Glycidyl palmitate

N-propyl 9;12-
octadecadienoate

2-(tert-Butyl)-4-
methoxyphenyl acetate

Acetyl Eugenol

6;9-Octadecadienoic acid;
methyl ester

Ethylene glycol di-n-butyrate

Esteres Pentanoic acid; 2;2-dimethyl-
; ethyl ester

Succinic acid; but-3-yn-2-yl
ethyl ester

Succinic acid; but-3-yn-2-yl
ethyl ester

Butanoic acid; 1-
methylpropyl ester

2-Propenoic acid; 2-methyl-;
octyl ester

2-Propenoic acid; 3-(4-
hydroxy-3-methoxyphenyl)-;

methyl ester

Glycidyl oleate

0,77

0;37

422

0;22

0;19

0;23

0:42

0;72

3;92

0;7
0;18

0;33

5;74

0;16

0;27

0;16

3;87

0;31

0;2

0;35

0;26

0;1

1;47

0;17

0;3

0;35

1,08

0;19

0;24

0;25

0;16

1;5

0,27

0;23

0;26

0;27

0;08

1;55

0;17

0;17



Isopropyl linoleate

Phenol; 2-methoxy-4-(1-
propenyl)-; acetate

2:4-Hexadienedioic acid;
3;4-diethyl-; dimethyl ester;
(Z2:2)-

9;12-Octadecadienoic acid
(Z;Z)-; methyl ester

Butanoic acid; 1-methylbutyl
ester

Hexadecanoic acid; 2-
hydroxy-1-
(hydroxymethyl)ethyl ester

Methyl 5;11;14-
eicosatrienoate

Butanoic acid; 2-ethyl-2-
methyl-; methyl ester

0;38

0;18

12:82

0;71

7:52

0;66

0;39

0;17

0;33

0;17

0;32
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Benzofuran; 2;3-dihydro-

Eteres .
Benzene; 1;2;3-trimethoxy-

5-methyl-

0;29

0;48

0;68

1;74

1;89

0;54

1;68

5-tert-Butylpyrogallol

(E)-2;6-Dimethoxy-4-(prop-
1-en-1-yl)phenol

1;2-benzenediol; 4-methyl-
1;2-benzenediol; 4-methyl-
1;4-benzenediol; 2-methyl-

3;5-dimethoxy-4-
hydroxytoluene

Fenois
4-ethylcatechol
Catechol
Hydroquinone
Phenol; 2;6-dimethoxy-
Phenol; 2;6-dimethoxy-

Phenol; 2;6-dimethoxy-4-(2-
propenyl)-

0;68

0,67

0;38

311

055
2:31
0;51

4:61

1;24

0;65

0;36

0;2

1;8

0;5

1;28
0;25

2;66

0:4

0;95

0;56

0;32

2:53

1:94

0:39

3;9

0;54

1,08

1;45

0;68

5;48
0;95
3;75
1;02

7;56

2;36

0;73

5,63
1;2
4;03
0;93
7;32

7;56

2;36

0,77

1;36

0;69

4;27

3;8

082

6;84

1;86

0;8

0;99

0;75

4;93

3;82

1;03

6;97

2;1

0;37
1,07
1;62

0;72

5;3

4:19

1;08

6;98

1,97

0;25

0;59

427

3:91

0:93

6;45

1;81



Phenol; 4;4'-
methylenebis[2;6-dimethoxy-

trans-Isoeugenol
1;2-benzenediol; 3-methoxy-

1;2-benzenediol; 3-methyl-

88

0;39 -
1;44 1,34
1;1 0;84




APENDICE 3
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DADOS SUPLEMENTARES 3: COMPOSTOS QUIMICOS DETECTADOS POR CG-EM EM
ENVELHECIMENTO ACELERADO DURANTE 43 DIAS.

Gl:ll[?OS Compostos Quimicos 07/nov 06/dez 19/dez
Quimicos tr Yoarea tr Yoarea tr Yarea
. Acido dodecandico 16.896 0,68
Acido . = - - _ _
Carboxilico Acido octadecandico 23.188 0,38 _ -~ 23.179 0,98
Acido pentadecandico 20.251 0,26 20.233 0,17
Coniferil aldeido 18.960 0,63  18.960 0,58 18.945 0,33
Furfural 4.656 043  4.664 0,12 _ _
Aldeido 3,5-Dimetoxi-4-hidroxicinamaldeido 21499 045 21.500 051 B B
5-hidroximetilfurfural 12.366 _ 12.355 B 12.338 B
Vanilina 14.876 2,10  14.877 2,32 14.862 1,75
1,4: 3,6-Dianidro-.alpha.-d-glucopiranose ~ 12.235 0,82  12.220 1,13 12.204 0,88
1,6-anidro-.beta.-d-talopiranose - - 14.655 0,29 - _
2,3-anidro-d-manosano 12450 1,01 12.446 0,87 12.430 0,65
Anidro Acticar 3,4-anidro-d-galactosano 12385 0,95 12385 0,36 12.368 0,41
alfa.-D-Glucopiranose, 4-O-.beta.-D-
galactopiranosil- 17.323 0,54 17.318 0,82 17.299 0,49
beta.-D-glucopiranose 16.394 23,65 _ _ _ _
beta.-D-Glucopiranose, 1,6-anidro- B B 16.362 37,89 16.326 23,69
4-metil-5H-furan-2-ona 9.201 0,44  9.207 0,27 9.184 0,39
1- (2-hidroxi-4-metoxifenil) propan-1-ona _ _ B B 17.202 0,12
2-pentanona, 4-hidroxi-4-metil- B _ 4.867 6,25 B B
2-propanona, 1- (4-hidroxi-3-metoxifenil)
- - - 16.527 1,43 16.511 0,54
3, 5'-Dimetoxiacetofenona 16.954 0,27 B B B B
5-hidroximetildi-hidrofuran-2-ona _ _ 11.761 0,68 11.745 0,65
Cetona Butirovanilona 17.216 0,25 B 0,00 17.220 0,12
Desaspidinol 19.253 3,21 19.253 1,68 19.239 0,76
Etanona, 1- (4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)
- 18.885 2,28  18.887 3,19 18.871 1,96
Etanona, 1- (3-hidroxifenil) - 14.804 0,16 14.801 0,23 14.780 0,15
Maltol 10.499 0,26 10.496 0,19 10.477 0,20
Propan-2-ona, 1- (4-isopropoxi-3-
metoxifenil) - 16.525 1,97 B B _ _
trans-sinapaldeido 21485 0,15
4-acetoxibenzaldeido 14312 1,17 14.305 1,55 14.292 1,02
) Benzofurano, 2,3-dihidro- 12.252 1,20 12.252 0,81 12.237 0,78
) Acido butanoico, 2-etil-2-metil-, éster
Ester , metilico _ N N _ 9293 0,34
Acido pentandico, 2,2-dimetil-, éster
etilico B _ 9.311 0,34 B B
Acido succinico, éster but-3-in-2-il etilico  12.563 0,31 12.561 0,23 12.544 0,17
(E) -2,6-Dimetoxi-4- (prop-1-en-1-il)
fenol 18.566 1,31 18.567 0,21 18.554 0,29
Fenol 1,4-benzenediol, 2-metil- 14083 057 B B B
Apocinina 16.009 1,30  16.009 1,20 15995 0,99
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1,2-benzenediol, 3-methoxy- 12.889 0,50 12.867 0,27 B B
S-terc-butilpirogalol _ _ . B 16.431 0,97
Acetil eugenol; trans-isoeugenol 15.567 0,36 _ _ _ 0,00
Catecol 11.849 0,86 11.834 2,86 11.823 1,70
Hidroquinona 13.040 1,26  13.026 0,96 13.013 0,34
p-Cresol _ 0,00  9.855 0,10 _ _
Fenol, 2,6-dimetoxi 14.184 8,88  14.183 6,60 14.169 5,16
Fenol, 2,6-dimetoxi-4- (2-propenil) -
(isomerol) 17.377 1,93 17377 1,86 _ _
Fenol, 2,6-dimetoxi-4- (2-propenil) -
(isdmero2) 17.963 1,00 _ _ _ _
Fenol, 2-metoxi- 10.094 0,10  10.096 0,23 _ _
Fenol, 4-etil-2-metoxi- 13.163 0,24
1,3-pentanodiamina 9.317 0,33 B B B B
Nitrogenado ) 2,4-Imidazolidinediona, 1-metil- -~ _ -~ B 8.413 0,15
Acido benzoico, 4-hidroxi-3,5-dimetoxi-,
hidrazida 19.288 0,21




APENDICE 4

DADOS SUPLEMENTARES 4: COMPOSTOS QUIMICOS DETECTADOS POR CG-EM.

1:50 1:70 1:100
CLASSE QUIMICA COMPOSTOS tr tr tr
Acido succinico 10.4127 10.4182 10.4177
1;2 - dihidroxibenzeno (catecol) 10.4446 10.4499 10.4494
4cido metil - butanodioico 106.033 10.6112 10.6117
Acido glutarico 11.9317 ) ,
Acido 2;4 - dihidroxibutanoico 12.0125 . 12.0172
Acido 3;4 - dihidroxi - butanoico 12.3448 12.3477 12.3469
3,5 - dihidroxihexan - 2 - um 13.4010 13.4055 13.4037
2 - hidroxi - 4cido glutérico 14.5612 - 14.4482
XYLOSE (MEOX / TMS) 15.5879 15.5870 15.5870
3 xilose (MEOX / TMS 15.7104 - -
Arabinose (MEOX / TMS) - 15.8081 15.8085
Acido 3 - de_sgz; ;6%1,;(1:,05 - trihidroxi 15.8706 ] _
1;6-anidro - D - galactopiranose 16.1117 16.1120 16.1109
2 - C - (hidroximetil) - 3 - desoxi -
. D - treo - pentono-1;4-lactona (f - - - 16.1939
Carboidratos acido isossacarinico-1;4-lactona)
16 ?llclil\(zi(leu(tz)osgl . ?gﬁi}["sr)anose 163723 16.3661 16.3931
xilitol 16.6175 - -
1;6 - anidro - b - D - glucofuranose 16.8977 16.8985 16.8969
desoxiglicose 18.4091 18.4068 18.4094
GLICOSE (MEOX / TMS) 18.9667 18.9602 18.9646
2 - acido hldr?:égzc()ganélco (acido 50847 59955 50849
dcido h‘dgrﬁ’észg)co (dcido 6.2687 6.2790 6.2862
acido o - hidroxiisobutirico 7.1316 7.1311 7.1466
Acido oxélico 7.2383 7.2464 ;
acido furano-2-carboxilico 7.3148 7.3163 -
3 - acido hidroxipropanoico 7.4608 7.4714 7.4763
Acido 4-hidroxibutanoico (GHB) 9.0748 - -
Acido levulinico (MEOX / TMS) 9.2262 9.2357 9.2365
Vanillyl acetona 16.6279 16.6620 -
4-hidroxifeniletanol 12.7843 12.7870 12.7862
C1 - guaiacol I1 10.4684 - -
L. C2 - guaiacol 11.7508 - -
Ligninas ..
siringol 11.8533 11.8577 11.8569
4-hidroxifeniletanol 12.7863 12.7870 12.7862
4 - hidroxi - 3 - metoxi - fenol 13.1128 13.1146 13.1159

C1-Syringol 13.1452 13.1492 13.1498
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4 - hidroxi - benzaldeido 13.3591 13.3592 -
4 - hidroxi - t%el\r/llzsa)ldeido (MO - ) ] 13.3617
(Z) -Isoeugenol 13.7721 - -
C2-Syringol 14.1822 14.1836 14.1839
Acido 3 - hidroxibenzoico 14.4464 14.4489 14.4482
(E) -Isoeugenol 14.5195 - -
4 - alilsiringol 15.2724 15.2721 15.2711
4 - propilsiringol 15.3242 15.3258 15.3237
Vanilina (MO - TMS) 15.6245 15.6246 15.6247
4 - propenilsiringol (cis) 15.9674 15.9696 15.9651
acetovanilona (MO - TMS) 16.6648 16.6621 16.6574
acido vanilico - 17.2690 17.2682
acido homovanilico 17.3492 - -
Seringaldeido (MO - TMS) 17.7995 17.7990 17.7992
alcool dihidroconiferilico 17.9878 17.9879 17.9880
siringil acetona 18.4307 18.4328 18.4315
siringil acetona (MO - TMS) - 18.4328 18.4315
acetoseringona 18.5362 - -
acetosiringona (MO - TMS) - 18.5387 18.5388
acido seringico 19.0107 19.0159 19.0115
acido homosiringico 19.1011 19.1012 19.1009
p - acido cumarico 19.5693 19.5734 19.5734
alcool dihidroinapilico 19.7162 19.7159 19.7148
acido ferulico (trans) 21.4086 21.4090 21.4110
guaiacol 8.9229 - -
C1 - dihidroxibenzeno 11 11.6544 11.6603
L4 iﬁﬁﬁﬁﬁﬁiﬁfeﬂo 11.8792 11.8798 11.8800
Ligninas/carboidratos fenol 5.9456 - -
C1 - fenol 12 7.6391 - -
C2 - fenol I5 9.1462 - -
C1 - dihidroxibenzeno 12 11.8333 11.8334 11.8326
Acido glicérico 10.6492 10.6542 10.6560
Lipidios Acido palmitico 20.8878 20.8889 20.8888
acido estearico 23.1516 23.1537 23.1515




