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RESUMO 

As Nações Unidas preconizam pesquisas focadas na conversão de subprodutos 

agrícolas em recursos úteis para a sociedade, porque esses subprodutos podem 

contribuir para mudanças climáticas, contaminação da água e do solo e poluição do 

ar local. Os princípios da Química Verde devem conduzir a investigação de compostos 

de valor agregado em subprodutos, pois todo desenvolvimento de produto começa na 

escala analítica. Neste trabalho, nove diferentes abordagens de extração foram 

investigadas lado a lado para bagaço de cana-de-açúcar, incluindo três métodos de 

referência. Two-Liquid-Phase Ultrasound-Assisted Extraction with Probe ou Two-

Liquid-Phase Dynamic Maceration com uma geometria de frasco adequada e com 

etanol e n-heptano, considerados mais verdes, compatíveis com análises e de alta 

disponibilidade, como alternativas para solventes de referência, como metanol e n-

hexano, foram as duas melhores abordagens baseadas na extração e no desempenho 

ambiental. Eles foram aplicados aos três principais subprodutos sólidos do setor 

sucroenergético. Os extratos hidroetanólico e n-heptânico produzidos foram 

analisados, respectivamente, por cromatografia líquida de ultra alta eficiência e 

cromatografia gasosa, ambas acopladas à espectrometria de massas, sem a 

necessidade de utilizar etapas de preparação de amostra que exigem tempo, energia 

e consumo de solventes, como evaporação de solventes, concentração de 

metabólitos, resuspensões e derivatização. Foram identificados 111 compostos em 

um único subproduto, cobrindo desde a sacarose altamente polar até o apolar n-

hexatriacontanal, em um único procedimento de extração. Orientina, apigenina-6-C-

glucosilrhamnosídeo, 1-octasonol, octacosanal e outros compostos bioativos foram 

identificados nesses subprodutos que se encontram abundantemente disponíveis e 

que, usualmente, são queimados apenas para produzir energia. Esses dois métodos 

aparecem como procedimentos verdes, simplificados e altamente eficientes para 

extrair e identificar de forma abrangente subprodutos sucroenergéticos sólidos. Estes 

métodos podem ser aplicados para obter o perfil metabólico de outros subprodutos ou 

matrizes sólidas complexas. 

 

Palavras-chave: resíduos agrícolas, metabolômica, Química Verde 

 

 



 

ABSTRACT 

 

The United Nations preconizes research focused on converting agricultural by-

products into useful resources for society because these by-products can contribute to 

climate change, water and soil contamination, and local air pollution. Green chemistry 

principles should drive the search for valuable compounds in by-products since every 

product development begins at the analytical scale. In this work, nine different 

extraction approaches were investigated side-by-side for sugarcane bagasse, 

including three reference methods. Two-Liquid-Phase Ultrasound-Assisted Extraction 

with Probe or Two-Liquid- Phase Dynamic Maceration with a proper vial geometry and 

with the greener, analysis-compatible, highly available ethanol and n-heptane as 

alternatives for the reference methanol and n-hexane were the two best approaches 

based on the extraction and environmental performances. They were applied to the 

three main solid by-products of the sucroenergetic industrial. The produced 

hydroethanolic and n-heptane extracts were analyzed by ultra-high-performance liquid 

chromatography and gas chromatography both coupled to mass spectrometry, 

respectively, without requiring time, energy, and solvent consuming sample 

preparation steps like solvent evaporations, metabolite concentration, re-suspensions, 

and derivatization. Up to 111 compounds were annotated in a single by-product, 

covering from the very polar sucrose to nonpolar n-hexatriacontanal in a single 

extraction procedure. Orientin, apigenin-6-C-glucosylrhamnoside, 1-octasonol, 

octacosanal, and other bioactive compounds were identified in these abundantly 

available by-products, which are currently just burned to produce energy. These two 

methods appear as a green, simplified, and highly efficient procedures to 

comprehensively extract and identify solid sucroenergetic byproducts. These can be 

applied on metabolite profiling other by-products or complex solid matrices. 

 

Keywords: agri-food byproducts, metabolomics, Green Chemistry 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A Organização das Nações Unidas (ONU) preconiza pesquisas focadas na 

conversão de subprodutos agro alimentícios em recursos úteis para a sociedade, uma 

vez que o crescimento populacional previsto para as próximas décadas impulsionará 

a produção de alimentos e energia e, consequentemente, a geração de subprodutos.1 

A cana-de-açúcar merece atenção especial nesta discussão, uma vez que é a 

segunda maior safra do mundo em massa produzida, usada como matéria-prima para 

a produção de açúcar, etanol e eletricidade, levando a uma variedade de produtos, 

que varia conforme o interesse do mercado.2 Em 2018 , a produção global de cana-

de-açúcar foi de 1,91 bilhão de toneladas.3 Os principais subprodutos sólidos gerados 

na cadeia sucroenergética são bagaço (250-280 kg/ton cana, 50% de umidade), palha 

(200-280 kg/ton cana, 50% umidade) e torta de filtro (30-50 kg/ton cana, 55-70% de 

umidade).4,5 

O bagaço é gerado dentro da usina e é majoritariamente queimado para 

geração de energia, mas também tem sido usado para a produção de etanol de 

segunda geração.6 A palha é principalmente deixada no campo, mas dependendo da 

distância entre a plantação e a usina, ela é transportada e também é usada para 

produzir energia através da queima. Se deixada no campo em quantidade adequada, 

a palha da cana-de-açúcar fornece biodiversidade ao solo, armazenamento de água, 

reciclagem de nutrientes, entre outros benefícios.7 No entanto, o excesso de palha 

pode diminuir o rendimento da produção, aumentar as emissões de gases de efeitos 

estufa, desequilibrar a biologia do solo, causando infestação de pragas e ervas 

daninhas, entre outros problemas.7 Finalmente, parte da torta de filtro, uma mistura 

lipofílica produzida durante a produção de sacarose, é usada para fertilizar o solo da 

cana-de-açúcar. Seu uso irrestrito, entretanto, causa várias ameaças ambientais 

devido aos altos níveis de metais pesados.5,8 Em resumo, embora a indústria da cana 

tenha avançado significativamente no gerenciamento de seus subprodutos,9 seus 

usos atuais ainda podem ser considerados de baixo valor agregado e não altamente 

sustentáveis. Portanto, existe interesse em desenvolver aplicações de alto valor 

agregado para esses subprodutos. Alguns estudos se concentraram na busca de 

compostos de alto valor agregado a partir de partes de plantas de cana-de-açúcar, 

por exemplo, vitexina, aldeídos e álcoois de cadeia longa (“n-policosanol”), 

triterpenoides e esteróis.10–15  
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Do ponto de vista ambiental, a busca por metabólitos bioativos em resíduos 

ou subprodutos agroalimentares, empregando procedimentos analíticos ineficientes e 

poluentes, seria paradoxal. Além disso, todo desenvolvimento de produto começa na 

escala analítica. Assim, os 12 princípios da Química Analítica Verde (GAC) tornam-se 

um guia muito útil desde o estágio inicial da pesquisa.16 Não é coincidência que o 

primeiro desses princípios declare que técnicas analíticas diretas devem ser aplicadas 

sempre que possível, porque a etapa de preparo de amostra gera mais poluição, gasto 

de energia e gasto de materiais do que qualquer outra etapa do processo analítico, 

além de consumir tempo.16–18 Na Fitoquímica, as etapas usuais envolvidas no preparo 

da amostra antes da análise do perfil do metabólito por cromatografia líquida acoplada 

à ultravioleta (UV) e/ou espectrometria de massas (LC-PAD/UV-MS) são: moagem, 

extração com um ou mais solventes, filtração ou centrifugação, evaporação de 

solvente, extração em fase sólida ou extração líquido-líquido para eliminar compostos 

interferentes, nova evaporação de solvente, ressuspensão para obter a concentração 

desejada e em um solvente compatível à análise posterior, filtração em filtro de seringa 

para finalmente injetar a amostra no sistema.17,19–22 Se a cromatografia em fase 

gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS) é a técnica utilizada, 

geralmente a matriz vegetal é triturada e extraída por hidrodestilação, para obter óleos 

essenciais, ou usando um solvente orgânico semi- a apolar. O extrato fluido é então 

filtrado ou centrifugado, o solvente é evaporado e o extrato seco é ressuspendido até 

a concentração desejada em um solvente compatível para ser injetado no sistema 

GC-MS; no entanto, amostras secas são frequentemente submetidas a etapas 

adicionais antes da análise por GC-MS, como derivatização, especialmente quando 

são utilizados solventes hidrofílicos.15,17,23–25 Desta forma, observa-se que esses 

processos exigem um grande número de etapas, aumentando o tempo, consumo de 

energia e solvente, além de aumentar o erro experimental.19 Além disso, 

frequentemente são empregados solventes perigosos, problemáticos e/ou que 

apresentam riscos à saúde, como clorofórmio, éter terc-butílico (MTBE), metanol 

(MeOH), acetonitrila e hexano.20,26 

Se uma abordagem não direcionada for selecionada (untargeted), nenhum 

método de extração simples permite que um solvente cubra a extração de metabólitos 

polares a apolares. Usualmente, extrações com diferentes solventes são conduzidas 

separadamente, reduzindo assim o rendimento da amostra17,20 e consumindo mais 

energia e solvente. Protocolos de extração multifásicos foram propostos para estudos 
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não direcionados, geralmente levando a uma extração mais ampla em comparação 

com uma extração de uma única fase líquida. Também foi observada uma 

simplificação quando comparados com protocolos que utilizam duas extrações 

separadas de uma fase líquida.17,20,25,27 No entanto, (i) estes protocolos baseiam-se 

principalmente na utilização de solventes orgânicos perigosos e/ou nocivos 

mencionados acima; (ii) uma etapa de concentração e ressuspensão para cada fase 

ainda são necessárias se ambas forem analisadas por LC-MS, ou ainda outras etapas 

adicionais, como derivatização, se a análise for realizada por GC-MS; (iii) enquanto a 

primeira solução líquida permanece em contato com a matriz sólida por vários minutos 

(geralmente 15 minutos), o segundo líquido é adicionado ao frasco de extração 

apenas no final do processo, quando o sistema já é levado à mistura por vortex para 

realizar uma extração líquido-líquido.20,24,25,27 Assim, é improvável que uma extração 

sólido-líquido eficaz possa ocorrer para o segundo solvente adicionado. A fim de 

remediar isto, Luque de Castro et al. propuseram uma abordagem inovadora que visa 

a extração de metabólitos polares a apolares de matrizes vegetais, utilizando duas 

fases líquidas (misturas de metanol-água e n-hexano) em contato com a amostra 

sólida desde o início até o final do processo de extração, gerando, assim, dois extratos 

ao invés de duas frações líquidas.28–30 As extrações foram baseadas em ultrassom e 

agitação magnética simultaneamente (Ultrasound-Assisted Emulsification-Extraction, 

UAEE) ou em micro-ondas (Microwave-Assisted Extraction, MAE), que estão entre as 

técnicas de extração consideradas mais verdes do que as tradicionais devido à sua 

alta eficiência de extração e baixo consumo de energia e solvente.31 Enquanto o 

extrato hidrometanólico resultante era apenas filtrado em seringa e injetado nos 

sistemas HPLC-PAD/UV e HPLC-MS/MS para detectar e quantificar compostos 

fenólicos, o extrato n-hexânico passou por oito etapas, incluindo a derivatização, antes 

de ser injetado no sistema GC-MS para detectar e quantificar ácidos graxos.28,29 

Procedimento similar foi aplicado por Cao et al.,32 que extraíram simultaneamente 

metabólitos relativamente hidrofílicos e hidrofóbicos das folhas de Ginkgo biloba 

usando dois solventes eutéticos naturais profundos (do inglês, Natural Deep Eutectic 

Solvents, NADES) imiscíveis. Os acetatos de poliprenila presentes na fase hidrofóbica 

do NADES foram quantificados por HPLC-UV, enquanto procianidina, flavonoides e 

trilactonas terpênicas presentes na fase hidrofóbica do NADES foram quantificados 

por métodos espectrofotométricos. As potenciais desvantagens do método não foram 

abordadas, como a conhecida dificuldade em separar os compostos extraídos do 
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NADES devido aos seus pontos de ebulição mais altos; possível incompatibilidade 

dos solventes de extração com técnicas analíticas mais robustas (como UHPLC-

HRMS e GC-MS); e desempenho ambiental e de extração do sistema empregado em 

comparação com aqueles tradicionais, mas que empregam solventes verdes. Este 

último deve ser particularmente enfatizado devido aos riscos do cloreto de metil-trioctil 

amônio e ácido octilíco (classificados como “perigosos”), que foram usados para 

preparar os NADES hidrofóbicos. 

Até onde se tem conhecimento, não há estudos adicionais focados no 

desenvolvimento dessa estratégia de utilização de dois extratos em vez de duas 

frações líquidas, apesar de sua potencial aplicabilidade na química de produtos 

naturais, química de alimentos, química ambiental, entre outros. (i) Essa abordagem 

não foi contestada do ponto de vista da Química Verde, em que é crucial o emprego 

de métricas multiparâmetros apropriadas.33 (ii) Ainda é pouco explorado na 

metabolômica não direcionada (untargeted), quando o objetivo é conhecer a 

composição completa do metaboloma presente em um organismo.34 (iii) A potencial 

influência da geometria do recipiente de extração na eficiência de tais extrações não 

foi explorada, embora a superfície de contato inicial entre as fases líquidas possa 

facilitar ou dificultar as extrações. Para volumes constantes das fases líquidas, a 

geometria do recipiente influencia a altura das colunas da fase líquida, com possíveis 

implicações no grau de inserção da sonda de ultrassom e na energia liberada no 

sistema para a formação de emulsões. Novos estudos podem abrir novas 

perspectivas para o desenvolvimento de extrações com duas fases líquidas, que 

podem incluir o aumento da abrangência metabólica dessas extrações, enquanto há 

a diminuição do número de etapas analíticas (como evaporações de solventes e 

derivatização de amostras, que consomem tempo, e ressuspensões em um solvente 

compatível com análise), permitindo a substituição de solventes e aparatos, extrações 

simultâneas de múltiplas amostras, entre outras. 

2. OBJETIVO
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5. CONCLUSÃO
Duas configurações experimentais otimizadas denominadas Two-Liquid-

Phase Ultrasound-Assisted Extraction with Probe (2-UAEP) e Two-Liquid-Phase 

Dynamic Maceration (2-Mac) foram desenvolvidas com êxito com a finalidade de criar 

perfis de metabólitos de subprodutos sucroenergéticos coletados diretamente em 

usinas sucroalcooleiras. Uma vez que as condições experimentais foram 

estabelecidas, elas se mostraram mais verdes, mais simples e mais rápidas que os 

métodos de referência, apresentando desempenho de extração igual ou superior às 

extrações de referência em uma única fase. Foram eliminadas as etapas tradicionais 

de preparo da amostra, que consomem tempo, energia e solvente (evaporações de 

solvente, concentração de metabólitos, ressuspensões em solventes compatíveis com 

análises cromatográficas e derivatização). MeOH e n-hexano, conhecidamente 

perigosos e com impacto na saúde, foram substituídos por n-heptano e EtOH, 

solventes mais verdes, mas ainda de baixo custo e mais fáceis de manusear, além de 

compatíveis com as análises de UHPLC-PAD/UV-HRMS e GC-MS. 
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As eficiências ambientais das abordagens propostas foram confirmadas por 

métricas complementares. Isso era esperado, uma vez que seus desenvolvimentos 

foram orientados para abranger o maior número possível dos 12 Princípios de 

Química Analítica Verde (GAC). Como resultado final, elas cumpriram os princípios 1, 

4, 5, 6, 7, 8, 9, 11 e 12, já que a maioria das etapas de preparação de amostras 

integrou duas extrações de uma fase líquida em uma única extração igualmente 

eficiente; uma configuração automatizada e miniaturizada foi utilizada; foram evitadas 

a geração de grande quantidade de resíduos analíticos e a derivatização antes da 

análise por GC-MS; métodos multi-analitos foram empregados; o consumo de energia 

foi minimizado; reagentes tóxicos foram substituídos; e a segurança do operador foi 

aumentada. Embora 2-UAEP tenha levado à identificação de 12 a 28% mais 

compostos, 2-Mac mostrou algumas vantagens ambientais, como (i) menor consumo 

de energia por amostra tratada, (ii) a possibilidade de fechar o frasco de extração, 

limitando a liberação de solventes para a atmosfera, (iii) pode ser facilmente reduzida 

(princípio 2 do GAC); e (iv) gera menor poluição sonora que os dispositivos de 

ultrassom e é menos energética, aumentando assim a segurança do operador (além 

de evitar a potencial formação de artefatos, um parâmetro crítico para produtos 

naturais instáveis). 

As eficiências práticas de 2-UAEP e 2-Mac, conforme usadas neste trabalho, 

foram demonstradas pela extração e posterior identificação de uma ampla faixa 

dinâmica de compostos a partir de dados espectrais ricos em informações gerados 

por plataformas analíticas consagradas. Isso permitiu a identificação experimental de 

77 a 111 metabólitos, desde a sacarose altamente polar ao éster de cadeia longa de 

cera (C53), altamente apolar, em uma única extração (outros 27 compostos tiveram 

suas fórmulas moleculares validadas, mas não foram identificados). Foram 

encontrados compostos bioativos nos extratos hidroetanólicos, como as flavonas C-

glicosiladas orientina (identificada no bagaço) e isoorientina (identificadas no bagaço 

e na palha), enquanto a vitexina e a isovitexina podem ser produzidas por seus 

derivados, apigenina-8-C-glucosil-arabinosídeo e apigenina-6-C-glucosil-

arabinosídeo, ambos encontrados nas três matrizes. Por outro lado, os compostos 

bioativos ácido hexadecanóico, 1-octacosanol, octacosanal, triacontanal, e 

dotricontanal foram encontrados em extratos de n-heptano desses subprodutos, 

principalmente em torta de filtro. 
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Essas abordagens poderiam com sucesso ser aplicadas para obter um perfil 

metabólico de outros subprodutos agrícolas, em um programa de triagem maior, bem 

como outras matrizes naturais complexas. Buscando-se um equilíbrio entre extração 

e desempenho ambiental, produtividade laboratorial e custo de equipamentos, 

selecionou-se 2-Mac para investigar outros produtos e subprodutos agrícolas de 

outras cadeias produtivas. Isso porque a extração 2-Mac com recipiente de 3,0 cm d.i. 

foi reduzido para recipiente de 1,3 mm d.i. com tampa (mantendo a proporção da 

superfície de contato inicial entre as duas fases líquidas/altura da coluna líquida - já 

que esse fator se mostrou importante neste trabalho), levando à possibilidade de 

extrair ainda mais amostras simultaneamente. Por outro lado, 2-UAEP pode ser 

preferido em trabalhos direcionados, nos quais o objetivo é realizar uma extração 

quantitativa de compostos estáveis selecionados, já que esta abordagem leva a áreas 

de pico maiores que o 2-Mac. 

Finalmente, este trabalho reforçou que dezenas de compostos bioativos estão 

sendo queimados atualmente na cadeia produtiva da cana-de-açúcar. Esses 

compostos podem ser extraídos desses subprodutos antes de serem direcionados 

para um destino de baixo valor agregado, em um conceito claro de biorrefinaria. As 

extrações à base de hidroetanol, um solvente verde produzido por processos de 

fermentação a partir de cana-de-açúcar em tal usina, poderiam ser eficientemente 

usadas para extrair compostos bioativos selecionados. Em uma colaboração entre 

químicos e engenheiros de processo, as extrações 2-UAEP e 2-Mac podem ser 

otimizadas para os metabólitos-alvo e, em seguida, escalonadas para escala piloto ou 

industrial. Essas abordagens, assim como em escala analítica, serviriam não apenas 

como extrações sólido-líquido, mas também como uma primeira etapa de purificação, 

particionando compostos em dois líquidos imiscíveis. Atualmente existem grandes 

extratores para os dois tipos de extração, que permitiriam o escalonamento da 

obtenção destes compostos bioativos. 
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