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Resumo: Um substituto promissor dos
combustiveis fésseis é o etanol obtido a
partir de fontes vegetais, como cana-de-
-agtcar e milho, jd utilizado como com-
bustivel puro ou em mistura com a gasoli-
na, por exemplo, em paises como o Brasil,
India e Estados Unidos. O bioetanol pode
ser produzido, também, a partir de mate-
riais lignocelulésicos, uma vez que estes sao
constituidos de carboidratos complexos na
forma de celulose, hemicelulose e amido.
Um destino vidvel ou até rentével, que aten-
da as exigéncias ambientais ¢ a obtengao de
bioetanol a partir de coprodutos agroindus-
triais. Um destes ¢ o buriti (Mauritia flexu-
osa L.), fonte de um bleo com alto teor de
carotenos, representando, assim, aplicacoes
em industrias alimenticias, cosméticas e far-
macoldgicas, resultando em acimulo deste
material. Sendo assim, ao verificarmos o
teor de carboidratos disponiveis na forma
livre e polimerizados, a partir de sua andlise
centesimal, foi feito tratamentos quimicos
com solu¢oes de dcido diluido e base, em
duas etapas distintas, a fim de promover a
remogao da hemicelulose e lignina. Por fim
foi feita a hidrélise com complexo enzimd-
tico de celulases, enzimas que hidrolisam
cadeias celuldsicas em monossacarideos de
glicose, substrato utilizado por microrga-
nismos como a levedura Saccharomyces cere-
visiae no metabolismo celular, tendo como
produto excretado o etanol.

Palavras-chave: Biomassa. Pré-tratamento.
Infravermelho.

Introducao

Biocombustiveis sao compostos pro-
duzidos a partir de produtos agricolas: “ca-
na-de-agucar, plantas oleaginosas, biomassa
florestal e outras fontes de matéria organi-
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ca’, sendo assim considerado um combus-
tivel renovdvel, tendo utilidade de forma
isolada ou misturado aos combustiveis fos-
seis [1]. Um dos biocombustiveis é o etanol
produzido a partir de uma fonte renovdvel,
sendo classificado como bioetanol, obtido
por “fermentacio e destilagio de matérias-
-primas com alto contetido de aglcares ou
amido”, assim como a partir de “biomassas
celuldsicas” [2]. O Bioetanol é o conside-
rado o substituto mais promissor para os
combustiveis fésseis [3]. Apds aumento sig-
nificativo de produ¢io em 2015 em relagao
a0 ano anterior, entre janeiro e novembro de
2015 produziu cerca de 26,1 bilhoes de li-
tros, cerca de 21% a mais do produzido em
2014. Sendo que a estimativa para 2016 seja
de 28,6 bilhoes de litros [4].

O uso de biocombustiveis minimiza os
impactos ambientais, uma vez que contribui
para redu¢ao na emissao de carbono na at-
mosfera, impactando sobre o efeito estufa
causado por estes gases, além de liberar 50%
menos material particulado e 98% menos
enxofre, serem biodegraddveis e nio téxicos

[5].

A utilizagao de biomassa na produgio
de combustiveis alternativos tem maior van-
tagem econdmica e ambiental frente a sua
queima [6]. Outras vantagens apresentadas
s20 a contribui¢ao para a sustentabilidade
de zonas rurais, alternativa de combustiveis
para o mesmo setor ¢ consumo de residuos
agroindustriais [7].

Paralelo ao aumento da demanda
por biocombustiveis, tém-se, também, a
crescente procura por biomassas oleagino-
sas, uma vez que os 6leos sao reconhecidos
como fonte acessivel de diversos nutrientes.
Diversas pesquisas estao sendo realizadas a
fim de caracterizar e otimizar a obtencgio
destes, seja na industria alimenticia ou far-
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macoldgica [8]. Um destes é o Sleo de buri-
ti (Mauritia flexuosa L.) palmeira nativa da
América Latina, principalmente no Brasil
[9]. E uma palmeira encontrada em regioes
alagadas e imidas do Centro, Norte e Nor-
deste do Brasil. O fruto é possui pré-vitami-
nas A, B, C e E, contendo ainda minerais
de cdlcio e ferro, tendo bastante aplicagoes
em industrias alimenticias e farmacoldgicas,
o que, apesar de ser um fruto abundante,
encarece seu 6leo [10]. A extracio do dleo
é feita de forma mecinica e caseira, normal-
mente em agriculturas familiares e pequenas
cooperativas, que repassam as empresas inte-
ressadas. Este processo “caseiro” de extragao
gera assim, uma quantidade considerdvel de
residuos conhecido como torta, que devido
ao processo utilizado, muitas das vezes, fica
invidvel para consumo humano, resultando
em seu acimulo e eliminagio inadequada.

Aliando o aumento pela procura e uti-
lizagdo do etanol, principalmente em sua
forma hidratada, como combustivel e a ne-
cessidades de valorizar residuos agroindus-
triais gerados, como por exemplo a torta de
buriti. Diversos estudos tém sido realizados
a fim de converter os polissacarideos ligno-
celulésicos em mondmeros fermentdveis,
desde transformagoes fisicas diretas até pro-
cessos quimicos divididos em etapas. [11]

A celulose [(C H, OOS)X] ¢ um biopoli-
mero, uma vez que é formado por unidades
monoméricas de D-Glicose que se repetem
ao longo de uma macromolécula, os mono-
meros se unem por ligagoes glicosidicas do
tipo B (1—4) e o seu grau de polimerizagio
¢ dependente de sua origem, em paredes ce-
lulares de plantas primdrias este pode variar
entre 5.000 a 7.000 unidades monoméricas
de D-Glicose, enquanto que em madeiras

este numero pode variar entre 10.000 e
15.000. [12]
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O segundo polissacarideo mais abun-
dante em células vegetais ¢ a Hemicelulose
[13]. Diferente da celulose, a hemicelulose é
formada por diferentes unidades monomé-
ricas, sendo classificada como heteropoli-
mero, difere também em sua estrutura, uma
Vez que se apresenta, muitas vezes, ramifica-
da, o que enfraquece as Ligagoes de Hidro-
génio ocasionando em uma estrutura amor-
fa e mais reativa do que a celulose. Assim
como a celulose, a hemicelulose possui suas
unidades monoméricas ligadas por ligagoes
glicosidicas do tipo f (1—4), no entanto,
devido a sua estrutura, estas sio mais facil-
mente hidrolisadas [11] [12].

Por fim, complementando a estrutura
lignoceluldsica, tem-se a lignina, esta repre-
senta cerca de 10 a 15% em massa do mate-
rial lignocelulésico. Como nao é constituido
por carboidratos, todo processo de obtengao
de bioetanol, gera-se este co-produto, uma
vez que caracterizado como um biopolime-
ro muito complexo de fenilpropano e gru-
pos metoxilicos. Ou seja, uma substincia
polivendlica sem carboidratos que cobre as
paredes celulares e as das células vizinhas.

[13]

Materiais lignoceluldsicos podem ser
convertidos em bioetanol pelo pré-trata-
mento enzimdtico ou solugio d4cida, que
hidrolisa os agticares complexos e insoluveis
em unidades de glicose, que podem, entio,
ser convertidas em etanol por agao de um
agente fermentador. [14]

A hidrélise 4cida de celulose e hemi-
celulose é um processo a muito conhecido
e praticado devido a sua aplicagio comer-
cial, muitos estudos o consideram pelo bai-
X0 custo e buscam otimiza-lo, aumentando
o seu rendimento. Uma das lacunas deste
processo ¢ a falta de trabalhos sobre os seus
mecanismos e estudos cinéticos das reacoes,
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uma vez que este ¢ dificultado pela diversi-
dade e complexidade do substrato, o mate-
rial lignocelulésico, e a alta reatividade dos
produtos formados. [15]

Um dos melhores métodos de conver-
ter biomassa em aclcares fermentdveis é a
sacarificagio enzimdtica, uma vez que esta
requer baixa energia e gera menos residuos
contaminantes. No entanto, este processo ¢
inviabilizado devido ao dificil acesso a celu-
lose, uma vez que esta é fortemente associa-
da a lignina. Sendo assim o pré-tratamento
bésico possui a finalidade de quebrar a lig-
nina, tornando a celulose mais disponivel a
enzima. [16]

O pré-tratamento alcalino normal-
mente ¢é realizada em condicoes mais mo-
deradas do que os tratamentos dcidos, em
termos de temperatura e pressao, tendo
como principal efeito desejado a remogao
da lignina da biomassa, aumentando a rea-
tividade da fibra [14]. Além da lignina, so-
lugoes alcalinas solubilizam grupos acetilas
e substituem diferentes dcidos urdnicos que
inibem a acessibilidade a celulose para a sa-
carificacio enzimdtica [16].

Mesmo que se consiga hidrolisar fra-
coes diversas de celulose a partir do trata-
mentos com d4cidos diluidos, o resultado
ainda é muito aquém dos obtidos com tra-
tamentos enzimaticos, também classificados
como pré-tratamento biolégico. [10]

Na hidrélise enzimdtica, as enzimas
celulases catalisam a conversio da celulose
em glicose, possibilitando que a levedura
fermente a glicose em bioetanol. [14]

Diversos microrganismo, assim como
a levedura Saccharomyces cerevisiae, metabo-
lizam glicose e excretam etanol, chegando
a rendimentos em torno de 92 a 95%, no
entanto este fungo nio metaboliza xilose
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nem a arabinose, nio apresentando, assim,
eficiéncia para fermentar meio com alto teor
de pentoses. No entanto, apresenta boa re-
sisténcia a produtos obtidos durante os pré-
-tratamentos quimicos. [17]

Ao final do processo de fermentagao
tem-se um produto conhecido como caldo,
uma mistura de bioetanol, massa celular e
dgua. O primeiro passo é recuperar o bioe-
tanol em uma coluna de destilacio, onde a
maioria da dgua fica junto com a parte soli-
da no fundo da coluna. O produto, cerca de
37% de bioetanol, é concentrado em uma
coluna de retificagao, justo abaixo do ponto

azeotrépico (95%). [14]

Neste trabalho, foi feita a analise a ava-
lia¢4o da torta de buriti como insumo na ob-
tengao de etanol de segunda geragio a partir
de tratamentos quimico, 4cido e bdsico, e
hidrélise enzimdtica. Realizando, por fim, a
fermentagao do caldo e andlise do produto
obtido. Fez-se, também a andlise quimica
dos hidrolisados gerados em cada etapa, as-
sim como andlise fisico-quimica (estrutural
e morfoldgica) dos residuos gerados.

Metodologia

Caracterizacao da Torta

Apbs extragio quimica, com éter etili-
co PA., do 6bleo residual na torta de buriti,
fez-se as caracterizacoes fisico-quimicas do
farelo obtido. As andlises foram: umidade
[18], cinzas [18], extrato etéreo [18], pro-
teina bruta [18], fibra bruta total [19], fi-
bras soltveis em detergente dcido (FSDA)
[20], fibras soldveis em detergente neutro
(ESDN) [20], lignina [20], celulose e hemi-
celulose [20], agucares solaveis totais [21],
amido [21] e aglcares redutores [22].
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Analise por espectroscopia de
infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

A identificaio das estruturas quimicas
e grupos funcionais presentes na biomassa
in natura e apds cada tratamento, foram
analisadas pela técnica da espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR). O material foi prensado em pasti-
lhas de Brometo de Potissio, KBr, e inseri-
das no Espectrofotometro Varian modelo

640 IR (FTIR-ATR) para leitura.

Microscopia Eletronica por
Varredura (MEV)

As amostras sélidas utilizadas em cada
tratamento, moidas e secas, foram avaliadas
por microscopia eletronica por varredura a
fim de observar modificacbes morfoldgicas
durante o processo [22].

As fotomicrografias de MEV foram
geradas em Microscépio Eletrénico de Var-
redura da HITACHI (modelo TM-3000).
As amostras foram fixadas em suportes pro-
prios (stub) com fita dupla face e analisados
com amplia¢ao de 1000x.

Difracao de Raios X (DRX)

Os espectros de difragio de raios X fo-
ram gerados a partir da biomassa inicial, a
torta de buriti, e dos residuos sélidos obtidos
ap6s cada tratamento realizado. Foram gera-
dos, assim cinco espectros: torta in natura,
farelo (torta pés extracdo quimica do 6leo
residual), residuo obtido apés o tratamento
dcido, apds o tratamento bésico e apds o tra-
tamento enzimatico (residuo final).

A técnica de DRX é empregada a fim
de avaliar as modificagdes na cristalinidade
da celulose remanescente apés cada trata-
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mento. Assim foi utilizado um difratdbmetro
de raios -X da marca SHIMADZU, modelo
XRD-6000, empregando radiagio CuKa
com comprimento de onda (A) de 1,54056
A (40 kV e 30 mA), e velocidade de varre-
dura de 2° min’', no intervalo de 20 = 20
— 809°.

O indice de cristalinidade da celulose

(IC%) foi calculado segundo equagio [23]:

%IC=

M x 100
Il}OE (1)

Sendo:

1002 — Intensidade no pico cristalino
analisado

lam — Intensidade no pico amorfo
analisado

Tratamento quimico e enzimatico

A amostra foi colocada em tubo cb-
nico contendo solugio de Acido Sulftrico
(H,SO,) 4,5% (m/v) em razio sélido-liqui-
do de 50%, o sistema foi incubado em auto-
clave 2 120°C por 50 minutos.

O residuo sélido obtido do tratamento
4cido foi submerso em solu¢io de Hidréxi-
do de Sédio (NaOH) 4,5% (m/v) em ra-
230 so6lido-liquido de 10%. Este sistema foi
tamponado e imergido em banho a 85°C
por 06 horas.

Por fim, o residuo sélido obtido do
tltimo tratamento foi imergido em solug¢ao
tampao dcido acético/acetato (pH 5) em
razao sélido-liquido de 20%, contendo 60
uL de complexo enzimdtico por grama de
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amostra, submerso em banho a 50°C por 12
horas.

Fermentacao

Em um erlemmeyer foi incubado o
hidrolisado obtido apds tratamento enzimd-
tico em presenca da levedura Saccharomyces
cerevisiae comercial (marca Fleischmann®),
adquirida em mercado em Montes Claros,
na proporgao de 1% (m/v). O sistema foi
submerso em banho a 30°C.

Apés o fim da fermentagao o meio foi
filtrado em papel de filtro, sendo a fracio
liquida guardada para destilagao e a sélida
seca em estufa.

Analise Qualitativa no CG-EM

Preparo das amostras para
headspace estatico

Para a anilise de etanol por headspa-
ce, 1 uL da amostra foi transferida para um
frasco de vidro de 20 mL, com tampa de
aluminio e septo de silicone/teflon préprio
para a técnica. E seguida, o frasco foi leva-
do ao forno para headspace e submetido a
aquecimento de 50°C por 5 min sob agita-
¢do continua a 500 rpm. Para cada amostra,
250 pL da fase vapor foram imediatamente
recolhidos com seringa HD-Type Syringe
Plunger de 2 mL (HAMILTON, USA) e
injetados no cromatdgrafo a gis acoplado ao
espectrometro de massas (CG-EM). A serin-
ga foi mantida aquecida a 50°C para evitar
condensag¢do do vapor no interior e a limpe-
za realizada com fluxo de hélio (99,9998%)
por 20 s.
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Andlises Cromatogrdaficas

As andlises cromatogrificas foram rea-
lizadas em cromatdgrafo a gds da Agilent Te-
chnologies (GC 7890A) equipado com de-
tector de ionizagdo por impacto de elétrons
(MS5975C) e coluna capilar DB-5MS (Agi-
lent Technologies, 30 m de comprimento x
0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de
espessura do filme). Foi utilizado gds Hélio
(99,9998% de pureza) como gis de arraste
a uma taxa de 1 mL min-1. Utilizando um
auto injetor (CTC combiPal), 250 pL de
amostra foi injetada no cromatégrafo a uma
razao de split 1:100. O injetor split/splitless
foi mantindo a 200°C. A coluna cromato-
grifica inicialmente a 40°C, isoterma por
1,2 min, foi aquecida a uma taxa de 20°C
min-1 até 50°C, permanecendo por 1,2
min, foi aquecida a uma taxa de 20°C min-1
até 50°C, permanecendo por 2,3 min. Apds
a separacio dos compostos a temperatura foi
elevada até 300°C permanecendo por 2 min
(post run) para limpeza do sistema. A tem-
peratura da interface foi mantida a 280°C. A
ionizagdo realizada com impacto de elétrons
a 70 eV. A fonte de fons mantida a 230°C e
a aquisi¢ao de dados realizada pelo monito-
ramento seletivo do fon 31 (m/z) correspon-
dente ao mais abundante do etanol (modo

MIS)
Analise Quantitativa

Teor Alcoodlico

O teor alcodlico do destilado foi de-
terminado por Teste com Dicromato de
Potéssio, em tubo de ensaio colocou-se 300
uL do destilado e 3 mL de solugio de Di-
cromato de Potdssio a 0,1 M preparado em
solucio de dcido sulftirico a 5,0 M, o siste-
ma foi deixado em repouso por 15 min e a
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leitura realizada em aparelho Espectrofotd-
metro em 590 nm. Fez-se uma curva anali-
tica com Etanol PA como padrao em 0, 0,5,
1,0 e 1,5% (v/v).

Fator de rendimento de
producao (Yp/s)

O fator de rendimento de produgio de
etanol foi obtido calculando a relacio massa
de etanol (g) produzida e massa de glicose
(g) totais consumidos [24]. A equagio uti-
lizagao foi:

Sendo:

P — Concentragio de produto final
(g/L)
Pi — Concentracio do produto inicial
(g/L)
S — Concentracio de substrato final
(g/L)

Si — Concentracio de substrato inicial

(g/L)

Eficiéncia fermentativa (Ef)

Relagao entre o rendimento em pro-
duto do processo (YP/S) e o rendimento te-
6rico (0,511g de etanol/g de agticar) [24]:

Y

s

E,= 100

0511~ T (5
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Resultados e Discussao

Caracterizacao Quimica

Os resultados obtidos das andlises qui-
micas da Torta de Buriti podem ser vistos na
Tabela 01. E importante destacar os teores
de aglicares soluveis totais (AST), amido,
celulose e hemicelulose, uma vez que estes
simbolizam fontes de carboidratos, totali-
zando 46,49% em massa. Ou seja, cada to-
nelada de torta de buriti tem potencial para
disponibilizar 464,9 kg de carboidratos que

podem ser convertidos em etanol.

O valor de lipideos obtido na andlise
da torta apds extragio quimica, com éter
etilico, do éleo residual remanescente da ex-
tracdo mecanica foi de 4,35%. Ou seja, este
teor foi obtido do material apds ter sofrido
duas etapas de extragao, mecAnica e quimica,
classificado como farelo, demonstrando alto
teor de dleo do fruto e corroborando para o
aumento de sua utilizagio como fonte deste.
No entanto, na literatura, nio se encontra
composi¢io quimica da torta do buriti, e
no caso do fruto, os resultados publicados
nao consideram as diferengas morfoldgicas
e quimicas entre as variedades, assim como
seus estdgios de maturagio e umidade, re-
sultando em dados discrepantes [25]. Por
exemplo, Carneiro e Carneiro (2011) [26]
encontraram teores de lipideos de 18,16%
para o fruto in natura e 51,67% para o fru-
to desidratado, enquanto que Mariath et al
(1989) [27] encontrou 8,1% no fruto in
natura.

Anilises Teores (%)
Umidade 8,1+0,2
Cinzas 6,95 0,5
Lipideos 4,35 + 0,48
Proteinas 4,40 + 0,06
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Fibra bruta 33,12+ 0,09
FSDA 46,48 + 0,27
FSDN 49,03 £ 0,11
AST 2,92 +0,48
Amido 2,61 £ 0,05
Celulose 38,40 + 0,77
Hemicelulose 2,56 + 0,38
Lignina 7,80 £ 0,73

FSDA - Fibras Soltiveis em Detergente Acido;
FSDN - Fibras Soltveis em Detergente Neutro;
AST - Acucares Soluveis Totais

Tabela 01 Composigdo centesimal da torta de bu-
riti obtida pela extracao mecénica, apds lavagem
com éter etilico.

A tabela 02 apresenta a composi¢ao
centesimal de fibras e carboidratos em ou-
tras tortas (Dendé, algoddo e Macauba) a
fim de confrontar com os valores obtidos a
partir da torta de buriti. Ressaltamos o valor
encontrado para celulose, em que a torta de
buriti apresenta o maior percentual, e para
o valor de lignina, em que esta apresenta
maior valor apenas em comparagio 2 torta
de Macauba. Estes dados corroboram para
o potencial da utilizagao da torta de buriti
para obtencao de etanol de segunda geragio.

Analise fisico-quimica dos
residuos solidos obtidos apoés cada
tratamento

Ao fim de cada tratamento, selecionou-
-se a melhor condicio e repetiu o processo
com uma quantidade maior de biomassa.
Aos residuos sélidos obtidos fez-se andlises
de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) e Microscopia por Varre-
dura (MEV), os resultados sao apresentados
nos itens a seguir.
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ParAmetros Torta de Dendé! Torta de caroco Torta de Macadba3 Torta de buriti
de algodao?
Fibra Bruta 24,29 + 0,24 25,83 + 0,26 8,7+0,3 33,12 + 0,09
AST 4,56 0,11 4,92 £0,35 8,19 + 0,63 2,92 +0,48
Amido 5,02 + 0,35 2,02 +0,18 23,37 £0,5 2,61 +0,05
FSDA 72,01 + 1,38 42,18 + 0,36 11,7 £ 0,25 46,48 + 0,27
FSDN 80,92 + 0,66 57,37 + 1,15 21,103 49,03 + 0,11
Celulose 32,47 + 0,11 30,39 + 1,39 10,08 £ 0,8 38,40 + 0,77
Hemicelulose 11,13 + 0,60 15,19 + 1,49 9,43 + 0,15 2,56+ 0,38
Lignina 41,65 + 2,29 11,79 + 1,02 0,38 + 0,04 7,80 £ 0,73

Tabela 02 Composi¢des centesimais de fibras e carboidratos em diferentes tortas.

FONTE: ' FERREIRA, Crisley, 2013 [28]; > SILVA, Alexandre, 2012 [24]; > SANTOS, 2011 [29].

FTIR

Esta foi realizada a fim de detectar mu-
dangas em grupos funcionais da biomassa
a0 longo dos tratamentos realizados. A par-
tir de dados obtidos na literatura, é possi-
vel atribuir grupos a alguns picos presentes,
como caracteristicas principais atribuidas
a diferentes grupos quimicos presentes na
celulose, hemicelulose e lignina [26]. Por
exemplo, a banda larga observada na faixa
de 3500 a 3000 cm™! representa deformagao
axial de O-H em ligagao de hidrogénio in-
termolecular [27], caracteristico de celulose,
hemicelulose e lignina [8].

As figuras 01 e 02 apresentam os es-
pectros das fragoes s6lidas desde a torta do
buriti in natura até o residuo sélido obtido
ap6s a fermentagdo. Em ambas é possivel
perceber a evolugio dos processos a partir
de mudangas sutis ou expressivas entre cada
etapa.

Os picos observados na faixa entre
3000 e 2800 cm representa deformagao
axial de C-H de cadeia alifdtica caracteristi-
ca do bleo residual presente na amostra [26]
[30] [31]. Picos fracos na faixa de 2400 a
2200 podem representar alquinos mono e
dissubstituidos, no entanto nio foi encon-
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trado nenhuma referéncia que justificasse
estes picos nesta regiao. O pico observado
em 1744 cm™ também foi observado em
espectros do 6leo de buriti atribuido a liga-
¢oes de alongamento de grupos carboxilicos,
C=0, aparecendo em torno da mesma fre-
quéncia de ésteres metilicos e triglicerideos

[20] [31].

O pico observado em 1604 cm™ pode
ser atribuido a deformacio axial assimétrica
de ifons carboxilatos [27], COO-, presente
em 4cidos graxos. Esta pode estar acoplado a
picos de carbonila caracteristica de hemice-
lulose, que também ocorre nesta regiao [32]

A faixa entre 1500 e 900 corresponde
a vibragoes de uma variedade de ligagoes,
tais como C-H e C-O, podendo represen-
tar uma grande familia de ésteres e 4cidos
organico. Ou seja, absor¢des que podem ser
atribuidas a presenca de grupos presentes no
dleo residual, celulose, hemicelulose, lignina
e/ou outros componentes da biomassa [26].
O pico forte em 1016 cm™ pode ser atribu-
ido a alongamento de ligagio C-O em celu-
lose e hemicelulose [26].

O espectro FTIR do farelo de burid,
torta ap6s “lavagem” com éter etilico. Neste,
destacamos a diminui¢do significativa dos
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picos na faixa de 2900 a 2800 cm™, decor-
rente a remogao do 6leo residual da amos-
tra ¢ a permanéncia de picos principais em
aproximadamente 1598 e 1015 cm™ [26].

O espectro do residuo sélido obtido
ap6s o tratamento dcido. Em confronto
com o espectro do farelo de buriti é possivel
observar a reducio de intensidade de todos
os picos, provavelmente decorrente da perda
de fragdes deste durante o pré-tratamento
dcido. No entanto, alguns picos permane-
cem com o mesmo formato e na mesma re-
gido do espectro, indicando que estes grupos
ainda estao presentes na biomassa.

O espectro de FTIR do residuo sdli-
do obtido apéds a tratamento com solugao
alcalina, apresenta algumas diferencas em
relagio ao espectro apresentado apés o tra-
tamento dcido. Neste, a banda na faixa de
3500 e 3000 cm apresenta maior inten-
sidade, esta pode ser devido a remogio de
parte da massa da amostra, concentrando
os componentes remanescente, dentre eles a
celulose, que apresenta ligagoes O-H, com
ligacoes de hidrogénio, que pode ser atribu-
ido a esta banda.

Além disto, os dois picos observados
préximos a 2362 cm™” também aparecem
mais proeminentes, absor¢des nesta regiao
normalmente sdo atribuidas a vibracoes en-
volvendo nitrogénio [27], sendo assim, uma
das justificativas é a presenca de proteinas
modificadas, que podem ter reagido durante
os tratamentos quimicos e formado algum
produto que se manteve no material.

O pico que outrora foi observado em
aproximadamente 1628 cm™, ndo apare-
ce neste espectro. Este pico foi atribuido a
deformacio de ions carboxilatos acoplado a
picos de carbonila, que também absorvem
nesta regiao do espectro. No entanto, com-
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postos aromdticos também pode absorver
nesta faixa, o que justificaria sua auséncia,
uma vez que a lignina foi, em sua maioria,
removida do material. [27]

O espectro de FTIR obtido a partir
do residuo sélido gerado apds tratamento
enzimdtico. Dentre os pontos a destacar no
espectro, tem-se a redu¢do da intensidade da
banda na faixa de 3500 a 300 cm™, prova-
velmente decorrente da redugio de compos-
tos com grupos atribuidos a esta absorcio,
dentre eles a celulose. No entanto, a presen-
¢a desta sugere que no residuo ainda per-
manecem componentes com grupos O-H
com interacoes de ligagio de hidrogénio,
podendo ser celulose ou outro carboidrato
remanescente.

Em 1636 e 1501 cm™ aparecem dois
picos, o primeiro ¢é atribuido a absor¢ao de
O-H e C-O conjugado, enquanto que o se-
gundo ¢ atribuido a alongamento C=C aro-
mitico caracterizando a presenca de lignina
[26]. Ambos podem ser decorrente a presen-
¢a de lignina remanescente no material.

Microscopia Eletrénica por
Varredura (MEV)

A técnica da MEV foi utilizada para
avaliar as mudangas morfoldgicas na bio-
massa, torta de buriti e demais residuos soli-
dos, apds cada pré-tratamento. Nas imagens
é possivel perceber a perda de camadas ex-
ternas, com fungao protetora, contribuindo
para remogao e solubilizagio de componen-
tes do material.

A imagem A (figura 03) é possivel ob-
servar a cristalinidade do material da parede
protetora externa, uma vez que esta foi fei-
ta da torta de buriti, material in natura. Na
imagem B, a parede continua presente, uma
vez que estd ¢ do farelo do buriti, ou seja,
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Figura 01 Sobreposi¢do dos espectros FTIR de fragdes sélidas em todos os estagios do processo de
obtencéo do etanol.
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Figura 02 Espectros obtidos apos cada tratamento realizado na torta in natura, sendo que farelo é o
residuo solido apos “lavagem” da torta com éter étilio; TA - tratamento dcido; TB - tratamento basico;
TE - tratamento enzimatico.
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o material apés extracio quimica do dleo
residual, sendo assim, neste processo nao
objetiva-se alterar a morfologia do material,
apenas remover um componente ji externo.

Jé nas figuras C, D e E, fica evidente o
efeito dos tratamentos, em que na imagem
do residuo sélido obtido apéds o tratamento
dcido (C) ¢é possivel observar algumas fra-
¢6es amorfas no material. Assim como na
fotomicrografia gerada pelo residuo apds o
tratamento bdsico, que apresenta forma de
agregados amorfos, evidenciando a solubi-
lizagao de componentes que conferem re-
sisténcia e rigidez estrutural ao material in
natura.

Por fim, na imagem E, obtida do ma-
terial apés todos os tratamentos quimicos e
enzimdticos evidencia o efeito significativo
na morfologia e na microestrutura original
da torta causados pelos pré-tratamentos qui-
micos e enzimaticos.

As imagens geradas foram importantes
para andlise das modificagoes morfolégicas e
fisiolégicas ocorridas na torta de buriti apds
cada tratamento. Contudo, a interpretagao
das fotomicrografias foi dificultada pela
complexidade e heterogeneidade do mate-
rial. Sendo assim, os conhecimentos prévios
dos tratamentos realizados, e demais andlises
realizadas a partir de outras técnicas instru-
mentais sio essenciais na andlise de MEV.

DRX

A figura 04 apresenta os espectros de
DRX do material na forma in natura até o
residuo obtido apds o tratamento enzimdti-
co a fim de analisar as modificagbes quanto
a cristalinidade da celulose. O espectro refe-
rente a torta in natura apresenta uma banda
larga na regiao entre 18 e 24°, resultado das
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associagdes dos componentes celulose, he-
micelulose e lignina [33].

Apdés tratamentos em materiais ligno-
celul6sicos, observa-se a formacio de “om-
bros” préximo a 12 e 32°, como ¢é observa-
do no espectro referente ao farelo apds sofrer
tratamentos dcidos e bdsicos (setas azuis). O
que, de acordo com autor, “podem ser re-
lacionadas com a solubilizagao de materiais
amorfos (hemicelulose e lignina) e com a
transformacio da celulose em outras formas

cristalinas”. [33]

No espectro referente ao residuo ob-
tido apés os pré-tratamentos dcido, bdsico
e enzimdtico houve um deslocamento do
angulo de difragio para regiao préxima a
19°, que pode ser devido a transformagio
da celulose de tipo I (antes dos processos de
hidrélises) para tipo II. Segundo Lengowski
et al [36] isto é comum em processos que
envolvem aquecimento.

A tabela 03 apresenta os indices de
cristalinidades relativas (%IC) para os ma-
teriais analisados. O aumento observado da
celulose cristalina nos residuos obtidos ap6s
os tratamentos 4cido e bdsico ¢ justificado
pela remogio de materiais amorfos, hemi-
celulose pelo primeiro e lignina no segundo.

Apds o tratamento enzimdtico, obser-
va-se pequena redugio da razao IC em rela-
¢ao ao residuo anterior, no entanto, devido
ao deslocamento do angulo observado, pres-
supde-se que esta seja referente a cristalini-
dade de celulose tipo II, e para este o 4ngulo
de difracio da fracio amorfa é entre 13 e
15°, e a fracao cristalina entre 18 e 19°.

Os dados apresentados, assim, de-
monstram que o constituinte celuldsico
remanescente, nio hidrolisado, estd em sua
maioria na forma cristalina. Mesmo que
com intensidade menor.
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Figura 03 Fotomicrografias da biomassa ao longo do processo de obtencdo de biotenol: A - Torta; B -
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Figura 04 Difratogramas de raios X de amostras dos residuos obtidos, desde a torta in natura até o
residuo fermentado.

Material analisado IC (%)
Torta in natura 36,15
Farelo 35,14
Residuo do tratamento 4cido 56,92
Residuo do tratamento bdsico 65,68
Residuo final 60,18

Tabela 03 Indices de Cristalinidade calculado a partir dos espectros de raios X.

Massa de Glicose Massa de glicose Massa de glicose Massa de eta-
inicial (g) final (g) fermentada (g) nol tedrica (g)
15,272 0,342 15,238 7,771

Obtencao de etanol de segunda geracao a partir de torta de buriti (Mauritia flexuosa L.)

Tabela 04 Relagdo de massa de glicose e de alcool produzido (considerando Y, = 0,51)
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Rendimento do processo de
hidrolise e fermentacao

Apbés andlise com kit para quantifica-
¢ao de Glicose da Bioclin, do hidrolisado
obtido apés o tratamento enzimdtico, obser-
vou-se um rendimento de 53,58% (massa
glicose liberada/massa da amostra utilizada),
demonstrando um teor préximo do espera-
do, considerando que:

O teor de celulose estimado na ca-
racterizagdo da torta foi aproximadamente
38% (m/m), no entanto esta tem sua con-
centra¢io aumentada diante da remocio de
constituintes da biomassa;

O rendimento obtido nos ensaios para
esta etapa, na melhor das condicoes, supe-
rou a casa dos 60% (m/m).

Com relagdo ao teor inicial, ji era es-
perado uma perda de material, uma vez que
durante o tratamento quimico ficou eviden-
te a ocorréncia de hidrélise de pequenas fra-
¢oes de carboidratos estruturais.

Considerando a equagao de reagio de
conversao da glicose em etanol:

CH,,0,(aq) ¥ 2 CZI(-IS)OH(aq) +2CO(g)
4

A conversao total da glicose liberada
poderia gerar até 3463,0 litros de etanol por
tonelada de residuo obtido apés pré-trata-
mento quimico e tratamento enzimdtico.
Ressaltamos que este nao é o quantitativo a
partir da torta in natura, infelizmente nao
foi possivel obter uma relagao de rendimen-
to do processo tomando como ponto de
partida a massa inicial, uma vez que, a im
de reproduzir condigdes andlogas em todos
os tratamentos as amostras utilizadas para os
ensaios de cada tratamento eram obtidas do
montante tratado. Ou seja, ao selecionar a
melhor condi¢iao de um determinado trata-
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mento, tratava-se todo o material com este
e do material tratado tirava-se amostras para
os ensaios do préximo tratamento. Assim o
substrato de todos os ensaios e tratamentos
tinham o mesmo substrato como ponto de

partida.

Considerando o volume de hidrolisa-
do obtido do tratamento enzimdtico, e o
teor de glicose antes e apds fermentagio, foi
possivel estimar uma produ¢ao de 7,771 g
de etanol (Yp .= 0,51), tabela 04.

A levedura utilizada se mostrou efi-
ciente, uma vez que metabolizou cerca de

76% da glicose disponivel.

A quantifica¢io do etanol produzido
foi feita utilizando uma curva analitica de
etanol PA como padrio, e os resultados es-
tao organizados na tabela 05.

O processo fermentativo apresentou
um rendimento, Yp/s, igual a 0,43, abaixo
dos 0,51 tedrico, no entanto, consideramos
este resultado bom, uma vez que apresentou
um rendimento percentual de 84,72% de
conversdo de glicose disponivel em etanol.
Com este rendimento uma tonelada de re-
siduo tratado pode gerar 2934,36 litros de

etanol.

Nas figuras 05 ¢ 06 sao apresentados
cromatogramas a fim de certificar a presen-
¢a de etanol e outros solventes no produto
fermentado.

A figura 36 apresenta o cromatograma
em que se fez a injegio de Etanol PA a fim
de verificar a melhor condigio para realizar
a andlise da amostra, observando um tempo
de retengao de 1,63 min. Ao injetar a amos-
tra do destilado obtido da fermentacao, nas
mesmas condigoes, observa-se um pico com
o mesmo tempo de retengio (figura 00),
evidenciando a produgio de etanol tendo
como ponto de partida a torta de buriti.
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Absorban-
cia média

Teor alcoé-
lico (%v/v)

Concentragao
alcodlica (mL/L)

Volume de etanol

produzido (mL)

Massa de etanol

produzida (g)

0,530

1,098

10,980

8,345

6,584

Tabela 05 Resultado obtidos para produgéo de etanol.

Alburdance
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Figura 05 Cromatrograma do etanol PA.
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Figura 06 Cromatograma da amostra.
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Conclusao

A torta de buriti apresentou cerca de
46,50% de carboidratos, tendo a fracao ce-
lul6sica apresentado um teor aproximado de
38,0%, representando um potencial na pro-
dugio de etanol lignocelulésico. O teor de
lignina, em torno de 7,0%, é muito menor
que diversos outros materiais, contribuindo
para a reducio de custo e energia no proces-
so de tratamento e posterior sacarificagio da
biomassa.

A metodologia adotada para tratar e
sacarificar a biomassa se mostrou eficiente,
uma vez que o produto desejado foi obtido.
No entanto, esta nao possibilitou inferir o
rendimento real do processo, uma vez que
niao possibilitou estabelecer uma relagao
entre teor alcodlico obtido e quantidade de
torta in natura utilizada.

Como foi verificado nos espectros
de infravermelho e nas imagens obtidas
na Difragio de Raios-X os tratamentos se
mostraram eficazes, uma vez que alteraram
as estruturas quimicas e fisicas do material
de forma a disponibilizar agticares ao meio.
No entanto a presenca de celulose do tipo
IT demonstra que o processo ainda pode ser
otimizado.

As fotomicrografias obtidas a partir da
técnica de MEV apresentaram informagoes
complementares as andlises quimicas e es-
truturais (FTIR e DRX) realizadas, em que
ficou evidente a alteragao morfolégica e fi-
siolégica do material apds cada tratamento
realizado.

Considerando a quantidade de bio-
massa utilizada no tratamento enzimdtico e
o teor alcodlico obtido, o processo se mos-
trou eficaz, possibilitando um rendimento

(Y ) de 0,43.
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Sendo assim, considerando ser um
residuo do processo de extragio de 6leo, a
torta de buriti se mostrou uma biomassa em
potencial na produgio de bioetanol.

Com estes resultados, faz-se necessdrio
continuar o estudo e o trabalho com esta
biomassa. Por apresentar baixo teor de ligni-
na, acredita-se que seja necessario realizar o
tratamento bdsico, levando a uma economia
de reagentes. Além disso, deve-se realizar
teste com outros pré-tratamentos fisicos, fi-
sico-quimicos e bioldgicos a fim de analisar
melhores metodologias e relagao custo bene-
ficio. Assim como um estudo da viabilida-
de do processo em grande escala e execugao
junto a Cooperativa Grande Sertdo a fim de
beneficiar as comunidades rurais que geram
este coproduto.
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