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RESUMO

O efeito da varidvel reacional (tempo) de reacdo no processo de extracdo e de hidrolises
foi investigado. Os dados obtidos demonstraram que as metodologias do Laboratorio
Nacional de Energia Renovavel (NREL) devem ser adequadas para cada tipo de
biomassa e para cada realidade regional. Para os teores de acucares totais nas biomassas
de coco verde, babagu e ouri¢o da castanha, os maiores rendimentos foram encontrados
em condicOes diferentes das propostas pelo NREL. Ja para o teor de lignina total, os
maiores rendimentos obtidos foram os propostos pelo método NREL para todas as
biomassas. No teor de extrativos para coco e babacu, 0 uso de maior tempo de extracao
proporcionou uma maior remocgdo. J& para as fragbes da castanha, menores tempos
levaram a maiores rendimentos. Importante notar que, com os resultados otimizados,
estas biomassas podem ser empregadas na producdo de bioprodutos de alto valor
agregado com maiores rendimentos.

Palavras-chaves: NREL. Babacgu. Castanha-do-Para. Coco verde.



ABSTRACT

We investigated the effect of the reaction variable (time) on the extraction and
hydrolysis process. The data showed that the methodologies of the National
Renewable Energy Laboratory (NREL) must be adequate for each type of biomass and
each regional reality. For the contents of total sugars in the biomass of green coconut,
babassu and Brazil nut shell epicarp, the highest yields were found under different
conditions from those proposed by NREL. In the total lignin content, the highest
yields obtained were those proposed by the NREL method for all biomasses. In the
content of extracts for coconut and babassu, the use of longer extraction time provided
greater removal. For the chestnut fractions, shorter times led to higher yields. It is
important to note that, with the optimized results, these biomasses can be used in the
production of high value-added bioproducts with higher yields.

Key-words: NREL. Babassu. Brazil nut. Green coconut.
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1 INTRODUGCAO

A sociedade atual emergida em um século coberto de tecnologia faz com que a
demanda por energia seja cada vez maior. A exaustdo contundente de combustiveis
fosseis e emissdes de gases de efeito estufa impulsiona o emprego de fontes de energia
renovaveis, sustentaveis e de baixo custo (SANTIAGO; RODRIGUES, 2017).

A Amazonia possui 5 milhdes de quildmetros quadrados, o bioma mais amplo
do pais, ocupando cerca de metade do nosso territdrio. A riqueza da Amazonia vem
sendo atacada e diminuida ao longo dos anos devido a crescente exploracdo para
agricultura e a ocorréncia de incéndios florestais. Esse abuso acaba por dissipar varias
espécies animais e vegetais, gerando uma ameaca futura a um sumico da fauna e da
flora da regido (EMBRAPA, 2006).

Ja& o cerrado, segundo maior bioma do pais, é tipificado por vegetacdes de um
estrato arboreo e outro arbustivo, com gramineas e arvores de porte médio e tortuosas.
A exploracdo ambiental através da mdo de obra humana e o uso da terra para a
agricultura e pecuaria fazem com que o cerrado venha decrescendo cada vez mais, e
consequentemente o interesse sobre o estudo da sua biomassa e estratégias para a sua
conservacdao vem aumentando (CALDAS, 2011). Dentre essas matérias-primas da
Amazonia e do Cerrado, destacam-se as cascas de coco verde, ouri¢o da castanha-do-
brasil, caroco de acai, cascas de babacu (DIAS et al., 2012).

O coco verde é uma fruta tropical e o seu mercado € ligado a estacbes do ano,
ou seja, a sua comercializacdo varia de acordo com a época, se destacando
principalmente no verdo (MARTINS; JESUS, 2014). E possivel a utilizagdo do seu
subproduto, a casca do coco verde, que é uma variante do consumo da agua de coco
(ROCHA et al., 2015). Apesar do largo aproveitamento desse residuo na teoria, na
pratica pouco se usa pelas industrias, devido a sua maioria ser rejeitada, sendo apenas
10% utilizado (SNA, 2014).

A castanha do Brasil € uma vegetagdo tipica da Amazonia, portada por um
fruto com polpa branca oleaginosa coberta de uma casca rigida e compacta, ela pesa
em média 2,4 kg e cada ourico reune em media 25 castanhas, o que perfaz 1/3 do seu
peso bruto (OLIVEIRA; LOBO, 2002). O uso ocorre somente com a castanha,
enquanto que o seu residuo ndo é aproveitado se tornando mais lixo para 0 meio

ambiente.
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O coco do babagu é um fruto e advém da palmeira Orbignya spp, nativo da
América do Sul. Ele cumpre uma funcéo social e econdmica bastante significativa para
mais de 300.000 familias extrativistas que possuem como praticamente Gnica fonte de
renda o trabalho de quebra manual do coco e extracdo de seu fruto (GOMES, 2008).

Entre os principais componentes da biomassa lignocelulésica estéo a celulose,
hemicelulose e lignina, sendo que um dos principais processos de conversdo destes
constituintes em acUcares e bioprodutos, denomina-se hidrélise (BRIDGWATER,;
MEIER; RADLEIN, 1999). O processo de extracdo também auxilia no
aproveitamento, pois com altos rendimentos de extraiveis, é possivel otimizar a
hidrdlise, removendo possiveis interferentes de acordo com o solvente utilizado.

Ambos procedimentos, hidrélise e extracdo fundamentam-se em metodologias
determinadas pelo Laboratério Nacional de Energias Renovaveis, aplicados
basicamente para biomassas padrdo (NREL/TP-510-42618 NREL/TP-510-42619).

O presente trabalho, visa otimizar as condi¢cbes nos processos de extracdo e
hidrélise a fim de maximizar o rendimento em biomassas brasileiras do Cerrado e da

Amazonia, uma vez que as condi¢des apontadas pelo NREL néo foram satisfatérias.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Otimizar as condi¢des para maximizar o rendimento nos processos de extracao

e hidrélise de biomassas brasileiras do Cerrado e da Amazobnia, e assim contribuir

paralelamente, com o problema de disposicao final destes passivos ambientais.

1.1.2 Objetivos Especificos

1.

2
3.
4. Avaliar os teores de celulose, lignina e agUcares totais apds as diferentes

Realizar analise aproximada das biomassas lignocelulosicas;
Otimizar o processo de extracdo variando o tempo reacional;

Otimizar o processo de hidrélise priméria e secundéria;

condicdes de extracdo/hidrolise;
Avaliar o impacto dos diferentes tratamentos de extracdo/hidrolise na

cristalinidade das biomassas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Coco verde

Presente em toda a regido intertropical e em mais de 80 paises, 0 coqueiro
(Cocos nucifera L) adentrou no Brasil através dos portugueses. A cultura do coco se
expandiu tornando o pais uma das primeiras posi¢des no ranking mundial de produgédo
de coco devido a variedade de produtos a serem explorados. Esta espécie continua a
ter centenas de usos como fonte de alimento, bebida, fibra, material de construcéo,
carvao vegetal e Oleo (usado na culinaria, produtos farmacéuticos, aplicacbes
industriais e biocombustiveis); mais de 12 milhdes de hectares de coco sdo plantados
atualmente em 89 paises tropicais (EMBRAPA, 2004).

A larga escala de producdo de coco, principalmente nas grandes cidades
contribuiu para a situacdo de exaustdo nos aterros sanitarios, lixdes a céu aberto,
vazadouros, encostas, vez que grande parte da casca do coco verde séo utilizadas pelas
indUstrias, e o restante € descartado (ROSA, 1998). Do seu descarte e futura
decomposicdo a média é de 8 anos, 0 que acarreta um problema ao ecossistema, sao
vetores de doenca e notavel fonte de poluicdo (CARRIJO et al., 2002).

Conforme Cabral et al. (2015), o fruto pode ser estruturado da seguinte forma
(Figura 1):

e Pericarpo: parte do fruto que envolve a semente, constituida pelo epicarpo,
mesocarpo e epicarpo, conhecido popularmente de casca do coco;

e Epicarpo: camada externa do pericarpo;

e Mesocarpo fibroso (parte mais desenvolvida do coco);

e Endocarpo (casca dura em torno da semente): camada mais interna do
pericarpo;

e Semente ou améndoa: toda a estrutura que serve para reproduzir o fruto;

e Albumen (endosperma): tecido contendo substancias nutritivas na semente. O

albumen liquido é a 4gua de coco, enquanto que o albumen solido ¢ a polpa.
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Figura 1 - Estrutura coco verde.

Fonte: Compilacdo do autor.
2.2 Babacu

Babacu € o nome genérico dado as palmeiras oleaginosas pertencentes a
familia Arecaceae ou Palmae. Fruta nativa do Brasil, principalmente das regiGes Norte
e Nordeste e Centro-Oeste, € considerado o maior recurso oleifero nativo do mundo e
um dos principais produtos extrativos do pais (LIMA et al. 2006).

Segundo, Silva (2008), os frutos do Babagu podem aglomerar-se em mais de
seis cachos sustentados por um Unico pedunculo medindo entre 70 e 90 centimetros.
Cada cacho possui de 240 a 720 frutos, com um formado elipsoidal (ovais alongados),
lenhoso e de polpa fibroso-farinacea.

A biomassa do babagu possui capacidade em produzir uma ampla gama de
produtos como por exemplo, combustivel (RANUCCI, et al. 2018) a partir dos seus
componentes organicos lignoceluldsicos, amilaceos e oleaginosos. O mesocarpo para
producdo de &lcool e o endocarpo (casca do coco) fornece carvdo de excelente
qualidade bastante utilizado pela comunidade local e por véarias outras regiGes do pais.
A casca além do carvao ainda auxilia como repelente de insetos (CARVALHO, 2007).
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Figura 2 - Estrutura do Babagu
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Fonte: Santos; Pastore, (2003).

2.3 Castanha-do-brasil

A castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa HBK), pertence a familia
Lecythidaceae, € uma &rvore nativa da Floresta Amazonica, onde possui grande
importancia econdmica na regido. Sdo arvores de grande porte e pode atingir mais de
60 m de altura e a base do tronco pode alcancar mais de 4 m de didmetro (MULLER
et al., 1995a; SANTOS et al., 2006).

O fruto da castanheira € identificado como pixidio imperfeito, conhecidos por
ouri¢co. Tendo em si um formato esférico levemente globoso-deprimido de 0,08 a
0,16 m de diametro e com peso entre 0,5 kg e 1,5 kg. O mesocarpo dispbe de
acentuada rigidez composto de celular pétreas, lenhoso, de cor castanha, contendo de
12 a 25 sementes, mais ou menos triangulares, com polpa branco-amarelada.
(BENTES, 2007; SERRANO, 2005).

O seu principal produto sdo as améndoas, no entanto, existem subprodutos
que podem ser consumidos, como o6leos, farelo ou torta, leite de Castanha e ourico,
como também a utilizacdo da sua madeira para aplicacdo no reflorestamento e por
fim suas sementes comestiveis. (COLLARES, 2006).



19

Figura 3 - Estrutura da castanha do brasil.

PERICARPO

CASTANHA

ENDOCARPO
Fonte: Modificado de Folha de S&o Paulo (2020).

2.4 Biomassa lignocelulosica

A biomassa lignocelulésica é constituida principalmente por Celulose,
Hemicelulose e Lignina (Figura 4). Destacam-se como matérias-primas para a
producédo de biocombustiveis, haja vista, 0 seu custo relativamente baixo, abundancia
e abastecimento sustentavel. Esta biomassa inclui diversos residuos agricolas como
palha de milho, espigas de milho, arroz e palha de trigo, bem como bagaco de cana-
de-agUcar. Também podem ser usados como matérias-primas os residuos florestais,
obtidos no processo de madeira, residuos industriais e residuos de arborizagdo urbana
(RAUD et al., 2019; ACHINAS et.al., 2016; RAUD et al., 2017).
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Figura 4. Principais componentes da biomassa lignocelulésica.

Paicdswtite Microfibrilas da parede celular Celulose

Va
]

Lignina

Hemicelulose

Fonte: RAUD et al, 2019.

2.4.1 Celulose

A celulose, é composto mais abundante da biomassa lignocelulosica. Trata-se
de um polissacarideo que equivale em uma cadeia linear de D-glicose monémeros,
ligados entre si por ligacdes B-(1,4) -glicosidicas (MOSIER et al., 2005). Situa-se,
este polimero, na forma de fibras formado por microfibrilas, organizadas
paralelamente e relacionadas por ligacdo de hidrogénio, que conferem rigidez a
estrutura, e sdo encarregadas por organizar as fibrilas, estruturas altamente ordenadas
que formam as fibras de celulose (FENGEL; WEGENER, 1989).

2.4.2 Hemicelulose

A hemicelulose em oposicdo a celulose, ndo & quimicamente homogénea
(AGBOR et al., 2011) e ocupa o segundo lugar de polimero mais abundante. De
acordo com (MOSIER et al., 2005) as hemiceluloses conectam-se as microfibras de
celulose através de ligacdes de hidrogénio por cobrindo-os, de modo que, causa uma

rede que fornece a estrutura espinha dorsal para a parede celular da planta.
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2.4.3 Lignina

Por sua vez, a lignina, é o principal componente da parede celular das plantas,
apos a celulose (DUTRA et al., 2019). Considerada um heteropolimero amorfo,
altamente complexas, do qual o polimero é formado essencialmente por unidades
aromaticas de fenilpropano, que é considerada uma substancia incrustante (ROWELL
et al., 2005). Atua trazendo rigidez e dureza aos tecidos, exemplificado através de
arvores que podem possuir mais de cem metros, apesar disso mantem em pé
(GOMEZ, 2010).

2.5 Extrativos

Extrativos tratam-se de elementos quimicos encontrados na madeira, em
menor quantidade e podem ser retirados através de solventes como o diclorometano,
etanol e acetona (SJOSTROM, 1993).

Configurando cerca de 2-25% da biomassa lignocelulésica, os extrativos
constituem-se em gorduras, gomas, alcaloides, resinas, agucares simples, composto
aromaticos, 6leos essenciais e outros constituintes citoplasmaticos (RAMBO, 2013).

Esses compostos sdo responsaveis pelas diversas caracteristicas das plantas,
tais como cor, cheiro, sabor, resisténcia ao apodrecimento e outros. Sua quantidade e
composicdo relativa dependem de diversos fatores como espécie, idade da planta e
regido de ocorréncia (FENGEL; WEGENER, 1989).

De acordo com D’ Almeida (1998), o teor de extrativos da biomassa
lignocelulosica sdo capazes de variar entre espécies vegetais, normalmente obtém de
3% a 10%. Tendo potencial para serem removidos dos materiais lignocelulésicos, por
meio de solventes polares e apolares (MORAES, 2010). Mediante a utilizagdo do
equipamento Soxhlet, onde é possivel extrair, visto que 0s compostos séo sollveis em
agua e alcool (SLUITER et al., 2005).
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Tabela 1 — Resultado da literatura para rendimentos de extrativos.

Biomassa Rendimento Referéncia
Extrativos (%)

Casca de pequi 34,96 |
Scapin et al.
Casca de cupuacu 5,95 (sz019)
Casca de arroz 1,97
Caroco de acai 9,51+0,04 Rambo, 2013
Endocarpo do baru 44.20 + 7,00 Rambo et al.
Mesocarpo do baru 11,30 £1,97 (2020)
Endorcarpo do babacu 26,10 Rambo et al.
Mesocarpo do babacu 22,75 (2017)

2.6 Hidrodlise 4cida

A hidrélise acida surge através de &cidos concentrados ou diluidos, no
primeiro, a hemicelulose e celulose existentes na biomassa sdo fracionadas usando
solucdes aquosas de acidos minerais resistentes como o cloridrico ou acido sulfurico,
a baixa temperatura, 100 °C (SZENGYEL, 2000).

Enquanto que no processo de hidrolise &cida com diluidos, uma fragdo da
hemicelulose e da celulose sdo hidrolisadas isoladamente. Para a realizacdo desse
processo se aquece a biomassa e uma solucdo acida em um reator hermético, usando-
se temperaturas que variam de 130 a 240 °C, fazendo com que solu¢des de acido
fosforico, nitrico, sulfirico, acético possam ser usadas como catalisadores para a
hidrolise parcial de materiais lignocelul6sicos (SUN; CHENG, 2002).

Por exercerem a funcdo catalizadora, os &cidos utilizados no processo de
hidrolise liberam prétons que trabalnam nas ligagbes glicosidicas entre 0s
monodmeros de aglcares nas cadeias polimericas (AGUILAR, 2002). A quebra dessas
ligacdes desprende um acervo de compostos, dentre eles os agucares, o furfural, da
degradacéo de pentoses, e de 5-HMF, que advém da desidratacdo de hexoses, 0 acido
acetico, dos grupos acetil, de compostos nao estruturais da fracdo extrativa, dentre
outros (NAKATA,; SUZUKI, 1989).



23

Tabela 2 — Resultado dos rendimentos de celulose, hemicelulose, glicose e lignina.

Biomassas Celulose Hemicelulose Lignina Referéncia
Mesocarpo do Pequi  6,3+0,08 535+0,06 25,71+0,075 Scapin et al.
(2019)

Endocarpodo Baru  9,13+0,87 6,30+1,23 30,11 +0,55
Mesocarpo do Baru 0,87 £0,94 3341+145 31,/12+0,67

Casca de café 36,02 12,98 42,01
Coco 27,01 15,45 44,67 Rambo, 2013
Casca de arroz 26,08 10,06 36,11
Casca de soja 28,23 17,12 29,13

Bambu 39,08 16,29 33,46
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4 METODOLOGIA

4.1 Matéria prima

Foram coletadas trés biomassas tipicas do Cerrado e da Amazonia do Brasil
entre 2018 e 2019. As matérias-primas avaliadas foram as seguintes: Cocos nucifera
(coco, utilizado o epicarpo), Orbygnia phalerata (babacu, cujo endocarpo foi usado) e
Berthollitia excelsa H.B.K. (Castanha do Brasil, cujo endocarpo e mesocarpo foram

utilizados).

4.2 Pré-tratamento das biomassas

Essas amostras foram mantidas congeladas em sacos plasticos aguardando as
préximas etapas do processo. Depois de secas a temperatura ambiente, foram moidas
em moinho de corte (MA 580, Marconi) e peneiradas em peneira agitadora automatica

(VP-01, Bertel), até particulas de 355 um de didmetro (peneira 45 mesh).

4.3 Extragéo de Soxhlet

Foi utilizado um extrator Soxhlet, e os cartuchos de extracdo receberam 3g de
cada biomassa. Em seguida, foram cobertos com algoddo em rama e levados ao
extrator, com 190 mL de etanol (90%), por 8, 12 e 24 horas em refluxo de acordo,
NREL/TP-510-42619.

Apds o término do refluxo, os cartuchos foram retirados e colocados em placas
de Petri sobre a bancada por 48 horas para secagem. Apds 48 horas, o teor de umidade
da amostra extraida foi determinado novamente, de forma que o teor de extrativos foi

calculado de acordo com a perda de peso apo0s a extracdo, descontada a umidade.

4.4 Hidrolise acida

A etapa de hidrolise acida foi realizada de acordo com a metodologia do
Laboratorio Nacional de Energia Renovavel, conforme NREL/TP-510-42618, para
determinacéo de carboidratos estruturais e lignina na biomassa. Foram utilizados tubos
de pressao, nos quais foram colocados 300 mg da biomassa extraida e 3,0 mL (4,91 g)

de H2SO4 a 72% (m / m); em seguida, os tubos foram levados a banho-maria (TE 056,
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Tecnal) por 120 minutos a 30 °C e agitados a cada 10 minutos. Esta é a etapa priméria
de hidrolise. Posteriormente, foram adicionados 84 mL de agua desionizada para que a
concentracdo de acido sulfarico fosse reduzida para 4% (m / m); os tubos foram entdo
levados para uma autoclave (AV 18, Phoenix) por 1 hora a 120 °C (etapa de hidrdlise
secundaria).

Nas nossas condigdes testamos duas metodologias diferentes: Hidrolise
primaria com 60 minutos e hidrolise secundaria com 1h, e ainda a hidrélise primaria
com 180 minutos e hidrélise secundaria com 1.5h.

Apos esta etapa, a solugdo hidrolisada foi filtrada em cadinhos de porosidade
média (10 a 15 pum) por meio de bomba de vacuo (NOF-650). Os solidos retidos nos
cadinhos filtrantes foram levados a uma estufa a 105 °C para a determinacéo do teor de
residuo insoltvel em acido (AIR), e posteriormente mantidos em mufla por 4 horas a
575 °C, para obtencdo do &cido - cinza insoltvel (AlA). A partir da diferencga entre
AIR e AIA, foi determinado o contetdo de lignina insollvel - também conhecida
como Klason Lignina (KL). O filtrado (hidrolisado) contém a lignina soltivel em &acido
(ASL) e quaisquer outros componentes acidos soluveis da biomassa, como 0s agucares

hidrolisados.

4.5 Espectroscopia UV

O ASL é determinado usando espectrofotdmetro UV-Vis (DR 5000, HACH).
O hidrolisado foi colocado em uma cubeta de quartzo e diluido quando necessario, e
os espectros de UV foram coletados usando comprimento de onda de 205 nm e
absortividade molar de 113 M-1cm-1 (SLUITER et al. 2010). O branco era uma
solugéo de H2SO4 a 4% (m / m).

4.6 Teor de carboidratos

A absorbancia dos aclcares redutores em 540 nm foi medida em um
espectrofotobmetro UV-Vis (Varian, Cary 4000) para quantificar o contetdo de agucar.
As concentragdes de aclcar redutor total (ART) foram calculadas com base na curva
padrdo de D-glicose. Os hidrolisados foram fervidos em solucdo de acido 3,5-

dinitrosalicilico (DNS) por 5 minutos e resfriados em banho de agua gelada.
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Um kit de teste (LABTEST) foi utilizado para medir a atividade enzimatica
pela quantidade de glicose formada, a enzima glicose oxidase (GOD / POD), uma
flavoproteina utilizada nesses kits, foi utilizada para determinacao de glicose. A reacédo

que ocorre é:

GoD . .
Glucose + O, — gluconic acid + H20

. . A POD (Peroxidade) .
2H>0> + Phenol+ 4-Aminoantipyrine quinone + 4H,0

O procedimento analitico consistiu em adicionar 1,0 mL da amostra hidrolisada
e 1,0 mL da solucdo do reagente de glicose enzimatica. As aliquotas formadas foram
levadas a banho-maria (37 °C) por 15 minutos (VISVANATHAN et al. 2016). Em
seguida, a absorbancia das amostras a 500 nm foi medida em espectrofotometro
(Varian, Cary 4000).

4.7 Analise de celulose, hemicelulose e lignina

A fibra em detergente acido (FDA) e o detergente neutro a frio (FDN)
(TRUJILLO et al. 2010), estavam usando para determinar o contetdo de hemicelulose,

enquanto a lignina foi determinada por metodologias NREL e celulose por diferenca.

4.8 Difracdo de raios X

Por meio da difracdo de raios-X, determinou-se os valores de referéncia de
cristalinidade. Os difratogramas foram registrados em um difratbmetro Shimadzu
modelo XRD-7000, com radia¢ao Cu Ka, voltagem de 30 kV e corrente de 10 mA. A

varredura foi realizada na faixa de angulo 5° <26> 99, 98°.
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5 RESULTADOS E ANALISES

A tabela 3 apresenta os valores da analise aproximada. A biomassa de babacu e
coco apresentaram percentuais considerados baixos de umidade (<10%), ja as de
castanha com percentuais elevados e que podem interferir em futuros processos de
manuseio e transporte da matéria prima (CHARLTON et al. 2009), além de afetar
processos de combustdo (MACEDO, 2017).

Os percentuais de cinzas todos foram baixos, 0 que é essencial em processos
envolvendo biorrefinarias. Tanto matéria volatil como carbono fixo estdo de acordo

com o esperado para biomassas lignoceluldsicas (RAMBO et al. 2015).

Tabela 3. Anélise aproximada das biomassas.

Biomassas Umidade Cinzas Material Volatil Carbono Fixo

Mesocarpo do Babacu 725+0,07 1,70+0,14 86,7+0,14 4,35+0,01
Mesocarpo do Coco Verde 5,22 £0,02 2,82+0,04 90,78 +0,28 1,18+ 0,01
Epicarpo da Castanha 139+£0,00 6,75+£0,49 75,02+0,71 4,33+0,01
Endocarpo da Castanha 11,35+0,70 0,9+0,28 77,45+0,35 10,3+ 0,01

Quanto ao processo de extracdo (tabela 4), maiores tempos de extragdo (24h)
favoreceram a remocdo de constituintes do coco e do babagu, enquanto que nas
fracdes de castanha-do-Para, tempos menores foram mais eficientes na remocédo de
possiveis interferentes. Altos teores foram encontrados para o coco verde (valor médio
de 15,3%), enquanto que para as demais biomassas valores baixos foram determinados
(valor médio < 3%). Esses valores estdo de acordo com os dados encontrados por
outros autores (RAMBO et al. 2016, RAMBO et al. 2020b).

Tabela 4. Rendimento em extrativos em diferentes tempos.

Biomassas Extrativos (8h)  Extrativos (12h) Extrativos (24h)
Mesocarpo do Babacu 2,12 1,32 2,37
Mesocarpo do Coco Verde 12,16 14,13 19,83
Epicarpo da Castanha 3,43 4,13 2,59

Endocarpo da Castanha 3,33 1,53 2,64
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As trés diferentes metodologias de hidrolise primaria e secundéria para 0s
teores de polissacarideos e seus respectivos monossacarideos foram testadas e seus
resultados sao apresentados na figura 5.

Tempos intermediarios nas duas etapas apresentaram os maximos rendimentos
de celulose, exceto para o ouri¢o da castanha. Da mesma forma para 0os ART, exceto
para a casca da castanha com o maior percentual de ART nos tempos de 1h tanto para
hidrolise primaria, quanto secundaria. A glicose também apresentou rendimentos
superiores em tempos intermediarios, sendo novamente a excecdo 0 ouri¢co da
castanha, com teores maiores (5,81%) em condi¢des mais drasticas (2h e 1.5h).

Figura 5. Contetdo de glicose, ART, celulose.

EERA]

EE 30
T Z2E
< =0
= 15
@ 10
2 s
= w2
G %
Babassu Coconut Epicarp Endocarp
Brazilian nut Brazilian nut
- [b]
=
=
&
=
o
(&
'_
o
<L
Babassu Coconut Epicarp Endocarp
—_ Brazilian nut Brazilian nut
= [c]
- m
FE;‘ 20
= 50
8 a
o=
S 2
Eil 11
[
v O
Babassu Coconut Epicarp Endocarp

Brazilian nut Brazilian nut

Ja a figura 6 mostra os resultados das ligninas soltveis, insollveis e total apos
as diferentes condicbes de hidrolise. Ao contrario dos carboidratos, para a lignina
soltvel os menores tempos reacionais, favorecem os melhores resultados, exceto para
0 ouri¢o da castanha. Da mesma forma, a tendéncia seguiu para a lignina insoltvel

(Klason), na qual os maiores rendimentos foram em condi¢fes menos severas. E como
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lignina total, é o somatdrio das ligninas solUveis e insoluveis obteve-se 0 mesmo
resultado.

Figura 6. Conteddo lignina soluvel, insoltvel e total.
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Esses resultados demonstram o alto potencial dessas biomassas, pois teores
acima de 28% de ART foram encontrados e acima de 30% para as ligninas, o que
sugere fortemente que podem ser usadas em industrias de biorrefinarias.

Na figura 7 estdo os difratogramas de raio-X das amostras brutas e das
amostras extraidas em diferentes tempos de extracdo. Ndo foram observadas grandes
alteracdes entre as amostras. Se observou que, de forma geral, apds a extracdo alguns
picos ficaram mais proeminentes, aumentando o teor de cristalinidade das amostras.

Os dados obtidos mostram que as biomassas apresentaram percentuais de
celulose cristalina que variaram entre 25 e 40,0%; associada, respectivamente, ao
endocarpo da castanha-do-para e ao babagu extraido. Tem sido relatada uma relagdo
entre um maior nivel de cristalinidade e rendimentos de hidrélise, que é dado pelo teor
de carboidratos (ART); isso indica que a faixa de variagdo da cristalinidade afeta o
rendimento das hidrolises. Por exemplo, endocarpo de castanha do Para, com menor
cristalinidade, apresentados também menores teores de ART e glicose, por outro lado,
babacu, com maiores teores de cristalinidade, apresentando também o0s maiores
valores de glicose e ART.
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Figura 7. Difratogramas de raio-X.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos demonstraram que as metodologias do Laboratério Nacional
de Energia Renovavel (NREL) devem ser adequadas para cada tipo de biomassa e para
cada realidade regional, pois uma diferenca consideravel foi encontrada otimizando as
hidrdlises primérias e secundarias.

No processo de extracdo, as biomassas, coco-verde e babacu, obtiveram
melhores resultados quando utilizados tempos maiores de extracdo (24h), enquanto a
biomassa da castanha-do-brasil, tempos menores foram mais eficientes na remocao de
possiveis interferentes. Para os teores de agUcares totais nas biomassas de coco verde,
babacu e ourico da castanha, os maiores rendimentos foram encontrados em condigdes
diferentes das propostas pelo NREL.

A biomassas residuais caracterizada neste estudo, sdo promissoras no contexto
de biorrefinarias. Devido a sua composi¢do quimica, com a producdo de bioprodutos
de alto valor agregado, como também a utilizacdo para destinacdo final adequada

minimizando problemas ambientais e energéticos.
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Absiract — We vastipated the gffect qf the reaction variable (tme) on the axraction and Fydrolysis
process. The dara showed that the methodologie: of the National Renewable Energy Laboratory (NREL)
must be adequate for each Hype of hiomass and each restonal realify. For the contents qf total sugars in the
biomass qf green coconut, babassu and Brazl mut shell epicarp, the highest yields were found under
different conditions from those propozed by NREL [In the fotal Ngnin content. the highest yields obtaimed
ware those proposed by the NREL method for all lomaszes. In the content qf extract for coconut and
babazsu, the use of longer axtraction fime provided greater removal. For the chestmu? fractions, shorier
times led fo higher yields. It is important to note that, with the optimized results, these biomasses can be
used i the production qf high value-added bioproducts with higher yields.

Eanypwords — NREL, babassu, Bragl mut, green coconul.

I INTRODUCTION

Lignocellolosic biomass is one of the most abundant
renewable resources in the world and it is an ecomomdcal
of bio-derived chemical products [1,2]. Due to its hizh
composition of carbobydrates, this type of biomass has
grest potenfial for the prodoction of biofnels and is
considered one of the potential substitutes for fivssil fuels in
the chemical industry [3,4].

Several pretreatment methods have been stodied such
a5 phveical chemicsl phvsical-chemical biolomical and
combined pre-treatments to obtain a greater recovery of
fermentable carbohoydrates from sugar degradation [5,4].
The procedures for implementing these methods are mostly
based on methodologies established by the MNatiomal
Fenewahble Energy Laboratory.

According to the Natiomal FRenewsble Energy
Laboratory [7], the acid hydrolysis oocurs in two-step to
fractionate biomass components. The samples were kept at
30 *C for 1 h in the frst step and autoclaved for 1 boat 120
°C in the second step. For the extractives anslysis, [E] the

reflox for 8-24 hours in 95% ethanol using the Scochlet
apparams is recommended.

possible interferents, that can may affect the hydrolysis
performances [8] The acd hydrobysis is used to comvert
(acid-insoluble Liznin and acid-soloble Hpnin), that can be
used for biorefining industries. Thms, both concentrated
and diluted acid hydrolysis kas been nsed to obtain sugars
free from highly complex pre-reated lignocellnlosic
iomass [9].

However, these methodologies are used for standard
bicmasses from Burope (miscanthms), the United States
(com straw)) or sugarcane bagasse from Brazil [10.11,12].

MNew biomasses from the Amazon region snd the
Cemmade have shown potemtial in the comdext of
bicrefineries, both for their chemical composition and for
the amount of waste zenersted and discarded im the
enviromment [13,14]. Many of these biomasses, such as
cocomat husk, Brazil mot msk, and ouwter shell babassu
endocarp and mesocarp have hizh levels of carbobydrates
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and ligmin which can be converted into high value-added
products [15,16,17,18]

Therefore, this smdy aims fo geiimize the besr
conditions fo maximize yield in exraction and Rydrolysis
md Amazon regions, mainly of their major Constiments
(cellulose, hemicellulose, and lipmin), which have been
imTeasingly employed in biorefiming processes.

I MATERIALS AND METHODS

2.1 Samples
Three typical biomasses from the Cerrado and Amazon
regions of Brazl were properly collected between 2018
and 2019. The evaluated feedstocks were the followmng:
Cocos mucifera (green cocomni, whose mesocaip was
used), Ordyenia phalerata (babasso, whose mesocarp was
used) and Berthollitia excelsa HB E (Brazlian mut, whose
epicarp and endocarp was used). These samples were kept
frozen in plastic bags swaiting the next steps of the
process. After dried at room femperatore, they were pround
in 3 outting mill (MA 380, Marconi) and sieved im an
antomatc sieve shaker (VP-01, Bertel), until particles of

355 pm in diameter (45-mesh sieve).

11 Soxhlet extraction

A Soxhlet extractor was wsed, and extraction cartridges
received 3g of each biomass. Afier that they were covered
with cotton wool and then taken to the extractor, with 190
mL of ethanel (P02, for 8, 12, and 24 hours in refboe [E].

Affter the end of the reflux, the carmidges were taken
and placed on Petri dishes on the counter for 48 hours to be
dried Afier 48 hours, the molsture content of the exiracied
sample was determined again, so that the exiractives
content was caloulated sccording to the weight loss after

23 Acid hydrolysis

The acd hydrolysis step was performed according to
the methodology of the MNational Fenewsble Energy
Laboratory [7] for the determinaton of struchral
carbohydrates and ligmin in biomass. Pressure tubes were
wsed, in which 300 mg of the extracted biomass were
placed, and 3.0 mL (491 g) of HyS50y at 72% (m/m); then,
the tubes were taken to a water bath (TE 056, Technal) for
120 min at 30 °C and shaken every 10 min This is the
primary hydrolysis step. Subsequently, 84 mL of deionized
water was added so that the concentration of sulfuric acid
was reduced o 4% (m/'m); the mbes were then taken o an
sutnclawve (AV 18, Phoenix) for 1 howr at 120 °C
{secondary hydrolysis step).

In oor condiions, we fested two differenmt
methodologies: primary bydrolysis with 60 min and
secondary hydrobysis with 1h, and also primary bydrolysis
with 180 min and secondary bydrolysis with 1.5h

After this step, the hydmolyzed solotion was filtered
cucibles of medium porosity (10 to 15 pm) using a
vaomm punp (MOF-650). The solids retained in the Gler
cucibles were taken to an oven at 105 °C so that the
content of acid-imsoluble residoe (ATF) was determined
and then kept in a mmffle furnace for 4 bowrs at 575 °C to
obtain the acid-insoluble ash (ATA). From the difference
between AIF. snd ATA the content of insoluble lignin —
also known as Elason Ligmin (EL) — was determined. The
filtrate (hydrolysate) contains the acid-soluble lignin (ASL)
and amy other soluble acid components of the biomass,
such as the hydrolyzed sugars.

24 UV specimoscopy

The ASL is detemined wusing a J-Vis.
spectrophotometer (DE. 5000, HACH). The hydrolysate
was placed in a quartz cuvette and diluted when necessary,
and the UV specira were collected using 3 wavelength of
205 nm at molar sbsorptivity of 113 M-*om' [19]. The
‘blank was a solution of Ha50, at 4% (mm).

2.5 Carbohydrate content

The sbsorbance of reducing sogars at 540 mm was
measured m 3 UV-Vis spectrophotometer (Varian, Cary
400:d) to quantify the sugar comtent. Total reducing sugar
(ART) concentrations were calculated based om the
standard curve of D-glucose. The hydrolysate was boiled m
the 3, 5-dinitrosalicylic acid (DIN5) solotion for 5 min and
cooled in an ice-water bath.

A test kit (LAB TEST) was used o messure the
enrymatic activity by the smount of ghocose formed
ghicose oxidase enzyme (GOD/POD) = a flavoprotein
used in these kits, was used for glucose determination. The
reaction is:

Ih)
Crluwose 41— glocenic seid 110 (1)

FUTBear

AT 1 Phere! 4 Arvcresmbmoine

guimime | T4 [.2:'

The analytical procedure was o add to 1.0 mL of the
bydrolyzed sample and 1.0 ml of the enzyme ghicoss
reagent solution. The aliquots formed were taken to a water
bath (37 =C) for 15 min [20]. Afterward, the absorbance of
the samples at 500 Dpm was measmed im a3
spectrophotometer (Varian, Cary ).

2.6 Cellulose, hemicellulose and lignin snalysis

The acid deterpent fiber (ADF) and cold mentral
deterzent (FDM) according to Trgille, Marichal, and
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Carmmiquiry [21], were used to determine hemicellnlose
content, while the lignin was determined by NEEL

2.7 H-may diffraction
Through x-rzy difffaction, the crystallinity reference
on the XRD-7000 Shimadzn diffractometer, with Cu Ea
radistion, 3 voltage of 30 KV, and a corent of 10 mA4 The
sCan Was carried out in the angle ranpe of 5° <28 09 98",

Ol RESULTS AND DISCUSSIONS

Tshle 1 shows the wales of the approximate analysis.
The biomass of babassu and coconut showed percentages
considered low in moisture (=-10%). The fractions of Brazil
muis had higher percentages and may interfere in firbore raw
material handling snd ransport processes [221], also, to
affect combustion processes [23].

The ash percentazes were all low, which is essenfial in
processes involving biorefineries. Both volatile matter and
fived carbon are in lne with what is expected for
lignocelnlosic biomass [16].

Table_ 1 Approximate analysis of Hgmocellulosic liomazs.

) Raw zample
Babassm Green Coconut  Brazil nut shell Braril ot
e mESeCarp mesnCarp epicarp shell endocarp
Motnre T =007 S0 50000 1352070
Arhes 170014 2872004 6.75= 0,49 0,908
Folatile Matter ~ 867+0.14  D07E=028 75004071 77452035
Fived Carbon 4352001 118001 4332001 10,3 =001

As for the extraction process (tsble 2), longer extraction
times (24h) favored the removal of cocomt and babassa
constiments, while in the Brazil mot fractions, shorter times
were more efficient in removing possible interferents. Hizh
lewels of extractives were found for the green coconm

(averaze value of 15.3%), while for the other biomasses,
lowr values were determined (average vahe <3 5%). Thesse
valnes are the following data foumd by other authors
[24,25].

Table I: Extractive yield at dyfferent ttmes.

Analyzis Babassm  Greem Coconmt  Bragil omt Brazil nut
8 MesBCaArp mesocarp shell epicarp  shell endocarp
Extracitves (5h) 2,12 12,16 343 3,33
Extractivas (12k) 1,32 14,13 413 1,53
Extractivas {24k) 237 19,83 159 2,64

methodologies for the comtent of polysaccharides mnd their
respecive monosaccharides were tested and fgure 1 shows
their resulis.

Intermediate tmes in both stapes showed the maximom
cellulose yields, except for the Brazl oot shell epicarp. In
the same way for ART, except for the out shell with the
highest percentage of ART in 1h for both primary and
secondary hydrolysis. Glucose also showed higher yields
in intermediste tmes, except for the Brazl ot shell

epicarp, with higher levels (5.81%) in more drastic
conditions (2h and 1 5h).
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Figure 2 shows the results of soluble, insoluble, and
tots]l lizmin after differemt hydrolysis conditions. Unlike
carbobydrates, for soluble lizmin the shortest reaction
times faveor the best results, except for the Brazl nut shell
epicarp. Also, the trend followed for imsoluble lignin
(Elason), in which the highest yields were in less severe
conditions. The total lignin that is the sum of the soluble
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Fig. 2: Contant of total lignin qfter different conditions.

These results show the high potentisl of these
biomassez, as levels above 28% of ART were found and

above 3% for lismin, which strongly sugmests that they
can be used in biorefineries industries.

Figure 3 chows the X-ray diffractogramc of the raw
samples and the samples extracted at differenmt extraction
times. Mo major changes were observed betwesn samples.
We observed that, in general afier extraction some pesks

The data obtained chow that the biomasses presented
crystalline cellnlose percentapes that vared between 25
and 400%; asssocisted respectively with Brazil mat
endocarp and with babassu extracted (24 and 12h). Has
been reported a rmelation between a higher level of
crystallinity and hydrolysis yields, which is given by the
content of carbohydrates (ART); this indicates that the
variation range of oystmllinity affects the yield of
hydrolyses. For example, Brazil out endocarp, with less
crystallinity, also had lower levels of ART and glucose On
the other hand babassu, with higher levels of crystallinity,
also had the hizhest valies of glocose and ART.
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Fig. 3: Raies-x diffractograms.

V. CONCLUSIOMN

Given these results; we conclude that the NEEL
methodology needs o be adspted for each Lizmocelnlosic
biomass, 85 a considersble difference was foond in
content also needs to be comected for each specific
‘biomass. High levels of polysaccharides were foumd in all
fractions (except for the Brazil nut shell epicarp), shoming
that the residual biomasses of the Amazon region and the
Brazilisn Cemado can provide a range of wvalusble
products.
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