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PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DE TORTA DE MAMONA (Ricinus communis L.) E AVALIACAO DA LETA-
LIDADE DA TORTA HIDROLISADA PARA CAMUNDONGOS
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ETHANOL PRODUCTION FROM CASTOR BEAN CAKE (Ricinus communis L.) AND EVALUATION OF THE LETHALITY
OF THE CAKE FOR MICE. The castor bean cake is rich in starch (48 + 0.53%) and bears a problem linked to the occurrence of a
toxic protein (ricin). The chemical hydrolysis (ratio solid:liquid = 1:6; H,SO,= 0.1 mol L'; 120 °C; 40 min) generated a medium
with 27 g L' of reducing sugars (hydrolysis efficiency= 32%). The hydrolyzed product was fermented and produced 11 g L' of
ethanol (volumetric productivity=1.38 g L' h'' and ethanol yield on substrate consumed=0.45 g g'). In vivo experiments (DL50)
revealed a reduction of roughly 240 times in the CBC toxicity (2.11 pg g™).
Keywords: castor bean cake; acid hydrolysis; ethanol.
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A pesquisa e o desenvolvimento no setor de combustiveis obtidos
de fontes renovaveis sdo responsaveis por uma crescente demanda por
biomassas de origem vegetal."! O uso de sementes de mamona (Ricinus
communis L.) para extra¢do de 6leo e emprego na producdo de biodiesel
¢ responsdvel pela geracdo didria de toneladas de um residuo sélido
proveniente da prensagem das sementes, a torta de mamona.> Esse
residuo possui alto teor de proteinas e € produzido na propor¢io de 1,2
t por tonelada de 6leo extraido,’ o que corresponde a 55% do peso
médio das sementes, valor que pode variar de acordo com o teor de
6leo da semente e do processo industrial de extracdo do dleo. Segundo
algumas projecdes, espera-se uma producdo de até 20000 t anuais de
torta de mamona associada a inddstria do biodiesel.* Esse residuo,
embora rico em proteinas, nao pode ser usado na alimenta¢do animal
e exige cuidados com a manipulacdo devido a toxicidade atribuida a
peptideos alergénicos presentes nas sementes.’ Por outro lado, a torta
de mamona traz consigo potencial emprego na geracdo de bioetanol,
por conta de seu alto teor de amido.®

A cultura da mamona sempre foi considerada uma atividade
de pequenos produtores, especialmente na regido de clima semi-
arido do Brasil. No entanto, algumas ac¢des do governo brasileiro
vém mudando esse cendrio. Através de estimulos para a cultura da
mamona no Nordeste do Brasil, o governo pretende criar condi-
¢oes para o desenvolvimento da regido. Nesta parte do Brasil, hd
quase 4 milhdes de ha com caracteristicas edafo-climdticas apro-
priadas, onde se alcancgaria o rendimento de até 1,5 t de sementes
por hectare, enquanto a média anual é de apenas 750 kg.*

O uso da torta de mamona como matéria-prima para producdo
de bioetanol atende a uma tendéncia de integracéio dos processos de
obtencdo de etanol e biodiesel, pois de acordo com estudos em an-
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rificacdo do déleo de mamona em biodiesel, se forem gerados 160 L
de etanol para cada 1000 kg de torta de mamona produzida com a
prensagem das sementes, 0 processo de conversdo quimica do dleo
extraido em ésteres etilicos tornar-se-ia auto-suficiente em relagdo a
demanda de etanol. Ademais, o uso da torta ainda observa as Diretri-
zes de Politica de Agroenergia 2006-2011 brasileiras (Ministérios da
Agricultura, das Minas e Energia e da Ciéncia e Tecnologia; versdo
0.01 de 6/10/2006), que demandam por aproveitamento e valoriza-
¢do dos residuos da inddstria do biodiesel, elevando a condigdo de
co-produto o residuo da extra¢@o do dleo das sementes de mamona.
Com vistas ao aproveitamento da torta de mamona como fonte de
acucares fermentdveis para produciio de bioetanol e a formulacdo de
tratamento adequado para a destoxificacio deste residuo para uso como
matéria-prima na industria de racdo, € apresentado neste trabalho re-
sultado de fermentabilidade do mosto obtido por sacarificagdo quimi-
ca do amido da torta de mamona e andlises de toxicidade (expressa em
DL, ) do residuo sélido gerado sob condi¢des pré-estabelecidas.”

PARTE EXPERIMENTAL
Torta de mamona

Esta biomassa foi fornecida pela Petréleo Brasileiro S.A.
(PETROBRAS). O residuo sdlido triturado, obtido de processos de
producdo de biodiesel, passou por secagem durante 24 h sob tem-
peratura de 60 °C em estufa.
Analise do teor de amido da torta de mamona

O percentual de amido presente na biomassa foi determinado,

em base seca, de acordo com a metodologia enzimdtico-
colorimetrica para determinacdo de amido em graos que contém
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amilose e amilopectina.®® Amostra com 1,0 g de massa foram sub-
metidas, em triplicata a hidrélise enzimadtica e o teor de amido foi
calculado com base na quantificagdo da glicose liberada.

Obtencio do hidrolisado acido

A hidrélise quimica em triplicata foi realizada em frascos conicos
de 250 mL contendo 10,0 g de torta de mamona seca e solucdo de
H,SO, 0,25 mol L' (relacdo sélido-liquido 1:6) . O processo
hidrolitico transcorreu durante 40 min a 121+2 °C em autoclave de
4000 W (Fabbe-Primar®, Brasil). Essas condi¢des experimentais sao
decorrentes de estudos de hidrdlise da torta com uso de metodologia
multivariada, onde foram avaliados os efeitos de tempo, temperatu-
ra, razdo sélido/liquido e concentragdo de acido.”

Analise de toxicidade (DL50 %) da torta de mamona e do
residuo sélido apos a hidrolise

As andlises da toxicidade por determinagdo da DL, , tanto para a
torta in natura quanto para o residuo sélido derivado do processo
hidrolitico, foram realizadas em camundongos Suigos brancos SW-
55. Os residuos sélidos avaliados foram triturados em gral de vidro.
Massas correspondentes a 5,0000 + 0,0050 g de cada amostra foram
transferidas quantitativamente para frascos de erlenmeyer com au-
xilio de 80 mL de solugdo salina estéril pH 6,5-7,2. Apds processo
de dissolug@o em ultra-som, por 30 min, as suspensdes foram
mantidas em repouso, por uma noite, sob refrigeragdo a 4 °C para
decantagdo dos solidos. O sobrenadante de cada frasco foi filtrado
individualmente através de papel de filtro Whatman n° 1 e os filtra-
dos, recolhidos em frascos erlenmeyers com tampa. Aos sélidos de-
cantados foram adicionados mais 20 mL de solugdo salina,
centrifugados 2 vezes em centrifuga analitica por 15 min a 1300 rpm
e recolhidos os sobrenadantes obtidos, ap6s filtragdo, em seus res-
pectivos frascos. O pH dos filtrados, quando necessario, foi corrigi-
do para a faixa de 6,5 a 7,2. As amostras filtradas foram diluidas (10-
1,102, 107 e 10*), novamente filtradas em filtro Millipore RC 25
0,45 1 e inoculadas em volumes de 0,2 mL por via intra-peritoneal
em lotes de 10 animais. As mortes dos animais foram registradas
nos periodos de 48 e 96 h. O niimero total de animais utilizados no
foi de 210 camundongos com peso médio de 20 g, dos quais 10
foram utilizados para controle. Ap6s o perfodo de observacio, a DL
foi calculada conforme o Método de Reed e Muench.!

Processo fermentativo

Como mosto, foi usada a fra¢do solivel obtida apés a etapa
hidrolitica. O mosto teve o pH corrigido para 5,0 com uso de
hidréxido de célcio hidratado. As fermentagdes foram realizadas
em biorreator instrumentado modelo Biostat® (B.Braun Biotech
International) com volume nominal de 2,0 L. O sistema nio aerado
foi mantido sob agitacdo de 100 rpm durante 8 h a 33 °C. Como
agente fermentador foi utilizada a levedura Saccharomyces
cerevisiae a uma concentragdo de 10 g L.

Métodos analiticos

Para realizacdo das andlises do processo fermentativo, foram
amostradas aliquotas de 1,0 mL em intervalos de 1 h. As amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 5 min. O sobrenadante
seguiu para a quantificagdo de agucares e etanol. A biomassa
centrifugada foi ressuspensa ao volume original com agua destila-
da e quantificada através da leitura de absorbancia em espectro-
fotdmetro (Spectrumlab modelo 22PC) a 570 nm com posterior
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correlagdo com curva de calibragdo que relaciona biomassa, em g
L', com absorvancia (y= 2,03x; R>= 0,9954).

O sobrenadante, apds filtragdo em membrana de acetato de celu-
lose (Millex™ 0.22 p, Millipore) e dilui¢do de 10 vezes com dgua
destilada, foi analisado utilizando o equipamento de cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (CLAE) da Waters® Corporation, contendo
o sistema de bombeamento modelo 510 (Waters), injetor Rheodyne,
detector de indice de refragdo modelo 2487 (Waters) e integrador
HP 3390A (Hewlett Packard). Foi utilizada a coluna de troca idnica
Aminex® HPX-87P (BioRad®). Como fase mével foi utilizada dgua
deionizada a uma vazdo de 0,6 mL min sob pressao de 500 psi. As
amostras foram injetadas através de loop de 5 UL. As temperaturas
do forno e do detector foram de 80 e 40 °C, respectivamente. Agtica-
res e etanol foram quantificados com base em padrdes externos.

Paralelamente, os agticares redutores totais foram analisados pelo
método do 4cido dinitro-salicilico (DNSA)."" As leituras foram rea-
lizadas em espectrofotometro com comprimento de onda de 540 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anilise do teor de amido da torta de mamona foi fundamen-
tal para o estabelecimento de todas as correlacdes massicas e de-
terminag@o dos rendimentos de hidrélise e de fermentagdo. A torta
de mamona apresentou um teor de amido igual a 48 + 0,53% (m/
m). Isso significa, considerando um processo hidrolitico com efi-
ciéncia de 100%, que a hidrélise de 100 g de torta pode gerar 53 g
de glicose. Esta quantidade de glicose, apds fermentagao, pode gerar
até 25,3 g de etanol por 100 g de torta de mamona.

Na condigdo hidrolitica trabalhada, empregando 4cido sulfuri-
co a 0,25 mol L', temperatura de 120 °C, tempo de hidrélise de 40
min e razdo sélido: liquido de 1:6, foi obtido um hidrolisado con-
tendo 28,5 + 1,3 g L' de acucares redutores totais. Isso significa
que a eficiéncia do processo hidrolitico foi de 32,2% ou que foram
produzidos 17,1 g de agticares redutores por 100 g de torta. Esse
valor é compativel com a concentragdo de actcares redutores obti-
da em estudos recentes de hidrélise dcida de biomassas residuais
(20,9 a 40,3 g L' de acicares) e guarda relacdo com as varidveis
concentragdo de dcido sulfirico, tempo e temperatura de hidrélise."

A andlise cromatogrédfica do hidrolisado revelou a existéncia
de outros actcares além da glicose e a presenca de hidroximetil-
furfural (Tabela 1). Todos os acicares identificados cromato-
graficamente no hidrolisado sdo passiveis de fermentagdo por S.
cerevisiae e, portanto, conversiveis a etanol.”* A presenca de 0,51 g
L' de hidroximetil-furfural, um reconhecido agente inibidor do
processo fermentativo, ndo interferiu na fermentacido conduzida
com Saccharomyces cerevisiae, tendo sido observada a completa
conversdo dos agticares redutores apés 8 h (Figura 1). A produtivi-
dade volumétrica (Q,) do processo fermentativo foi igual a 1,38 g
L' h', sendo atingida uma concentra¢do de 11 g L' ao final do
processo, o equivalente a um rendimento (Y, ) de 0,44 g g'. O
vinhoto obtido apds a destilagdo do etanol presente no mosto fer-
mentado, de acordo com testes de toxicidade expresso em IC,,
ndo se mostrou toxico.” A partir desses resultados e da eficiéncia
de 32,2% observada na hidrélise 4cida, podemos projetar um ren-
dimento de cerca de 102 L de etanol por tonelada de torta de mamona
processada, o que corresponde a 64% do etanol demandado na eta-
pa de transesterificacdo do 6leo de mamona para obtencdo dos
ésteres etilicos.

A avaliagdo da dose letal em camundongos (DL,)) para solu-
¢oes de peptideos alergénicos extraidos da torta de mamona e do
residuo sélido, obtido apds a hidrélise, mostrou que o tratamento
com H,SO,, na temperatura e tempo estabelecidos para a hidrélise
do amido, foi responsdvel pela reducio, em pelo menos 237 vezes,
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Tabela 1. Composicio de actcares e hidroxi-metilfurfural presentes
no hidrolisado quimico da torta de mamona analisados por CLAE

Quim. Nova

Tabela 3. Determinacdo da DL
obtido apds hidrélise dcida

5, Para amostras do residuo sélido

Analitos Tempo de retengdo Concentragdo (g/L)
Glicerol 18,32 0
Frutose 16,2 9,05
Glicose 10,38 13,46
Maltose 10,05 0

Etanol 15,57 0
Sacarose 9,98 5,49
HMF 28,5 0,51

Total —_ 28,51

Diluicao Resultados Acumulados
Animais Animais Totais Mortalidade
Mortos Vivos (%)
10 0 50 50 0
103 0 40 40 0
102 0 30 30 0
10! 0 20 20 0
Niao 0 10 10 0
Diluida

HMF - hidroxi-metilfurfural
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Figura 1. Perfil cinético obtido para a fermentagdo alcodlica do hidrolisado
quimico da torta de mamona

da letalidade da torta de mamona in natura (Tabelas 2 e 3), ndo
resultando em morte de camundongos em periodo de até 96 h. A
destoxifica¢do da torta de mamona submetida a hidrélise por H,SO,
a alta temperatura pode ser atribuida a hidrélise e/ou desnatura¢do
térmica dos peptideos téxicos da mamona, mormente a ricina, a
ricinina e CB-1.%13

Podemos, assim, considerar que o subproduto sélido da hidrdlise
dcida da torta de mamona, majoritariamente constituido por fibras e
proteinas,'® apresenta potencial emprego na composigéo de racdes.!’

Tabela 2. Determinagdo da DL, para amostras de torta de mamona
in natura

Diluigdo Resultados Acumulados

Animais Animais Totais Mortalidade

Mortos Vivos (%)
10 0 22 22 0
103 0 12 12 0
102 8 2 10 80
10 18 0 18 100
Nao 28 0 28 100
Diluida

A DL, calculada entre as dilui¢des 107 e 10~ segundo o método
de Reed e Muench, resultou no fator de diluicdo x = [(80-50) /
(80-0)] = 0, 375 que, adicionado ao coeficiente da dose mais alta
(107), resultou na dilui¢do de 10>”. A DL,  da amostra ‘torta de
mamona in natura’, correspondente a uma dilui¢do de 1/237,
equivale a concentracdo de 2,11 ug/g de animal.

Nio houve nenhuma morte nos ensaios realizados com o residuo
sdlido obtido com a hidrélise dcida. Portanto, a DL estd acima da
concentragdo da amostra “Nédo Diluida” com toxicidade maior que

500,0 ug/g de animal.

CONCLUSOES

A torta de mamona, além de mostrar-se apta como matéria-
prima para produgdo de etanol, sofreu um efeito colateral através
do processamento hidrolitico, sob condi¢des 4cidas, que a tornou
isenta de letalidade quando testada em camundongos. Esse resul-
tado indica a possibilidade do uso do residuo sélido obtido pds-
tratamento hidrolitico como matéria-prima para o fabrico de ra-
¢oes. Essas informacdes permitem propor um modelo industrial
onde estejam integrados processos de extragdo de 6leo de mamona,
esterificacdo etilica com o dlcool produzido a partir do residuo da
extra¢do do 6leo de mamona e a destinagdo do residuo sélido do
processo de sacarificagdo quimica da torta de mamona para o fa-
brico de ragdo.
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