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RESUMO

A informagdo apresentada neste trabalho mostra resultados preliminares da pesquisa na produgdo de hidrolisados enzimaticos
do caule de abacaxizeiro e sua subsegiiente fermentacédo a etanol pela levedura Saccharomyces cerevisiae. O caule do abacaxizeiro
seco e moido (tamanho particula entre 0.84 e 0.42 mm) foi submetido a um pré-tratamento térmico a 100°C durante diferentes tem-
pos antes da sua sacarificacGo com a enzima amiloglucosidase (50 Ul/mg). Quando o caule do abacaxizeiro foi submetido a 100°C
durante 10 minutos, forneceu um substrato mais susceptivel a hidrolise enzimdtica em relagdo ao fornecido pelo caule sem pré-tra-
tamento. Tempos maiores de pré-tratamento a 100°C ndo melhoraram a susceptibilidade do substrato & enzima. A sacarifica¢do do
amido presente inicialmente no caule foi de 71,77%. A levedura Saccharomyces cerevisiae foi capaz de transformar os hidrolisados
do caule do abacaxizeiro obtidos de acordo ac indicado acima, a etanol, sob as condicdes de fermentagcdo de 30°C, pH 3,5 e 50
cpm de agitacdo. A fermentacéo alcéolica foi realizada em meio contendo 1% de extrato de levedura, 1% de sulfato de aménio e
3,3% de aciicares redutores de hidrolisado enzimdtico do caule do abacaxizeiro. Foram produzidos 0,431 g de etanol e 0,044/ g de
biomassa por grama de aciicar redutor consumido. O rendimento alcéolico foi 84,46% do valor tedrico. Na base destes resultados o
caule seco do abacaxizeiro pode proporcionar 282 litros de etanol/ton.

Palavras-chave: Produgcdo de etanol; Sacarificacdo, Residuos agricolas; Saccharomyces cerevisiae.

1- INTRODUCAO

Nos tltimos anos a utilizagdo de residuos agricolas tem si-
do tema de muitos projetos de pesquisa devido a que estes
constituem fontes de matéria prima renovdveis e de grande
potencial para a produgdo de energia’.6,7.

O Brasil € um dos maiores produtores de abacaxi ocupando
em 1983 o terceiro lugar na produgdo mundial. A produgéo
brasileira concentra-se nas regides Nordeste e Sudeste, desta-
cando-se o Estado da Parafba como o maior produtor nacio-
nal, seguido de Minas Gerais, que vem tendo posi¢do de des-
taque no mercado nacionall. Este Estado teve sua produgio
aumentada em cerca de 78% do ano de 1980 a 1984, o que
evidencia o crescente progresso desta cultura®.

O fruto, parte comestivel e comercializdvel, representa
apenas 22,5% do abacaxizeiro sendo os 77,5% restante, fo-
Ihas, caules e raizes, considerados resfduos agrfcolas3.

De acordo com OLIVEIRA & COUTO17 1 hectare de
abacaxizeiro produz 15,4 toneladas de matéria prima séca, ou
seja, soqueira sécd. A importincia de se dar uma utilizagao
a soqueira cresce ao relacionarmos a 4rea plantada de abacaxi-
zeiro em Minas Gerais de 10.436 ha estando 9.198 ha con-
centrados no Tridngulo Mineiro com a producdo de soqueira
de 15,4 t/ha e verificarmos que 160.714 e 141.649 toneladas
de soqueira séca vém sendo consideradas resfduos agricolas
ainda néo aproveitdveis em Minas Gerais ¢ no Tridngulo Mi-
neiro, respectivamente. Este residuo possui uma composi¢@o
quimica rica destacando-se com altos teores de amido, protef-
na e enzimas proteoliticas (bromelinas)3,17.

Trabalhos realizados por MARZOLA & BARTHOLO-
MEW14 ¢ CARVALHO et alii4, demonstram que a parte ve-
getativa e particularmente o caule do abacaxizeiro apresentam
teores de amido elevados préximos ou superiores aos da man-
dioca. CARVALHO et alii4 estudando 17 cultivares de aba-
caxi demonstraram que caules das cultivares “Smooth Ca-
yenne Liso” e “Smooth Cayene Espinhoso” sobressairam com
altos teores de amido préximos a 20%, e que este poderd ser

utilizado como matéria prima para produgio de amido comer-
cial, dlcool etilico e em usos alimentares, porém a qualidade
deste amido, para estas finalidades industriais ainda nio est4
caracterizada, necessitando de estudos nesta drea.

O presente trabalho tem como objetivo realizar experi-
mentos preliminares sobre o aproveitamento do amido do
caule do abacaxizeiro na produgao de etanol, deixando assim
para uma segunda etapa a otimizacao do processo.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — Material
2.1.1 — Microorganismos

A levedura utilizada neste trabalho foi a Saccharomyces
cerevisiae isolado do fermento de panificagdo, mantida em
agar inclinado de extrato de malte (10%) e transferido regu-
larmente para manter a sua viabilidade.

2.1.2 — Caule de abacaxizeiro

O caule de abacaxizeiro foi obtido em Piumhi, MG. Seco a
60°C e mofdo em moinho Arno Mod. AMt 48b até um tama-
nho de particulas entre 0.84 e¢ 0.42mm. Este produto continha
57,46% amido, 9,41% celulose, 14,54% hemicelulose e 2,14%
de lignina em base seca.

2.1.3 — Enzima

_A enzim'a para a sacarificagdo do caule do abacaxizeiro foi
amiloglucosidase da Merck com 50Ul/mg de atividade, a
602C e pH 4.8.

2.2 — Métodos
2.2.1 — Determina¢io do Tempo de Pré-tratamento
Térmico do Caule do Abacaxizeiro
O caule do abacaxizeiro seco e moido foi tratado a 1002C
durante 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos em solugéio tampio
citrato 0,05 M, pH 4,8 (10ml) e uma concentragao de s6lidos
de 1%. Apds estes tempos de aquecimento os tubos foram
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imediatamente esfriados e seu volume ajustado a 10 ml com
solugdo tampao. A seguir foram adicionadas 2,0mg da enzima
amiloglucosidase (100UI) a cada tubo e colocados 4 60°C em
banho maria durante 3,0 horas. O teor de agiicares redutores
antes e apés a sacaﬁﬁcaglao foi determinada pelo método de
SOMOGYT & NELSONI15. O melhor tempo de aquecimento
a 100°C foi determinado tendo como critério a produgio de
agicares redutores.

2.2.2 — Hidrf6lise Enzimiftica do Caule de Abacaxi-
zeiro

A hidrélise enzimdtica do caule do abacaxizeiro consistiu
Do pré-tratamento térmico de uma solugdo 5% (p/v) de caule
do abacaxizeiro seco e moido (entre 0.84 e 0.42mm) em tam-
pao citrato 0,05 M pH 4,8 durante 10 minutos & 100°C. A se-
guir esta solucdo foi esfriada até 60°C e adicionada 100 mg
(5.000 UI) da enzima amiloglucosidase, deixando-a atuar du-
rante 3,0 horas. ApéGs este perfodo o hidrohlisado liquido foi
scparado por filtragdo. A eficiéncia de sacarificag@o foi de-
terminada pela seguinte férmula

(% Amido inicial — % amido final)

Yo Amido inicial S

2.2.3 — Fermentagiio Alcéolica de Hidrolisado Emnzi-
mitico do Caule de Abacaxizeiro
— Preparo do meio de fermentacao:

O meio de fermentacdo foi constitufdo de: 1% de extrato
de levedura, 1% de sulfato de amdnio dissolvidos em 100 ml
de hidrolisado de caule de abacaxizeiro com 3,3% de agiicares
redutores. Posteriormente o conjunto foi autoclavado 15 mi-
nutos & 1212C o pH do meio de fermentagio estéril e frio
ajustado para pH 3,5 com HCI1 2N esitéril.

— Preparo do inéculo:

Uma amostra de 50 ml de meio caldo extrato de malte ino-
culado com S. cerevisiae, foi incubada a 30°C em agitador re-
ciproco (100 cpm) durante 48 horas. Ap6s este tempo € meio
foi assepticamente centrifugado a 5.900 x g durante 3 minutos
a 52C ¢ a massa celular assim obtida, foi lavada por centrifu-
gacdo sob as mesmas condicOes acima descritas, com 20 ml de
solucdo 0,85% NaCL estéril.

Apés a lavagem, a massa celular foi ressuspendida em 10
ml de solugdo salina esterilizada.

— Fermentacio alcdolica:

Frascos erlenmeyers'de 250 ml contendo 100 ml de meio
de fermentacdo descrito acima, foram inoculados com 10 ml
de suspensio de Saccharomyces cerevisiae obtida de acordo
com o item anterior. Os frascos foram incubados em banho
maria 8 30°C e 50 cpm de agitacdo. Amostras de 3,0 ml de
meio de fermentacdo foram retiradas assepticamente para de-
terminacoes periddicas de agtlicares redutores, massa celular e
concentracdes de etanol de acordo com os itens 2.2.4; 2.2.5 e
2.2.6, descritos a seguir.

2.2.4 — Detelminag.iio de Acgiticares Redutores

Os aciicares redutores foram detcrrmnados de acordo com
o método de SOMOGYI & NELSON1

A absorbincia da solucio foi deterrmnada a4 540 nm em es-
pectrofotémetro Perkin Elmer Juinior II1, Coleman 618.

2.2.5 — Determinacio de Massa Celular

As determinagdes de massa celular foram feitas medin-
do-se a absorbidncia de uma suspensdo de células lavadas e
resuspensas. em agua salina (0,85% NaCL) a 605 nm em es-
pectrofotometro Perkin Elmer Junior III, Coleman 618. Os
valores de biomassa em g/l fcram calculados através de curvas
padrao relacionado absorbdncia a 605 nm e peso seco.

2.2.6 — Determinacdes de Etanol
As determinagbes de etanol foram realizadas de acordo
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com o método de KAYE & HAAG!L. O contetido de etanol
da amostra foi extrapolada da curva padrao de etanol absoluto
(2%).

2.2.7 — Determinacio de Amido
As determinagdes de amido foram realizadas de acordo
com o método de hidrélise 4cida de AOAC nimero 3.01716,

2.2.8 — Determinacio de Celulose

O teor de celulose do caule do abacaxizeiro foi determina-
do de acordo com o método descrito por UPDEGRAFF20. O
contelido de celulose da amostra foi extrapolada de curva pa-
drao de celulose

2.2.9 — Determinagio de Hemicelulose
A determinagao de hemicelulose do caule do abacaxizeiro
foi feita de acordo com o método de BAILEY?

2.2.10 — Determinagao de Lignina

A determinagdo de lignina foi realizada de acordo com a
mesma técnica T 222 m-54 recomendada pela “Technical
Association of the Pulp and Paper Industry”, TAPPI

2.2.11 — Determinacio de Umidade
Para a determinacdo de umidade, as amostras foram manti-
das em estufa a 1052C at€ peso constante.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAQO

3.1 — Pré-tratamento térmico e sacarificacdo do caule
do abacaxizeire

O pré-tratamento térmico e sacarificagio do caule do aba-
caxizeiro foi realizado de acordo com o método descrito no
item 2.2.2. O fluxograma da Figura 1 ilustra o procedimento
adotado e as Figuras 2 e 3 os resultados obtidos.

Pode-se observar na Figura 2 que quando o caule do aba-
caxizeiro ndo foi pré-tratado, sua sacarificacdo foi lenta e de
baixa eficiéncia. Isto fica mais evidente ainda na Figura 1, ao
verificar-se que de 114,2 gramas de amido presentes inicial-
mente no substrato, ficam 108,77 gramas no produto ao final
da sacarificacio, o que equivale a um rendimento de sacarifi-
cacdo de 5,35%. Por outro lado, e como conseqiiéncia, do an-
terior, a perda de peso verificada na Figura 1, foi de 27, 14%.
Na Figura 3 pode-se observar o efeito do tempo de aqueci-
mento do substrato na produgio de agiicares redutores pela
acao subseqiiente da enzima amiloglucosidase a 60°C e pH 4,8
(Tampao citrato). Note-se que o substrato se faz mais suscep-
tivel até 10 minutos de aquecimento, ndo verificando-se me-
Ihoras com tempos maiores de aquecimento. Como mostra a
Figura 2, o caule pré-tratado & 1002C por 10 minutos apre-
senta uma sacarificacdo bem mais eficiente do que no caso de
caule sem aguecimento. Assim de um conteddo de amido ini-
cial de 114,2 g, ficaram no substrato ao final de trés horas de
sacarificacdo, 32,44 g de amido o que significa uma eficiéncia
de 71,59%. Como conseqiiéncia disto a perda de peso foi de
68,55% (Fig.1). Sabe-se que a gelatinizagdo do amido aconte-
ce A temperaturas que variam de acordo com o tipo de amido,
o que favorece a hidrélise do mesmo pelas enzimas amiloliti-
cas CRUZ8, LEACH!2 & ROSENTHALL 18 Assim, tem-
peraturas médias acima de 702C favorecem a sacarificagido do
amido, fato este demonstrado na Figura 2.

3.2 — Fermentagio de hidrolisado do caule do abaca-
xizeiro
A fermentagdo do hidrolisado do caule do abacaxizeiro foi
realizada de acordo com o item 2.2.3 e os resultados obtidos
sdo apresentados nas Figuras 4, 5 e 6 . Os resultados da cinéti-
ca de fermentagdo estdo ilustrados no Quadro 1.
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Caule de Absconizéiro seco,
melde { 20 40 ABNT)

2009 (14,2 g Amido)

suspensdo em tompoo
citrato 0.O5 M,pH 4.8
5 % solidos{p/v) L
temperatura de |00°C
durante 10 min.

suspensdo em fampao
citrato 0.05 M, pH 4.8
5% solidas (p/v) a
femperafuro ombiente

Esfriomento. {2i3~307cl
duraste 10 min.
Hidrolise Hidreolize
Enzimatica Enzimatice

temperatura de 60°C
durante 3 horas
Amiloglucosidase : 0.02 g/g
de solidos.

Filtragao Flltragao
T LA SR | ST O TR {
: Hidrolisedo | Hidrolisado J
*-{ Enzimatico | Enzimatico -
———— e e ] L L — —
Residuo Residuo
Insoluvel Insoluvel
Umide Umido

Residuoc Inscluvel Residue Insoluvel
Seca Sece
62,9 ¢ (32,49 Amido) 1457 (108,7g Amido)

BALANGO DE MATERIAL DA FRACAOQ
INSOLUVEL DO CAULE DO ABACAXIZEIRO

QUADRO 1 - Valores cinéticos da fermentagio do hidroli-
sado de caule de abacaxizeiro.

CRESCIMENTO PRODUCAO DE CONSUMO DE

CELULAR ETANOL A(;I:ICAR REDUTOR
hl *gxg'lxh'l ‘**gxg'lxh'l
0,0148 0,1897 0,438

*  Gramas de etanol/grama de levedura/hora.
** Gramas de substrato/grama de levedura/hora.

Como pode ser observado na Figura 4, houve um consumo
lento de agiicares redutores durante as primeiras 2 horas de
fermentagio com uma taxa especifica de consumo de 0.0926 g
agucares redutores X g~ ~ de levedura x nL Apbs este periodo
houve um aumento desta taxa para 0.3593 gx g”" x h™ 7, che-
gando a um médximo as 4 horas de fermentacdo, com um valor
de 0.438 gx g'l x h™! & uma velocidade de consumo de 1.485
g x agicares redutores/hora. Apéds este perfodo esta taxa es-
pecifica de consumo come¢a a diminuir na medida que au-
menta a concentragio de leveduras no meio de fermentagéo,
chegando a valores de 0.0172 g x g'1 x h™! na trigésima
quarta hora da fermentagio. Apoés este periodo de fermenta-
cdo verifica-se também um consumo total de 30,42 g de agl-
cares redutores deixando de serem utilizados 2,92 g de agii-
cares redutores por litro de meio (8,76% do total) ou seja hd
um aproveitamento de 91,24% dos agficares presentes ao ini-
cio da fermentagao.

Na figura 5 pode-se observar que a produgio de etanol do
hidrolisado enzimdético do caule do abacaxizeiro esté associado
com a velocidade médxima de consumo de substrato. A con-
centragio do etanol atingiu um valor méximo de 13.1 g/l ap6s

26 horas de fermentagio, e em seguida apresenta uma tendén-
cia a diminuir. Este fendmeno tem sido observado por outros
pequisadores que além de atribuirem esta diminui¢ido na con-
centracdo de etanol a um processo de assimilagdo oxidativa
por parte da levedura, sugerem perdas por evaporagio do eta-
nol produzido (MALESKA & SCHNEIDER!3). A maior
velocidade de produgio de etanol, 0,626 g/h foi verificada no
periodo de 3 & 19 horas de fermentacdo com uma taxa especi-
fica mdxima de aproximadamente 0,1897 g de dlcool x g'l de
levedura x h™! (as duas horas de fermentacdo). Esta taxa es-
pecifica foi mantida com pouca variagdo até as 6 horas de
fermentacdo onde a taxa foi de 0,1794 g x g'l x h™L. Consi-
derando a produgio de etanol durante 26 horas de fermenta-
¢do e o consumo de agticares redutores no mesmo periodo de
28,74 g as gramas de etanol produzidas por cada grama de
aglicar redutor consumido pela levedura correspondeu a
0,456. Assumindo que, o rendimento tedrico de transforma-
¢do de glicose a etanol € de 0,51 g de etanol/g de glicose e
considerando-se o consumo de 28,74 g de agtcares redutores
nas 26 horas de fermentacdo onde acontece a médxima con-
centracdo de etanol (13,1 g/L), o rendimento de producdo de
etanol durante a fermentacio no hidrolisado do caule foi de
89,37% do valor tebrico.

Estes valores sdo considerados normais e compardveis aos
obtidos por GONG et alii10 utilizando a Saccharomyces cere-
visiae. Segundo esses pesquisadores, 90% da glicose foi con-
sumida pela levedura nas primeiras 24 horas de fermentacao e
a produgao de Etanol em meio contendo 6% de glicose, foi de
2.85% (p/v).

A Figura 6 mostra o crescimento celular com a formacao
de 1.55 g apds a trigésima quarta hora de fermentacio.
A Saccharomyces cerevisiae apresentou uma taxa de cresci-
mento especifico de 0,0148 h™ 1 1o infcio da fermentacio, a
qual foi caindo lentamente durante as primeiras 6 horas de
fermentagdo quando atingiu uma taxa de 0,0138 h~1. Na tri-
gésima quarta hora de fermentagio esta taxa foi de 0,00996
h™'. Pode-se observar na Figura 6 gue o crescimento foi
constante, a razio de 0,048 g/h, durante o tempo que durou a
fermentagio. A formagdo de massa celular em fungdo do
consumo de substrato foi de 0,0509 g de levedura por g de
agiicar redutor consumido, 0 que estaria indicando que o
substrato est4 sendo utilizado principalmente para a produgao
de etanol. Considerando-se que a c€lula de levedura apresenta
na sua composi¢io entre 45 - 50% de carbono em base seca,
verificou-se que 5,8% dos agiicares redutores foi destinado
a formacio de biomassa e 77% destes agticares foi destinado
para a formacdo de etanol. O reste ndo foi utilizado (8.76%)
ou foram destinados & formacdo de outros produtos (8.37%).
Para todos os fins, os agticares presentes no hidrolisado de
caule de abacaxizeiro, sdo considerados como glicose, seja
pela especificidade da enzima, seja pela prépria composigao do
caule.

4 — CONCLUSAO

Com base nestes resultados e tendo-se em conta as restri-
¢bes experimentais, pode-se concluir que o rendimento de
produgdo de etanol aproveitando o hidrolisado caule do aba-
caxizeiro como substrato, seria de 282 L de etanol/ton. de
caule seco.

Considerando-se que estes resultados correspondem a fase
inicial de projetos por nds realizados, cabe ressaltar que outros
trabalhos vem sendo elaborados visando melhores condicbes
de sacarificagdo estudando principalmente as etapas de pré-
tratamento do caule do abacaxizeiro.
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ABSTRACT

The preliminary results obtained in the study on the production of enzymatic hydrolysate from pineapple plant stem and its fer-
mentation to ethanol by the yeast Saccharomyces cerevisiae are presented. The dried and milled (40 mesh screen) plant stem was
pretreated at 100°C for 10 min. in 1% aqueous solution before its saccharification with amiloglucosidase (50 IU/mg). Starch saccha-
rification yield was 71.77%. The alcoholic fermentation was performed on the hydrolysate (reducing sugar content: 3.3% d.w.) with
the addition of 1% yeast extract, 1% ammonium sulphate. The yeast Saccharomyces cerevisiae was able to transform the substrate to
ethanol at 30¢ pH 3.5 and 50 cpm of agitation. For each gram of reduced sugar, 0431 g of ethanol and 0.0447 g of biomass were
produced. The alcoholic yield was 84.46% of the theoretical value. In view of these results, it is concluded that the pineapple plant
stemn could yield 282 Liters of ethanol/ton.

Key words: Erhanol production; Saccharification; Agricultural wastes; Saccharomyces cerevisiae.
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