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"O tempo inconstante transforma as coisas mais sem importancia em elevadissimas".
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RESUMO

A comunidade cientifica vem buscando novas matrizes de fontes renovaveis para a
producdo de etanol. A semente de abacate possui cerca de 20% de amido de sua massa
total. A hidrolise de amido resulta em acgucares fermentdveis por cepas de
Saccharomyces cerevisiae, cujo produto da fermentagdo é o etanol. O amido pode ser
hidrolisado por 4cidos, bases e enzimas. Estudos realizados anteriormente mostraram
que a hidrolise enzimatica produziu em média 26,01 litros de etanol por tonelada de
semente. No presente trabalho, analisou-se a eficiéncia da hidrdlise quimica anterior a
enzimatica e a conseqiiéncia da utilizacdo de sementes dormentes. Avaliou-se a variagao
do grau Brix em cada etapa de hidrolise e determinou-se a concentracdo de etanol
produzido ao final do processo através da cromatografia gasosa. A hidrolise quimica
seguida da enzimatica mostrou-se ser eficaz produzindo até 61,8 L.ton". A utilizacdo de
sementes dormentes ndo foi significativa para o aumento do grau Brix. O caro¢o de
abacate demonstrou-se ser uma fonte renovavel alternativa para produgdo de etanol.

Palavras-chave: Semente de abacate; hidrolise acida e alcalina; hidrolise enzimatica;
fermentac¢do; produgdo de etanol.



ABSTRACT

New patterns from replaceable sources have been searched by scientific community to
ethanol produce. The seed of avocado has thereabout 20% of starch. The starch
hydrolysis results fermentable sugars by Saccharomyces cerevisiae, and the ethanol is
the major product of fermentation. The starch can be hydrolysed by acids, basis and
enzymes. Previous studies showed that enzymatic hydrolysis can produce 26,01 liter of
ethanol per ton of seed. At the present work, we analyzed the chemistry hydrolysis
efficiency before the enzymatic hydrolysis and the use of dormant seed consequence.
The Brix rate variation at each stage was evaluated and the ethanol concentration was
determined with gas chromatograph technique. The chemistry hydrolysis with
subsequent enzymatic hydrolysis was effective, producing until 61,8 L.ton. The use of
dormant seeds wasn’t significative to raise the Brix rate. The seed of avocado
demonstrated to be an alternative replaceable source to ethanol produce.

Key-words: Seed of avocado; acid and alkaline hydrolysis; enzymatic hydrolysis;
fermentation; ethanol production.
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1. INTRODUCAO

1.1. Biomassa como alternativa ao petréleo

E evidente que a economia mundial atualmente depende do petroleo, porém
verifica-se uma grande instabilidade dos precos e do fornecimento devido a
problematica geopolitica. O petroleo como fonte de energia ndo ¢ renovavel e suas
principais fontes de extracdo estdo localizadas em d4reas de permanente conflito
(CARVALHO, 2002). Assim a comunidade cientifica vem buscando formas
economicamente vidveis de obtencao de fontes renovaveis de energia.

A implantagdo do Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL) na década de
1970 tornou o Brasil o primeiro pais a adotar a bioenergia em larga escala. Nesta época,
os precos do petrdleo mais do que triplicaram e houve um risco de superproducdo de
acucar podendo acarretar no declinio das margens de lucro do setor.

O Brasil pela sua imensa extensao territorial, associada as excelentes condi¢cdes
de seu solo, ¢ um perfeito territdrio para a produ¢do de biomassa. Esta vem sendo
focada como uma fonte alternativa de energia, uma vez que ¢ um recurso renovavel,

fixa CO2 atmosférico através da fotossintese e completa o ciclo do carbono

(McKENNDRY, 2002). Além do mais, a queima de combustiveis fosseis possui um
teor de enxofre e de particulados maior que os combustiveis originados da biomassa,
sendo, portanto mais poluente que o etanol e o biodiesel (CHURIN & DELMON,

1989).
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1.2. Producao de etanol a partir do caro¢o de abacate

O abacateiro ¢ cultivado em quase todas as regides tropicais e subtropicais do
mundo. Em 2004, o Brasil ficou em quarto lugar no ranking tendo produzido 173 mil
toneladas em area de 12 mil hectares. O México € o maior produtor e exportador de
abacate e a Franca, o maior importador. Assim, maior parte da produgdo brasileira ¢
destinada ao mercado nacional (FRANCISCO & BAPTISTELLA, 2005).

A regido brasileira em que ha maior producdo ¢ a Regido Sudeste, seguida pela
Nordeste e a Sul. As diferengas nos rendimentos agricolas entre os Estados devem-se,
principalmente, as formas de cultivo, tratos culturais e diversidade de cultivares em
funcao das preferéncias dos consumidores (FRANCISCO & BAPTISTELLA, 2005).

Sao conhecidas mais de 500 variedades, de trés origens diferentes: a
guatemalteca, a antilhana e a mexicana. Esta fruta, quando ‘“verde”, possui o caroco
envolvido por um tegumento espesso, carnoso e de coloragdo branca, e a medida que ela
amadurece, este tegumento encolhe e adquire coloragdo marrom (BLEINROTH &
CASTRO, 1992). As cultivares existentes apresentam frutos com as mais variadas
formas, tamanhos e pesos, assim como, diferente propor¢des de casca, polpa e carogo.

Segundo Maranca, 1978, a fruta contém vitaminas lipossoluveeis como as
vitaminas A;, B, e B,. E eficaz na prevencio e tratamento de algumas doengas como a
hiperplasia prostatica, cancer e distirbios de colesterol (TANGO, et al., 2004). As
qualidades organolépticas, o valor nutritivo e a riqueza em vitaminas justificam a
expansao do seu consumo (OLIVEIRA et al., 2000) .

O oleo de abacate apresenta de 60 % a 84 % de acidos graxos insaturados e tem

como principais componentes os acidos oléico, palmitico, linoléico e palmitoléico.
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Devido o alto teor de 6leos totais, podendo chegar a 2800 L ha”, o abacate ¢ uma
matéria-prima promissora para a producao de biodiesel (JAKUBASZKO, 2006).

A tendéncia global do aumento do consumo e processo industrial do abacate
problematiza o descarte dos carocos. Isto leva ao aumento de insetos e roedores além da
perda econdOmica transportando-se os subprodutos da industrializacdo a &reas de
deposito (FERRARI, 2004).

No trabalho realizado por Tango, Carvalho e Soares (2004) foi realizado um
estudo das composicdes quimicas dos carogos de 15 variedades de abacate. O teor de
cada composto pode ser visto na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢dao quimica em porcentagem das sementes de abacate analisadas de diferentes
espécies. (TANGO, CARVALHO e SOARES 2004).

Composicao Quimica®(%6)

Variedades - Residuo - Proteina . - Substéancias - 2

Umidade Mineral Lipideos Bruta Fibra Amido Fendlicas Carboidratos
Anaheim (An) 60,3 0,6 0,8 1,7 1,7 23,1 5,7 6,1
Carlsbad (Ca) 57,7 0,6 1,0 1,6 1,6 25,8 2,7 9,0
Fortuna (Fo) 65,7 1.8 0,7 2,1 3,1 17,7 3.8 5,1
Fuerte (Fu) 56,3 0,9 0,7 2,0 1,5 24,7 3,2 10,7
Hass (H) 53,6 0,9 0,8 1,6 1,6 29,0 3,1 9,1
Linda (L) 60,8 0,4 0,9 2,1 1,7 23,8 2,8 7,5
Quintal (Q) 65,6 1,1 1,0 2,3 1,8 12,8 3.8 11,6
Sinaloa (Si) 65,8 0,5 1,1 1,9 1,3 14,7 3,3 11,4
Vitoria (V) 59,3 0,7 0,5 2,2 1,2 22,6 2,3 11,2
Wagner (Wg) 55,5 1,0 0,8 2,0 2,4 25,5 3,7 9,1
Westin (We) 65,1 0,5 0,6 1,9 1.4 17,8 3,3 9,4
Wi‘(lal,‘l.’lws)son 64,7 0,5 0,5 2,0 13 190 2,7 9,3
MEDIA 61,9 0,8 0,8 2,0 1,7 20,1 3,4 9,3
Ccv (%)3 9,8 46,3 27,4 19 33,1 32,3 25,2 22,8

'Médias de 3 determinacdes Analiticas

*Nesses valores nao estdo incluidos os teores de amido e fibra; calculados usado a formula: (100% - soma
dos demais componentes quimicos).

*Menor ou maior coeficiente de variagdo indica menor ou maior variabilidade do componente analisado
em relagdo ao germoplasma
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Apesar de as variedades de abacate possuirem diferentes tamanhos e massas dos
frutos e sementes, os teores de amido variam entre 7,8 % e 29,3 %, tendo 20,1 % como
média geral. As sementes dos frutos das cultivares ricas em oOleo nas polpas
apresentaram teores de amido acima da média geral. Houve uma alta correlagdo linear

negativa entre os teores de amido e de umidade encontrados nos carogos dos frutos

(Figura 1).
30
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Figura 1. Regressao linear dos teores de umidade e de amido encontrados nos carogos dos frutos de
abacate. As variedades como os valores plotados correspondem a Tabela 1 (TANGO, et al., 2004).

O carocgo de abacate pode ser uma fonte alimenticia para animais monogastricos
se as substancias fenolicas presentes forem extraidas com etanol devido a sua toxidade
(ICHIMARU et al., 1982).

Os carboidratos, como o amido e a celulose, presentes principalmente nas
c¢lulas das sementes dos frutos, podem ser hidrolisados enzimaticamente ou através de
acidos ou bases fortes e diluidos, formando agucares fermentaveis por leveduras que
metabolizam sacarideos e excretam etanol como produto de seu metabolismo.

O teor de amido presente na semente do fruto mostra que sua utilizagdo para

producdo de etanol torna-se vidvel, ja que os granulos de amido no caroco de abacate
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apresentam tamanhos proximos aos granulos presentes no milho, sendo este a principal

matéria-prima na produgdo de etanol nos Estados Unidos (SILVA, 1995).

1.3. Amido e celulose

A maioria dos carboidratos encontrados na natureza ocorre como
polissacarideos, formados por um numero elevado de monossacarideos. Alguns
homopolissacarideos, polissacarideos que contém apenas um tUnico tipo de unidade
monomeérica, servem como forma de armazenamento de monossacarideos empregados
como combustiveis pelas células, por exemplo, o amido (LEHNINGER, 2002).

O polissacarideo de armazenamento mais importante nas células vegetais ¢ o
amido que ocorre intracelularmente como grandes agregados ou granulos. A maioria das
células vegetais tem a habilidade de sintetizar o amido, porém ele ¢ especialmente
abundante nos tubérculos e nas sementes (LEHNINGER, 2002). Sua forma¢ao ocorre
devido as atividades combinatorias de algumas enzimas tanto nas organelas
fotossinteticamente ativas quanto nos amiloplastos de 6rgaos de reserva (FRANCO et

al., 2001).

Granulos de amido

Figura 2. Microfotografia eletronica dos granulos de amido (LEHNINGER, 2002).
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O amido possui areas cristalinas com um alto nivel de organiza¢do que mantém
a estrutura do granulo, controlam o seu comportamento na presenca de a4gua e os tornam
mais ou menos resistentes aos ataques quimicos enzimaticos. Ja4 a zona amorfa dos
granulos ¢ menos densa e mais suscetivel aos ataques enzimaticos (BILIADERIS,
1991).

O amido ¢ formado por dois componentes, a amilose e a amilopectina. A
amilose ¢ constituida por centenas de moléculas de D-glicose associadas entre si de
forma ndo ramificada. A existéncia de ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4 confere a
cadeia de amilose uma estrutura na forma de hélice. No caso da amilopectina, as cadeias
principais sdo formadas por moléculas de D-glicose que formam ligacdes do tipo a-1,4,
porém possuem pontos de ramificacdo que se ligam através ligacdes do tipo a-1,6
(CARRAPICO, 2002). Essa caracteristica a torna menos suscetivel a acdo de algumas

enzimas do que a amilose (FRANCO et al., 2001)

‘CH,0H

“H;OH
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O

Extremidade
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Figura 3. O dois polissacarideos do amido, a amilose e a amilopectina (LEHNHINGER, 2002).
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A celulose, principal constituinte das paredes celulares dos vegetais, também ¢
um homopolissacarideo, formado por unidades de D-glicose e ndo-ramificado, como a
amilose. De acordo com Reid (1997), o grau de polimerizacdo da celulose de parede
primdria varia de 2.000 a 6.000 residuos de D-glucose. As moléculas de celulose se
mantém unidas por pontes de hidrogénio e outras forgas ndo-covalentes formando
microfibrilas, as quais estdo embebidas numa matriz ndo-celuldsica que contém uma
mistura de outros polissacaridos: as hemiceluloses e as pectinas (CARRAPICO, 2002).
As microfibrilas possuem alta resisténcia eldstica, sendo pouco soluveis tanto em
solventes aquosos como em organcos e resistentes a ataques de reagentes inorgancios,

como acidos, ou organicos, como enzimas.

Disposicdo cristalina das
moléculas em uma Microfibrila
micela

Moléculas individuais

de celulose
_

Polissacarideos
(outros além
da celulose)

Figura 4. Representagdo do complexo de macrofibrilas (FARABEE, M.J., 2002, modificado).

A diferenga entre o polissacarideo amilose e celulose ¢ o tipo de ligacao
glicosidica. Na amilose a ligagdo ¢ do tipo (al—>4) enquanto na celulose ¢ do tipo
(B1=>4). Essa diferenga confere aos dois polissacarideos estruturas tridimensionais e

propriedades fisicas muito diferentes entre si (LEHNINGER, 2002).
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P R 1 |M\
Unidades de D-glicose
ligadas (B1-6)

Figura 5. Polissacarideos amido e celulose. (a) amido, ligagdo glicosidica do tipo (a1 >4) (b) celulose,
ligagdo glicosidica do tipo (B1>4) (LEHNINGER, 2002, modificado).

1.4. Hidroélise de amido e celulose

Para obter alcool a partir do amido ¢ necessaria uma hidrolise prévia de suas
cadeias para adquirir glicose, pois o amido ndo ¢ diretamente fermentavel. A
sacarifica¢cdo ou hidrolise do amido pode ser acida ou enzimatica.

Os produtos do processo de sacarificacdo do amido vao de dextrinas de elevado
peso molecular a glicose. A hidrolise da molécula de amido quebra progressivamente as
ligagdes entre as moléculas de glicose gerando cadeias mais curtas de dextrinas; maltose

e glicose (ZANIN et al, 2000).
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Segundo Zanin e colaboradores, 2000, a hidrolise catalisada por acidos
industrialmente ¢ mais comum o uso de HCI ou H,SO,. Essa reagdo ¢ conduzida em
quantidade suficiente de dgua e ¢ acelerada sob pressdao € com aumento da temperatura
do processo. Os acidos nao hidrolisam apenas o amido, mas também a celulose, que
igualmente ¢ formada por longas cadeias de glicose, havendo a produ¢do de uma grande
variedade de acucares, porém alguns deles ndo sdo fermentaveis, como a pentose
(BENEDETTI et al, 2009).

As reacgdes catalisadas pelas enzimas sdo caracterizadas pela formagdo de um
complexo entre o substrato e a enzima no sitio ativo da mesma. A fungdo das enzimas ¢
diminuir a energia de ativacdo e assim aumentar a velocidade da reagdo. Como as
enzimas sdo catalisadores, o equilibrio da reagcdo ndo ¢ afetado. As enzimas ndo sofrem
modificagdo durante a reacdo e ao final de cada ciclo voltam a apresentar a mesma
atividade. Para que a atividade da enzima seja mdxima, o pH da reacdo deve estar
dentro de um intervalo caracteristico de cada enzima, pois as cadeias laterais dos
aminoacidos do centro ativo podem atuar como acidos e bases fracas com fungdes
criticas que dependem da manutengdo de certos estados de ionizacdo (LEHNINGER,
2002).

A degradagdo do amido de forma natural ocorre através de um complexo
mecanismo enzimatico, onde as enzimas envolvidas podem coexistir em multiplas
formas. As amilases, as fosforilases e as glicosidases atuam sobre o mesmo substrato, o
amido, de maneira diferente, produzindo uma mistura de oligossacarideos e acucares
soluveis (ROSSETO et al, 2004). As enzimas desramificadoras, que atuam nas ligagdes
a-1,6, podem liberar maltotriose, maltose e outros oligossacarideos, fornecendo
substratos para a atuacdo de outras enzimas, até agucares soluveis, com geragdo de

energia para a manuten¢do do fruto. De acordo com Koch (1996), o metabolismo de
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carboidratos nas plantas tem um mecanismo complexo de sinalizacdo envolvendo
acucares € hormonios capazes de controlar enzimas envolvidas na degradacdo do amido
e acumulo de sacarose.

A hidrolise enzimatica tem sido bastante utilizada pelas industrias na produgao
de alcool a partir do amido, pois as enzimas amiloliticas possuem alta especificidade e
atuam como catalisadores bioldgicos em todas as reagdes metabolicas energeticamente
possiveis acelerando as reagdes por ativacao especifica. A hidrolise do amido se da por
desdobramento total das moléculas de amilose e amilopectina, que, a0 se romperem
transformam-se em dextrinas cada vez mais simples e finalmente glicose (TORRES,
2009).

Dentre as enzimas mais comumente utilizadas na degradacdo do amido,
destacam-se a a-amilase e a amiloglicosidase (ou glicoamilase). Estas duas possuem
diferentes mecanismos de hidrélise atuando em diferentes tipos de ligacdo na molécula
de amido.

A enzima o-amilase bacteriana, utilizada na liquefacio do amido para a
producdo de alcool entre outras aplicagdes, hidrolisa as ligagdes a-1,4 da amilose e da
amilopectina ao acaso, produzindo uma mistura de oligossacarideos que pode ser
hidrolisada pela amiloglicosidase formando-se glicose (ROSSETO et al, 2004).

Segundo Walker & Hope, 1963, na amilose, a hidrolise pela a-amilase leva a
formacao inicial de maltose e maltotriose e, posteriormente, ocorre uma lenta hidrolise
dos oligossacarideos formando-se glicose e maltose como produtos finais. Contudo o
produto final dependerd do tipo de amido e da origem da enzima (fingica ou
bacteriana).

Ja na amilopectina, a acdo da a-amilase ¢é restrita as ligagdes a-1,6, obtendo-se

glicose, maltose e dextrinas a-limites (MARC & ENGASSER, 1987).
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A a-amilase de uso industrial ¢ termoestavel, com uma atuagdo na faixa de 90 a
110°C e pH 6,0. Todas as a-amilases sdo calcio-metalo-enzimas havendo pelo menos
um atomo de calcio por molécula. Em presenga de calcio, as a-amilases sdo mais
resistentes a valores extremos de pH e temperatura (TORRES, 2009).

A amiloglicosidase ¢ uma enzima sacarificante termoestavel (55 - 60°C) em
solucdes acidificadas (pH 4,0 — 5,5) utilizada no processo de panificacdo, producdo de
xaropes de glicose e alcool (PIMENTEL, 1987). Esta enzima hidrolisa as ligagdes tipo
a-1,4 e a-1,6 do amido. Entretanto, atua apenas nas extremidades nao-redutoras e ndo
penetra no interior da estrutura helicoidal da amilose, portanto a agdo da
amiloglicosidase ¢ lenta no ataque inicial em relagdo a amilose (FUIJII et al., 1988).

Os produtos da hidrolise sdao glicose e pequenas quantidades de polissacarideos
(MARC & ENGASSER, 1987). A velocidade de hidrélise depende da extensdo e do
tipo da cadeia, se € linear ou ramificada. Assim, como a a-amilase, a amiloglicosidase ¢
mais ativa em cadeias longas do que curtas (FOGARTY & KELLY, 1980).

Monma et al., 1989, estudaram a a¢do simultinea da o-amilase e da
amiloglicosidase no processo de hidrolise em granulos de arroz, sagu e batata e
concluiram que esta combinac¢do apresenta bons rendimentos na conversao do amido a
glicose em todos os substratos (TORRES, 2009).

A liquefacao ¢ um tratamento prévio a hidrolise enzimatica, onde os granulos de
amido sdo aquecidos em solugdo aquosa, ocasionando a gelatinizagdo e a hidrolise
parcial e irreversivel. A temperatura de gelatinizagdo varia bastante entre os amidos de
diferentes fontes botanicas, oscilando na faixa de 65 a 105°C, sendo necessario muitas
vezes o emprego de altas temperaturas para a total gelatinizagdo (BEYNUM et al.,

1985).
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O processo de liquefagdo ¢ o primeiro passo adotado em todos os processos
industriais de producao de derivados de amido (TAFFARELLO, 2004). O aquecimento
da solugdo de amido a temperatura de gelatinizacao resulta no inchago da regido amorfa
do granulo causando a abertura da lamela cristalina, tornando o amido altamente
hidrolisado e passivel de ataques enzimaticos (TORRES, 2009).

Os granulos de amido estdo no interior da célula vegetal protegidos de ataques
quimicos e enzimaticos pela parede celular formada de celulose. Além do processo de
liquefagdo para tornar o amido mais suscetivel a hidrélise, a ruptura da parede celular
torna os granulos de amido mais acessiveis aos ataques.

Assim, como o amido, a celulose pode ser hidrolisada por acido ou enzimas
resultando em acucares fermentaveis. Na hidrolise acida, o 4cido precisa ser controlado
para nao levar a reagdes paralelas indesejaveis. A hidrdlise enzimatica, embora seja
mais eficiente pela sua especificidade, ocorre a formagdo de inibidores.

De acordo com Robson (1989), nas fibras de celulose coexistem regides de alta
cristalinidade e regides amorfas menos organizadas. Quanto maior for a propor¢do da
forma cristalina, maior serd a resisténcia ao ataque enzimatico. Deste modo, o pré-
tratamento do caro¢o de abacate com acido, diminui a cristalinidade da celulose e
permite sua deslignificagdo, facilitando o ataque enzimatico posterior.

A celulase ¢ um complexo enzimdtico utilizado na hidrdlise da celulose que
envolve trés enzimas que atuam em temperaturas proximas de 50°C, na faixa de pH 5,0-
6,0 e possuem acdo bastante caracteristica. A endoglicanase (p-1,4-glicano-
glicanoidrolase) cliva a celulose ao acaso, possibilitando a formagdo de celotriose,
celobiose e glicose. A exoglicanase (p-1,4-glicanocelobioidrolase) atua na extremidade
ndo-redutora da cadeia separando moléculas de celobiose. E por fim, a celobiase (p-1,4-

glicosidase) hidrolisa a celobiose em glicose (REYES et al., 1998).
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Figura 6. Complexo enzimatico que degrada a celulose. Fonte: (DA SILVA; FRANCO; GOMES, 1997,
modificado).

Conforme Ladish e colaboradores (1983), a a¢do da celulase ¢ heterogénea na
hidrolise da celulose, pois o substrato sendo insolivel em solugdo aquosa, as enzimas
terdo que dirigir-se a superficie onde poderao reagir depois de adsorvidas. Portanto, os
efeitos difusionais sdo tdo importantes quanto os cinéticos. Além do problema de
difusdao, a hidrolise pela celulase pode ser inibida por varios produtos soluveis
originados na propria reagdo enzimatica. A celobiose e a glicose foram identificadas
como inibidores do complexo enzimatico.

A hidrolise quimica (4cida ou bdsica) seria uma alternativa para auxiliar a
hidrélise enzimatica com o intuito de aumentar o rendimento de agtcares fermentaveis a
partir do carogo de abacate, vendo-se que os processos enzimaticos possuem suas

desvantagens e o fato de acidos como o H,SO, e bases como NaOH serem de baixo
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custo. Assim, uma analise da variacdo do grau Brix no processo de hidrélise seria de
grande importancia para avaliar a eficiéncia do acido e da base e, se possivel, a

eliminacao de uma etapa enzimatica.

1.5. Fermentacéo

A fermentacdo da glicose ¢ um processo completamente estabelecido ja
conhecido ha milénios. A equagdo global da fermentacdo alcoolica de agucares pode ser
representada pela equagdo de Gay — Lussac:

C¢H1206 = 2 C,HsOH + 2 CO»

Porém, além da formacao destes produtos, a reagdo resulta em uma pequena
quantidade de produtos secundarios, como glicerol, acido succinico e &acido latico
(TORRES, 2009).

Para ocorrer a fermentagdo € apenas necessaria a adicdo de leveduras ao mosto e
manter as condigdes adequadas de temperatura, pH e concentragdo de aglcares e
microorganismos.

As leveduras sdo uma subclasse de fungos unicelulares de forma arredondada e
incapaz de realizar fotossintese. Esses organismos degradam moléculas mais complexas
(carboidratos) a moléculas menores (etanol, gas carbdnico, acidos succinico e acético,
glicerol, alcodis superiores, ésteres, aldeidos, entre outros produtos) para obtencao de
energia (BRAGA, 2006).

Esses fungos ndo s3o os Unicos microorganismos capazes de produzir alcool,
contudo, suas propriedades sdo mais adequadas ao processo de fermentacdo em escala
industrial, pois sdo tolerantes a altas concentracdes de alcool e CO,. Existem varias

linhagens de leveduras, as cepas Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces
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carlsbergensis sao as mais empregadas na fermentagdo industrial, apresentando maior
tolerancia a variacdes de pH, maior resisténcia ao alcool e maior rendimento da
fermentagdao (ROSSELL, 2006).

O tempo de fermentagcdo do mosto pode variar com a matéria-prima, o
microrganismo ¢ as condi¢des de fermentacdo, podendo levar de dois a cinco dias. A
fermentagdo estara completa quando ndo houver mais a liberacdo de gas carbdnico no
meio e 0s microorganismos estarem decantados no fundo do fermentador.

As temperaturas ideais para a producdo industrial de alcool de amilaceo estao
situadas na faixa de 26 a 35°C. O pH deve ser controlado entre 4,8 e 5,0 durante o
processo de fermentagdao, com limites maximos entre 4,5 € 5,5.

O crescimento celular das leveduras e a formagdo do produto sdo influenciados
pelas variagdes da concentracdo do substrato. Quando se aumenta a concentracdo de
acucares, a velocidade da fermentacdo e da produtividade ¢ aumentada, hd menor
crescimento do microorganismo e menor formacdo de glicerol. Porém se o teor de
acucar for elevado, sucede-se um estresse osmotico da levedura, assim a faixa de
concentragdo ideal para a fermentagdo estd entre 15 e 25 °Bx, sendo a concentragdao

limite na faixa de 25 a 30 °Bx.
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Figura 7. Efeito da concentragdo de glicose na produtividade de etanol (PARAZZI, C. 2006).
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Um dos desafios mais importantes a resolver no ambito cientifico e tecnologico
¢ a biotransformacgdo das pentoses a etanol, pois a hidrélise da hemi-celulose fornece,
além de hexoses (glicose, manose e galactose), pentoses (xilose e arabinose), as quais
nao sao diretamente fermentaveis por leveduras industriais. Uma das alternativas
propostas por autores para realizagdo da fermentagdo de forma independente ou
associada a sacarificagdo enzimatica sdo a realizacao de um pré-tratamento e hidrélise
acida diluida com aproveitamento das hexoses e pentoses (ROSSELL, 2006).

O processo de hidrolise catalisada por acidos ndo produz apenas agucares
provenientes da hidrdlise as altas temperaturas e condigdes acidas deste pré-tratamento.
Uma série de compostos que sdo originados podem atuar como inibidores potenciais da
fermentacdo. A natureza e concentracdo destes compostos dependem do contetido
percentual de celulose, hemi-celulose e lignina e das condi¢cdes do processo
(temperatura e tempo de reacao).

Potenciais inibidores da fermentacdo produzidos na hidrélise sdo os derivados
do furano, acidos alifaticos de baixa massa molecular e derivados fendlicos
(DOMINGUEZ, 2003).

Os agucares originados na hidrdlise da hemi-celulose em altas temperaturas se
degradam em compostos derivados do furano. O furfural, originado da degradacdo da
xilose e arabinose, e o S-hidroximetilfurfural (HMF), formado a partir da degradagao
das hexoses (ROSSELL, 2006).

Matérias-primas que contém uma percentagem maior de hemi-celulose, os
hidrolisados apresentam uma maior concentragao de furfural e acido acético. Uma parte
da lignina, durante o pré-tratamento, se degrada originando uma grande variedade de
compostos fendlicos na forma de mondémeros, dimeros e polimeros com uma grande

variedade de substituintes podendo ser acidos, aldeidos e alcoois (ROSSELL, 2006).
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Para aumentar o rendimento da fermentacao do mosto apos o pré-tratamento em
altas temperaturas ¢ possivel aplicar métodos capazes de diminuir a concentragdo dos
compostos inibidores da fermentagdo. Estes métodos se podem agrupar em: bioldgicos,
quimicos e fisicos.

Os métodos bioldgicos consistem no emprego de microorganismos capazes de
metabolizar alguns dos compostos inibidores presentes nos hidrolisados. Para
eliminacdo de compostos como o acido acético, o furfural e o dcido benzdico, faz-se um
tratamento com o fungo Trichoderma reesei. E possivel eliminar completamente os
monomeros fendlicos empregando-se enzimas como a lacase e peroxidase procedentes
de fungos lignoliticos (ROSSELL, 2006).

A remocao de acidos alifaticos e aldeidos pode ser realizada através de métodos
quimicos, como a extracdo com solventes organicos de volatilidade relativamente
elevada comparada a da agua.

Compostos volateis como o furfural, o acido acético e o acido formico podem
ser extraidos simplesmente por evaporagao e destilacao.

O tratamento com hidréxido de célcio dos hidrolisados ligno-celulosicos tem
sido um dos métodos mais empregados para a eliminacdo dos compostos toxicos as
leveduras. O precipitado ¢ extraido do meio antes da fermentacdo obtendo-se aumentos
significativos no rendimento da fermentagcdo (ROSSELL, 2006).

Para uma melhor produtividade de etanol ¢ de grande importancia a escolha da
levedura, uma vez que a linhagem do microrganismo afeta de forma significativa o
rendimento do processo. Portanto é consideravel adquirir leveduras adequadas de
empresas especializadas, comercializadas em p6 ou em tubos com meio de cultivo. As
leveduras comercializadas prensadas, facilmente obtidas no comércio, sdo selecionadas

para a industria de panificag@o, ndo sendo, entdo, especificas para a produgao de alcool.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo desenvolver novas tecnologias para a
diversificagdo da produgdo de etanol, empregando-se o carogo de abacate como matriz.
Para tanto, avaliou-se:

a) a hidrolise de sementes dormentes, frescas e dormentes induzidamente;

b) a eficiéncia da hidrolise 4cida e alcalina de sementes de abacate;

c) o emprego de enzimas celulase, a-amilase e amiloglicosidase apods os
processos de hidrolise acida e alcalina;
d) o rendimento na produ¢do de etanol apds o emprego da hidrdlise acida e

basica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Matéria-prima

A matéria-prima utilizada no presente estudo foram sementes de abacates de
uma mesma espécie comprados em mercados na cidade de Bauru. Porém nao foram
levadas em consideracdo as variedades de abacate. Foram utilizadas sementes
dormentes (3 meses), sementes frescas e sementes com dorméncia induzida.

Para induzir a dorméncia de sementes frescas, estas foram colocadas em uma

estufa a 60 °C durante quatro dias.

3.2. Hidrodlise acida e alcalina

Transferiu-se 500 g de sementes picadas de abacate a um liquidificador
industrial com uma solu¢ao de H,SO4 0,1 M (hidrdlise acida) ou uma solugdo NaOH
0,1 M (hidrolise basica) e processou-se a solucdo durante 5 minutos (AZINI et al.,
1987). A relag@o entre a massa seca da amostra e a solucao foi de 1 g de semente para
10 ml de solugao.

A solugdo triturada foi transferida e processada em um reator construido em ago
inox com temperatura controlada a 95 °C durante 3 horas (Figura 8). Nao foi realizado
um sistema de refluxo, portanto adicionou-se agua deionizada para manter o volume

inicial da solugao.
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Figura 8. Reator de inox com controle de temperatura (PASSARETTI, 2008)

3.3. Hidrdlise enziméatica

3.3.1. EspecificagOes das enzimas utilizadas

a) CELUBRIX®
e Enzima: Complexo enzimatico endoglucanas, exoglucanas e endoglucanases
e pH 6timo: 4,54a5,5
e Temperatura ideal: 40° C
e Concentracdo ideal: 0,50 mL L™ por Kg de substrato

e Fabricante: Novozyme A/S (Bagsvaerd, Dinamarca)
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b) AMILASE AG XXL®
e Enzima: a-amilase
e pHotimo: 526
e Temperatura ideal: 85° C
e Concentracdo ideal: 1,00 mL L™ por Kg de substrato

e Fabricante: Novozyme A/S (Bagsvaerd, Dinamarca)

¢) TERMOMYL 120L
e Enzima: amiloglicosidase
e pHotimo: 526
e Temperatura ideal: 60° C
e Concentragdo ideal: 1,00 mL L™ por Kg de substrato

e Fabricante: Novozyme A/S (Bagsvaerd, Dinamarca)

3.3.2 Etapas da hidrolise enziméatica

As temperaturas utilizadas no procedimento foram as mesmas utilizadas por
Leonel e Cereda (1999), pois obtiveram bons resultados na hidrolise de mandioca
utilizando as mesmas enzimas. A hidrdlise enzimatica foi realizada em trés etapas. Em
uma primeira etapa, apds o pré-tratamento, diminuiu-se a temperatura mantendo-se a 42
°C e ajustou-se o pH em 5,5. Para o hidrolisado 4cido adicionou-se uma solucao de
NaOH 5,0 M e para o basico H;PO4 concentrado. Acrescentou-se 10,0 mL do complexo

enzimatico celulase (CELUBRIX®) e agitou-se durante uma hora.
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Na segunda etapa, manteve-se a temperatura a 95 °C em mesmo pH, adicionou-
se 5,0 mL da enzima a-amilase (AMILASE AG XXL®) e agitou-se durante uma hora.
Para finalizar a hidrolise enzimatica, resfriou-se o reator mantendo-se a temperatura a
60 °C, ajustou-se o pH a 4,5, adicionou-se 5,0 mL enzima amiloglicosidase
(TERMOMYL 120L) e agitou-se por mais uma hora (PASSARETTI, 2008).

Ao fim de cada etapa, desde o pré-tratamento, mediu-se a variagdo do grau Brix
do mosto empregando-se um refratdmetro de mao Q-767-2 (Figura 9 9) para avaliar a

eficiéncia de cada uma.

Figura 9. Refratometro de mio Q-767-2, utilizado para acompanhar a varia¢do do grau brix
(densidade da solug@o) durante o processo de hidrélise (PASSARETTI, 2008).

3.4. Fermentacao alcodlica

Apbs o processo de hidrélise, o mosto foi fermentado com cepas Saccharomyces
cerevisiae de massa conhecida, a temperatura constante de 30 °C durante 72 horas
aproximadamente.

Os processos de hidrélise seguidos da fermentacao alcodlica estao representados

na Figura 10.
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Figura 10. Fluxograma dos processos de hidrdlise seguidos da fermentagéo alcodlica
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3.5. Avaliacao dos teores de alcool obtidos apos a hidrolise e fermentacdo do

caroco de abacate.

A determinagdo dos teores de dalcool foi efetuada por cromatografia
gasosa, empregando-se um aparelho adquirido da Perkin Elmer, modelo Clarus 600
(Figurall). O procedimento realizado utilizou o Headspace segundo Kolb ¢ Ettre,

2006.

Figura 11. (a) Sistema de CG, (b) injetor, (c¢) headspace (PASSARETTI, 2008).

A utilizagdo do Headspace possibilita a introdu¢do da amostra sem pré-
tratamento no cromatografo a géas para a determinagdo de compostos volateis,
como o alcool. A baixa detectabililidade dos detectores cromatograficos e¢ a
indesejavel contaminacdo da coluna por residuos nao-volateis tornam o Headspace
imprescindivel (PASSARETTI, 2008). Os parametros utilizados para o

equipamento estdo dispostos na Tabela 2.
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Figura 12. Representacdo do sistema de cromatografia gasosa acoplado ao amostrador headspace

(PASSARETTI, 2008).

Tabela 2. Condigdes cromatograficas empregadas para determinacdo de etanol presentes nas
amostras fermentadas do caldo hidrolisado (PASSARETTI, 2008).

Parametros cromatograficos

Equipamento

Coluna capilar

Gas de arraste

Modo de injecdo
Volume de inje¢ao
Detecgao

Temperatura detector
Temperatura injector

Temperatura isotérmica

CG — Headspace - Clarus 600, Perkin Elmer
Elite Wax (30mm x 0,25mm x 0,25um) polietileno glycol
Nitrogénio (1,0 mL min™)
Split 1:20
1 uL
Ionizagdo de chama

300 °C
120 °C

90°C/3min

Programagéo de temperatura do Headspace

Agulha
Temperatura de transferéncia
Temperatura do do forno
Tempo de termostatizagdo

Pressurizagao
Volume de inje¢ao

120°C
120°C
77 °C
20 min

20 psi/2min
10 uL
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da relacdo de 1:10 entre a massa de caroco em gramas ¢ o volume de
solucdo acida ou basica em mL, analisou-se as variagdes do grau Brix em cada etapa de
hidrolise. Os valores de grau Brix em cada etapa de hidrdlise dos carocos de abacate

estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Variagdo do grau Brix apds as hidrélises quimicas e enzimaticas de sementes frescas,
dormentes e dormentes induzidamente.

Amostr Semente Pré- °Bx °Bx °Bx °Bx °Bx
ostra tratamento (liquidificador) (aquecimento) (celulase) (amilase) (amiloglicosidase)
I Fresca Acido 2,3 4,8 5.4 5.4 6,0
I1 Dormente Acido 2.5 3,5 3,7 4,7 5,0
| Pormencia 4 gy 2,0 2,5 2,7 2,7 3,0
Induzida
v Fresca Base 0,8 1,0 2,0 3,5 5,5
A% Dormente Base 1,0 2,5 2,7 3,7 4,7

Devido a degradacgao natural da semente, o amido € hidrolisado enzimaticamente
para obtencdo de energia, assim esperou-se que as sementes dormentes teriam um valor
de grau Brix final maior que de sementes frescas e que a dorméncia induzida facilitaria
a acdo das enzimas utilizadas no processo de hidrolise. Porém, a partir dos resultados
obtidos, observou-se o oposto do esperado. As sementes dormentes apresentaram
valores finais de grau Brix menores que das sementes frescas, significando que suas
hidrolises foram menos efetivas. O fato da degradagdo natural do amido poder produzir
compostos secundarios aos produtos desejados da hidrolise, estes compostos podem
atuar como inibidores as hidrolises quimicas e enzimaticas. Além disso, o mosto
produzido a partir de sementes dormentes foi muito mais denso € com mais particulas

insolaveis, o que ocasionou a dificuldade da filtragao.
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O pré-tratamento acido apresentou-se mais eficiente que o alcalino e os valores
finais do grau Brix das sementes hidrolisadas com 4cido foram mais elevados. O grafico

da Figura 13 representa a varia¢ao do grau Brix nas hidrolises de cada amostra.

2 /"’ = Arriostra I
4 == Amostra II
“v= Amostra 111

3 r____,_,_.-—i
s Armiostra IV

s Amostra V

Gran Brix

Figura 13. Variac¢do do grau Brix das amostras em cada processo de hidrolise.

Notou-se que a variagdo do grau Brix nas hidrolises quimicas com acido foi mais
acentuada que as com base, entretanto a variagdo nas hidrolises enzimaticas das
amostras I, II e Il foi menos intensa que das amostras [V e V.

Apos as hidrolises quimicas, a hidrolise realizada pelo complexo enzimatico
celulase demonstrou-se muito pouco efetivo, a ndo ser para a amostra IV. E para as
amostras hidrolisadas com 4cido, a utilizacdo de enzimas ndo se comprovou ser muito
eficiente.

Depois do processo de hidrolise fermentagdo das amostras, determinou-se as
concentragdes de etanol através de um cromatografo gasoso acoplado a um Headspace

para que ndo houvesse perda de etanol, utilizando-se a técnica de destilagdo fracionada.
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A curva analitica esta representada na Figura 14 e o cromatograma de uma amostra

com o tempo de retengdo do etanol esta representado na Figura 15.
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Figura 14. Curva Analitica das amostras padrdes de etanol
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Figura 15. Cromatograma da Amostra I com o tempo de retengdo do etanol em 2,3 min.
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A massa de etanol determinada pela cromatografia gasosa de cada amostra

fermentada esta disposta na Tabela 4.

Tabela 4. Quantidade de etanol produzido apés a fermentagédo alcodlica do caldo hidrolisado.

Volume de etanol (L)
Amostra °Bx final Etanol resultante (g) produzido por tonelada
de semente
I 6,0 40,64 61,8
11 5,0 31,47 47,8
111 3,0 31,26 47,5
v 5,5 23,56 35,8
A% 4,7 21,94 33,3

O estudo realizado por Passaretti, 2008, cujas sementes de abacate foram
hidrolisadas apenas enzimaticamente, apresentou uma média de 26,01 L de etanol
produzido por tonelada de semente, significando que todas as amostras hidrolisadas
quimicamente seguidas de hidrdlise enzimatica obtiveram uma maior produgdo de
etanol.

Sabendo-se que o rendimento da producao de etanol a partir da cana-de-agtcar ¢
de 85 litros de etanol por tonelada da matéria-prima. As sementes de abacate frescas
hidrolisadas por acido sulfurico e por enzimas amiloliticas obtiveram um rendimento

proximo da principal matriz brasileira, sendo apenas 1,37 vezes menor.
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5. CONCLUSOES

Pdde-se concluir a partir dos resultados obtidos neste trabalho que:

a)
b)

d)

As sementes dormentes obtiveram uma hidrolise menos eficiente;

O emprego de enzimas amiloliticas ndo foi significativo na variacdo do grau
Brix nas sementes hidrolisados por &cido. Entretanto, a variagdo foi elevada
para as sementes que sofreram hidrdlise alcalina;

A hidrélise 4acida e a alcalina da semente de abacate aumentaram o
rendimento de etanol. E a dcida foi mais eficaz que a alcalina;

Hé necessidade de maiores estudos em relacdo a degradacdo natural da
semente de abacate; a formagdo de compostos inibidores formados nas
hidrolises quimicas; e a possibilidade da eliminagdo da hidrolise pela

celulase.
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