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ENZYMATIC HYDROLYSIS, FERMENTATION AND BIOFUELS PRODUCTION FROM ANANAS COMOSUS CROWN.
Problems related to the use of fossil fuels and greenhouse gas emissions have become global concerns. To address this issue, the

strategy adopted in the present study was to use Ananas comosus residues as a source of fermentable carbohydrates to produce second
generation ethanol and briquettes. The demand for biofuel is addressed in the present study by the integrated processing of several

stages of treatment of the lignocellulosic substrate: chemical characterization, pretreatment, enzymatic hydrolysis and fermentation.

It was verified under the conditions used that the enzymatic hydrolysis liberated after 72 hours 58.44 and 21.91 g L' of glucose and

xylose, respectively. Conversion of the sugars in the fermentation step resulted in 18.80 g L! ethanol in 24 hours. The briquettes
produced from the remaining solid fraction of the enzymatic hydrolysis presented a calorific value of 18.41 kJ kg ..

Keywords: briquettes; ethanol 2G; enzymatic hydrolysis; fermentation; pretreatment.

INTRODUCAO

A rdpida expansio da populagd@o humana mundial, o aumento
da frequéncia e intensidade de regides secas, e a diminuig¢do de
umidade do solo, tornaram-se os principais problemas da socie-
dade no século XXI.'* Esses agravos comprometem a seguranga
alimentar e o futuro energético, uma vez que aumenta-se a disputa
por recursos hidricos e terrestres, sejam na producio urbana ou
na agricultura, exigindo cada vez mais o uso de dgua doce.* No
entanto, a existéncia e o desenvolvimento de novas tecnologias
buscam mitigar esses desafios através do uso de plantas com me-
tabolismo especializado de fotossintese, que as tornam capazes
de suportar o estresse hidrico em regides de seca.’ Essa dire¢io
positiva para tais plantas as tornam alvo para o estudo de culturas
bioenergéticas.*

O progresso no uso de plantas com metabolismo 4dcido crassuld-
ceo (CAM) pode ser alcangado através da transferéncia genética das
caracteristicas das plantas CAM para as culturas de alimentos e de
biomassa ja existentes. Algumas espécies de plantas CAM ja estdo
sendo investigadas para a producdo de biocombustiveis devido a seu
rendimento tedrico de biomassa, como, por exemplo, Agave spp..°
Opuntia ficus-indica’ e Sisal spp.® Outro ponto importante é que com
o uso de plantas CAM, podem-se alcangar rendimentos maiores de
colheita em regides de intenso calor e seca, além de contribuir com
a possibilidade de utilizar terras abandonadas e semidridas para a
producdo agricola.*

Considerada uma alternativa a produ¢do de biocombustivel, a
biomassa lignoceluldsica trata-se de uma fonte de energia renovével
de baixo custo, com grande disponibilidade geografica e com redugao
liquida nas emissdes de carbono na atmosfera.’!! A biomassa pode
ser processada em diferentes equipamentos e apresentar diferentes
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tamanhos de particulas. Em uma usina de energia, por exemplo, os
pellets de biomassa sdo utilizados sob a forma de pequenas particulas,
0 que permite seu uso como carvao.'>!

A biotransformacdo dos residuos agricolas em actcares fer-
mentesciveis com posterior producdo de etanol de segunda geracao
¢ economicamente vidvel. Entretanto, as tecnologias empregadas
para bioconversdo da biomassa lignoceluldsica, através dos residuos
agroindustriais ainda ndo sdo totalmente eficientes para producio
de etanol em escala industrial, haja vista os custos com capital e
operacionais.'*!> Mesmo com esses desafios, as fontes de energias
renovdveis continuam sendo uma alternativa para substituir gradual-
mente o uso de combustiveis fosseis. Além disso, € importante para a
geracdo de empregos nas dreas rurais e pode substituir a importacio
de combustivel refinado.'*'8

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo produzir
etanol de segunda geragdo a partir da coroa do Ananas comosus (parte
superior do fruto) utilizando etapas integradas de pré-tratamento a
base de dgua em temperaturas moderadas, hidrélise enzimatica e
fermentagdo. Além disso, o trabalho também teve o objetivo de propor
o uso dos residuos remanescentes da hidrélise enzimética para gerar
combustivel sélido na forma de briquetes.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Os residuos de Ananas comosus foram obtidos a partir de um
mercado local em Macei6 - Alagoas. Para fins analiticos, foi utilizado
neste estudo apenas a coroa do abacaxi (parte superior do fruto). A
caracterizag¢do quimica foi realizada de acordo com o procedimento
analitico descrito por Sluiter ef al.' modificado por Rocha et al.*’ e
validado por Gouveia et al.*'

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Bebidas e
Tecnologia de Alimentos, localizado no Centro de Tecnologia da
Universidade Federal de Alagoas, durante o ano de 2017.



1128 Silva et al.

Pré-tratamento

Para o pré-tratamento dos residuos de Ananas comosus, 10 g de
biomassa foram suspensas em 90 mL de dgua destilada em frascos
de Erlenmeyer em reator do tipo autoclave a 121 °C por 30 minutos
de reacdo. Depois de retornar a temperatura ambiente, as misturas
foram filtradas para recuperagdo da fracdo sélida. No final do pro-
cedimento, a fragdo sélida foi seca em estufa a 50 °C até atingir um
teor de umidade abaixo de 10%, e entdo armazenada a temperatura
ambiente para uso posterior na etapa de hidrélise enzimatica.

Hidrdélise enzimatica

A biomassa pré-tratada foi hidrolisada com uma carga de soli-
dos de 15% (p/v), equivalente a 7,5 g de biomassa seca, utilizando
20 FPU/g de biomassa do complexo enzimdtico Cellic® CTec2-
Cellulase (Novozymes Latin America Ltda) em meio reacional de
50 mL contendo tampdo citrato 50 mmol L' (pH 5,0). Os ensaios
foram incubados em um agitador a 50 °C, 150 rpm por 24 horas, com
retiradas de aliquotas nos tempos de 0, 6, 12, 24, 48 e 72 horas para
quantificar os agticares liberados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). A atividade enzimdtica do complexo celulolitico
foi determinada de acordo com Ghose.?

Preparacio de inoculo de levedura

A reativacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae JAY-270 foi
realizada suspendendo as células cerca de 0,1% em 100 mL (v/v) de
meio de cultura liquido YEPD (1% de extrato de levedura; 1% de
peptona de carne e 2% dextrose) e incubou-se a 28 °C por 48 horas
a 100 rpm. Apds o periodo de incubagdo, o meio de cultura foi cen-
trifugado para retirada da biomassa de levedura.

Fermentacao do licor sacarificado

Inoculou-se 5% de cultura de células em 20 mL do licor hidroli-
sado de Ananas comosus (v/v), suplementado com extrato de levedura
(6,8 gL, MgSO, (1,4 gL, uréia (5,3 gL') e KH,PO, (5,6 g L).
As fermentagdes foram realizadas em um agitador a 30 °C e 150 rpm
por 24 horas. Em seguida, amostras foram coletadas nos tempos de 0,
2,4, 8 e 24 horas para monitorar a cinética do consumo de aguicares
e a producio de etanol por HPLC.

Producao de briquetes

Esta etapa foi realizada na mini Usina de adensamento de bio-
massa da Universidade Federal de Alagoas — UFAL, fazendo uso
da prensa IKA-WERKE, com 0,5 g do material, sob pressdo por
3 minutos. Em seguida, foram realizadas andlises fisico-quimicas
de poder calorifico, umidade e teor de cinzas.
Andlise estatistica

Os ensaios foram realizados usando-se trés réplicas para cada
amostra. Os dados sdo expressos como a média da triplicata + o
desvio padrdo. Para andlise estatistica utilizou-se o software Origin
versdo 8.0.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo quimica

A composicdo quimica média da coroa de Ananas comosus nao
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tratada aplicada neste estudo € apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades quimicas e estruturais dos residuos de Ananas comosus

Componentes (%) Teor obtido em 2 g de biomassa seca

Celulose” 20,57+1,17
Hemicelulose™ 15,24+0,90
Lignina soluvel 7,30+0,55
Lignina insoltvel 19,47+1,15
Lignina Total 26,77+0,87
Cinzas 5,73+0,22
Total 68,32

*Andlises determinadas em HPLC. Todas as andlises foram realizadas em
triplicata.

Huang et al.® também determinaram as propriedades fisico-qui-
micas das fibras das cascas do abacaxi como um ingrediente potencial.
Os autores mostraram que os principais acicares presentes na bio-
massa seca eram glicose e xilose, afirmando ainda que os residuos do
abacaxi sdo formados majoritariamente por celulose. Considerando
o balango de massa referente a caracterizacio quimica da biomassa,
¢é possivel constatar que apenas 68,32% da composigdo do material
lignoceluldsico de Ananas comosus foi determinada. Possivelmente, a
porcentagem de 31,68% esteja relacionada com outros componentes
estruturais, como proteinas, lipideos e outros agicares nao quantifi-
cados nesse estudo.

Com o objetivo de introduzir um novo processo para produg¢do
de etanol, Pourbarani et al.?* registraram também a composi¢do
quimica do residuo de laranja, demonstrando que esse substrato
citrico continha em sua composicio 22% de celulose, 11,09% de
hemicelulose e 2,19% de lignina. Comparando a composicio estru-
tural desse residuo com o de Ananas comosus, pode-se afirmar que
a porcentagem dos complexos poliméricos (celulose e hemicelulose)
foi bem préxima a dos resultados descritos neste estudo. Contudo,
uma expressiva diferenga para a fraco lignina, provavelmente, por ser
um dos principais constituintes da planta, sendo responsével pela sua
resisténcia,” caracteristica encontrada nas folhas de Ananas comosus,
que compde a coroa. Outra possivel explicacdo pode estar relacionada
com sua menor solubilidade o que faz com que esse polimero ndo
seja facilmente digerido.

Hidrdlise enzimatica da coroa de Ananas comosus

Na Figura 1 € mostrada a biotransformagdo da biomassa ligno-
celuldsica através da hidrélise enzimdtica. Apds quantificagdo em
HPLC, 58,44 e 21,91 g L' de glicose e xilose, respectivamente,
foram alcangados.

Os resultados obtidos nesse estudo afirmam, portanto, que a
hidrélise da coroa de Ananas comosus, utilizada como substrato,
teve impacto positivo no metabolismo enzimdtico para a producdo
de agucares fermentesciveis. Além disso, € possivel deduzir que a
atividade enzimadtica teve crescimento exponencial a medida que o
tempo de hidrélise enzimatica prosseguia, mostrando que esse pro-
cesso resultou em diminui¢do das fibras de biomassa e um aumento
concomitante dos agucares soldveis, porém, com menor taxa de
liberacdo para xilose.

Para os carboidratos totais quantificados nesse estudo (Tabela 1),
o teor de glicose foi 37,47% maior no licor sacarificado em relacdo
a liberagdo de xilose, o que pode representar uma hidrélise mais efi-
ciente para conversdo de celulose em glicose, visto que o complexo
enzimdtico utilizado caracteriza-se por conter em sua formulagio
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Figura 1. Biotransformagdo dos residuos da coroa de Ananas comosus du-
rante a hidrdlise enzimdtica (os valores sdo dados em g ..ico/L soiucao)
celulases. Além disso, esses resultados foram obtidos com uma carga
enzimdtica de 20 FPU/g de biomassa, sugerindo, portanto, ser um
dado potencial para aplicagdo futura de novos ensaios de hidrélise
enzimdtica com diferentes cargas de sdlidos e enzima, assim como,
testes de hidrélise combinada empregando-se celulases e hemicelu-
lases na mesma reagao.

Por outro lado, ainda que a condic@o de hidrdlise tenha sido fa-
vordvel a celulose, a concentragdo de xilose alcancada (21,91 g L")
mostrou-se bastante significativa, levando-se a considerar a impor-
tancia do uso de leveduras recombinantes, capazes de fermentar
simultaneamente glicose e xilose, visando uma produgdo de etanol
mais atrativa. Segundo Tropea et al.,”® essa alternativa de uso de
microrganismos melhorados geneticamente pode valorizar as concen-
tracdes e a produtividade finais de etanol, uma vez que as pentoses
(majoritariamente xilose) poderiam ser também fermentadas a partir
do licor sacarificado.

Ainda sobre a redugdo de aguicares da biomassa da coroa de
Ananas comosus, Boonwong et al.”’ investigaram o seu potencial
para produg¢do de agticares por via enzimdtica. Apds o pré-tratamento
da biomassa empregando o 4cido sulftirico como catalisador da
reacdo para desestruturar as fibras da coroa do abacaxi, os autores
empregaram a enzima cellulase (Cellic®CTec2) na etapa de hidrdlise
enzimadtica obtendo-se 113,70 g L' de agticares redutor. No entanto,
esses resultados apontam fragilidades no que se refere a quantificagdo
especifica dos diferentes carboidratos presentes nas fragdes celulose
e hemicelulose da biomassa, uma vez que nio houve, por exemplo,
distinc@o das hexoses e pentoses. A fermentacdo dos agucares redu-
tores totais com a cepa de Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596
alcangou a produgido mdxima de 33,58 g ! de etanol, demonstrando
que os residuos da coroa do abacaxi podem ser um material adequado
para produgdo de etanol.

Fermentacao do licor hidrolisado de Arnanas comosus

Na Figura 2 € mostrado o curso da produg¢@o de etanol bem como
o consumo dos agticares presentes na biomassa. A taxa de utilizagio
de agtcares pela levedura Saccharomyces cerevisiae JAY-270 nas
quatro primeiras horas foi relativamente alta e a produgdo de etanol
apresentou considerdvel declinio apds 5 horas de fermentag@o. A pro-
dugido de etanol foi de 18,80 g L' em 24 horas, porém, seu mais alto
grau foi obtido ap0s as primeiras 4 horas de fermentacdo alcangando
31,10 g L' de etanol. A produgio de etanol a partir dos residuos das
folhas de Ananas comosus foi investigada por Chintagunta et al.*® em
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um estudo descrito na literatura e, para isto, utilizaram-se estratégias
de hidrélise enzimatica e fermentacdo simultanea. Os autores alcanca-
ram produgdo de etanol de 7,12% (v/v) em 24 horas de fermentacao, o
que reforga a valorizac@o dos residuos das folhas de Ananas comosus
obtidos dos setores agricola e agroindustrial.

60 -
5] —&— Glicose
E --@-- Xilose
5 —A- - Etanol
B 404
c
!
w
o 304
[%2]
2
x 20 __
: | _——_—-__———_:..i
g1 L AT AT T T T T
< I I N
O 10
: I ' T T T T ll
10 15 20 p
Tempo (h)

Figura 2. Consumo dos agiicares e produgdo de etanol ao longo da fermen-
tagdo etandlica

Bhandari er al.” estudaram a produgéo de etanol celulésico a
partir das cascas de frutas Ananas comosus em um processo de fer-
mentagdo sem aeracéo e revelaram rendimento de etanol de 4,38 g !,
com percentual de conversao de 84,2%. Esses resultados apresentam
um futuro promissor para o reaproveitamento desses residuos celu-
16sicos para a produgdo de etanol. Embora esse achado tenha sido
inferior ao alcangado no presente estudo (18,80 g L' etanol) utilizando
a coroa de Ananas comosus.

O estudo da produgao simples e aprimorada de etanol lignoceluloli-
tico por hidrélise acida sobre os residuos das cacas de Ananas comosus
foi investigado por Niwaswong et al.,*® os resultados indicaram que
o caldo fermentado com a levedura Saccharomyces cerevisiae TISTR
5048 produziu etanol com rendimento de 65,27 + 2,45%, relatando
um processo de baixo custo para as industrias. No entanto, a hidrélise
4cida apresenta certa desvantagem, uma vez que propicia a formacao
de inibidores que afetam o metabolismo das leveduras e como conse-
quéncia, diminui o rendimento etanélico, sendo necessario avaliar o
pré-tratamento mais adequado a fim de evitar tais interferentes.

Experimentos para produ¢do de etanol a partir dos residuos da
folha de abacaxi com etapas integradas de sacarificacdo enzimdtica
(celulase e xilanase) e fermentacdo simultdnea alcancaram produgdo
maéxima de etanol de 7,12% (v/v) em 24 h de fermentag¢@o com taxa
de conversdo de 75,53%. Estabelecendo desta forma, um processo
valioso para geragdo de energia para atender os problemas abordados
sobre a crise energética por meio deste e do nosso estudo que utilizou
os residuos lignoceluldsicos de Ananas comosus como substrato rico
em polissacarideos para conversdo em etanol. !

Gil e Maupoey** propuseram um processo de otimizagdo da
producdo de etanol por meio de diferentes etapas de processamento
da biomassa de Ananas comosus, dentre estas: fermentagao do licor
hidrolisado, sacarificaciio e fermentagdo consecutiva dos residuos
solidos, e sacarificacdo e fermentacdo simultdnea. Os resultados
apontaram a sacarificagdo e fermentag@o simultanea como a melhor
condicdo de processamento da biomassa, uma vez que a producio
de etanol foi de 5,4% (v/v), enquanto que com a fermentacio direta
do hidrolisado obteve-se 4,7% e com a sacarifica¢do e fermentacio
dos residuos sélidos a produgdo de etanol foi de 4,9%. Sendo assim,
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esses resultados indicam que a sacarifica¢@o e fermentacdo simultanea
pode ser uma condicdo a ser adotada para a fermentagdo da biomassa
de Ananas comosus, visto que proporcionou melhor rendimento de
etanol tendo um direcionamento positivo para diminuir os custos com
o uso de enzimas celuloliticas.

Verifica-se que nas condi¢des empregadas, a fermentacdo deveria
encerrar-se nas 4 primeiras horas (Figura 2), visto que apds esse tempo
houve redug@o no teor de etanol produzido. Sugere-se que, na falta
da fonte primdria de carbono (glicose), a levedura passe a consumir
o etanol. Desta forma, esse mecanismo torna-se economicamente
invidvel, visto que o objetivo da fermentagdo € a obtencao de etanol,
e seu consumo ¢ indesejado devendo-se, portanto, encerrar a reaciao
de fermentagdo antes que isso ocorra. Outro artificio a ser considerado
¢ a suplementacio de diferentes fontes de nitrogénio para aumentar
a biomassa de leveduras,® a partir das quais espera-se acelerar a
conversdo de agticares para etanol.

De acordo com essas observagdes, o indculo da levedura fez
com que o contetddo de carboidratos fermentesciveis diminuissem de
58,44 para 0,67 g L', no caso da glicose e de 21,91 para 18,83 g L,
no caso da xilose, representando 87,22% e 1,16% de consumo, res-
pectivamente. No final da fermentagdo, a xilose residual representa,
presumivelmente, a atividade enzimadtica remanescente no licor
sacarificado. Apés 2 horas de adi¢io da levedura, a xilose apresentou
incremento em razdo das outras amostragens.

Producio de briquetes

Os briquetes produzidos a partir do residuo sélido da hidrdlise
enzimdtica apresentaram poder calorifico de 18,41 kJ kg, 11,64% de
umidade e 5,94% de cinzas. Considerando seu potencial energético,
o residuo sélido remanescente do processo de producio de etanol de
segunda geragdo torna-se, portanto, um substrato complementar para
combustao direta em fornos industriais em substituicdo a lenha. Além
disso, o valor de aquecimento € um fator de qualidade importante para
a combustdo, assim como relataram Demirbas e Sahin.* Sendo assim,
os testes de laboratério mostraram que os briquetes produzidos podem
complementar o processo de combustdo, tornando-se combustiveis
cujas perspectivas parecem ser boas para aplicagdo relacionada ao
calor em pequenas industrias.

As andlises complementares no estudo da producio de combus-
tivel s6lido (briquetes) incluiram a produ¢@o de cinzas e umidade.
Quanto ao teor de cinzas, sabe-se que este componente representa
os 0xidos inorganicos que permanecem apds a combustao completa
dos materiais.* Os briquetes produzidos neste estudo apresentaram
menor teor de cinzas (5,4%) quando comparado com outro estudo
descrito na literatura, sobre a viabilidade de producdo de briquetes
através da mistura de vdrios residuos de biomassa, em que o teor
de cinzas variou entre 14,6 ¢ 31%.% Quanto ao teor de umidade,
sabe-se que este parametro pode influenciar no valor do aquecimento
do material.** No entanto, ndo avaliamos neste estudo se um menor
ou maior teor de umidade poderia causar alteracdes no valor de
aquecimento do briquete. Outras condicdes de fabricagao, tais como
a temperatura e pressdo também sao responsaveis por influenciar o
poder calorifico.?”3

Ademais, outro ponto positivo para a produgdo de briquetes
neste estudo estd relacionado com a natureza homogénea do residuo
lignocelulésico de Ananas comosus utilizado, em que se pode supor
que o material forma uma ligagdo mais forte, tornando o briquete
mais denso e estdvel.* Combustivel s6lido como serragem, briquete
de biocarvio, lenha e carviao, apresentam valor de aquecimento em
torno de 18,65 a 27,98 MJ kg™ (8.000 a 12.000 Btu Ib"). Jd o carvio
betuminoso, o mais utilizado nas industrias, apresenta variacdes
entre 24,48 ¢ 36,14 MJ kg! (10.500 a 15.500 Btu Ib").** Isso implica

Quim. Nova

em dizer que a tecnologia de briquetagem empregada neste estudo,
considerando o reaproveitamento de residuos sélidos de Ananas
comosus e o padrdo de baixo custo de produgdo, tornou possivel a
produgdo de combustivel sélido para atender, ainda que de forma
nao consolidada, a complementariedade das demandas energéticas
de pequenos produtores.

CONCLUSAO

Através dos ensaios de hidrélise enzimdtica realizados no presente
trabalho, € possivel destacar a importincia da aplica¢do de enzimas
celuloliticas sobre o residuo lignoceluldsico de Ananas comosus a fim
de obter maiores concentragdes de aguicares no licor sacarificado e,
por conseguinte, maior rendimento etanélico na etapa de fermentagao.
Conforme verificado no perfil de hidrélise, a enzima empregada nao
sofreu perdas de sua atividade catalitica pelos parametros utilizados,
a 50 °C, 150 rpm, 24 horas. Deve-se ressaltar também que o uso
combinado de enzimas celulases e hemicelulases € um processo que
merece ser explorado, no sentido de aumentar as concentragdes de
acucares fermentesciveis e maior reaproveitamento dessa biomassa.

De fato, os resultados da fermentag@o etandlica do licor saca-
rificado foram dados adicionais para elucidar a configuragdo dos
processos de fermentagdo, tendo como base a utilizagao de substratos
lignoceluldsicos de Ananas comosus através da integracao de pré-
-tratamentos a base de 4gua em temperaturas moderadas e tratamento
enzimdtico. Isso significa dizer que este artigo apresenta dados pri-
mdrios que garantem a redu¢do do tempo no processo de producéo de
etanol de segunda geracdo, assim como, melhorias futuras nas etapas
experimentais que podem acarretar em menores custos operacionais.

A incorporacdo do residuo da biomassa remanescente da hidré-
lise enzimdtica para produgdo de briquetes (obtido dos mercados
alagoanos) proporciona uma oportunidade de alavancar estudos nessa
perspectiva, uma vez que essa integracdo ainda € incipiente. Ademais,
essanova aplicabilidade da biomassa destaca seu potencial, dada a sua
versatilidade capaz de gerar duas formas de energia (liquida e sélida).
A tecnologia empregada para briquetagem ¢ de facil operagdo e de
baixo custo, o que torna o briquete produzido nesse estudo uma fonte
renovavel de combustivel s6lido com boa relagio custo-beneficio.
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