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1- INTRODUCAO

A utilizagdo de enzimas segregadas por bolores na sacarificagio de
substdncias amildceas é conhecida no Oriente desde os tempos imemoriais.
Nessa regifio, a matéria~-prima mais empregada para & producdo de Alcool
etilico é o arroz. A conversio do amido em aglicares fermentdveis é reali-
zada pelo emprégo de culturas de bolores que possuem as enzimas sacarifi-
cantes. Estas culturas utilizadas na sacarificagio do arroz recebem, no
Japdo, o nome de “koji”’ e, no Sifio, de “ragi”’. Jalavicharana (3) estudou
a microflora do “ragl” e verificou a presenca de espécies de Aspergillus,
Mucor, Rhizopus, Penicillium, ete. Predominou, entretanto, o Aspergillus
flavus Link. No “koji”’, preparado no Jap&o, hi predominfncia do Asper-
gillus oryzae (Ahlburg) Cohn.

Iste processo de sacarifica¢io utilizado nos pafses asifticos é ainda
bemn primitivo e redunda em baixo rendimento alcoélico, devido a uma
sacarificagdo imperfeita, e o produto obtido nido é muito uniforme.

Métodos modernos para a utilizacdo de bolores como agentes sacari-
ficantes das substéncias amildceas estdo sendo desenvolvidos nestes 1iltimos
anos. A utilizagdo de bolores selecionados, com alto poder enzimitico, e
o aperfeicoamento de processos industriais para multiplicd-los, redundariam
certamente em alto rendimento alcodlico, em virtude de uma sacarificagio
bastante eficiente.

Nos Estados Unidos, em 1914, Takamine (8) publicou resultados de
experiéncias realizadas em escala industrial e nas quais utilizou culturas de
Aspergillus oryzae como agente sacarificante. O rendimento aleodlico obtido
foi igual ao de mostos sacarificados com malte de cevada.

Os bolores tém sido usados em escala industrial para sacarificagdo
do amido sob a forma de farelo embolorado (mold bran) ou pelo processo
amilo. O farelo embolorado é obtido pelo crescimento do bolor selecionado
em farelo de cereal umedecido e passado pela autoclave, que é conservado
em salas onde a temperatura, umidade do ar e arejamento sio controlados
ouidadosamente. Apds um periodo de crescimento de 30-10 horas, o farelo
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embolorado é removido desta sala incubadora e pdsto a secar. Este pro-
duto, depois de séco, vai substituir o malte na destilaria. No processo amilo,
estirpes selecionadas de Rhizopus ou Mucor sio cultivadas em goma de
amido pré-liquidificada, cozida e arejada. Dentro de 24-28 horas, quanti-
dade suficiente de enzimas € segregada para sacarificar o amido existente
na goma.

Ambos os processos apresentam certas desvantagens. O preparo do
farelo embolorado € um processo trabalhoso, ocupa muito espa¢o e exige
equipamento especial. Além disso, é necessirio empregar um farelo de
cereal como substrato. No processo amilo, todo o mosto deve ser prévia-
mente liquidificado e depois arejado durante o crescimento do fungo, o
que encarece e dificulta a operacéo.

I.e Mense (4) e outros estudaram a viabilidade de se obterem enzimas
sacarificantes segregadas por bolores, que sio multiplicados em culturas
submersas e suficientemente arejadas. Vérias espécies de Aspergillus,
Rhizopus, Mucor, Penicillium e Monilia foram cultivadas e submetidas
a teste, quanto ao poder enzimatico. Entre elas, destacou-se uma estirpe
de Aspergilius niger van Tieghem, da colecdo do Northern Regional Research
Laboratory, Illinois, EE. UU., sob o nimero 337. O prdprio Le Mense
(5), em colaborac¢ido com outros pesquisadores, publicou um trabalho dando
detalhes e o prego de custo de uma instalagdo para produzir cultura sub-
mersa de fungos utilizados como agentes sacarificantes do amido.

No norte do Brasil, os pequenos agricultores produzem ainda uma
espécie de aguardente de mandioca, por um processo bastante primitivo,
em gue a sacarificacio do amido é feita por meio de fungos. A aguardente
resultante recebe o nome de tiguira (6).

Banzon e outros (2) realizaram experiénecias utilizando farelo embo-
-lorado na sacarificacdo do amido de mandioca. Observaram que o farelo
embolorado é um agente mais ativo que o malte de cevada na sacarificacio
désse amido. Um rendimento tedrico, de cérea de 709, foi obtido pela
sacarificacio da mandioca com 8-109, de malte de cevada. Pela utili-
zacio de 109, de farelo embolorado, na sacarificagdo do amido de mandioea,
foi obtido um rendimento tedrico entre 80-857%.

Em vista do prego elevado do malte de cevada, tem-se usado em nosso
meio o malte de milho. Este malte é produzido na prdpria destilaria. E
uma opera¢io demorada e que exige muito cuidado, a fim de evitar conta-
minacdo por meio de bactérias e bolores existentes no ar.

A utilizacio de culturas submersas na sacarificagio de substdncias
amildceas, para produgio de 4lcool, resultaria numa simplificacdo do pro-
cesso e seria a mais adequada para o nosso pais, onde a temperatura elevada
e a umidade do ar s3o agentes desfavorjveis para a producio de um bom
malte.

As experiéncias reallzadas tiveram como objetivo verificar a viabili-
dade da utilizacdo, em escala industrial, de cultura submersa de fungos
ng sacarificagdo do amido de mandioca. Os resultados experimentais foram
bastante satisfatérios. Obtiveram-se rendimentos aleodlicos superiores aos
que sio atualmente conseguidos em nosso pais. Além disso, o processo é
0 que parece mais adequado para as regides de clima quente e imido.
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2 - CULTURA SUBMERSA DE BOLOR

O mais sérioc empecilho para o desenvolvimento da indistria de 4lcool
de substdncias amildceas em nosso meio é a escassez de malte e a dificul-
dade de obté-lo e preservéd-lo. Soémente ag cervejarias usam malte de cevada
e a maior parte déste malte é importada. Em virtude do elevado prego
do malte de cevada (cérca de Cr$ 4,00 o quilo), a sua utiliza¢do nas desti-
larias torna-se impraticdvel, por causar a elevagio do custo de produgdo
do 4lcool obtido. O problema se resume em achar um substituto para o
malte, que redunde em rendimentos alcoélicos iguais ou superiores aos
obtidos de mostos sacarificados com malte.

2.1-VANTAGEM DA CULTURA SUBMERSA

Véarias sfio as vantagens oferecidas pela utilizagdo de culturas sub-
mersas na sacarificagdo do amido. Entre elas, podem-se citar as seguintes :
a) o custo da operagio de sacarificagdo é menor que o da sacarificagfio com
o malte ; b) elimina-se uma das operag¢des mais dificeis na destilaria, que
é a de produgio de malte ; ¢) a operacdo de fermentagio pode ser realizada
assepticamente, o que ndo é possivel quando se usa malte na sacarificacio ;
d) a sacarificacio é mais eficiente que pelo uso de malte de cevada; e)
substratos simples e de baixo prego podem ser utilizados como meio de
cultura para a multiplicacdo do fungo; f) o rendimento alcodlico obtido
é igual, ou superior, ao de mostos sacarificados com malte ; g) nfo é neces-
sdria nenhuma modifica¢do na aparelhagem utilizada para a producio de
dlcool de substdncias amildceas, pelo processo classico da maltagem.

2.2-PREPARO DA CULTURA SUBMERSA

Em experiéncias realizadas pelo autor (9), obtiveram-se étimos resul-
tados na multiplicacdo de Aspergillus niger estirpe NRRIL-337, utilizando
o seguinte substrato :

Farelo de vinhaga desidratada (1) - .. oo e 5,0%
Milho mofdo - .o e e e 1,0%
Carbonato de cdleio ..o ... 0,5%

Coloca-se uma certa quantidade de 4dgua corrente em um recipiente
de vidro onde vai ser preparado o meio de cultura e adiciona-se, a seguir,
o farelo de vinhaca. Ferve-se em uma outra vasilha uma guantidade de
dgua suficiente para produzir uma goma de mitho de viscosidade média.
O milho moido é misturado com uma pequena porgio de dgua fria. Quando
a dgua da vasilha estiver em ebuli¢io, junta-se o milho moido vagarosa-
mente, com agitacdo constante. Apds dez minutos de cozimento, a goma
de milho é transferida para o vidro onde vai ser preparado o meio de cultura.
Junta-se, a seguir, carbonato de calcio. Completa-se o volume com Agua
corrente. O vidro é tamponado com algodio e esterilizado em autoclave
a 125°C, durante trés horas.

(l) Tradugio da expressio inglésa distillers'dried aolubles.
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Os mostos de raspa de mandioca sacarificados com culturas de fungo,
apresentaram um alto rendimento alcodlico

obtidas neste substrato,
{quadro 1).

O meio de cultura na base de vinhaga desidratada é 6timo para a multi-
plica¢do do Aspergillus niger. Nos Estados Unidos, onde o farelo de vinhaga

Quapro 1.—Resultados de fermentagfio de mostos de raspa da mandioca, sacarificados
com malte, de cevada ¢ de milho, e comn culturas submersas de Aspergillus niger, pro-
pagadas em diferentes substratos

Processos de sacarificacfio Concentragiio do mosto| Rendimento alcoblico | Aproveita-
mento
P Lei Aleool industrial
Agente ercen- . eitura | ;htide de | (rendimen-
tagem Raspa Amido no refra- | 'y ong kg | to teérico)
usada (1) témetro | 4o raepa
x % % % litros %
SACARIFICACAQ COM MALTE
Malte de cevada * ____ _________. 7 17.6 13,2 6,8 416,6 74,1
10 e e 316,0 SO
Malte de milho ** _.__ . _______. 13.8 e - I 410,0 - ea
16,0 e o 450,0 e
SACARIFICACAO COM FUNGO (2)
{substratos)
A. niger Farelo de vinhaga.... 10 17,6 13,6 8.6 485,56 90,5
) Torta de algodio ___. 10 15,3 10,5 7.2 472,4 94,5
Farinha de soja integral 10 15,3 10,5 7.2 472,4 95,5

Fonte ; * = dados obtidos pelo autor (9). - ** = dados obtidos por Almeida (1)

(1) Para o malte, percentagem gravimétrica e, para o fungo, volumétrica

(2) Os dados referentes aoas substratos preparados eom torta de algodfio e soja integral representam a média
de 12 fermentadores

pode ser adquirido com facilidade e a preco razodvel, a utilizagio déste
meio de cultura € ideal.

Em virtude da dificuldade, entre nés, de obtengao de farelo de vinhaga,
procur ou-se encontrar um outro meio de cultura que o pudesse substituir,
onde o fungo se desenvolvesse bem e apresentasse um alto poder sacarifi-
cante. A condigio essencial seria a utilizag¢io de substincias de facil aquisi-
¢do no comérecio e de baixo prego, condigdo primordial para que o processo
pudesse ser de valor econdémico. Esse substrato deveria ser rico em nitro-
génio ficilmente assimildvel e em complexo vitaminico B.

Entre os diversos substratos experimentados, dois foram bastante
satisfatérios, e tém a seguinte composigio em relagio ao péso em 4gua :

SussTRATO 1

Torta de algoddo peneirada ... .. 3,0%

Raspa de mandioca ... 2,0%

Farelo de arroz . e 0,5%
SupsTRATO 2

Farinha de soja integral ... .. 30%

Arroz integral moido ... .o oo oo e eeeaeeeeee. 2,09

Essas culturas sfio preparadas em vasilhames de vidro com capacidade
para 20 litros, nos quais sdo colocados 12 litros de meio de cultura. O
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processo de preparacdo dos meios de culturas constituidos pelos substratos
1 e 2 é idéntico ao ja descrito para o farelo de vinhaca desidratada. O arroz
ou a raspa de mandioca devem ser cozidos separadamente. N&o foi
adicionado aos meios de culturas o carbonato de cdlcio. Os vidros con-
tendo o meio de cultura sdo esterilizados e, a seguir, resfriados. Os vidros
sdo semeados com 50 cc de cultura submersa de Aspergillus niger estirpe
NRRL-337. Esta cultura :é obtida semeando-se um frasco Erlenmeyer
contendo os 50 cc de meio de cultura esterilizado com esporos obtidos de
tubo com cultura pura do fungo. O frasco Erlenmeyer, apds semeadura,
é arejado durante 48 horas por meio de agitagdo (fig. 1).

Figura l.—Agitador para arejamento de culturas submersas de fungos.

Esta cultura, que foi arejada durante 48 horas, vai servir para semear
o substrato do vasilhame de 20 litros. O arejamento da cultura nos reci-
pientes de vidro se faz pela introduc¢do de ar esterilizado e dmido, como
mostra g figura 2.

O fungo é multiplicado nos recipientes de vidro & temperatura am-
biente (25-30°C) durante 72 horas. Decorrido ésse periodo de arejamento,
a cultura se apresenta bastante desenvolvida e com alto poder sacarifi-
cante. Conserva-se, a seguir, em geladeira, para ser utilizada posterior-
mente nas experiéneias de sacarificacdo da raspa de mandioca.
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3 - PREPARO DO MOSTO

O mosto de raspa de mandioca, sacarificado ecom cultura submersa
de Aspergillus niger, é preparado de acérdo com 2 técnica preconizada
por Stark e outros (7), como segue :

L

st |

D>

c\__——/o\_—/

Fiovra 2.—Recipientes de vidro para multiplicacio de fungos em cultura submersa.
4 — ar comprimido; B — filtro de algodio; € — vidro com &gua esterilizada;
D — cultura submersa do fungo; F — tubo para escape do ar,

a) aquece-se a uma temperatura de 48°C uma quantidade de dgua
igual a cérea de 3/5 do volume total do mosto a preparar ;

b) juntam-se 2,59, da cultura submersa, calculados sdbre o volume
total do mosto a ser preparado, para facilitar a liquidificacdo da goma ;

¢) eleva-se a temperatura a 54°C e junta-se a raspa de mandioca ;

d) ajusta-se o pH entre 5,4 e 5,6 com 4cido sulfirico N/I ;

e) & goma, constantemente agitada, é mantida & temperatura de ebuli-
¢8o do banho-maria durante uma hora e, em seguida, posta. em autoclave
a 125°C, durante uma hors ;

f) a goma é resfriada a 60-63°C, e 109, de cultura submersa do bolor,
calculados sbbre o volume total de mosto a preparar, sio adicionados para
a sacarificagio do amido ; conserva-se a esta temperatura durante dez
minutos, e, a seguir, resfria-se a 30°C ;

g) ajusta-se o pH a mais ou menos 4,6—4,8 com dcido sulfdrico N/1
e completa-se o volume com Agua corrente esterilizada, de modo que se
obtenha um mosto final com a concentragio desejada ; o0s mostos obtides
de cada cozimento sdo fermentados em trés frascos (fig. 3) e semeados com
2% de pé de fermentacio de cultura pura de Saccharomyces cerevisiae Hansen,
estirpe 1-Y.

Os mostos preparados sio fermentados durante cérea de 65 horas
a uma temperatura constante de 30°C. Em seguida, determina-se o teor
alcodlico dos diferentes mostos preparados e calcula-se o rendimento.



QOur. 1950 ALcooL DE MANDIOCA 283

A B
Figura 3.—LYermentador para testes em laboratério. 4 — fraseco contendo o mosto a
ser fermentado; B — proveta com fgua para borbulhamento dos gases resultantes

da fermentaeio.

4 - ANALISE DOS MOSTOS FERMENTADOS

Os mostos fermentados sfo analisados a fim de se determinar o teor
alcoélico, acidez e Brix.

Transferem-se 100 cc' do mosto fermentado, medidos em frasco volu-
métrico, para um frasco Kjeldhal. Lava-se duas vézes o frasco volumétrico
com dgua destilada, e essa dgua de lavagem é adicionada ao mosto exis-
tente no frasco Kjeldhal. Destila-se 0 mosto e recebe-se o destilado em
um fragco volumétrico de 100 cc. Recolhem-se no frasco volumétrico aproxi-
madamente 97-98 cc de destilado. Completa-se o volume com agua desti-
lada. O teor alcodlico do destilado é determinado por meio do refratd-
metro de imersdo a uma temperatura de 25°C. As leituras devem ser feitas
quando a temperatura do destilado for exatamente 25°C, para evitar erros.
Determinado o teor alcodlico do destilado, calcula-se o rendimento. O
mosto fermentado, que ndo foi destilado, é filtrado e determina-se a acidez
e o Brix do filtrado.

O quadro 1 apresenta os dados comparativos, em relagio ao rendi-
mento alcodlico, quando se utiliza malte de cevada, malte de milho e cultura
submersa de fungo na sacarificagio da raspa de mandioca. Os dados refe-
rentes ao rendimento alcodlico utilizando cultura submersa de fungo e
malte de cevada sdo referentes As experiéncias realizadas pelo autor nos
Estados Unidos (9). Os dados relativos 4 sacarificagio do amido de man-
dioca com malte de milho foram obtidos do trabalho de Almeida (I). En-
quanto se obteve, para mostos sacarificados com malte de cevada, um
rendimento alcoélico de 749, do tedrico, os mostos sacarificados com cultura
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submersa de Aspergillus niger apresentaram um rendimento alcodlico de
919, do tedrico. Os nossos resultados concordam com os de Banzon (2),
que, tendo trabalhado também com raspa de mandioca, observou que a
sacarificacdo por meio de culturas de fungos é mais eficiente do que pelo
malte de cevada.

Preparamos mostos de raspa de mandioca, pela sacarificacdo com
culturas submersas desenvolvidas nos substratos na base de torta de algoddo
e de soja integral. Pelo exame do quadro 1, verifica-se que ambos os subs-
tratos ofereceram culturas submersas com alto poder sacarificante e que
resultaram em mostos com alto teor alecodlico.

O quadro 2 mostra que a variacdo da concentragio do mosto entre
15 e 179, praticamente nfo resulta em varia¢io alguma no rendimento
alcodlico. A cultura submersa utilizada na sacarificacio foi obtida pela
propagacio do fungo no substrato na base de torta de algoddo.

Quanro 2.—Resultados analiticos de mostos sacarificados com dez por cento de culturas
submersas de fungos e propagadas em substratos na base de torta de algodio

Concentra¢io dos

- fndice de ncidez 4 i Rendimento .

mostos t:;lel:el een ‘ do mosto Prix alcoblico Aprovei-
Nume- . tamen‘to

ragiio i , Aleool | industrial

dos cosi- | No infcio | No final | No infcio | No final | Leitura | opiige (rendi-

Raspa Amido | mentos | da fer- | da fer- | da fer- | da fer- ne | de 1.000 mento
mentacio| mentagio] mentucic| mentagho mfratui ke de tebrico)

me=tro (1) racpa |
pE pH LA litro 7
CULTURAS SUBMERSAS DE Aspergillus niger .

15,2 10,1 1 | - 4,10 11,3 - (0,6 7,03 461,3 06,7
2 5,05 4,15 13,1 — 0,7 7.75 460,5 96,8

3 5,00 4,15 13,3 — 0,6 7,82 464,7 ar,7

16,8 11.2 4 4,90 4,10 13,3 — 0,8 7.84 465,8 07,9
5 4,85 4,05 13,3 — 0,3 7,83 465,2 97.8

6 4,85 410 13,1 — 0,5 7,84 465,8 97,9

7 4,90 4,10 13,2 — 0,7 7.72 4587 98,6

8 4,85 4,10 13,6 — 07 8,08 457.8 95,9

17,6 11,7 { N
9 4,85 4,10 13,4 — 0,7 8,18 463,5 97,1
CULTURAS BUBMERSAS DE Aspergillus oryzae

15,2 10,1 10 5,20 4,25 11,9 4 09 6,17 4049 84,8
11 5,00 4,25 12,1 + 0,9 6,85 407.0 85,2

16,8 11,2 12 4,95 4,20 12,6 4+ 11 6,567 390,14 82,2
13 4,65 4,15 12,4 + 1,1 6,57 390,4 82,2
14 4,90 4,20 13,0 + 1,1 6,63 393.9 82,8

(1) Médias de trés fermentadores

Experiéncias foram feitas para determinar o poder sacarificante de
alguns bolores existentes na colegio do Instituto Agrondmico. Uma estirpe
de Aspergillus oryzae, isolada originalmente de dorna de fermentagio de
saqué (vinho de arroz), Fazenda Monte Deste, municipio de Campinas,
fol a que apresentou maior atividade enzimitica. Fste fungo foi multipli-
cado durante 48 horas no substrato na base de torta de algoddo. Apés 48
horas, a cultura tornou-se bastante densa e ndo foi possivel propagar o
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fungo por um perfodo de 72 horas. Mostos de raspa de mandiocs foram
obtidos pela sacarificagio com cultura submersa déste fungo, e os resul-
tados estdo registados na parte inferior do quadro 2.

Pelo exame do quadro 2, observa-se que as culturas submersas de Asper-
gillus niger possuem um poder sacarificante mais elevado que as culturas de
Aspergillus oryzae, o que é evidenciado pela anilise do rendimento alcodlico
obtido de mostos sacarificados pelos dois fungos. A cultura de Aspergillus
niger parece ser a mais adaptada para cultivo em cultura submersa, desen-
volvendo uma atividade enzimatica bastante elevada e produzindo 6tima
sacarificagdo do amido.

5-VALOR NUTRITIVO DA VINHACA

O mosto fermentado, sacarificado com cultura submersa de Aspergillus
niger, propagado no meio, na base de torta de algodio, foi filtrado e o re-
siduo retido no filtro foi séco a 80°C. O residuo séeo foi analisado pelo Dr.
Manuel Becker, Departamento da Produgio Animal da Secretaria da
Agricultura do Estado de Sdo Paulo, tendo revelado a seguinte composigio :

ComposIgio
Umidade (110°0C) oo e 6,99%
Proteiln o e 25,20%
Matéria mineral . 8,73%
Matéria graxa i 6,899,
Fbras 12,249,
E. N Az e 39,959,

Pela andlise do residuo, verificou-se que apresenta um teor elevado
de proteina e que podera ser de grande valor na alimentag¢io de gado e
aves. A utilizacdo déste subproduto da destilaria poderd resultar em uma
redugdo do custo do 4lcool obtido. Sendo de alto valor nutritivo, a sua
utilizagdo contribuird para melhorar o valor alimenticio das ragées do
gado e das aves. Nos Estados Unidos, o subproduto de destilaria é con-
sumido em grande escala para a alimentacio désses animais. A impor-
tAncia déste subproduto tem aumentado de tal modo que a tendéneia é
a de se tornar o principal produto da destilaria, constituindo o dlcool um
subproduto. Em nosso meio, onde a alimentac¢io para o gado é deficiente
em proteinas, seria de grande interésse investigar a viabilidade da utili-
zacdo désse subproduto da destilaria na alimentac¢fio dos rebanhos.

SUMMARY

It has beer shown that cassava starch can be converted into alecohol most efficiently
when fungal enzyme preparations from submerged cultures are used to hydrolyze the
starch into sugar. The use of barley malt in the process for conversion of cassava starch
has resulted in alcohol yields of 70-749, of the theoretical. Cassava mashes converted
by submerged fungal cultures (Aspergillus niger van Tieghem, strain NRRIL-337) resulted
in alcohol yields up to 90% of the theoretical.

Substitutes for the distillers’dried solubles-corn medium were tried. Screened
cotton seed meal and soybean meal proved to be a satisfactory substitute for distillers’dried
solubles. Dehydrated cassava meal was effectively used in place of corn meal.
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A comparative study was carried out using several molds from the Collection of
the Instituto Agronémico for the purpose of determining their enzyme activity. The
mold that presented the highest enzyme potency was found to be the strain of Aepergilius
oryzae (Ahlburg) Cohn strain F-27 which had been originally isolated from saké (rice
wine). :

Studies of the dehydrated residues (79 moisture) from hydrolized and fermented
mash were found to contain approximately 25% protein indicating their possible value
in animal feeds.

Simple substrates can be used for the propagation of the mold which is a very
cfficient conversion agent. It is, indeed, the best saccharifying agent for the countries
where a good malt is not available at a low price.
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