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APRESENTAÇÃO

A competência técnica aliada a responsabilidade social e ambiental é 
imprescindível para uma atuação profissional com excelência em determinada 
atividade ou função. Nas Ciências Agrárias, esta demanda tem ganhando destaque 
em função do crescimento do setor nos últimos anos e da grande necessidade por 
profissionais tecnicamente qualificados, com conhecimentos e habilidades sólidas na 
área com vistas à otimização dos sistemas produtivos. É importante ressaltar, ainda, 
que a atuação com uma ótica social e ambiental são extremamente importantes para 
o desenvolvimento sustentável das atividades voltadas às Ciências Agrárias.

Neste sentido, surgiu-se a necessidade de idealização desta obra, “Competência 
Técnica e responsabilidade Social e Ambiental nas Ciências Agrárias”, que foi 
estruturada em dois volumes, 1 e 2. Em ambos os volumes são tratados estudos 
relacionados à caracterização e manejo de solos, otimização do desenvolvimento de 
plantas, produção de alimentos envolvendo técnicas inovadoras, utilização de resíduos 
de forma ecologicamente sustentável, dentre outros assuntos, visando contribuir com 
o desenvolvimento das Ciências Agrárias.

Agradecemos a contribuição dos autores dos diversos capítulos que compõe 
a presente obra. Desejamos ainda, que este trabalho possa informar e promover 
reflexões significativas acerca da responsabilidade social e ambiental associada às 
competências técnicas voltadas às Ciências Agrárias.

Júlio César Ribeiro 
Carlos Antônio dos Santos
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RESUMO: A palma forrageira é um produto 
destinado à alimentação animal que pode 
ter uma maior abrangência mercadológica 
caso seja direcionada ao desenvolvimento de 
outros produtos como etanol, que atualmente 
é produzido principalmente a partir da cana-
de-açúcar. Tendo em vista que a produção de 
palma forrageira já está bastante difundida 
no semiárido, e requer menor uso de água 
quando comparada à cana-de-açúcar, este 
projeto tem como objetivo testar a hidrólise 
enzimática do mosto da palma forrageira para 
produção de etanol. Para tanto, fungos foram 
isolados da superfície da palma e testados para 
produção de extratos enzimáticos. As enzimas 
foram purificadas e aplicadas no processo 
de inversão do material lignocelulósico da 
palma. Ao final, pode-se concluir que o extrato 
enzimático produzido a partir do fungo isolado 
de Opuntia ficus-indica Mill. (Palma Gigante) 
sobre o mosto de Nopalea cochenillifera (Palma 
Miúda) apresentou maior produção de açúcares 
redutores, em menor tempo de contato e com 
uma menor concentração de extrato enzimático. 
PALAVRAS-CHAVE: Isolamento; rendimento, 
inversão.



Competência Técnica e Responsabilidade Social e Ambiental nas 
Ciências Agrárias 3

Capítulo 12 90

ENZYMATIC HYDROLYSIS OF FORAGE PALM MUST FOR ETHANOL 
PRODUCTION

ABSTRACT: Forage palm is a product intended for animal feed that may have larger 
market coverage if it used to the development of other products such as ethanol, 
which is currently mainly produced with sugarcane. Given that forage palm production 
is already widespread in the semi-arid and requires less investment and water use 
compared to sugarcane, this project aims to test the enzymatic hydrolysis of forage 
palm must for ethanol production. . To this end, fungi were isolated from the palm 
surface and tested for production of enzymatic extracts. The enzymes were purified 
and applied in the process of inversion of the lignocellulosic material of the palm. In the 
end, we concluded that the enzymatic extract produced from the fungus isolated from 
Opuntia ficus-indica Mill. (Palma Gigante) on the wort Nopalea cochenillifera (Palma 
Miúda) showed higher production of reducing sugars, shorter contact time and lower 
concentration of enzymatic extract.
KEYWORDS: Isolation, yield, inversion.

1 |  INTRODUÇÃO

Durante a última década, o Brasil realizou esforços estimulando a produção de 
biocombustíveis, associando-o a um modelo mais limpo e sustentável. Neste ponto, 
culturas de cactáceas, como por exemplo, a palma forrageira, cujo seu metabolismo 
intrínseco lhes confere elevada capacidade de adaptação, apresenta-se como 
importantes alternativas para produção de etanol no semiárido, pois possui produção 
de biomassa similar à cana-de-açúcar, nos aspectos quantitativos por área (BARACHO; 
SILVA; NETO, 2009).

A palma forrageira é naturalmente do México, sendo adaptável em áreas áridas e 
semiáridas, como é o caso do Nordeste brasileiro. Alguns pesquisadores afirmam que 
a entrada da palma no Brasil teve como objetivo hospedar o inseto Dactylopius coccus 
conhecido como cochonilha do carmim. O projeto não obteve sucesso e logo estas 
cactáceas passaram a ser cultivadas como plantas ornamentais, até que em 1893, 
Barbosa Rodrigues recomendou o uso de palma como forrageira para alimentação do 
gado em épocas de seca no semiárido despertando interesse dos criadores (ANTUNES 
et al., 2014).

A região semiárida brasileira possui 980.133,079 km², 1.131 municípios e uma 
população de 22.598.318 habitantes, o que representa 42,67% da população do 
Nordeste ou 11,9% da população brasileira. Associado a isso, tem-se que 38,0% 
da população do semiárido reside no meio rural, precisamente no Nordeste, o que 
representa 8.587.360 habitantes do país (MEDEIROS et al., 2012). Por meio destes 
números, observa-se o grande impacto da viabilização da produção de etanol a 
partir de cactáceas, visto que esta cultura apresenta-se com viabilidade de cultivo 
em praticamente toda esta região (LEFSIH et al., 2016). No Nordeste predomina 
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dois cultivares de palma forrageira: a Opuntia ficus-indica, também conhecida como 
“gigante”, e a Nopalea cochenillifera, chamada de “miúda” ou “doce” (MAIA-NETO, 
2000). 

Devido à alta concentração de material lignocelulósico e baixo percentual de 
açúcares simples das cactáceas, a produção de etanol requer tratamentos preliminares 
que envolvem hidrólise ácida ou enzimática. A Palma forrageira contém em média 30,7 
% de celulose, 5,93 % de hemicelulose e 6,49 % de lignina, que podem ser convertidos 
em açúcares simples e fermentescíveis como a glicose, que é bioquimicamente 
metabolizado por leveduras em etanol (TORRES NETO, 2010; OLIVEIRA, et al., 2015).

As celulases e hemicelulases representam um grupo de enzimas responsáveis 
pela hidrólise dos polissacarídeos da biomassa e que podem ser produzidos através 
de microrganismos, sendo a grande parcela por bactérias e fungos. A hidrólise 
enzimática irá converter os polissacarídeos (lignina, hemicelulose e celulose) em 
açúcares solúveis. A maioria das enzimas envolvidas na hidrólise de carboidratos 
são proteínas modulares, constituídas por um módulo catalítico e por um módulo de 
ligação a carboidratos, sendo a função destes, promover uma melhor interação entre o 
substrato. Muitos fatores podem afetar o processo, como por exemplo, a concentração 
do substrato, a atividade das enzimas e as condições da reação (temperatura, pH e 
etc) (RODRIGUES, 2014).

Tendo em vista as dificuldades de se promover a inversão dos carboidratos da 
palma para açúcares fermentescíveis, o uso de enzimas fúngicas foram testadas, em 
busca de se desenvolver uma tecnologia apropriada para produção de etanol.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

 Obtenção do material vegetal 

Toda a pesquisa foi desenvolvida no Instituto Federal de Educação, Ciência e 
Tecnologia – campus Limoeiro do Norte. As duas variedades de palma foram obtidas na 
Unidade de Extensão e Pesquisa (UEPE) sendo transportadas para a Planta de Piloto 
de Frutos e Hortaliças. Inicialmente os cladódios das palmas (gigante e miúda) foram 
submetidos a uma lavagem em água corrente para retirada de sujidades e remoção 
de espinhos. Após isso cada variedade foi submetida a um tratamento térmico por 
meio de cozimento à temperatura de 100 °C por 15 minutos. Em seguida o material 
foi triturado em um processador de alimentos industrial, nas proporções de 1:1 (água 
e palma) e acondicionado em recipiente higienizado e hermeticamente fechado para 
conservação sob congelamento e uso posterior.

Isolamento de fungos e teste de viabilidade para inversão de polissacarídeos

Para o isolamento foram separados os cladódios das espécies Opuntia ficus-
indica Mill. cvs. Gigante e a Nopalea cochenillifera (Salm Dyck). Cvs. Palma Miúda, 
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vindos diretamente do campo e transportados para o Laboratório de Microbiologia.
Posteriormente o material foi diluído e inoculado em meio sólido Ágar Batata 

Dextrose, afim de que fossem isoladas colônias de fungos filamentosos (MOREIRA; 
HUISING; BIGNELL, 2010). Foram feitos três estriamentos sucessivos para garantir a 
pureza das colônias selecionadas.

Os fungos selecionados foram inoculados em mosto de palma cozido na 
concentração de 0,5 % (m/v) para o teste de viabilidade de uso. Após a inoculação 
o mosto fermentou durante 6 dias e diariamente determinou-se a concentração 
de açúcares redutores pelo método DNS segundo Miller (1959). Os fungos que 
apresentassem maior conversão e liberação de açúcares simples foram selecionados 
para produção de enzimas.

Proliferação dos fungos para produção das enzimas

Após a seleção do fungo apropriado realizou-se a incubação dos esporos 
mantidos em estoque sobre refrigeração.

Em um erlenmeyer de 250 mL, pesou-se 100 g de Palma miúda (PM) e em 
outro 100 g de Palma Gigante (PG) cozidos e triturado com o auxílio de faca e garfo 
esterilizados. A inoculação dos esporos foi efetuada em Câmara de Fluxo Laminar 
onde cada erlenmeyer recebeu 1 mL do estoque de esporos, e em seguida mantido 
em estufa de cultura por 48 horas a 28 °C.

Obtenção do extrato enzimático

Após o período de incubação as amostras contidas nos erlenmeyers 
apresentaram um manto fúngico. Para a extração das enzimas adicionou-se 100 mL 
da solução tampão acetato de sódio 50 mM e conduziu-se as vidrarias para mesa 
agitadora a 150 rpm por 60 minutos. Posteriormente o material foi filtrado com auxílio 
de uma bomba a vácuo e o produto resultante da filtragem foi centrifugado 5000 rpm 
no intervalo de 10 minutos, após a centrifugação foi recolhido o sobrenadante obtendo-
se assim o extrato enzimático, onde o mesmo foi armazenado a -4 °C para posteriores 
análises e aplicações (INFORSATO et al., 2016).

Análise de viabilidade da atividade enzimática

Para o teste preliminar preparou-se 10 mL de mosto + 1 mL do extrato enzimático 
de cada fungo selecionado. O material foi aquecido em banho-maria a 50 °C por 
30 minutos. A enzima que apresentasse maior eficiência seguiria para os testes 
posteriores.

Dando continuidade, a enzima foi inoculada no mosto na mesma concentração 
anterior variando-se o tempo de contato das enzimas à 50ºC. Foram testados os 
tempos de 15, 30 e 60 minutos com o mosto de cada palma e o extrato enzimático 
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pré-selecionado. 
Após estabelecer o tempo ideal os extratos foram testados nos dois mostos em 

diferentes concentrações. Em proporção de Extrato Enzimático por Volume de Mosto 
(v/v), foram testados: 50% (1:1); 20% (1:5); 10% (1:10); 4% (1:25); 2% (1:50) e 1% 
(1:100).

Determinou-se a atividade enzimática sobre as amostras por meio de 
concentração de açúcares liberados durante os ensaios mediante a utilização o ácido 
3,5-dinitrosalicílico (DNS) (MILLER, 1959), utilizando curva padrão de glicose (0,1 
–1,0 μmol). 

3 |  RESULTADO E DISCUSSÃO

Isolamento de fungos e teste de viabilidade

Após aplicada a técnica de plaqueamento nas duas variedades de palma, 
observou-se que a Palma Miúda (PM) apresentava maior número fungos e leveduras 
quando comparada à Palma Gigante (PG) (Tabela 1), entretanto, para isolamento 
apenas um tipo de fungo foi selecionado de cada palma. O fungo correspondente à PG 
apresentou colônias pretas, enquanto o fungo selecionado da PM apresentou colônias 
de coloração branca. (Tabela 1).

Espécie de palma Contagem total 
(UFC/mL)

Número de colônias 
(Unidades)

Fungos selecionados 
(Unidades)

PG 7,0.106 28 1 colônia preta
PM 2,3.107 11 1 colônia branca

Tabela 1. Contagem de colônias de fungos proveniente das palmas forrageiras em estudo.

PG - Opuntia ficus-indica (Mill) (Palma gigante); PM - Nopalea cochenillifera (Salm Dyck) 
(Palma miúda).

Com os fungos isolados e o mostro preparado, fez-se a inoculação para avaliação 
da capacidade fermentativa dos mesmos (Figura 1).
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Figura 1. Comportamento dos açúcares produzidos pelos fungos no decorrer do tempo. G = 
gigante; M = Miúda.

Ao fi nal do 6º dia observou-se a efi ciência máxima do processo. O mosto que 
apresentava apenas 0,5 % de palma cozido atingiu aproximadamente 2% (m/v) 
de açúcares redutores com a aplicação do fungo da PG sobre o mosto da mesma 
palma. Como inicialmente o material apresentava cerva de 0,8% destes açúcares, 
isso correspondeu a um ganho de 1,8 %. Apesar do teste de aplicação direta ter 
demonstrado a maior capacidade de inversão do fungo da PG, os dois foram utilizados 
para produção do extrato enzimático e posterior teste.

Atividade enzimática do extrato produzido

Foram obtidos dois extratos enzimáticos EPM (Enzima da Palma Miúda) e EPG 
(Enzima da Palma Gigante). Em testes preliminares na concentração de 50% (1:1) 
a EPG apresentou maior efi ciência, e por isso foi selecionada para prosseguir nos 
testes.  O tempo médio para ação da EPM à 50 ºC foi de 60 min enquanto que a EPG 
foi efetiva em 30 mim.

A enzima selecionada (EPG) foi aplicada sobre os mostos de palma miúda e 
palma gigante, a fi m de estabelecer o tempo ideal de atuação (Tabela 2).

Mosto
Tempo em minutos

15 30 60
Palma gigante 1,36 ± 0,02 a 1,42 ± 0,15 a 1,07 ± 0,06 b
palma miúda 0,96 ± 0,06 b 1,13 ± 0,02 a 1,37 ± 0,06 a

Tabela 2. Comparação de teor de açúcares (g/L) por tempo após aplicação de extrato 
enzimático na concentração de 50% (v/v).

Letras iguais na mesma coluna não diferem signifi cativamente pelo teste-t (p < 0,05).

O tempo ideal para uso do extrato foi de 15 minutos para palma gigante e 30 
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minutos para palma miúda. 
Após estabelecido o tempo ideal, testou-se a concentração ideal de extrato por 

mosto (Tabela 3).
Sobre o mosto da palma gigante, a concentração ideal de teste foi de 50%, 

enquanto que na palma miúda o extrato enzimático pode ser utilizado de modo eficiente 
em concentrações de até 10%.

Concentração (v/v)
Mosto

Palma gigante Palma miúda

50% (1:1) 2,043 ± 0,05 a 2,048 ± 0,04 a
20% (1:5) 1,171 ± 0,03 b 1,756 ± 0,06 a

10% (1:10) 0,631 ± 0,03 b 1,556 ± 0,02 a
4% (1:25) 0,372 ± 0,01 a 0,164 ± 0,00 b
2% (1:50) 0,184 ± 0,03 b 0,270 ± 0,00 b

1% (1:100) 0,044 ± 0,01 b 0,344 ± 0,01 b

Tabela 3. Comparação de teor de açúcares (g/L) por diluição do extrato enzimático EPG em 
mosto de palma miúda e palma gigante.

Letras iguais na mesma coluna não diferem significativamente pelo teste-t (p < 0,05).

Ao final pode-se concluir que a enzima extraída da palma gigante é mais eficiente, 
entretanto, sobre as condições trabalhadas foi necessária uma grande proporção de 
extrato obtendo um efeito baixo. Para uma fermentação eficiente, faz-se necessário 
um aumento na concentração de açúcares que poderá ser obtido após a otimização 
do processo de extração. Em todo caso, maior eficiente foi observada sobre o mosto 
de palma miúda.

4 |  CONCLUSÃO

As palmas forrageiras produzidas no nordeste apresentam uma boa diversidade 
de fungos efetivos na inversão de açúcares, entretanto, o fungo isolado da Palma 
Gigante apresentou maior eficiência na inversão de açúcares. Suas enzimas foram 
efetivas à 50ºC durante 30 minutos de ação, apresentando maior rendimento em altas 
concentrações de extrato sobre o mosto de palma gigante, mas pode ser aplicado em 
até 10% sobre a palma miúda. Nas próximas etapas de pesquisa o extrato deverá ser 
quantificado, afim de estabelecer a concentração real e a fermentação do mosto será 
realizada com o objetivo de estabelecer a produção de etanol. 
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