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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de um extrato enzimatico holocelulolitico
produzido por Aspergillus tubingensis AN1257 e concentrado por salting out em processos de
sacarificacdo de tortas de algoddo e girassol in natura e pré-tratadas. Com uso do extrato
enzimatico produzido neste trabalho obteve-se valores de eficiéncia hidrolitica de 48% na
sacarificacdo da holocelulose presente na torta de algoddo in natura e 60% para torta de
girassol in natura. Os acgUcares assim obtidos, constituidos por pentoses e hexoses, podem ser
destinados a producdo de bioetanol. Logo, o referido estudo demonstrou ser uma alternativa
atraente e promissora como forma de agregar valores a coprodutos de baixo custo.

Palavras-chave: Celulases, Xilanases, Coprodutos, Bioetanol.

Area Tematica: Biocombustiveis

Evaluation of holocellulolytic enzymatic extract produced by
Aspergillus tubingensis AN1257 in saccharification of cottonseed
and sunflower seed cakes

Abstract

The objective of this study was to evaluate the potential of a holocellulolytic enzyme extract
produced by Aspergillus tubingensis AN1257 and concentrated by salting out in
saccharification processes of in natura and pretreated cottonseed and sunflower seed cakes.
With use of the extract produced in this work was obtained hydrolytic efficiency values of
48% in the saccharification of in nature cottonseed cake and 60% for in nature sunflower
seed cake. The sugars thus obtained consisting of pentoses and hexoses, can be used for
bioethanol production. Thus, this study proved to be an attractive and promising alternative
as a way to add value to low-cost co-products.
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1 Introducéo

A valoragdo econdmica e uso diversificado de residuos agroindustriais fazem parte da
I6gica de mercado e do esforco de sustentabilidade de cadeias produtivas baseadas em
biomassas. O emprego de residuos agroindustriais em bioprocessos, além de economicamente
interessante, contribui para minimizar os problemas ambientais decorrentes do seu descarte na
natureza (VISSER et al.,, 2011). Neste panorama, coprodutos solidos provenientes da
agroindustria de Oleos vegetais podem ser utilizados como substratos para producdo de
celulases e xilanases e também na producéo de bioetanol de segunda geragdo (VIIKARI et al.,
2012; VISSER, et al., 2011). A hidrdlise de materiais lignocelul6sicos € uma etapa
fundamental no processo de producdo do etanol de 22 geragdo, cujo principio é possibilitar a
conversdo da celulose e hemicelulose a aglcares fermentaveis que, por sua vez, poderao ser
convertidos a etanol por micro-organismos especificos (CASTRO; PEREIRA Jr, 2010).

Neste contexto, 0 presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial de um extrato
enzimatico holocelulolitico produzido por Aspergillus tubingensis AN1257 em processos de
sacarificacdo de tortas de algoddo e girassol in natura e pré-tratadas.

2 Metodologia

2.1 Obtencdo e preparo da torta de algodao

A torta de algodio utilizada neste estudo foi doada pela Indistria de Oleo, Ragbes e
Plasticos Montes Claros LTDA — localizada no municipio de Montes Claros, MG. A torta de
girassol foi doada pela industria de biodiesel BIOSEP, localizada no municipio de Trés
Pontas, MG. Antes de serem avaliadas quanto a composi¢do quimica e em processos de
sacarificacdo, as referidas tortas foram inicialmente trituradas em moinho manual,
posteriormente, secas em estufa com circulacdo forcada de ar a temperatura de 60 °C, por
periodo de 48 horas. Em seguida os materiais obtidos foram cominuidos em moinhos de facas
e peneirados em malhas de 0,5 e 0,2 mm.

Neste estudo foi avaliado o processo de sacarificacao das tortas de carocgo de algodéo e
girassol, in natura e pré-tratadas com acido diluido. Para obtencdo das tortas pré-tratadas
empregou-se uma solucao de &cido sulfurico na concentracdo de 7% (p/p), a uma razdo S/L de
30% em relacdo a torta de algodao e 20% para torta de girassol, sob temperatura de 120°C (1
atm) em autoclave por 60 minutos. Os materiais obtidos foram filtrados sob vécuo e os
residuos solidos lavados com agua destilada sob vacuo até atingir pH neutro. Os residuos pré-
tratados foram secos em estufa com circulacéo de ar forgada a 60 °C por 24 horas.

As tortas de algoddo e girassol, in natura e pré-tratadas, foram caracterizadas quanto
ao teor de celulose e hemicelulose segundo método descrito por Van Soest, (1967).

2.2 Producdo do extrato enzimatico

O crescimento da linhagem Aspergillus tubingensis AN1257 para obtencéo do inéculo
destinado a produgdo de enzimas holoceluloliticas foi realizado por repicagem de cultura
estoque em meio s6lido PDA mantido a 30°C durante 7 dias. Os conidios produzidos foram
recuperados assepticamente por adicdo de meio liquido composto por (m/v): 0,7% de
(NH4)2S04, 0,20% de KH,PO4, 0,03% de CaCl,, 0,02% de MgS0,.7H,0, e 0,10% de solucdo
de sais (5 mg/L FeSO,4.7H,0, 1,6 mg/L, MnS0,4.H20, 1,4 mg/L ZnSQO,4.7H,0, e 2,0 mg/L
CoCly), seguido de coleta com auxilio de pipeta Pasteur, filtracdo em gaze estéril e contagem
de esporos em camara de Neubauer. A suspensdo foi devidamente diluida de modo que a
concentracdo final do inéculo fosse 1x10” conidios/grama de torta utilizada no processo
fermentativo.
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A producdo do extrato enzimatico neste trabalho foi realizada por fermentacdo em
estado sélido (FES) em condicdo otimizada conforme descrito por Santos (2015). Para tanto,
0 processo de FES foi conduzido em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 30,0 gramas de
torta de caroco de algoddo, acrescidos de 56,0 ml de indculo (razdo soélido/liquido de 35%).
Estes sistemas foram incubados a 30°C em estufa B.O.D. durante 8 dias. A obtencdo dos
extratos enzimaticos foi realizada por adicdo de 200 ml de tampdo acetato pH 4,5, 50
milimolar, em cada frasco, seguido de agitacdo vigorosa em vortex e filtracdo em sistema a
vacuo. Posteriormente, o volume total do extrato enzimatico bruto obtido foi concentrado por
salting out com sulfato de amonia até 90% de saturacdo, em banho de gelo e sob agitacdo
magnética. Apds solubilizacdo completa do (NH,4),SO,, a suspensdo obtida foi centrifugada a
4000 rpm, 4 °C, por 10 minutos. Posteriormente, os sobrenadantes foram separados e 0s
pellets recolhidos em um Gnico recipiente. O precipitado protéico obtido foi completamente
solubilizado com o menor volume possivel de tamp&o acetato 100 mM, pH 4,5. O extrato
enzimatico concentrado, denominado EC AN1257, foi armazenado em gelo até determinacgéo
das atividades de endoglucanase, FPase, B-glucosidase (GHOSE, 1987) e xilanase (BAILEY
et al., 1992) e utilizacdo nos processos de sacarificagéo.

2.3 Processo de sacarificacéao

Os ensaios hidroliticos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 50 mL contendo
2,00 g de torta de girassol ou algod&o (in natura ou pré-tratada), os quais foram inicialmente
esterilizados em autoclave. Aos frascos contento tortas de algoddo in natura e pré-tratada
foram adicionados 8 mL de extrato enzimatico concentrado EC AN1257 perfazendo uma
razdo solido/liquido de 20%. Ja a sacarificacdo das tortas de girassol in natura e pré-tratada
foi realizada com razéo sélido/liquido de 15%. Para atingir esta razdo S/L foram utilizados o
mesmo volume de extrato enzimatico concentrado empregado na sacarificacdo da torta de
algodéo (8 mL), acrescidos de 3,33 mL de tampé&o acetato, pH 4,5, 100 mM. O processo de
sacarificacdo foi conduzido em estufa incubadora sob agitacdo de 120rpm, a temperatura de
50°C. Foram avaliados os periodos de sacarificacdo com 24 e 48 horas quanto a liberacdo de
acucares redutores (MILLER, 1959) e glicose (LLOYD; WHELAN, 1969) como produtos de
hidrélise. Para efeito de comparagdo foram realizados testes hidroliticos utilizando o produto
comercial Celluclast® (Novozymes) diluido 2, 4, 8, 16 e 32 vezes em tampdo acetato, pH 4,5,
100mm, e mesmas condi¢des experimentais descritas anteriormente. Todos 0s experimentos
foram realizados em triplicata. As atividades de endoglucanase, FPase, B-glucosidase
(GHOSE, 1987) e xilanase (BAILEY et al., 1992) foram determinadas no extrato comercial
Celluclast® e os valores encontrados foram utilizados para expressar as quantidades de
enzimas envolvidas nos processos de sacarificacdo. Antes e apds a sacarificacdo foram
retiradas aliquotas para determinacdo de acucares redutores (MILLER, 1959) e glicose
(LLOYD; WHELAN, 1969). A eficiéncia hidrolitica no periodo de 24 horas e 48 horas de
sacarificacdo foi calculada considerando a quantidade de celulose e hemicelulose presentes
nos mostos e a diferenca entre as concentracGes de aglcares redutores iniciais e apds 0s
tempos de sacarificacdo avaliados, conforme equacéo 1.

AR sac (g100g)-AR in (g100g)
Polissacar ideos (g100g)

Ef1= )

Ef 1: Eficiéncia hidrolitica ap0s o processo de sacarificacdo

AR sac: Acucares redutores (g) liberados na sacarificagcdo de 100 g de torta.

AR in: Acucares redutores (g) antes do processo de sacarificacéo de 100 g de torta
Polissacarideos: Celulose e hemicelulose (g) presentes em 100 g de torta.



L 5% Congresso Internacional de Tecnologias para 0 Meio Ambiente
ﬁ( \ Bento Gongalves — RS, Brasil, 5 a 7 de Abril de 2016

3 Resultados e discussao

Os teores de celulose encontrados na torta de algodéo in natura, torta de algodéao pré-
tratada, torta de girassol in natura e torta de girassol pré-tratada foram 33,29% + 1,13%,
46,33% + 1,18%, 23,22% + 0,30% e 48,69 £ 2,68, respectivamente. J& 0s percentuais de
hemicelulose para torta de algodao in natura, torta de algodéao pré-tratada, torta de girassol in
natura e torta de girassol pré-tratada foram, respectivamente, 8,76% + 0,92%, 1,85% =+
0,27%, 20,55% * 1,22% e 1,89% = 0,15%. Pode-se perceber que estas biomassas se
destacaram pela quantidade elevada de carboidratos passiveis de serem hidrolisados e
utilizados para producao de etanol de segunda geracéo.

Ante o exposto, pode-se perceber que, em decorréncia do pré-tratamento acido
utilizado, houve um aumento significativo no teor de celulose nos residuos pré-tratados
quando comparados as tortas in natura, por consequéncia a remog¢do de grande parte da
hemicelulose. Este tipo de pré-tratamento promove alteracdes radicais na estrutura da parede
celular vegetal, favorecendo a acessibilidade das enzimas para a hidrélise subsequente da
celulose. Vale ressaltar que uma das vantagens do método de pré-tratamento acido é a
possibilidade de se recuperar no processo de filtragdo a maior parte da hemicelulose a qual foi
hidrolisada em acucares. Isto indica que a aplicacdo de pré-tratamento acido para diferentes
substratos lignoceluldsicos leva a producdo de hidrolisados ricos em agucar provenientes da
hidrélise da hemicelulose e residuos solidos ricos em celulose. Destarte, tanto os hidrolisados
como os residuos solidos podem ser destinados a producdo de etanol.

Os valores de atividades das enzimas holoceluloliticas, expressas em unidades por
grama de biomassa a ser sacarificada (U/g), nos ensaios hidroliticos utilizando o extrato
comercial Celluclast® e o extrato EC AN1257 encontram-se expressos na Tabela 1.

Tabela 1 - Atividades enzimaticas nos extratos enzimaticos utilizados em processos de sacarificagdo

Extrato enzimatico Diluicdo FPase (U/g) Endoglucanase (U/g) B-glucosidase (U/g) Xilanase (U/g)

Celluclast 1 32x 25 218 50 375
Celluclast 2 16x 50 437 100 750
Celluclast 3 8x 100 875 200 1500
Celluclast 4 4x 200 1750 400 3000
Celluclast 5 2X 400 3500 800 6000
EC-AN1257 - 100 50 650 6400

O extrato enzimatico EC-AN1257 empregado neste trabalho apresentou elevados
titulos de enzimas com atividades holoceluloliticas, sobretudo em relagdo a xilanase e f-
glucosidase . Com base nos resultados expostos na Tabela 1 pode-se observar que o extrato
enzimatico EC-AN1257 apresentou atividade xilanolitica semelhante ao extrato comercial
Celluclast® diluido 2 vezes. Em relacdo a atividade B-glicosidasica, o extrato EC-AN1257
apresentou atividade semelhante ao extrato Celluclast® diluido 2,5 vezes.

Os teores de acUcares redutores e glicose encontrados apds 24 horas e 48 horas de
sacarificacdo das tortas de algoddo e girassol, in natura e pré-tratadas, utilizando o extrato
enzimatico EC-AN1257 e o extrato Celluclast® em diferentes diluicdes encontram-se
expressos na Tabela 2. Considerando os teores de polissacarideos (hemicelulose e amido)
presentes nas tortas de algoddo e girassol in natura e pré-tratadas, e a diferenga entre as
concentracdes de acucares redutores iniciais e ap0s 24/48h de sacarificagcédo, pode-se calcular
os valores de eficiéncias hidroliticas nos referidos periodos (Tabela 2).

Avaliando tais resultados expressos na Tabela 2 percebe-se que o extrato enzimatico
produzido neste trabalho, EC-AN1257, foi mais eficiente na sacarificacdo das tortas de
algodéo e girassol in natura quando comparado ao uso do extrato Celluclast ®, nas condic¢des
utilizadas neste estudo. Ja nos processos de sacarificagdo dos residuos de algod&o e girassol
pré-tratados, o extrato Celluclast® demonstrou ser mais eficiente.
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Tabela 2 - Concentragdes de agUcares redutores e glicose ap6s 24 e 48 horas de sacarificacdo das de torta de algod&o e girassol in natura e pré-tratadas e
valores de eficiéncia hidrolitica nos referidos periodos.

Biomassa Extrato AR 24h Teste AR 48h Teste Glicose 24h Teste Glicose 48h Teste Ef24h Ef48h
enzimatico 0/100g torta Tukey g/100g torta Tukey g/100g torta Tukey g/100g torta Tukey (%) (%)

Celluclast 1 399 £ 0,56 e 10,39 + 0,23 e 505 + 041 c 525 * 0,52 c 9,49 19,28

< Celluclast 2 6,90 =+ 0,99 d 11,23 + 0,43 e 548 + 0,43 bc 587 + 0,49 c 15,76 26,30

= Celluclast 3 795 + 1,36 cd 1256 + 0,50 d 598 + 0,25 b 6,27 + 0,63 bc 18,80 29,38

§ Celluclast 4 9,01 * 0,9 c 14,78 + 0,75 c 711 + 0,10 a 742 + 034 b 21,25 34,40

o = Celluclast 5 15,23 + 1,07 b 16,39 + 1,19 b 759 + 0,08 a 8,94 + 1,09 a 37,27 43,84
% EC AN1257 1857 + 0,30 a 20,16 + 0,40 a 505 + 0,28 c 569 * 0,08 c 44,22 48,01
= Celluclast 1 11,03 + 0,77 c 13,16 + 0,12 c 856 + 0,43 c 8,78 + 0,39 d 23,08 27,42
< s Celluclast 2 1535 + 0,69 b 17,75 + 0,38 b 1298 + 0,51 b 1363 + 0,67 c 31,81 36,78
% Celluclast 3 2082 + 140 a 2147 + 0,85 a 16,67 + 0,71 a 1767 + 1,65 b 43,21 44,36

E Celluclast 4 21,70 + 1,87 a 2261 + 0,90 a 1794 + 1,33 a 21,37 + 0,06 a 45,03 46,53

= Celluclast 5 2199 + 258 a 22,76 + 1,07 a 1820 + 1,73 a 2150 =+ 0,07 a 45,65 46,59

EC AN1257 738 =+ 0,75 d 8,17 + 0,16 d 6,49 + 041 c 765 = 0,22 d 16,86 18,66

Celluclast 1 11,45 + 1,75 c 16,20 + 2,64 b 935 + 194 a 757 £ 0,67 c 25,16 40,32

< Celluclast 2 16,51 + 197 b 16,96 + 0,86 b 1043 + 1,22 a 883 + 0,46 b 37,71 39,68

= Celluclast 3 15,39 + 2,00 b 1781 + 0,56 b 1022 + 0,54 a 920 + 0,10 ab 35,15 41,00

§ Celluclast 4 15,98 + 2,03 b 1767 + 0,61 b 1040 <+ 0,35 a 945 + 0,40 ab 36,51 39,60

_ = Celluclast 5 1573 + 3,34 b 17,48 + 0,96 b 10,32 + 0,69 a 999 + 0,53 a 35,94 38,66
ﬁ EC AN1257 2325 + 1,18 a 2541 + 0,46 a 594 + 021 b 6,53 * 0,12 d 55,36 60,49
% Celluclast 1 16,21 + 1,59 b 2404 + 201 a 1233 + 0,38 c 1191 + 1,09 c 32,05 45,34
s Celluclast 2 20,22 + 1,64 a 2508 + 1,53 a 16,83 + 0,77 b 1554 + 0,57 ab 45,57 48,40

£ Celluclast 3 2157 + 1,85 a 2505 + 1,69 a 17,75 + 041 ab 16,68 + 2,09 a 46,00 49,21

jz Celluclast 4 2050 + 2,12 a 2499 + 1,60 a 18,05 + 0,19 a 17,48 + 0,67 a 45,02 48,78

= Celluclast 5 2061 + 281 a 2501 + 1,64 a 1865 + 0,45 a 17,14 + 0,65 a 45,23 48,72

EC AN1257 14,02 1,09 b 14,62 1,15 b 12,51 0,50 c 14,11 0,13 bc 28,91 27,72

+
+
"
+

Celluclast 1: Extrato diluido 32x; Celluclast 2: Extrato diluido 16x; Celluclast 3: Extrato diluido 8x; Celluclast 4: Extrato diluido 4x; Celluclast 5: Extrato diluido 2x; EC-
AN1247: extrato enzimatico produzido por A. tubingensis AN1257 AR: Agucares redutores; Ef24h: Eficiéncia hidrolitica com base na liberagdo de agUcares redutores no
periodo de 24 horas de sacarificacdo de polissacarideos (amido; celulose e hemicelulose); Ef48h: Eficiéncia hidrolitica com base na liberacdo de acglcares redutores no
periodo de 48 horas de sacarificacdo de polissacarideos (amido; celulose e hemicelulose). Teste Tukey: As médias expostas em uma mesma coluna, com uso da mesma
biomassa, seguidas pela mesma letra minascula ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade.
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Ao analisar os resultados referentes a concentracdo de glicose apos 24 e 48 horas de
sacarificacdo de todas as biomassas avaliadas, observam-se maiores concentragdes deste
acucar ao se utilizar o extrato Celluclast®. Tais observagdes devem-se ao fato de cada um
dos extratos avaliados apresentarem diferentes proporgdes das diversas enzimas envolvidas
nos processos de hidrélise da celulose e hemicelulose. A hidrdlise da hemicelulose é mais
complexa do que a da celulose e requer a atuacéo de varias enzimas diferentes. Assim, pode-
se afirmar que, mesmo diante de titulos semelhantes de xilanase entre os extratos EC-AN1257
e Celluclast®, a melhor eficiéncia do primeiro na sacarificagdo das biomassas in natura foi
devido a sua composi¢cdo de enzimas xilanoliticas que atuaram de forma mais especifica na
hidrélise das tortas de algoddo e girassol. Como os carboidratos presentes nos residuos pré-
tratadas sd@o em sua maioria celulose, os titulos mais elevados de enzimas celuloliticas no
extrato Celluclast® corroboram para a sua melhor eficiéncia na hidrolise dos residuos
supracitados.

Ainda neste sentido, deve-se considerar que os valores maiores de concentracdo de
glicose nos processos com uso de Celluclas® quando comparados aos processos utilizando
EC-AN1257 também se devem aos titulos mais elevados de enzimas celuloliticas no extrato
Celluclast®. Vale ressaltar que os agucares assim obtidos, constituidos por pentoses e
hexoses, tém alto valor de mercado. A utilizacdo de hidrdlise enzimética de co-produtos
agroindustriais para obtencdo de acucares fermenteciveis é de grande interesse na
biotecnologia moderna, particularmente para a producdo de Xilo-oligossacarideos, gluco-
oligossacarideos e bioetanol.

Considerando ainda os resultados expressos na Tabela 2, pode-se perceber que foram
obtidos maiores concentracGes de glicose na sacarificacdo dos residuos de algodéo e girassol
pré-tratados quando comparados a sacarificacdo destas biomassas in natura, independente de
qual extrato enzimatico foi utilizado. Como citado anteriormente, durante o pré-tratamento
acido, grande parte da hemicelulose é removida, e por consequéncia, a quantidade de celulose
presente na biomassa pré-tratada torna-se maior. Portanto, tal fato corrobora para as
concentra¢fes maiores de glicose nos processos envolvendo a sacarificacdo dos residuos pré-
tratados. Vale ressaltar que os valores de eficiéncias obtidos neste estudo relacionados a
sacarificacdo da torta de algoddo pré-tratada estdo contidas entre a faixa relatada por Fockink
e colaboradores (2015), que obtiveram conversdes celuldsicas de 18 a 40% a partir de
residuos de descarocadeira de algodao pré-tratados em 24 horas de sacarificacdo utilizando o
extrato enzimatico comercial Cellic CTec2®. Valores semelhantes de eficiéncia também
foram obtidos por Placido et al. (2013), que alcancou eficiéncias de conversao celulésica de
23,4% em 96 horas de sacarificacdo para residuos de descarocadeiras de algoddo pré-tratados
sequencialmente por ultra-som, extracdo de agua quente e enzimas ligninoliticas. Ja em
relacdo a sacarificacdo do pré-tratado de torta de girassol, a eficiéncia hidrolitica ao se utilizar
o produto comercial Celluclast® foi semelhante a relatada por Soto e colaboradores (1994),
gue obtiveram conversdes de 50% a partir de residuos de residuos de girassol pré-tratados em
72 horas de sacarificagdo utilizando o mesmo produto comercial Celluclast®. Quanto ao uso
do extrato enzimético EC-AN1257 na sacarificacdo do pré-tratado de girassol, valores
semelhantes de eficiéncia foram obtidos por Sharma e colaboradores (2002), que relataram
conversdo hidrolitica de 32% em 24 horas de sacarificacdo de hastes de girassol pré-tratados,
utilizando extrato enzimatico produzido por T. reesei Rut-C 30.

Outro fato importante a ser observado é que na maioria dos processos de sacarificagdo
avaliados com uso de Celluclast® a utilizacao titulos maiores de enzimas ndo acarretaram em
aumentos significativos de agucares redutores e glicose liberados como produto de hidrolise.
Ou seja, independente da quantidade de extrato enzimatico Celluclast® utilizada néo foi
possivel obter a hidrolise completa dos polissacarideos contidos nas tortas de algoddo e
girassol in natura e pré-tratadas, nas condi¢des de ensaio utilizadas. Na hidrdlise da torta de
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girassol in natura e pré-tratada observou-se que a utilizacdo de extratos Celluclast® com
diluicbes de 16 vezes ou inferiores (Extratos Celluclast 2, 3, 4 e 5) nédo diferiram
significativamente na producdo de acucares redutores ou glicose ap0s 24 horas de
sacarificacdo (Tabela 21). Na hidrolise da torta de algoddo pré-tratada ndo houve aumento
significativo de acucares redutores ou glicose com uso de extratos Celluclast® mais
concentrados que o extrato diluido 8 vezes (Celluclast® 3) (Tabela 2).

Apenas na hidrdlise da torta de algoddo in natura observou-se que 0 aumento da carga
enzimatica acarretou em aumento significativo de acucares redutores (Tabela 2). Sob a mesma
linha de pensamento, deve-se considerar ainda gque tanto nos processos de sacarificacdo com
uso do extrato Celluclast® quanto nos processos com uso do extrato AN-1257, ndo houve
aumentos significativos de acucares redutores e glicose apds 24 horas de sacarificacdo
(Tabela 2).

A explicacdo para as observacOes supracitadas deve-se a forma de conducdo da
sacarificacdo, pois as enzimas celuloliticas sdo passiveis de inibicdo pelos proprios produtos
de hidrolise (CASTRO; PEREIRA Jr, 2010). Assim, com o acumulo de determinados
acucares (glicose e celobiose) ocorre a inibigdo de enzimas como as B-glucosidases (EC
3.2.1.21) e exoglucanases (celobio-hidrolases EC 3.2.1.74 e glucano-hidrolases EC 3.2.1.91)
(CASTRO; PEREIRA Jr, 2010). Para contornar este problema é necessario que haja um
consumo dos produtos inibitérios como ocorre em processos de sacarificacdo e fermentagédo
simultdnea. Nessa forma de conducdo, as enzimas sdo menos passiveis de inibicdo pelos
produtos de hidrolise, pois a glicose liberada é concomitantemente fermentada.

Com base nos resultados expressos na Tabela 2 foi possivel realizar projec6es tedricas
de producdo de etanol de 22 geracédo, as quais foram expressas na Tabela 3. Para tanto, foi
considerado a conversdo global de agucares redutores ou de apenas glicose presentes no
hidrolisado. Destarte, para tal projecdo de conversédo a etanol deve-se levar em consideracao a
fermentacdo completa de hexoses e pentoses.

Tabela 1 - Concentracdes de glicose e acucares redutores obtidas ao final de 48 horas de
sacarificacdo e valores de projecOes de conversdo destes aclcares a etanol.

Biomassa Extrato Glicose 48h AR 48h 'Etanol g/L Teste  “Etanol  Teste
enzimatico g/L g/L (glicose) Tukey o/L (AR) Tukey
in natura Celluclast5 22,34 + 2,7 40,98 + 297 11,42 dB 20,94 dA
o i u
‘-‘.é‘ EC AN1257 1422 + 0,2 50,41 = 1,01 7,27 fB 25,76 bA
= ’ Celluclast5 53,76 + 0,2 56,12 + 2,68 27,47 aA 28,68 aA
< pré-tratada
EC AN1257 19,13 + 0,6 20,42 = 0,40 9,77 eA 10,44 gA
—  innatura Celluclast5 17,63 = 09 3086 * 1,70 9,01 eB 15,77 eA
% EC AN1257 1153 + 0,2 4485 = 0,8 5,89 gB 22,92 cA
& ) Celluclast5 30,26 + 1,2 44,14 + 2,90 15,46 bB 22,56 cdA
pré-tratada
EC AN1257 249 + 0,2 2581 = 2,02 12,72 CA 13,19 fA

AR: Acucares redutores; 1: Projecdo da producdo de etanol com base na conversdo fermentativa de glicose
obtida no processo de 48 horas de sacarificagdo; 2: Projecdo da produgdo de etanol com base na converséo
fermentativa de acUlcares redutores obtidos no processo de 48 horas de sacarificacdo; Teste Tukey: As médias
expostas em uma mesma coluna seguidas pela mesma letra mintscula ndo diferem estatisticamente entre si. J& as
médias expostas em uma mesma linha seguidas pela mesma letra mailscula mindscula ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Ao considerar a conversdo teorica de agucares redutores a etanol nos processos com
uso de tortas in natura, o extrato EC-AN1257 apresenta-se como uma alternativa melhor
quando comparado ao produto comercial Cellluclast ®. Os maiores valores de etanol
projetados foram para o processo de sacarificacdo da torta de algodao pre-tratada com uso do
extrato Celluclast ®.
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4 Conclusao

O extrato enzimatico produzido neste trabalho, EC-AN1257, produzido por A.
tubingensis com uso de torta de carogo de algoddo como substrato, demonstrou ser eficaz nos
processos de sacarificacdo das tortas de algoddo e girassol in natura e pré-tratadas.
Considerando as projecdes de producdo de etanol a partir de tortas de girassol e algoddo,
pode-se inferir que esta seria uma alternativa atraente de reaproveitamento como forma de
agregar valor a um coproduto abundante.
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