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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de extratos enzimaticos holoceluloliticos
produzidos por Aspergillus tubingensis AN1257 com uso de torta de algoddo como fonte de
carbono e tempos de 7 e 9 dias de fermentacdo em fase solida. Os extratos enzimaticos
produzidos neste estudo com 7 e 9 dias de fermentacdo apresentaram 2,7 e 4,3 U/mL para
endoglucanase, 4,1 e 6,6 U/mL para FPase, 59,9 e 17,2 U/mL para B-glucosidase e 199,5 e
75,7 U/ml para xilanase, respectivamente. Os extratos foram usados na sacarificagédo e
fermentacao simultanea (SFS) de tortas de algodéo e girassol. Foram obtidos 7,95 g de etanol
por 100g de torta de carogo de algoddo sacarificada e fermentada, valor que correspondeu a
um mosto com a concentracdo de 10,6 g/L de etanol, e 11,33 g de etanol por 100g de torta de
girassol sacarificada e fermentada, valor que correspondeu a um mosto com a concentracao de
15,1 g/L de etanol.

Palavras-chave: Celulases, Xilanases, Coprodutos, Bioetanol.
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Simultaneous saccharification and fermentation of cottonseed and

sunflower seed cakes to 2nd generation ethanol production using

crude holocellulolytic extract produced by Aspergillus tubingensis
AN1257

Abstract

The objective of this study was to evaluate the potential of holocellulolytic enzyme extracts
produced by Aspergillus tubingensis AN1257 with the use of cottonseed cake as carbon
source in times of 7 and 9 days of fermentation in solid phase. The enzyme extract produced
in this study with 7 and 9 days showed 2.7 and 4.3 U / mL for endoglucanase, 4.1 and 6.6 U /
mL for FPase, 59.9 and 17.2 U/ ml for p-glucosidase and 199.5 and 75.7 U / ml for xylanase,
respectively. The extracts were used in simultaneous saccharification and fermentation (SSF)
of cotton and sunflower seed cakes. There was obtained 7.95 g of ethanol per 100 g of
saccharified and fermented cottonseed cake, value corresponding to a fermented must with a
concentration of 10.6 g / L of ethanol, and 11.33 g of ethanol per 100 g of sunflower seed
cake saccharified and fermented, value corresponding to a fermented must with a
concentration of 15.1g / L of ethanol.
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1 Introducéo

O desenvolvimento de tecnologias voltadas para producdo de combustiveis liquidos
renovaveis € essencial para a reducdo da dependéncia mundial de recursos energéticos
derivados de recursos fosseis. Diante deste panorama, cabe destacar que, em virtude do
desenvolvimento na producao de biodiesel no Brasil, milhdes de toneladas de tortas ou farelos
oriundos do processamento desta oleaginosa séo produzidas anualmente (GENTIL; SERRA;
CASTRO; 2012). A existéncia e o destino desses coprodutos devem ser considerados como
uma etapa importante do processo da extracdo de 6leo para o biodiesel, pois, as legislagdes
ambientais tém sido cada vez mais rigorosa em relacdo as unidades de beneficiamento da
matéria vegetal com relagdo ao destino dos residuos sélidos (RANGEL et al. 2004). Deste
modo, torna-se evidente a importancia de se investigar o potencial destas biomassas
lignocelul6sicas de forma a promover agregacdo de valor aos residuos do processamento de
oleaginosas, tornando a industria do biodiesel mais competitiva. Uma alternativa atraente
seria a possibilidade de utilizar as referidas biomassas em processos de producéo de etanol de
2% geracdo, assim como, em processos de producdo de enzimas holoceluloliticas (VIIKARI;
VEHMAANPERA; KOIVULA, 2012; VISSER, et al.,, 2011). 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 contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial de extratos
enzimaticos holoceluloliticos produzidos por Aspergillus tubingensis AN1257 em processos
de sacarificacdo de tortas de algoddo e girassol para producéo de etanol de segunda geracao.

2 Metodologia

2.1 Obtencao e preparo das tortas de algodéo e girassol

A torta de algoddo utilizada neste estudo foi doada pela Industria de Oleo, Racdes e
Plasticos Montes Claros LTDA — localizada no municipio de Montes Claros, MG. A torta de
girassol foi doada pela indastria de biodiesel BIOSEP, localizada no municipio de Trés
Pontas, MG. Antes de serem avaliadas em processos de sacarificagdo, 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 0s
materiais obtidos foram cominuidos em moinhos de facas e peneirados em malhas de 0,5 e 0,2
mm.

2.2 Producdo do extrato enzimatico

O crescimento da linhagem Aspergillus tubingensis AN1257 para obtencdo do inoculo
destinado a producdo 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 adigdo de meio liquido segundo Mandels & Sternberg (1976)
modificado, composto por (m/v): 0,7% de (NH4)2SO4, 0,20% de KH,PQO4, 0,03% de CaCl,,
0,02% de MgSO,4.7H,0, e 0,10% de solucdo de sais (5 mg/L FeSO,.7H,0, 1,6 mg/L,
MnSQ,4.H20, 1,4 mg/L ZnS0O,4.7H,0, e 2,0 mg/L CoCl,), 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 concentracéo final do inéculo fosse 1x10°
conidios/grama de torta utilizada no processo fermentativo.

A producdo do extrato enzimatico neste trabalho foi realizada por fermentagcdo em
estado solido (FES) em condicdo otimizada conforme descrito por Santos (2015). Para tanto,
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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 (razéo solido/liquido de 35%).
Estes sistemas foram incubados a 30°C em estufa B.O.D. durante 7 e 9 dias. A obtencdo do
extrato enzimético bruto foi realizada por adi¢cdo de 200 ml de tampdo acetato pH 4,5, 50
mmoles/L, em cada frasco, seguido de agitacdo vigorosa em vortex e filtracdo em sistema a
vacuo. O extrato bruto produzido com 7 dias de FES foi denominado EB1 e o extrato
produzido com 9 dias de FES foi denominado EB2. Ambos foram armazenados em gelo até
determinagdo das atividades de endoglucanase, FPase, B-glucosidase (GHOSE, 1987) e
xilanase (BAILEY et al., 1992) e utilizacdo nos processos de sacarificacdo e fermentagédo
simultanea.

2.3 Processo de sacarificacdo e fermentagdo simultanea

Os ensaios de sacarificacdo e fermentacdo simultanea foram realizados em frascos
Erlenmeyers de 500 mL contendo 20,0 g de torta de girassol ou algoddo, os quais foram
previamente esterilizados em autoclave. A estes sistemas foram adicionados 150 mL dos
extratos enzimaticos produzidos (EB1 ou EB2), perfazendo uma razdo sélido/liquido de
11,8%. Inicialmente, em um periodo de 24 horas, foi realizada a sacarificacdo das biomassas
avaliadas em estufa incubadora sob agitacéo de 120 rpm a temperatura de 50°C. Para efeito de
comparacdo foram realizados testes hidroliticos utilizando o produto comercial Celluclast®
(Novozymes) nas mesmas condigdes experimentais. O produto Celluclast ® foi devidamente
diluido de modo a se obter o valor de atividade FPasica proxima aos extratos produzidos neste
trabalho. Antes e ap6s 24 horas de sacarificacdo foram retiradas aliquotas para determinacao
de acUcares redutores (MILLER, 1959). A eficiéncia hidrolitica no periodo supracitado foi
calculada considerando a quantidade de celulose e hemicelulose presentes nas tortas e a
diferenca entre as concentracbes de acuUcares redutores inicial e apos os tempos de
sacarificacdo avaliados, conforme equagdo 1.

AR sac (g100g)-AR in (g100g)
Polissa carideos (g100g)

Ef24h = 1)

Ef24h: Eficiéncia hidrolitica apds 24 horas de sacarificacéo

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

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

Os hidrolisados obtidos foram submetidos a fermentacdo, por 120 horas, com o
inéculo de Saccharomyces cerevisiae a 3% (fermento bioldgico desidratado marca
Fleishmann®). O processo de sacarificacdo e fermentacdo simultdnea foi conduzido nos
mesmos sistemas descrito anteriormente, acrescidos do indculo e acoplados a fermentdmetros,
que permitem a saida do CO, sem permitir a entrada de ar.

O desprendimento de CO, foi acompanhado por meio de sucessivas pesagens do
sistema fermentativo no intervalo de 120 horas. As pesagens foram realizadas em intervalos
de 30 minutos nas primeiras 6 horas, posteriormente, intervalos de 1 hora até 12 horas de
fermentagdo, 2 horas até 24 horas de e 4 horas até o final do processo. Os valores de CO,
obtidos ao longo do tempo foram utilizados para estimar o perfil de producdo do etanol
segundo a estequiometria metabdlica do processo fermentativo, na qual para cada 0,499g de
CO; liberados é produzido 0,511g de etanol.

Ao final do processo aliquotas foram coletadas e analisadas quanto aos teores de
etanol e acucares redutores (MILLER, 1959). Para determinacdo do teor de etanol, as
amostras foram pré-destiladas e posteriormente quantificadas segundo método descrito por
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Pilone (1985). Os valores de eficiéncia hidrolitica final (Eff) foram calculados conforme
equacao 15.

__ ((Etanol g/100g )x 2)+ ARfin (g/100g)

Eff = 1

Polissacar ideos (g/100g)

Ef 2: Eficiéncia hidrolitica final;

Etanol (g/100g): Etanol (g) no final do processo de SSF referente a 100 g de torta.
AR fin: AcUcares redutores (g) no final do processo de SSF referente a 100 g de torta.
Polissacarideos: Celulose e hemicelulose (g) presentes em 100 g de torta.

Os teores de celulose presentes nas tortas de algoddo e girassol utilizados para as
determinagOes da Ef24h e Eff foram 33,29% + 1,13% e 23,22% + 0,30%, respectivamente
(Trabalho submetido ao evento). Ja os percentuais de hemicelulose para torta de algodao e
girassol foram, respectivamente, 8,76% + 0,92% e 20,55% * 1,22% (Trabalho submetido ao
evento).

3 Resultados e discussao

Os valores das atividades enzimaticas encontradas nos extratos produzidos com 7 dias
de FES (EB1) e 9 dias de FES (EB2), expressos em unidades por grama de substrato (U/g
torta) e unidades volumétricas (U/mL) encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores de atividades para os extratos enzimaticas produzidos por A. tubingensis com 7 e 9
dias de fermenta¢do em estado sélido

Enzima EB1 EB2
(U/g torta) (U/mL) (U/g torta) (U/mL)
Endoglucanase 18,1 2,7 28,5 4,3
FPase 27,6 4,1 44,0 6,6
p-glicosidase 399,4 59,9 114,9 17,2
Xilanase 1330,2 199,5 504,9 75,7

EB1 e EB2: Extratos enzimaticos produzidos por A. tubingensis com 7 e 9 dias de FES, respectivamente.

Observou-se que o sistema de sacarificacdo que apresentou a maior quantidade de
FPase por grama de biomassa a ser sacarificada (U/g) foi o extrato EB2, com 50 U/g. Por
tanto, o extrato enzimatico Celluclast®, utilizado como pardmetro de comparacdo nos
processos de sacarificacdo, foi diluido de modo que o processo hidrolitico contivesse 50 U/g.
Com a referida diluigdo as atividades das enzimas endoglucanase, $-glicosidase e xilanase no
sistema de sacarificacdo utilizando o produto comercial Celluclast® foram 77,2 U/g, 110,3
U/g e 583,4 U/g, respectivamente.

Os teores de acucares redutores encontrados antes e apos 24 horas de sacarificacdo das
tortas de algoddo e girassol utilizando os extratos enzimaticos EB1 e EB2 produzidos por A.
tubingensis e o produto Celluclast® encontram-se expressos na Tabela 2. Considerando 0s
teores de celulose e hemicelulose presentes nas tortas de algodéo e girassol e a diferenca entre
as concentracdes inicial e apos 24 horas de sacarificacdo, podem-se calcular os valores das
eficiéncias hidroliticas no referido periodo (EF24h). Os resultados relativos a teores de
acucares redutores no final da fermentagédo, concentracdo de etanol no mosto fermentativo e
rendimento final da sacarificacdo (Eff) também foram expressos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Concentragdes de agucares redutores no inicio, apds 24 horas de sacarificacdo e no final do
processo de sacarificacdo e fermentacao simultanea, bem como a quantidade de etanol produzido e
rendimento de cada processo.

Extrato AR in AR sac ARfin Etanol Ef24h Eff

Biomassa  Enzimético g/L g/L g/L g/L % %
Torta EB1 9,6 21,1 8,3 10,0 21,17 34,24
algodio EB2 91 24,0 6,7 10,6 27,51 34,68
Celluclast® 4,9 18,9 4,9 9,6 25,71 35,32
Torta EB1 13,5 30,6 1,81 15,1 29,78 60,96
girassol EB2 13,0 24,8 15,5 13,5 20,59 51,59
Celluclast® 6,8 16,0 8,2 9,5 16,03 35,69

EB1 e EB2: Extratos enzimaticos produzidos por A. tubingensis com 7 e 9 dias de FES, respectivamente; ARfin: teor de
aclcares redutores encontrados apds o processo fermentativo; AR in: teor inicial de aglcares redutores; AR sac: teor de
aclcares redutores encontrados apds 24 horas de sacarificacdo; EF24h: Eficiéncia da sacarificacéo da fragdo holoceluldsica
apo6s 24 horas Eff: percentual sacarificadado da celulose/hemicelulose presentes nas tortas de algoddo e girassol ap6s
sacarificaco e fermentagdo simultanea.

A utilizacdo do extrato EB2 apresentou maior eficiéncia hidrolitica (27,51%) na
sacarificacdo da torta de algod@o no periodo de 24 horas quando comparada com a utilizacao
do extrato EB1 (21,17%). Vale ressaltar que a eficiéncia observada no processo utilizando o
extrato EB2 foi semelhante a observada quando utilizado o produto comercial Celluclast®.
Tais valores de eficiéncias estdo contidas entre a faixa relatada por Fockink e colaboradores
(2015), que obtiveram conversbes de glucano de 18 a 40% a partir de residuos de
descarocgadeira de algoddo pré-tratados em 24 horas de sacarificacdo utilizando 11,5 U de
FPase/g do produto comercial Cellic CTec2®. Valores semelhantes de eficiéncia foram
obtidos por Placido et al. (2013), que alcancou valores de conversdo de 23,4% em 96 h para
residuos de descarocadeiras de algodao pré-tratados sequencialmente por ultra-som, extracéo
de &4gua quente e enzimas ligninoliticas.

A utilizacdo do extrato EB1 apresentou maior eficiéncia hidrolitica (29,78%) na
sacarificacdo da torta de girassol no periodo de 24 horas quando comparada com a utilizacao
do extrato EB2 (20,59%). Este fato deve-se provavelmente as maiores quantidades de
xilanase presentes no extrato EB1 (Tabela 24), que contribuiu com uma desconstrucdo mais
efetiva da hemicelulose presente na torta de girassol. Vale ressaltar que os valores de
eficiéncia observados tanto no processo utilizando o extrato EB1 quanto no processo
utilizando o extrato EB2 foram superiores a eficiéncia observada quando utilizado o produto
comercial Celluclast® (16,03%). Este fato também é devido as quantidades maiores de
xilanase nos extratos EB1 e EB2 quando comparado ao produto comercial Celluclast®
(Tabela 2). Tais valores de eficiéncias foram inferiores ao relatado por Soto e colaboradores
(1994), que obtiveram conversdes de 50% a partir de residuos de residuos de girassol pré-
tratados em 72 horas de sacarificacdo utilizando 25 U de FPase/g do produto comercial
Celluclast®. Valores semelhantes de eficiéncia foram obtidos por Sharma e colaboradores
(2002), que relataram de conversédo hidrolitica de 32,1% em 24 h para hastes de girassol pré-
tratados por vapor e hidroxido de sodio, utilizando 10 U de FPase/g produzida por T.
reesei Rut-C 30.

E importante destacar que os nos estudos supracitados as biomassas utilizadas
sofreram algum tipo de pré-tratamento fisico ou quimico, o que contribui com o aumento da
eficiéncia da sacarificacdo. No entanto estes pré-tratamentos podem apresentar custos
elevados para o processo. Além de expressiva, a eficiéncia hidrolitica dos extratos produzidos
neste estudo sobre as tortas ndo tratadas constitui-se em uma atraente estratégia para
diminuicdo de custos do processo de sacarificacdo, tendo em vista que a etapa de pré-
tratamento ndo se mostrou necessaria.

O perfil do processo fermentativo, expresso graficamente em funcdo da quantidade de
etanol produzido equivalente ao CO, desprendido, pode ser observado na Figura 1. Neste
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gréfico percebe-se a habilidade da levedura em utilizar os carboidratos presentes no meio de
fermentagdo, a qual refletiu em uma produgéo de etanol com maior intensidade nas seis
primeiras horas. Este fato esta atrelado principalmente a presenca de glicose, um aclcar
facilmente fermentavel.

Figura 1 - Curvas do progresso de producéo de etanol obtidos com base no desprendimento de gas
carbénico (CO,) durante o processo fermentativo de meios provenientes do hidrolisado de tortas de
algoddo e girassol in natura e pré-tratados.
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Nos gréficos representados pelas Figuras 22 A e B pode-se observar a habilidade da
levedura em utilizar os carboidratos presentes no meio de fermentacdo. A producdo de etanol
ocorreu rapidamente nas seis primeiras horas. Este fato estd atrelado a condicdo de
aproximadamente um terco dos acucares redutores presentes nas amostras ser constituido por
glicose, um acgucar facilmente fermentavel.

Considerando os resultados da fermentacdo do hidrolisado de torta de algodao
percebe-se que ndo houve diferenca significativa entre a producdo de etanol utilizando os
diferentes extratos enzimaticos produzidos neste estudo (EB1 e EB2) e o produto comercial
Celluclast®. Ja com base nos resultados da fermentacdo do hidrolisado da torta de girassol
pode-se inferir que a maior producdo de etanol foi no processo que utilizou o extrato
enzimatico EB1, seguido do processo que utilizou o extrato EB2. Em ambos 0s processos a
producdo de etanol foi maior que a producdo de etanol utilizando o produto comercial
Celluclast®.

E importante salientar que a producdo de etanol utilizando tanto a torta de algod&o
quanto a torta de girassol e quaisquer extratos enzimaticos foi estequiometricamente superior
a quantidade de acucares disponiveis ap0s o periodo de 24 horas de fermentagdo. Deste modo,
pode-se afirmar que a sacarificacdo holocelulolitica prosseguiu além do periodo de 24 horas,
ocorrendo simultaneamente ao processo fermentativo. Este fato também pode ser confirmado
ao observar o aumento significativo da eficiéncia hidrolitica ocorrida no final do processo
(Ef2) (Tabela 26) quando comparada & eficiéncia hidrolitica apos 24 horas de sacarificacdo
(EF1) (Tabela 25). Com base nestes resultados pode-se observar que a conversao hidrolitica
aumentou 62%, 79% e 73% nos processos de sacarificacdo e fermentacdo simultanea da torta
algoddo utilizando os extratos EB1, EB2 e Celluclast®, respectivamente. J& a conversao
hidrolitica nos processos de sacarificacdo e fermentagdo simultanea da torta de girassol
utilizando os extratos EB1, EB2 e Celluclast® aumentaram, respectivamente, 49%, 40% e
45%.
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A linhagem de S. cerevisiae utilizada foi adequada para fermentar os acucares
presentes no hidrolisado, no entanto, 0 uso de micro-organismos capazes de fermentar
pentoses e hexoses poderia melhorar significativamente a eficiéncia do sistema, tendo em
vista que 0s extratos enzimaticos produzidos, sobretudo o EB1, apresentaram grandes
quantidades de enzimas xilanoliticas.

Relacionando a massa de etanol proveniente do hidrolisado da sacarificagéo da torta
de algoddo com uso do extrato EB2 e a massa da torta de algod&o utilizada no processo, foi
possivel obter uma produgdo média de 7,95 g de etanol por 100g de torta hidrolisada. Com
nestes resultados é possivel projetar uma producdo de 101 litros de etanol para cada tonelada
de torta de caroco de algoddo. J& a relagcdo entre a massa de etanol proveniente do hidrolisado
da sacarificacdo da torta de girassol com uso do extrato EB1 e a massa da torta de girassol
utilizada no processo, indica uma possivel producdo meédia de 11,33 g de etanol por 100g de
torta hidrolisada. A projecao de producéo de etanol por tonelada de torta de girassol, com base
nestes resultados, seria de 144 litros. E valido ressaltar que os valores de producio de etanol a
partir de torta de algoddo e girassol foram superiores aos obtidos na utilizacdo de cana de
actcar (70 L.ton™) (GOLDEMBERG; GUARDABASSI, 2010).

Deve-se salientar que uma das potenciais aplicacdes dos 6leos de algodao e girassol
tem sido na produgdo de biodiesel. Ao considerar que a extragdo de uma tonelada 6leo de
girassol gera cerca de duas toneladas de torta (BERGMANN et al., 2013), pode-se inferir que
a producao de etanol utilizando essa quantidade de torta seria de 288 litros. Ja a producédo de
etanol de torta de carogo de algodéo seria de 404 litros para cada tonelada de 6leo produzido,
tendo em vista que para a extracdo de uma tonelada 6leo € gerado 4 toneladas de torta
(BERGMANN et al.,, 2013). Com base nestas projecfes e considerando que a demanda
estequiométrica de etanol para producdo de biodiesel por transesterificacdo € de
aproximadamente 200 litros por tonelada de 6leo (VISSER et al., 2011) pode-se afirmar que
0s processos de sacarificacdo e fermentacdo das tortas de girassol e algoddo empregados neste
trabalho teriam a capacidade de suprir a totalidade da demanda de alcool utilizado na rota de
producdo de biodiesel etilico.

4 Conclusao

Os extratos enzimaticos produzidos neste trabalho demonstraram ser eficazes nos
processos de sacarificacdo e fermentacdo simultanea das tortas de algod&o e girassol. O uso
destas biomassas levou a producdo de quantidades expressivas de etanol de 22 geracdo,
possibilitando uma alternativa atraente para agregar valores a coprodutos de baixo custo.
Além do mais, os valores de etanol obtidos a partir de tortas de girassol e algoddo
demonstraram ser capazes de atender a demanda de alcool nas proprias usinas de biodiesel,
podendo ser incorporada a cadeia produtiva como forma de agregar valor a um coproduto
abundante.
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