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RESUMO

A utilizagdo de um bioprocesso consolidado simplificado para a conversdo de
biomassa usando enzimas produzidas in-house (integrada ao processo de converséo da
biomassa lignocelul6sica) pode possibilitar incrementos significativos na producdo de
bioetanol, sem a necessidade de expansdo da area cultivada. Com esta motivacgéo, o presente
trabalho teve como objetivo o estudo das etapas de producdo de (hemi)celulases por
fermentacdo em estado solido (FES) e a utilizacdo do meio fermentado integral (MFI) para
sacarificacdo da biomassa e posterior fermentacdo alcodlica, dentro do contexto de um
bioprocesso consolidado para a producdo de etanol 2G. Para este fim, primeiramente, foi
estudada a selecdo das condigdes de cultivo para a producdo de enzimas usando diretamente o
bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado por explosdo a vapor (BEX) como substrato da FES.
Assim, diferentes fungos foram cultivados de forma isolada e em cocultivo, incluindo o
estudo de farelo de trigo e lactose como indutores na producdo de enzimas. Para otimizar a
etapa de hidrdlise enzimatica (HE) com o MFI da FES, avaliou-se a influéncia dos parametros
operacionais e 0 uso de proteina de soja, Tween 80, PEG 1500 e albumina de soro bovino
(BSA) como aditivos. Por fim, para a melhor condicao foi realizada a etapa de fermentacao
alcodlica para a validacdo global deste bioprocesso. Os resultados obtidos para as condi¢fes
gue maximizam a producéo de enzimas, utilizando o BEX como substrato, foram: insercéo de
lactose na concentracgdo de 0,075 g/g de substrato e farelo de trigo na proporc¢do 1:1 em massa
em relacdo ao substrato, o que levou a um aumento de atividade de 73% para betaglicosidase,
67% para endoglucanase e 72% para Xilanase, em relacdo a condicdo controle utilizando
apenas BEX como substrato, sem a presenca de lactose ou farelo. Os cultivos em FES
seguidos pela etapa de HE com o MFI mostrou que os cocultivos foram, na maioria dos casos,
melhores na conversdo do BEX a acgucares fermentesciveis. O cocultivo que apresentou o
melhor resultado quando comparado ao melhor cultivo isolado de Aspergillus niger foi o de
Trichoderma reesei com Aspergillus oryzae, o qual promoveu um aumento de 47% na
producdo de glicose. A avaliacdo dos parametros operacionais (pH, temperatura e agitacéo)
durante a etapa de hidrolise enzimatica com o MFI da FES mostrou que o processo de
sacarificacdo realizado sob a condigdo de pH 4,8, 200 rpm e 50 °C apresentou a melhor
conversdo da biomassa lignocelulésica. Essa condicdo operacional € a mesma ja empregada
no processo convencional de HE com extrato comercial de enzimas. A utilizacdo de aditivos
(proteina de soja e Tween 80) melhorou o processo de sacarificacdo, sendo que a adigdo da
proteina de soja (0,5%, m/v) promoveu um aumento de 50% na liberacdo de glicose. Assim,
realizou-se a fermentacdo alcodlica para a validacdo do processo global de integracdo para a
melhor condigdo do conjunto cultivo/hidrolise, obtendo-se um rendimento de etanol de 83,5%
do rendimento tedrico e uma produtividade volumétrica de etanol (Qp) de 4,77 g/L.h. Esses
resultados permitiram a validacdo do bioprocesso consolidado proposto, indicando que todas
as etapas podem ser realizadas sequencialmente no mesmo reator.

Palavras-chaves: Bagaco de cana-de-acucar. Fermentagdo em estado sélido (FES).
Fungos filamentosos. Hidrolise enzimética. Fermentacgéo alcodlica.



ABSTRACT

The use of a simplified consolidated bioprocess for the conversion of biomass using
enzymes produced in-house (integrated into the process of converting lignocellulosic
biomass) may enable significant increases in the production of bioethanol, without the need
for expansion of cultivated area. With this motivation, the present work had as objective the
study of the steps of production of (hemi)cellulases by solid-state fermentation (SSF) and the
use of whole fermentation medium (WFM) for saccharification of biomass and subsequent
alcoholic fermentation within the context of a consolidated bioprocess for the 2G ethanol
production. To this end, firstly, the selection of the cultivation conditions for the production
of enzymes directly using the sugarcane bagasse pretreated by steam explosion (SEB) as SSF
substrate was studied. Thus, different fungi were cultivated in isolation and in co-cultivation,
including the study of the use of wheat bran and lactose as inducers in the production of
enzymes. In order to optimize the enzymatic hydrolysis (EH) step with the WFM from SSF, it
was evaluated the influence of the operating parameters and the use of soy protein, Tween 80,
PEG 1500 and bovine serum albumin (BSA) as additives. Finally, the alcoholic fermentation
step was performed for the selected condition for the overall validation of this bioprocess. The
results obtained in the conditions which maximize the production of enzymes, using SEB as
substrate, were: addition of lactose at 0.075 g/g of substrate and wheat bran in the mass ratio
1:1 relative to the substrate, which led to an increase of activity of 73% for beta-glucosidase,
67% for endoglucanase, and 72% for xylanase, compared to the control condition using SEB
as the substrate, without the presence of lactose or wheat bran. Cultivations under SSF
followed by the EH step with the WFM showed that the co-cultivation were, in most cases,
better in the conversion of SEB into fermentable sugars. The co-cultivation that presented the
best result when compared to the best-isolated cultivation of Aspergillus niger was the
Trichoderma reesei with Aspergillus oryzae, which has promoted an increase of 47% in the
glucose production. The evaluation of operating parameters (pH, temperature and stirring)
during the enzymatic hydrolysis step with the WFM from SSF showed that the
saccharification process performed under the condition of pH 4.8, 200 RPM and 50 °C
presented the best conversion of lignocellulosic biomass. This operational condition is the
same already used in the conventional process of enzymatic hydrolysis with commercial
extract enzymes. The addition of additives (soy protein and Tween 80) improved the
saccharification process, whereas the addition of soy protein (0.5% wi/v) lead to a 50%
increase in glucose release. The alcoholic fermentation carried out for validating the overall
integration process at the best condition of cultivation /hydrolysis gave a yield of 83.5% of the
theoretical yield and volumetric productivity of ethanol (Qp) 4.77 g/L.h. These results show
that all process steps can be performed sequentially in the same reactor, thus denoting the
proposed consolidated bioprocess.

Keywords: Sugarcane bagasse. Solid-state fermentation (SSF). Filamentous fungi.
Enzymatic hydrolysis. Alcoholic fermentation.
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1- INTRODUCAO

A producdo de etanol a partir de materiais lignocelul6sicos apresenta alguns
obstaculos técnicos que necessitam ser superados para a utilizacdo de todo o seu potencial
produtivo, entre 0s quais se pode citar a hidrolise enzimatica dos polissacarideos presentes na
biomassa, que é considerada uma tecnologia chave para a implementacdo desse bioprocesso
(HORN et al., 2012; SAINI et al., 2015). Assim, o desenvolvimento de propostas de
simplificacdo da conversdo de biomassa em etanol de segunda geragdo (2G), utilizando
enzimas produzidas in-house (integrada ao processo de conversdo da biomassa
lignoceluldsica), pode gerar os avangos tecnoldgicos necessarios para o aumento da eficiéncia
do uso da biomassa vegetal como fonte de energia renovavel (PIROTA et al., 2013a;
PIROTA et al., 2014).

Apesar dos consideraveis avancos alcancados, estudos recentes apontam que o custo
de producdo das enzimas é ainda significativo para o processo (KLEIN-MARCUSCHAMER
et al., 2012; SAINI et al., 2015). A producédo de enzimas in-house (integrada ao processo de
conversdo da biomassa lignocelul6sica) € uma estratégia utilizada na redugdo dos custos, uma
vez que possibilita a menor necessidade de estabilizar os preparados enzimaticos, evitando
também os custos associados com o transporte e armazenamento em longo prazo (KOVACS
et al., 2009; SORENSEN et al., 2011; DELABONA et al., 2012a; SAINI et al., 2015).

A utilizacdo do bagaco de cana-de-agucar como indutor para a producdo in-house de
celulases e hemicelulases, que sdo as principais enzimas envolvidas na hidrélise da biomassa
vegetal por linhagens fungicas, apresenta vantagens em relacdo a outros tipos de indutores.
Além de ser indutor de baixo custo para a produ¢do enzimatica, outro motivo faz com que seu
aproveitamento seja atrativo: o fato de que a escolha do substrato indutor afeta as
caracteristicas do coquetel enzimético produzido. Portanto, quando se trata de cultivos cujo
objetivo é produzir enzimas para aplicacdo especifica na hidrdlise do bagaco de cana na
cadeia produtiva do etanol de segunda geracdo (2G), o0 mesmo usado como indutor tem o
potencial de favorecer o direcionamento das caracteristicas do coquetel enzimatico
(DELABONA et al., 2012a).

A producdo de celulases por linhagens fangicas € amplamente disseminada na
natureza, incluindo uma variedade de géneros, tais como Trichoderma e Aspergillus
(IWASHITA, 2002). No entanto, as pesquisas relacionadas a descoberta de novas enzimas
continuam a identificar oportunidades para melhorar a eficiéncia catalitica dos complexos

enzimaticos pela suplementagdo com enzimas obtidas a partir de diferentes microrganismos
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(SAINI et al., 2015). De fato, uma estratégia potencial para melhorar a eficiéncia dos
coquetéis enzimaticos é a combinacao de extratos de diferentes espécies de fungos a fim de se
obter formulagdes enzimaticas eficazes em termos de enzimas individuais necessarias para a
degradacdo completa e eficiente da biomassa vegetal (PIROTA et al., 2013a; KOLASA et al.,
2014). Outra estratégia ¢ a utilizacao de substancias indutoras como a lactose (MORIKAWA
et al., 1995; SEIBOTH et al., 2007b; KUBICEK et al., 2009; EL-SHISHTAWY et al., 2015),
bem como o cocultivo de fungos filamentosos (CASTILLO et al., 1994; GUTIERREZ-
CORREA et al., 1999; MASSADEH et al., 2001; IKRAM UL et al., 2006; PARK et al.,
2012; KOLASA et al., 2014; SAINI et al., 2015).

Atualmente, a producdo das enzimas pode ser realizada pelo cultivo de fungos por
fermentacdo em estado sélido (FES) ou fermentacdo submersa (FSm). Cada um desses
processos possui vantagens e desvantagens (SINGHANIA et al., 2010). No entanto, o uso da
fermentacdo em estado sélido (FES) para a producédo de enzimas industriais tem recebido uma
atencdo crescente nos ultimos 20 anos, devido as suas vantagens inerentes (SINGHANIA et
al., 2010; BARRIOS-GONZALEZ, 2012; YOON et al., 2014). A FES é particularmente
vantajosa para a producdo de enzimas por fungos filamentosos. Do ponto de vista ambiental,
0 beneficio da FES esta relacionado com a utilizacdo de residuos agroindustriais como
substrato sélido, atuando como fontes de carbono e de energia (RAIMBAULT, 1998; JUN et
al., 2013). Varios estudos tém descrito o potencial do uso da FES para a producdo das
enzimas envolvidas na desconstrucdo da biomassa vegetal (TENGERDY e SZAKACS, 2003;
SINGHANIA et al., 2010).

No entanto, nos processos tradicionais da FES, ap6s o periodo de cultivo dos
microrganismos, as enzimas produzidas sdo extraidas do substrato sélido atraves de uma etapa
de extracdo sélido-liquido convencional, seguida de uma etapa de filtragdo e/ou centrifugacéo.
Os produtos finais dessa etapa constituem-se do sobrenadante liquido, que contém as enzimas
de interesse, e uma fracdo sélida. Uma possivel estratégia para eliminar o processo de
separacgdo e a geragdo desse residuo solido seria a utilizacdo de todo o meio de fermentacéo,
que contém as enzimas, os micélios (células fungicas) e o substrato sélido residual, na etapa
de sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica. Esses estudos inovadores demonstraram a
possibilidade de utilizacdo do meio fermentado integral para a sacarificacdo de biomassa
lignocelulosica e produgdo de etanol 2G (PIROTA et al., 2013a; PIROTA et al., 2014).

Uma vez que os resultados obtidos até o presente momento para a simplificacdo do

processo de conversdo de biomassa usando enzimas produzidas in-house estdo se mostrando
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promissores, 0 presente trabalho objetivou dar continuidade a esta linha de pesquisa através
do desenvolvimento de novas estratégias para a melhoria deste bioprocesso inovador para a
producdo de etanol lignoceluldsico. Nesse sentido, a FES foi realizada por diferentes fungos
cultivados de forma isolada e em cocultivo, visto que a competicdo ou antagonismo
experimentado durante a cocultura é utilizado para aumentar significativamente a producao
dos complexos enzimaticos que ndo sdo detectados em cultivos individuais (MARMANN et
al., 2014). Na etapa de hidrolise enziméatica (HE) com o meio integral da FES, avaliou-se a
influéncia dos parametros operacionais, pois ¢ importante verificar se as condi¢fes da HE que
ja sdo conhecidas e amplamente utilizadas (SUN e CHENG, 2002; MOUTTA et al., 2013;
BUSSAMRA et al., 2015) também sdo as condi¢Ges Otimas para sacarificacdo utilizando-se o
meio fermentado integral (MFI). Avaliou-se também o efeito da adicdo de aditivos, pois 0s
mesmos podem mudar a natureza do substrato, aumentando a celulose disponivel através da
interacdo com a lignina, ou também podem reduzir a desnaturacdo das enzimas durante a
hidrolise, gerando um efeito de aumento da estabilidade das mesmas (ERIKSSON et al.,
2002).

2- REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1- Etanol de segunda geragao (2G)

A crescente preocupacdo com a escassez das reservas de petréleo, juntamente com a
necessidade de preservar o meio ambiente, sdo as principais forcas motrizes na busca por
fontes alternativas renovaveis e viaveis para a producdo de combustiveis sustentaveis
(PEREIRA et al., 2015). Assim, a bioenergia e 0s biocombustiveis tém sido intensivamente
pesquisados, produzidos e utilizados nos ultimos 15 anos, 0 que deve continuar a acontecer,
particularmente nos setores de bioetanol lignoceluldsico e biogas. E esperado que em 2050 a
bioenergia ird prover 30% da demanda energética mundial (GUO et al., 2015). Logo, existe
um consenso sobre a necessidade de mudanca do cenario energético global e portanto, o
etanol serd, sem duvida, um importante biocombustivel (PEREIRA et al., 2015).

Atualmente, produz-se eficientemente o etanol de primeira geracdo (SAINI et al.,
2015). Por outro lado, a atividade industrial brasileira de producdo de etanol de segunda
geracdo (ou etanol 2G) teve inicio no ano de 2014 com a implementacdo das plantas que
processam biomassa lignocelulésica (Raizen e GranBio). Entre as fontes potenciais de

bioenergia, a lignocelulose tem sido identificada como uma matéria-prima importante para a
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producdo de biocombustiveis e outros produtos de valor agregado, contribuindo, assim, para o
fornecimento de energia global. Nesse contexto, o Brasil tem feito progressos consideraveis
no sentido de substituir os combustiveis fésseis por etanol lignocelul6sico a partir da cana-de-
acucar, uma vez que o Brasil é o maior produtor mundial de cana e junto com Estados Unidos
lidera a producao mundial de etanol (BALAT, 2011; PEREIRA et al., 2015).

A producéo de etanol a partir de materiais lignocelulosicos através da via bioquimica
(conversdo bioquimica dos materiais lignocelul6sicos através da sacarificacdo e fermentacéo)
apresenta alguns obstaculos técnicos que necessitam ser superados para a utilizacdo de todo
seu potencial produtivo. Dentre esses obstaculos, os principais sdo: a recalcitrancia e a
inacessibilidade da biomassa lignocelulésica (HORN et al., 2012), a variedade de acUcares
que sdo liberados quando os polimeros de hemicelulose e celulose sdo hidrolisados, e a
necessidade de encontrar microrganismos capazes de fermentar eficientemente estes dois

aclcares ao mesmo tempo (hexoses e pentoses) (BALAT, 2011).

2.1.1- Pre-tratamento

A primeira etapa no processamento da biomassa para a producdo de etanol é o pré-
tratamento, que visa desconstruir a estrutura vegetal (Figura 1), de modo a permitir as
operacdes posteriores (HAMELINCK et al., 2005). A presenca de hemicelulose e lignina
envolvendo as cadeias de celulose também dificulta o acesso de catalisadores, sendo
necessario um tratamento prévio para a modificagdo destes componentes, facilitando o acesso
das enzimas a celulose (SANTOS et al., 2012).

Estima-se que 18-20% do custo total para a producdo de etanol a partir de materiais
lignocelul6sicos pode ser atribuido ao pré-tratamento. Esta etapa é realizada para melhorar a
acessibilidade das enzimas ao substrato (JOUZANI e TAHERZADEH, 2015). Varias
tecnologias de pré-tratamento, tais como pré-tratamentos quimicos (alcalino, é&cido,
organosolvente e liquidos ibnicos), pré-tratamentos fisicos (moagem, micro-ondas e
extrusdo), o pré-tratamento fisico-quimico (explosao a vapor, dgua quente, explosao da fibra
com amonia, oxidagdo umida e explosdo com COy) e pré-tratamentos bioldgicos (utilizando
microrganismos) tém sido desenvolvidas (PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000;
CANILHA et al., 2012; SANTOS et al., 2012; BISARIA e KONDO, 2014; SANTOS et al.,
2014).
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Figura 1 — Alteraces estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina provocadas pela

etapa de pré-tratamento da biomassa vegetal

/ Lignina

b
\ Hemicelulose

Fonte: Adaptado de Mosier et al., (2005)

Embora cada método possua suas vantagens, ndo podem ser recomendados para
todos os tipos de biomassa. Ou seja, cada método de pré-tratamento tem algumas
desvantagens que limitam sua aplicacdo. Recentemente, diferentes metodologias combinadas
foram desenvolvidas para superar os problemas associados com os métodos individuais. A
utilizacdo desses métodos resultou em aumento da eficiéncia da producdo de acucar,
diminuicdo na formacdo de inibidores e tempo reduzido de processo. Estas estratégias de pré-
tratamento combinado incluem a combinacdo de pré-tratamentos alcalino com acido diluido
(LU et al., 2009), pré-tratamentos alcalino com liquidos i6nicos (NGUYEN et al., 2010), pre-
tratamentos de acido diluido com explosdo a vapor (CHEN et al., 2011), pré-tratamentos
biol6gicos com organosolventes (MONRROY et al., 2010), pré-tratamentos biol6gicos com
acido diluido (ZHANG et al., 2007a; ZHANG et al., 2007b), pré-tratamentos biol6gicos com
explosdo a vapor (TANIGUCHI et al., 2010), entre outros. Além disso, varias ferramentas
como a biologia sintética, sequenciamento de alto rendimento e engenharia genética vem
sendo desenvolvidos recentemente e também sdo considerados como ferramentas promissoras
para melhorar a eficiéncia dos processos de pré-tratamento e hidrolise para a producdo de
biocombustiveis a partir de biomassa (JOUZANI e TAHERZADEH, 2015).

As estratégias de preé-tratamento eficazes incluem: atingir uma elevada recuperagdo
de todos os carboidratos; possibilitar um elevado processamento da celulose no processo
subsequente; resultar em uma elevada concentracdo de sélidos, alem de uma elevada
concentracdo de acgucares livres na fracdo liquida, exigir uma baixa demanda energética,

evitar a formacao de subprodutos, exigir baixo investimento e custo operacional (SANTOS et
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al., 2012), o aumento do teor de celulose (COLEMAN et al., 2009) e a reducdo da
recalcitrancia da parede celular vegetal e da cristalinidade da celulose (FRY et al., 2008).
Espera-se que com o desenvolvimento destas tecnologias de pré-tratamento, os problemas
usualmente encontrados nessa etapa (uma das mais impactantes em termos de custos), sejam
superados em um futuro proximo. Assim, conclui-se que para a conversdo eficiente da
biomassa lignoceluldsica em biocombustiveis deve-se compreender os conceitos e tecnologias
de pré-tratamento (individuais ou combinados) e também os tipos e composicao das matérias-
primas disponiveis (JOUZANI e TAHERZADEH, 2015).

O pré-tratamento fisico-quimico por explosao a vapor € um dos mais utilizados para
biomassa lignocelul6sica. Trata-se de um procedimento hidrotérmico em que a biomassa é
submetida a um vapor pressurizado durante um periodo de tempo que varia de segundos a
minutos, combina forgas mecénicas que sdo causadas devido a alta pressao pela qual as fibras
sdo submetidas e os efeitos quimicos que hidrolisam e solubilizam parcialmente a
hemicelulose, redistribuem a lignina e expéem a celulose aumentando a acessibilidade das
enzimas as microfibrilas de celulose. Os fatores mais importantes que afetam a eficicia deste
pré-tratamento por explosdo a vapor sdo o tamanho da particula da biomassa, a temperatura,
tempo de residéncia e o efeito combinado entre o tempo de residéncia e a temperatura
(ALVIRA et al., 2010). As vantagens deste pré-tratamento incluem a baixa necessidade de
energia em comparagcdo com 0s pré-tratamentos mecanicos que requerem 70% mais energia
do que o método por explosdo a vapor para se alcancar a mesma eficacia. Além disso, ndo ha
custos de reciclagem ou ambientais. Porém, suas limitac6es incluem a destruicdo de uma parte
da fracdo de xilanas, o rompimento incompleto da lignina e a geracdo de compostos que
podem ser inibitdrios para as enzimas e 0s microrganismos utilizados nos processos seguintes.
Logo, a biomassa precisa ser lavada com agua para remover 0s compostos inibidores
juntamente com a hemicelulose solGvel em agua, mas essa lavagem diminui os rendimentos
globais de sacarificacdo, devido a remocao de cerca de 20-25 % dos acUcares soltveis. (SUN
e CHENG, 2002).

2.1.2- Hidrolise da biomassa vegetal
Na estrutura vegetal, a celulose é envolvida por uma camada composta de uma
combinacdo de lignina e hemicelulose, que se desenvolveu para protegé-la de agentes
externos. Grande parte da dificuldade de obtencdo do alcool da celulose consiste,

precisamente, em atingir objetivos que estdo em contradi¢cdo com a propria natureza evolutiva
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das plantas (SANTOS et al., 2012). Apds o pré-tratamento, os polimeros de carboidratos dos
materiais lignoceluldésicos sdo convertidos em mondmeros de aclcar na etapa de hidrolise
(BALAT e BALAT, 2009).

A obtencdo de etanol de materiais lignoceluldsicos envolve processos de elevada
complexidade, que englobam diversas operacgdes, entre as quais a hidrdlise da celulose. Os
processos, portanto, devem ser analisados em sua totalidade, levando em consideracdo as
varias operacdes e seus niveis de integracdo, ou seja, as operacdes que sdo executadas
simultaneamente. As principais configuracGes em desenvolvimento dos processos de hidrélise
da biomassa sdao mencionadas a seguir (ROSA e GARCIA, 2009).

e HFS — Hidrodlise e Fermentacdo Separados: A hidrélise da celulose ocorre

separadamente da fermentacdo da glicose que é subsequente. S&o realizadas em
reatores diferentes, sendo que a fermentacdo das pentoses ocorre em outro reator.

e SFS — Sacarificacdo e Fermentacdo Simultdneas: Como o nome indica, a

hidrolise da celulose e a fermentacdo da glicose sdo realizadas no mesmo reator,
sendo que a fermentacdo das pentoses, no entanto, continua se processando em
reator separado.

e HSCF — Hidrolise Separada e Cofermentacao: A hidrélise da celulose ocorre

separadamente e a subsequente fermentacao da glicose e das pentoses é realizada
no mesmo reator.

e SSCF — Sacarificacdo Simultanea e Cofermentacdo: Representa um aumento

da integracdo em relacdo ao SFS e ao HSCF, ja que a fermentacdo das pentoses e
da glicose passa a ser realizada em um mesmo reator.

e BPC — Bioprocesso Consolidado: O maximo de integracdo é atingido com essa

rota, na qual todas as operacdes de carater biolégico — inclusive a producdo de
enzimas — sdo realizadas em um Unico reator.

Entre as diversas rotas tecnoldgicas possiveis empregadas para hidrolisar a celulose,
destacam-se duas, que concentram a quase totalidade dos esfor¢cos de pesquisa e
desenvolvimento: as realizadas pela rota quimica e as enzimaticas, analisadas a seguir. A
Figura 2 permite visualizar as varias configuracGes descritas acima com perspectiva de

integracdo do processo de hidrolise enzimatica.
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Figura 2 — Processo de hidrolise enzimatica da biomassa vegetal — perspectiva de integracao
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Fonte: Adaptado de Geddes et al. (2011)

A hidrdlise quimica envolve a exposicao dos materiais lignocelulésicos a um produto
quimico por um periodo de tempo a uma determinada temperatura especifica. Com esse
processo, o pre-tratamento e a hidrolise podem ser realizados em um Unico passo. Os &cidos
sdo predominantemente aplicados na hidrélise quimica, com dois tipos basicos de processos:
a hidrélise com éacido diluido e com é&cido concentrado (BALAT, 2011). Atualmente, os
liquidos i6nicos também vém sendo utilizados no processo quimico (BINDER e RAINES,
2010; CLOUGH et al., 2015).

A hidro6lise acida (concentrada ou diluida) ocorre em dois estagios, devido as
diferencas existentes entre a hemicelulose e a celulose. No primeiro estagio ocorre a hidrolise
da hemicelulose (devido a sua estrutura amorfa). No segundo estagio, temperaturas mais altas
sdo utilizadas para completar a hidrolise da celulose (devido a sua natureza cristalina)
(RAHMAN et al., 2007). O processo com &cido diluido utiliza altas temperaturas e pressdes,

com tempos de reagdo variando de segundos a minutos, o que facilita a sua utilizagdo em
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processos continuos. Ja 0s processos com acidos concentrados sdo conduzidos em condigdes
mais amenas, com tempos de reacdo tipicamente mais longos (DIPARDO, 2000).

Segundo Olivério & Soares (2007), as principais dificuldades relacionadas a
hidrélise acida sdo: a lignina que restringe o0 acesso a celulose e precisa ser removida antes do
processo de hidrolise, as condicdes de remocdo da lignina sdo severas e demoradas e 0
reagente utilizado na hidrolise acida pode reagir com os acUcares formados, sendo estes
degradados, reduzindo o rendimento da reacao.

A hidrdlise &cida, além de formar compostos inibidores para a levedura no processo
de fermentacdo, também apresenta outros problemas, tais como, condi¢bes de manuseio
severas (pH e temperatura), e o0 alto custo de manutencdo devido os problemas de corrosao
(MARTIN et al., 2007).

A hidrélise enziméatica é uma alternativa ambientalmente favoravel que envolve o
uso de enzimas degradantes (celulases e hemicelulases) para hidrolisar carboidratos
lignoceluldsicos em acgucares fermentesciveis (BALAT, 2011). As enzimas sdo utilizadas ha
algumas décadas como catalisadores bioldgicos para a producdo de etanol por hidrolise de
biomassa (LADISCH e SVARCZKOPF, 1991). A hidrolise da celulose, entretanto, é muito
mais complexa, ja que envolve a quebra de polimeros mais resistentes e que estdo protegidos
por outros materiais resistentes a degradacao (lignina e hemicelulose) (SANTOS et al., 2012).

As enzimas sdo proteinas, isto €, moléculas organicas complexas, sendo que as
utilizadas em processos industriais sdo produzidas por microrganismos, como bactérias e
fungos (BHAT e BHAT, 1997). A primeira etapa das pesquisas relacionadas a hidrolise
enzimatica da biomassa consiste, portanto, em selecionar 0s microrganismos capazes de
produzir enzimas adequadas ao processo (DELABONA et al., 2012b). Outro caminho, ainda
mais complexo, seria produzir microrganismos com as caracteristicas desejadas por meio de
técnicas avancadas de manipulacéo genética (KING et al., 2011; AMORE et al., 2013).

O processo da hidrolise enzimatica é conduzido em condicdes brandas (pH 4,8-5,0 e
temperatura entre 45 e 50 °C). Além de permitir maiores rendimentos e possibilitar a
fermentacdo simultdnea a sacarificacdo, € um processo que apresenta baixo custo de
manutencdo mas um alto custo das enzimas (SUN e CHENG, 2002). Trata-se de uma reacao
heterogénea catalisada pelas celulases, composta por um substrato insoltvel (celulose) e um
catalisador (enzimas). A completa hidrolise da celulose requer a agdo combinada de multiplas

enzimas com diferentes especificidades ao substrato (KOVACS et al., 2009).
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No decorrer da etapa de hidrélise ocorre uma resisténcia a transferéncia de massa
entre as moléculas de enzima e uma camada estagnada de filme liquido, que cerca as
particulas solidas de celulose, sendo que esta resisténcia determina a reacdo global. A
velocidade da reacdo é determinada por trés eventos sequenciais: a velocidade de
transferéncia de massa da enzima, a velocidade de adsor¢do da enzima na superficie do
substrato e a velocidade de catdlise da celulose (GAN et al., 2003). Considerando as
caracteristicas estruturais da celulose, verifica-se que o0 modo de acéo das enzimas influencia
na velocidade de reacdo. A susceptibilidade da celulose ao ataque enzimatico é determinada
pela acessibilidade dos sitios de ligacdo a celulose, o que determina a subsequente adsor¢édo
da enzima no substrato solido. Essa adsorcao e a formacdo do complexo enzima/substrato sdo
vistas como 0s passos cruciais na hidrélise enzimatica de celulose (GAN et al., 2003). Depois
da primeira fase da hidrdlise, a taxa de reacdo comeca a depender da penetracdo da enzima ao
interior do substrato sélido e, em consequéncia desta dependéncia, a catélise se torna mais
lenta (ARO et al., 2005).

No Brasil, as pesquisas sobre esse tema se encontram em pleno desenvolvimento.
Estima-se que é possivel atingir de 75 a 80% de eficiéncia na hidrolise enzimética da celulose
operando em configuracdo HFS (Hidrdlise e Fermentacdo Separados). Isso significa, por
exemplo, que uma tonelada de bagaco seco (com 37% de celulose) permitiria a obtencdo de
300 a 350 litros de etanol (considerando 90% de eficiéncia da fermentacdo da glicose) (ROSA
e GARCIA, 2009).

Logo, o papel decisivo atribuido a alguns dos aspectos do processo de hidrolise
enzimatica é fato, em especial aqueles que dizem respeito as enzimas. A viabilizacdo desse
processo depende da disponibilidade de determinadas enzimas capazes de hidrolisar a
celulose com alto rendimento e baixo custo. O principal esforco de pesquisa e
desenvolvimento consistiria em selecionar o conjunto de enzimas mais adequado. A selecao
das enzimas representa apenas uma etapa, embora importante e custosa, do desenvolvimento
da tecnologia da hidrdlise enzimatica. Assim, métodos para aumentar a eficicia da agédo
enzimatica também sdo importantes para a reducdo de custos. Muitas tentativas tém sido
realizadas para determinar as caracteristicas do substrato que leva a diminuicdo da taxa de
hidrolise da celulose (MOONEY et al., 1998). A area da superficie do substrato tem sido
reconhecida como uma importante caracteristica na determinacdo da velocidade inicial da
hidrolise (THOMPSON et al., 1992). Também tem sido demonstrado que a lignina presente
em substratos complexos, pode ter um efeito negativo sobre a hidrolise (MOONEY et al.,
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1998). Portanto, o aperfeicoamento da hidrélise de celulose por adi¢cdo de aditivos foi relatado
por diversos autores (CASTANON e WILKE, 1981; ERIKSSON et al., 2002; BORJESSON
et al., 2007). Diferentes mecanismos tém sido propostos para o efeito positivo da adicdo de
aditivos na hidrélise enzimética, pois 0 mesmo pode mudar a natureza do substrato,
aumentando a celulose disponivel através da interacdo com a lignina ou também pode
aumentar a estabilidade das enzimas e, assim, reduzir a desnaturacdo da enzima durante a
hidrélise (ERIKSSON et al., 2002).

2.1.3- Fermentacéao

A fermentacdo é um processo anaerobio de bioconversdo de aglcares para a
producdo de etanol e CO2. Embora existam diversos métodos e processos para a obtencao de
etanol a partir de biomassa, ainda encontra-se dificuldade em se obter etanol lignocelulésico
de maneira econémica (GIESE et al., 2011).

O microrganismo mais comumente utilizado na fermentacdo é a levedura
Saccharomyces cerevisiae. Esta levedura pode metabolizar os aglcares simples, tal como a
glicose, e também dissacarideos, como a sacarose (LIN e TANAKA, 2006). Além disso,
possui um sistema genético robusto, elevada resisténcia ao etanol, consome quantidades
significativas de substrato em condicOes adversas (temperatura pode variar de 24 a 35 °C,
tempo de incubacdo de 8 a 192 horas) e apresenta uma elevada resisténcia a inibidores
presentes no meio de fermentacdo (HECTOR et al., 2011). A xilose ainda é um desafio para o
metabolismo dessa levedura, pois a mesma ndo possui genes necessarios para a assimilacéo
dessa pentose (CARDONA et al., 2010). Neste sentido, muitos estudos tém sido
desenvolvidos para obtencao de linhagens capazes de fermentar as pentoses.

A producdo de etanol industrial € realizada de tal modo que é quase impossivel
manter as condi¢des assépticas, e as contamina¢fes podem resultar na reducao do rendimento
do processo de producdo de etanol e também a formacdo de compostos inibidores. Por
conseguinte, o processo deve ser operado em condigdes que minimizem qualquer risco de
contaminacdo. Em geral, o uso combinado de pH baixo e altas concentracdes de etanol é
suficiente para manter as condi¢des necessarias para o processo (VAN MARIS et al., 2006).

Outros microrganismos ja foram estudados para o processo de fermentacéo alcoolica,
como é o caso da bactéria Zymomonas mobilis ou de linhagens geneticamente modificadas de
Escherichia coli (LIN e TANAKA, 2006). Entretanto, devido as caracteristicas de maior
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resisténcia as condicdes adversas do processo apresentadas pela levedura S. cerevisiae, esta

continua sendo 0 microrganismo mais empregado na producéo industrial de etanol.

2.2- Enzimas envolvidas na degradacao de biomassa vegetal

As enzimas responsaveis pela degradacdo da parede celular vegetal sao
extensivamente estudadas, devido seu elevado potencial de aplicacdo biotecnoldgica (BHAT e
BHAT, 1997). O uso de enzimas nos processos industriais € altamente atrativo, devido a sua
especificidade biocatalitica, reducdo de bioprodutos indesejaveis e baixa toxicidade quimica
(LARA-MARQUEZ et al., 2011). Entretanto, o custo de obtencdo das enzimas ainda limita
sua utilizacdo em varios processos industriais, inclusive o de producéo de etanol 2G (ZHANG
et al., 2009; BRIJWANI et al., 2010).

As celulases constituem uma classe de enzimas responsaveis pela hidrdlise do
polimero insoltvel de celulose. O mecanismo de hidrélise enzimatica da celulose mais aceito
descreve a agdo sinérgica de pelo menos trés classes de enzimas: as endoglucanases, as
exoglucanases e as betaglicosidase ou celobiases (ZHANG e LYND, 2004). As
endoglucanases sdo as enzimas do complexo celuldsico responsaveis por iniciar a hidrdlise,
causando mudanca réapida no grau de polimerizacdo por meio da hidrolise das ligacGes
glicosidicas pB-1,4 intramoleculares da cadeia de celulose. Tais enzimas hidrolisam
randomicamente as regiGes internas da estrutura amorfa da fibra celuldsica, liberando
oligossacarideos (LYND et al., 2002). Ja as exoglucanases sdo as enzimas que atuam na
porcdo cristalina da molécula de celulose e catalisam a hidréolise de ligagdes PB-1,4-D-
glicosidicas da celulose, liberando celobiose das extremidades das cadeias. As exoglucanases
sdo também conhecidas como celobiohidrolases (CBH). As CBH ainda podem ser divididas
em dois tipos: enzima do tipo | (CBHI), que hidrolisa terminais redutores, enquanto que a do
tipo 1l (CBHII) hidrolisa terminais n&o redutores. Estas enzimas geralmente sofrem inibicao
pelo seu produto de hidrolise (celobiose). O terceiro grupo de enzimas do complexo
celulolitico engloba as enzimas betaglicosidasicas, ou B-glucosideo glucohidrolases (seu
nome sistematico). As betaglicosidases tém a propriedade de hidrolisar celobiose e
oligossacarideos soluveis (com grau de polimerizacdo menor que 7) em glicose. Assim como
as celobiohidrolases, as -glucosidases também sofrem inibicdo por seu produto de hidrélise
(LYND et al., 2002).

As hemicelulases constituem uma classe de enzimas responsaveis pela hidrélise da

hemicelulose. S&o enzimas chave na degradagdo da biomassa vegetal (SHALLOM e
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SHOHAM, 2003). A despolimerizacdo da hemicelulose requer a acdo sinérgica de varias
enzimas, incluindo as endoxilanases (endo-1,4-B-xilanase), PB-xilosidases (xilana-1,4-B-
xilosidase), a-glucoronidase (o-glucosiduronase), a-arabinofuranosidase (a-L-
arabinofuronosidase), arabinanase (endo-o-L-arabinanase), B-mananases (endo-1,4-
mananase), B-manosidase, a-1,4-galactosidase, B-1,4-galactosidase, acetil-xilano-esterase e
feruloil xilano esterease (KUMAR et al., 2008). Entre todas essas enzimas, as endoxilanases
e B-xilosidases (coletivamente chamadas de xilanases) sdo as mais estudadas, pois sdo as
principais responsaveis pela degradacdo da xilana, maior componente das hemiceluloses da
biomassa (JUTURU e WU, 2013).

Além disso, a descoberta recente do papel importante das monooxigenases de
polissacarideos liticas (LPMO) e outras proteinas acessdrias no aumento da degradacdo da
celulose resultou na insercdo de uma nova categoria na base de dados CAZy
(http://www.cazy.org/), chamada de “atividades auxiliares” (AA), que integra um grupo de
maddulos cataliticos envolvidos na degradacdo da parede celular vegetal (LEVASSEUR et al.,
2013). Portanto, a descoberta dessas enzimas representa uma revolugdo no processamento
enzimatico de biomassa e sugere um novo paradigma para a degradacdo enzimatica da
celulose em que a acdo das celulases hidroliticas classica é facilitada pela acdo dessas

monooxigenases polissacarideos liticas (HORN et al., 2012).

2.3- Fermentacgdo em estado sélido (FES)

Fermentacdo em estado solido (FES) é definida como o processo que envolve o
crescimento e metabolismo de um microrganismo na auséncia ou préximo da auséncia de
agua livre entre as particulas de um substrato solido insolUvel. Esse processo € utilizado desde
a antiguidade na producdo alimenticia de paises como Japdo, China, Indonésia e Taiwan
(PANDEY, 1992).

A selecdo de um substrato apropriado € um fator chave para o sucesso da FES. Além
de ter composicdo adequada para induzir o produto desejado, o tamanho de particula também
deve ser considerado. Pequenas particulas oferecem uma maior superficie de contato e uma
maior acessibilidade aos nutrientes, entretanto, dependendo do nivel de umidade e do tipo de
substrato, pode ocorrer compactacdo do mesmo, dificultando a aeracdo do meio e a
transferéncia de calor, o que limita o crescimento de microrganismos. Por outro lado, grandes
particulas facilitam a aeracdo, porém podem dificultar o acesso dos microrganismos,

limitando a superficie de contato e dificultando a transferéncia de calor (MARTINS et al.,
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2011). Outros parametros também influenciam na eficiéncia dos processos fermentativos,
como umidade inicial do substrato, pH, temperatura de incubacdo, quantidade de inoculo,
suplementacdo do meio com nutrientes, extracdo e purificacdo do produto final (PANDEY,
2003).

Atualmente, os processos biotecnoldgicos comerciais séo baseados em fermentagcoes
submersas (FSm), mas a fermentacdo em estado solido (FES) tem ganhado cada vez mais
atencdo nos ultimos anos devido a possibilidade de utilizacdo de residuos agroindustriais
como substratos para o crescimento de microrganismos (CASTILHO et al., 2000). Os fungos
filamentosos s@o 0s microrganismos mais adaptados para FES, visto que os substratos sélidos
se assemelham ao habitat natural onde esses fungos normalmente se desenvolvem
(TENGERDY e SZAKACS, 2003).

O Brasil por ser um excelente produtor agricola, gera uma grande quantidade de
residuos agroindustriais que causam grandes problemas ambientais (PIROTA, 2014). A
utilizacdo desses residuos em bioprocessos para 0 processo de producdo de enzimas,
aminodcidos, antibioticos, &cidos orgéanicos, biocombustiveis e outros bioprodutos (BAILEY
e POUTANEN, 1989; PANDEY, 1992; GOUKA et al., 1997; PANDEY et al., 1999;
HOLKER et al,, 2004; SUKUMARAN et al., 2005; COUTO e SANROMAN, 2006;
DELABONA et al., 2012b; PIROTA et al., 2013b), auxilia na diminuicdo desses problemas e
também transforma esses residuos em produtos de alto valor agregado.

A Figura 3 mostra o processo de fermentacdo em estado solido (FES), onde os
fungos crescem, formando um tapete de micélio sobre a superficie das particulas do substrato
solido. As hifas aéreas se sobressaem entre 0S espacos gasosos e crescem penetrando nos
poros. As regides proximas a superficie do substrato e no interior dos poros sao onde ocorre a
maioria das atividades metabdlicas. No entanto, nas regides de micélio aéreo também podem
ocorrer essas atividades metabolicas e ha um transporte de substancias a partir da penetracéo
das hifas aéreas. Os fungos podem degradar macromoléculas em unidades menores que sao
absorvidas pelo micélio servindo como nutrientes ao produzir enzimas hidroliticas que se
difundem para a matriz solida. Durante a fermentacédo, ha consumo de O2 e producédo de COo,
H20, outros produtos bioquimicos e calor. Assim, desenvolvem-se gradientes dentro do
biofilme, que, por exemplo, servem de forga motriz para o O2 se difundir da fase gasosa para
as regides mais profundas do biofilme e o CO- a difundir a partir destas regides para a fase
gasosa. A geracdo de calor (Q) conduz a um aumento rapido na temperatura (T), que € uma
dificuldade técnica determinante durante a realizacdo da FES. O calor é removido do
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substrato por conducdo e evaporacdo, que sdo parte complexa do equilibrio de agua no
sistema. Esse equilibrio inclui a absorcdo da agua pelo micélio durante o crescimento, o
consumo de &gua durante as reagdes de hidrolise e da producao de agua através da respiracao.
Em adicdo, a liberagdo de &cidos organicos e amdnia pode alterar o pH local. Os produtos
bioguimicos de interesse sdo liberados no interior da matriz solida e os espacos cheios de
liquido durante a fermentacdo, podem ser absorvidos pelo sélido podendo ser necessario
extrair o produto, no final do processo de FES (HOLKER e LENZ, 2005).

Figura 3 — Processos que ocorrem em microescala durante a fermentacdo em estado solido
(FES)
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Fonte: Adaptado de Holker e Lenz (2005)

A utilizacdo dos fungos filamentosos na FES apresenta vantagens em relacdo a
fermentacdo submersa (FSm), tais como: simulacdo do seu ambiente natural, o que resulta
numa melhor adaptacdo ao meio e elevadas producGes de bioprodutos; reducdo da
contaminacdo bacteriana devido a auséncia de &gua livre; obtencdo de enzimas mais
concentradas, uma vez que 0S extratos enzimaticos podem ser extraidos com pequenas
quantidades de agua (BIANCHI et al., 2001). Além disso, enzimas produzidas pela FES sdo

menos susceptiveis a problemas de inibi¢do pelo substrato, possuindo uma maior estabilidade
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a variagBes de temperatura e pH (HOLKER et al., 2004). A Tabela 1 mostra algumas

vantagens e desvantagens da FES em relacdo a FSm.

Tabela 1 — Vantagens e desvantagens da fermentagcdo em estado sélido (FES) em relacéo a

fermentacao submersa (FSm)

Vantagens Desvantagens

Maior rendimento de enzimas em curto - o

. Dificuldades da ampliacéo de escala
periodo de tempo
Melhor aeracio Dificil controle dos par_émetros do processo

(pH, Temperatura, Umidade, etc.)

Semelhanca ao habitat natural dos fungos
filamentosos
Maior concentragéo final de produtos
Maior estabilidade do produto
Possibilidade de cultivo misto com varios
fungos
Menor geracao de efluentes
Tecnologia simples

Maior conversao de lignocelulose

Problemas com a transferéncia de calor

Fonte: PANDEY et al. (2000); HOLKER et al. (2004)

Diferentes condicBes de cultura (FES ou FSm) resultam em diferentes formas de
crescimento de fungos e, consequentemente, afetam a producdo de enzimas. A influéncia do
pH e da temperatura, tipo de meio nutriente, cultivos de culturas mistas, e tipo de biorreator
tém sido investigados (MAHESHWARI et al., 1994; FARINAS et al., 2011; CUNHA et al.,
2012; DELABONA et al., 2012a; DELABONA et al., 2012b; VITCOSQUE et al., 2012;
RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2013; REHMAN et al., 2014; BUSSAMRA et al., 2015;
FLORENCIO et al., 2015). Delabona et. al. (2013) investigaram o complexo enzimatico
produzido por Aspergillus fumigatus utilizando uma mistura de bagaco de cana-de-aclcar e
farelo de trigo na proporgdo em massa (1:1) com 72 horas de cultivo, e foram obtidas as
atividades de endoglucanase (112,6 Ul/g), FPase (5,0 FPU/qg), betaglicosidase (38,04 Ul/g) e
xilanase (821,52 Ul/g). Em continuagdo no interesse de utilizacdo dos residuos
lignocelulosicos para fermentacdo em estado solido, El-Shishtawy et. al. (2015) compararam
a producdo enzimética de quatro espécies de Trichoderma sp., T. reesei, T. viride, T.
harzianum e T. virens, utilizando farelo de trigo pré-tratado com NaOH e obtiveram o melhor
resultado para T. virens com producdo de endoglucanase, xilanase e FPase de 123,26, 348 e

49,3 Ul/g de sélido. Levando em conta todos os resultados ja apresentados, a FES mostra-se
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como um bom processo de producdo de enzimas e pode ser uma tecnologia promissora para

reduzir o custo dos bioprocessos.

2.3.1- Indutores na producéo de celulases

Em varios estudos, celulose, lactose ou varios materiais lignocelulésicos foram
utilizados no meio de cultivo como indutores para a producédo de celulases e hemicelulases. A
escolha do substrato indutor € um dos principais fatores que influenciam a producéo dessas
enzimas (SUKUMARAN et al., 2005; SINGHANIA et al., 2010). Estudos de hidrdlise
enzimatica da biomassa empregando diferentes coquetéis enzimaticos tém indicado que a
utilizacdo de substratos lignocelulésicos, em lugar de outros indutores comerciais, pode
contribuir para a especificidade do coquetel enzimético e, com isso, melhorar a eficiéncia da
hidrolise (DELABONA et al., 2013).

Nesse sentido, a utilizacdo do bagaco de cana-de-aglcar como indutor para a
producdo de celulases por linhagens fungicas apresenta vantagens em relacdo a outros tipos de
indutores. Além de serem indutores baratos para a producao enzimatica, outro motivo faz com
que a utilizacdo de residuos lignocelulsicos seja atrativa: o fato de que a escolha do substrato
indutor afeta as caracteristicas do coquetel enzimatico produzido (DELABONA et al.,
2012b). Portanto, quando se trata de cultivos cujo objetivo é produzir enzimas para aplicacao
especifica na hidrolise do bagaco de cana-de-acUcar na cadeia do etanol 2G, acredita-se que 0
uso do mesmo como substrato indutor ird favorecer o direcionamento das caracteristicas do
coquetel enziméatico (YOON et al., 2014).

Outra estratégia para aumentar a producdo de enzimas é a utilizacdo de substancias
indutoras para a producdo de celulases. Celulose comercial amorfa (CMC) é considerada o
melhor indutor para a producéo de celulases, mas é um composto caro e também pode causar
problemas operacionais e reoldgicos em biorreatores devido a sua viscosidade. A utilizacdo de
uma fonte de carbono solivel, tal como lactose ou celobiose, permite menor custo de
producéo, maior controle da fermentagédo e simplifica a operacdo do processo (JANAS et al.,
2002).

2.3.1.1. Lactose
A lactose pode ser considerada como uma fonte de carbono renovavel e, portanto,
biotecnologicamente um importante substrato que €, principalmente, um subproduto da

fabricacdo de queijo ou do processamento de soro de leite. Cerca de 300.000 toneladas de
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lactose sdo produzidas por ano em todo o mundo, mas sua aplicacdo ainda € limitada em
produtos alimentares (ROELFSEMA et al., 2000), e grande parte do soro contendo lactose é
descartada como residuo, gerando graves problemas ambientais (SISO, 1996).

Alguns fungos filamentosos sdo capazes de metabolizar a lactose, e embora sua
utilizacdo seja lenta, processos industriais como a producdo de penicilina pelo fungo
Penicillium chrysogenum foram desenvolvidos empregando este acucar (SWARTZ, 1985).
Atualmente, a lactose é uma importante fonte de carbono para producdo de enzimas
celuloliticas pelo fungo Trichoderma reesei, em processos onde se produz celulases na
concentracdo de até 100 g/L. O forte promotor das celulases de T. reesei, induzido na
presenca de lactose, também tem sido usado para a producdo de proteinas recombinantes
(KUBICEK e HARMAN, 1998; PENTTILA et al., 2004).

Apesar da lactose ndo estar presente no habitat natural de fungos produtores de
celulases, algumas espécies, como T. reesei por exemplo, sdo capazes de metabolizar esse
aclcar e simultaneamente secretar celulases. Segundo Ivanova e colegas (2013), a lactose
deve mimetizar substancias presentes no ambiente que sinalizam a disponibilidade de
biomassa vegetal para o fungo. Outros mono e dissacarideos, como soforose, xilobiose, D-
xilose, e L-sorbose também sdo capazes de induzir a producéo de celulases (SEIBOTH et al.,
2005). Ja a beta-galactosidase secretada por estes fungos, e que hidrolisa a lactose, deve na
verdade ser produzida para hidrolisar os terminais ndo-redutores de residuos de beta-D-
galactose nos componentes da parede celular vegetal, incluindo hemiceluloses ou pectinas
(GAMAUF et al., 2007).

Nos fungos filamentosos, sabe-se que ha duas vias possiveis para o catabolismo de
lactose: (i) hidrolise extracelular e absorcdo subsequente dos mondmeros resultantes; (ii)
absorcdo do dissacarideo e subsequente hidrdlise intracelular (SEIBOTH et al., 2007b). J& o
mecanismo de inducdo da producéo de celulases pela lactose ainda ndo é bem compreendido.
Sobre isso, 0s estudos encontram-se mais avangados para o fungo Trichoderma reesei, e para
este microrganismo sabe-se por exemplo que, em cultivos com lactose, menores velocidades
de crescimento (PAKULA et al., 2005; KARAFFA et al., 2006) e menores niveis de
expressao de beta-galactosidade extracelular (SEIBOTH et al., 2005) favorecem a producdo
de celulases. Além disso, a atividade das enzimas galactoquinase (SEIBOTH et al., 2004) e
D-xilose redutase (SEIBOTH et al., 2007a) também sdo importantes para a formacdo do
indutor para expressdo de celulases. Mais recentemente foi identificada uma permease para

lactose em T. reesei sem a qual o fungo ndo cresce em lactose e ndo produz celulases,
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sugerindo que a captacdo ou a presenca intracelular e/ou metabolismo da lactose é essencial
para a inducdo de celulases neste microrganismo (IVANOVA et al., 2013).

Em A. niger ainda faltam estudos a esse respeito, ja que o fungo ndo é capaz de se
desenvolver utilizando apenas lactose como fonte de carbono. Entretanto, quando
previamente cultivadas em outro substrato, as células de A. niger na forma de micélio sdo
capazes de metabolizar lactose como fonte de carbono (FEKETE et al., 2012a; FEKETE et
al., 2012b). Um fendtipo semelhante é observado para o caso da galactose, onde o fungo néo
se desenvolve porque o transportador de galactose é dependente do estagio de crescimento,
ndo sendo produzido na fase de conididsporo, mas sim na fase de micélio (FEKETE et al.,
2012a).

Na espécie relacionada Aspergillus nidulans foi identificada uma permease para
lactose (lacpA) e uma beta-galactosidase intracelular (bgaD) (FEKETE et al., 2012b). O
cluster contendo os genes bgaD/lacpA foi perdido em A. niger, entretanto esta espécie produz
uma beta-galactosidase extracelular (lacA) que lhe confere a capacidade de hidrolisar a
lactose, e que inclusive ja foi expressa em S. cerevisiae conferindo também as celulas
recombinantes da levedura a capacidade de metabolizar esse agucar (KUMAR et al., 1992).
Fekete e colaboradores (2012b) também detectaram a presenca em A. nidulans de um
mecanismo secundario de captacdo de lactose independente de lacpA, e também a capacidade
de hidrolisar lactose em um mutante de A. nidulans cujo gene bgaD foi deletado, atribuindo
essa capacidade a alguma outra enzima ndo identificada. Em T. reesei também ndo ha genes
para beta-galactosidase intracelular (familia GH2), e especula-se que possa haver outra
enzima com essa atividade ou que essa beta-galactosidase intracelular pertenca a outra familia
(IVANOVA et al., 2013). Dessa forma, verifica-se que o metabolismo da lactose ainda ndo
esta completamente elucidado em fungos filamentosos, mesmo para T. reesei, € no género
Aspergillus trata-se ainda de um campo muito pouco estudado. Apesar disso, a capacidade dos
micélios de A. niger crescerem em lactose, a presenca de uma beta-galactosidase extracelular,
e de todas as enzimas da via Leloir incluindo a galactoquinase (FEKETE et al., 2012a), ndo
excluem a possibilidade de que algum mecanismo de inducéo de celulases por lactose como o
de T. reesei possa existir em A. niger. Além disso, o regulador XLNR da expressdo de
celulases em A. niger possui 0 andlogo XYR1 em T. reesei, e para este ultimo, verificou-se
gue o crescimento em lactose aumentou a expressao dos genes que codificam o XYR1 em 22
vezes (com relacdo ao crescimento em glicose), além de promover também a superexpressao

de 63 genes de glicosil hidrolases e enzimas ou proteinas acessorias para a degradagdo de
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biomassa vegetal (IVANOVA et al., 2013), o que faz despertar o interesse sobre um possivel
efeito da lactose no regulador XLNR de A. niger, bem como no analogo AoXInR de A.
oryzae.

Para algumas espécies de fungos, bons resultados ja foram obtidos a partir do uso da
lactose como indutor de celulases: Morikawa et. al. (1995) obtiveram resultados positivos
para a inducdo da producdo de celulases a partir da lactose para o T. reesei PC-3-7, onde
foram medidas as atividades de endoglucanase de acordo com o consumo da lactose pelo
fungo, e verificaram que a producdo de endoglucanase aumentou significativamente apo6s 24
horas, quando toda lactose foi consumida; El- Shishtawy e colaboradores (2015) também
obtiveram um incremento na producdo de enzimas utilizando lactose em cultivos realizados
com Trichoderma virens em FES utilizando farelo de trigo como substrato; Fang et al. (2008)
relataram que a lactose atua como um potente indutor de celulases em cultivos do fungo
Acremonium cellulolyticus. Além destes exemplos, vale citar que o fungo Trichoderma
harzianum, espécie utilizada neste trabalho, também é capaz de crescer em lactose e produzir
celulases (MES-HARTREE et al., 1988; HORTA et al., 2014).

2.3.1.2. Residuos lignoceluldsicos

Os materiais lignocelulésicos sdo as fontes renovdveis mais abundantemente
encontradas na natureza, constituidos, essencialmente, pelos materiais agroindustriais, pelos
residuos urbanos e pelas madeiras de angiospermas e gimnospermas. Dentre eles, destacam-se
0s materiais agroindustriais por possuirem caracteristicas de residuo, obtidos apds o
processamento de matérias-primas que apresentam maior valor agregado, e pela vocacdo
natural que o Brasil possui para sua geracdo (CASTRO e PEREIRA JR, 2010).

Os residuos lignoceluldsicos sdo compostos principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina (Figura 4), mas, diferentes espécies de plantas produzem tipos de
residuos com diferencgas nas propor¢des de suas composicdes, nos tipos de hemicelulose e as
proporcdes de monémero na lignina (ZHAO et al., 2012). Adicionalmente, sdo encontrados
em diferentes graus, dependendo da origem, materiais como cinzas, proteinas e pectinas
(SANCHEZ, 2009).
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Figura 4 — Estrutura da parede celular de residuos lignoceluldsicos

Hemicelulose

Celulose

Fonte: Adaptado de Brandt et al. (2013).

A celulose é o maior componente individual dos residuos lignocelulésicos
(BRANDT et al., 2013) e é a molécula organica mais abundante na Terra (DASHTBAN et
al., 2009). Sua composicdo nesses residuos encontra-se na faixa de 20 a 50% em base seca
(CHUNDAWAT et al., 2011). E um biopolimero linear constituido de centenas a milhares de
moléculas de glicose unidas por ligacdes glicosidicas B-1,4. As cadeias de celulose se
agregam em microfibrilas por meio de ligag6es de hidrogénio e interagdes de Van der Walls.
As microfibrilas de celulose cristalina sdo conectadas ordenadamente, sdo insolUveis e um
desafio para a sacarificacdo enzimatica (Figura 5) (HORN et al., 2012). Mas, existem
microfibrilas de celulose amorfas, ou seja, sdo menos ordenadas (ARANTES e SADDLER,
2011), menos resistentes a degradacdo, portanto mais susceptiveis a acdo de enzimas
celuloliticas quando comparadas as microfibrilas de celulose cristalina (MENON e RAO,
2012; GUTIERREZ-ROJAS et al., 2015)
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Figura 5 — Interacédo entre as moléculas de glicose nas microfibrilas de celulose cristalina
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Fonte: Adaptado de U.S Department of Energy Genome Programs image gallery (2015)

A hemicelulose é o segundo maior componente individual dos residuos
lignocelulésicos, sendo formada por polimeros heterogéneos compostos por pentoses (5C —
xilose e arabinose) e hexoses (6C — manose, glicose e galactose) e aclcares acidos
(monossacarideos que possuem um grupo carboxila), como mostra a Figura 6 (SAHA, 2003;
DASHTBAN et al., 2009). Sua composicao nesses residuos encontra-se na faixa de 15 a 35%
em base seca (CHUNDAWAT et al., 2011). A hemicelulose é um polissacarideo com menor
massa molecular do que a celulose, altamente ramificado e seus acgucares sdo unidos por
ligacBes glicosidicas B-1,4 e/ou B-1,3 (SANCHEZ, 2009). Suas moléculas sdo hidrolisadas
mais facilmente que a celulose devido as suas ramificacGes mas possuem algumas estruturas
oligoméricas mais recalcitrantes (AGGER et al., 2010). Logo, a presenca de enzimas como a
xilanase é importante no processo de sacarificacdo de materiais lignocelulésicos (HORN et
al., 2012).
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Figura 6 — Molécula de hemicelulose e seus monémeros constituintes

OAc
- Hemicelulose
v
HO o OH OH
HO OH " HO o]
L0 HO'
OH HO OH HO o
Arabinose Galactose Glicose
CANA
m o
Acido glucurénico Manose Xilose

Fonte: Adaptado de Verendel, Church & Andersson (2011).

A lignina é o terceiro maior componente presente nos residuos lignoceluldsicos
(DASHTBAN et al., 2009). E um polimero heterogéneo, aromatico e relativamente
hidrofébico composto por trés monolignois diferentes (alcool coniferil, sinapil e p-cumarico),
como mostra a Figura 7. Esses monolignois estdo incorporados a lignina sob a forma de
guaiacila (L), siringila (S) e p-hidroxifenila (H), respectivamente. A quantidade desses
monoligndis varia dependendo da biomassa (SANCHEZ, 2009; HORN et al., 2012). E a
macromolécula mais recalcitrante entre os trés maiores biopolimeros presentes nos residuos
lignocelulésicos devido a sua aromaticidade, heterogeneidade estrutural e extensas ligacdes
cruzadas carbono-carbono (CHANG, 2007). Também pode produzir compostos inibidores
(como por exemplo, &cido vanilico e o aldeido sinringila) da hidrolise enzimatica e
organismos fermentadores (BRANDT et al., 2013). A lignina mantém a matriz
lignoceluldsica coesa ligando hemicelulose e celulose, e age como uma barreira resistente a
degradacdo (DASHTBAN et al., 2009). Logo, a conversdao de residuos lignocelulésicos
depende de procedimentos eficazes e economicamente viaveis para remover ou modificar a
lignina (MENON e RAO, 2012).
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Figura 7 — Trés alcoois percursores e seus respectivos monolignois sintetizadores da lignina
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Fonte: Adaptado de Brandt et. al. (2013)

2.3.1.3. Farelo de Trigo
O trigo € uma graminea do género Triticum (ABITRIGO, 2015) e é o segundo cereal

mais produzido no mundo, com significativo peso na economia agricola global. Os principais
residuos do processamento do trigo sdo a palha de trigo e o farelo de trigo que € um
subproduto da moagem dos grdos. Cada milhdo de toneladas de grdo de trigo moido gera 250
mil toneladas de farelo de trigo (KHAN e MUBEEN, 2012).

O farelo de trigo é rico em carboidratos (60%), proteinas (12%), gorduras (0,5%),
minerais (2%), compostos bioativos e vitaminas. Este residuo também contém varios
compostos importantes, tais como acidos fendlicos, carotenoides, lignanas, fitoesterdis,
flavonoides, a-tocoferol e cido fitico. E um coproduto agroindustrial de grande interesse nas
industrias de produtos biotecnoldgicos, pois é uma das alternativas mais atrativas para
substituir os meios sintéticos nos processos fermentativos, devido sua boa dissipacao de calor,
facilidade de circulacdo de ar entre as particulas e uma efetiva penetracdo do micélio fungico
no meio, além de ser um substrato de baixo custo, o que torna elevado o seu potencial de uso.

Além disso, atualmente o farelo de trigo tem sido utilizado como biorremediador para a
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remocao de ions de metais pesados de zonas industriais para descontaminacdo e reabilitacdo
de &guas residuais industriais; e também como alimento e aditivos alimentares (JAVED et al.,
2012).

2.3.1.4. Bagaco de cana-de-acucar

Um dos cultivos comerciais de maior importancia em todo o mundo, a cana-de-
acucar ocupa mais de 26,9 milhdes de hectares, nos quais foram produzidos mais de 1.900
milhGes de toneladas em 2013 no mundo, com destaque para o Brasil, que, com uma area
plantada de 8,9 milhdes de hectares, respondeu por 42% do total produzido na safra
mencionada (FAO, 2015). Espera-se um processamento de 655 milhGes de toneladas em
2015/2016, o que ira resultar em uma producao de etanol de aproximadamente 29 bilhdes de
litros e uma producdo de acucar de aproximadamente 37 milhdes de toneladas (CONAB,
2015). E importante notar que 0 ano agucareiro internacional comeca em setembro e termina
em agosto do ano seguinte.

A parte aérea da planta é composta pelos colmos, nos quais se concentra a sacarose, e
pelas ponteiras e folhas (verdes e secas), que constituem o palhico da cana-de-agucar, como
mostrado na Figura 8 (HASSUANI et al., 2005). O colmo da cana é o caule da planta que é
moido para obtencdo de um suco que € posteriormente utilizado para a producdo de agucar
(sacarose) ou de alcool (etanol). Bagaco é o residuo que decorre apds a extracdo do suco.
Palhico (ou também, simplesmente conhecido por palhada) é composto por folhas verdes,
folhas secas e ponteiras. As folhas verdes estdo junto com a ponteira, as folhas secas estdo
presentes na parte inferior da cana-de-acUcar e possuem cor amarelada ou marrom (TRIANA
etal., 1999).

Figura 8 — Estrutura tipica da biomassa da cana-de-agucar
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Fonte: Adaptado de Hassuani et al. (2005).
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Fisicamente, a cana é constituida por quatro grandes fracGes: fibras, solidos
insoluveis, solidos soluveis e agua, como podem ser observados na Figura 9. A fibra é
composta por todo o material organico presente na fracdo solida (celulose, hemicelulose e
lignina), e é caracterizada pela sua heterogeneidade. A fracdo de solidos insolUveis é
constituida principalmente por substancias inorganicas (pedras, solo e matérias estranhas), e é
fortemente influenciada pelas condi¢gfes de processamento da cana, tipos de corte e colheita.
A fracdo de sélidos sollveis é composta principalmente de sacarose, bem como outros

componentes quimicos, em uma proporcdo menor (TRIANA et al., 1999).

Figura 9 — Composicdo geral da cana-de-agUcar
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Fonte: Adaptado de Canilha et al. (2012).

Na industria de cana-de-acUcar, grandes guantidades de residuos lignoceluldsicos
(bagaco e palhada) sdo gerados durante a producdo de etanol e de aclcar. A moagem
da cana para extrair 0 suco gera o bagaco. Neste processo, cada tonelada de cana processada
gera 140 kg de bagaco em base seca. Em instalagfes mais modernas da industria de cana, 0
bagaco é utilizado como combustivel, isto €, ele é queimado em caldeiras para atender as
demandas de energia da planta industrial, e a energia elétrica excedente pode ser vendida para
arede (PEREIRA et al., 2015).

O bagaco de cana-de-acucar tem sido estudado para aplicagdes industriais diversas,
incluindo a producdo de etanol. Teoricamente, uma Unica tonelada de bagago poderia produzir

300 L de etanol, mas a producdo e rendimento de etanol pode variar dependendo das
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condigdes utilizadas no processo (CERQUEIRA LEITE et al., 2009). Além disso, o bagaco
também vem sendo utilizado para a producdo de enzimas industriais tais como xilanases e
celulases por bactérias e fungos, empregando a fermentacdo em estado solido (FES) ou
fermentacdo submersa (FSm) (CHANDEL et al., 2012).

O xilitol é uma pentose de alto valor agregado que pode ser produzido utilizando o
bagaco de cana-de-agUcar para uma fermentacdo microbiana visando atender a alta demanda
da industria alimenticea e farmacéutica. O bagago também tem sido utilizado para a producéo
de uma variedade de &cidos organicos (acido citrico, &cido lactico, &cido glucénico, etc.)
utilizando diferentes técnicas de cultivo e uma variedade de microorganismos. Além de
etanol, enzimas, xilitol, e &cidos organicos, bagaco de cana-de-agucar tem sido empregado
para fabricacdo de outros produtos de alto valor agregado, tais como antibiéticos, alimentos
para animais, biohidrogénio, alcal6ides, pigmentos e para a sintese de diversos materiais
nanométricos (CHANDEL et al., 2012).

2.4- Fungos filamentosos

Os fungos sdo microrganismos pertencentes ao filo Eumycota e podem ser
classificados como fungos filamentosos, leveduras e cogumelos (HAGESKAL et al., 2009).
O reino Fungi é heterogéneo com um amplo potencial de aplicagdo em pesquisas de
microbiologia aplicada. Os fungos sdo microrganismos eucariotos heterotréficos e dependem
da disponibilidade de nutrientes em seu meio ambiente, podem viver como saprofitos,
parasitas ou simbiontes, e absorvem nutrientes a partir de substratos mortos ou de seres Vivos.
As espécies variam de simples (unicelulares - leveduras) a complexos (pluricelulares - fungos
filamentosos) (OSIEWACZ, 2002).

Os fungos filamentosos sdo amplamente utilizados na producdo de enzimas
industriais, apresentam potencial aplicacdo em industrias alimenticias, téxteis, de papel,
combustiveis entre outras e exibem caracteristicas modelo para tais aplicacdes. Destacam-se,
dentre essas caracteristicas, a capacidade e facilidade de cultivo, a producdo de grande
quantidade de enzimas e o baixo custo de producdo (IWASHITA, 2002; LARA-MARQUEZ
et al., 2011). Os géneros mais utilizados para essas aplicacfes sdo Aspergillus e Trichoderma
(DE VRIES e VISSER, 2001; ARO et al., 2005).

O género Aspergillus possui um grande nimero de espécies (BLUMENTHAL,
2004). Uma primeira classificagdo deste fungo foi proposta em 1926 descrevendo 11 grupos

dentro do género. Reexaminando o género, identificou-se 14 grupos distintos. Alguns desses
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grupos consistem de fungos patogénicos (por exemplo: A. fumigatus, A. flavus, e A.
parasiticus), mas os mais importantes para aplicagdes industriais s&o 0os membros do grupo
Aspergilli preto (A. niger e A. tubingensis). Esse género possui uma série de caracteristicas
que os fazem bons para aplica¢Ges industriais, tais como boa capacidade de fermentacdo e
niveis elevados de secrecdo de proteinas (DE VRIES e VISSER, 2001).

O género Trichoderma é constituido por fungos de vida livre, sendo comuns em
solos e raizes. Descobertas recentes revelaram que eles sdo microrganismos oportunistas,
simbiontes de plantas e também parasitas de outros fungos. Pelo menos algumas cepas
estabelecem colonizagdes robustas, de longa duracao e de superficies radiculares (HARMAN
et al., 2004). O Trichoderma reesei foi isolado pela primeira vez a partir de um tecido de
algoddo durante a Segunda Guerra Mundial (PETERSON e NEVALAINEN, 2012). Oito
pesquisadores liderados pelo Dr. Reese, conduziram experimentos nas forcas armadas dos
Estados Unidos e obtiveram uma linhagem codificada como QM®6a e posteriormente
identificada como Trichoderma viride (MANDELS e REESE, 1957). Mais tarde, essa
linhagem recebeu o nome de Trichoderma reesei em homenagem ao Dr. Reese. Existem
inimeros mutantes originados do Trichoderma reesei QM6a selvagem com alta produtividade
de celulases (PETERSON e NEVALAINEN, 2012). O Trichoderma reesei mutante RUT-C30
¢ uma das cepas mais amplamente utilizadas para a producdo de enzimas celuloliticas e
proteinas recombinantes (LE CROM et al., 2009; PETERSON e NEVALAINEN, 2012).

2.5- Cocultivo de fungos filamentosos

FermentacBes de cultura mista ou cocultivos sdo aquelas em que o indculo consiste
em dois ou mais microrganismos e sdo amplamente utilizados em muitos processos, incluindo
a producdo de antibidticos, enzimas, varios tipos de alimentos fermentados, compostagem,
bioconversdo, destilaria e outros bioprodutos (CASTILLO et al., 1994). A utilizagdo dessa
técnica tenta reproduzir a situacdo ecologica onde microrganismos sempre coexistem dentro
de comunidades microbianas complexas. A competicdo ou antagonismo experimentado
durante a cocultura € utilizado para aumentar significativamente a producdo dos compostos
constitutivamente presentes e/ou a um acumulo de compostos criticos que ndo sdo detectados
em monoculturas (MARMANN et al., 2014). Assim, o cultivo misto de fungos celuloliticos é
uma alternativa para a producgéo de celulases (MAHESHWARI et al., 1994).

Ainda em relacdo as caracteristicas das enzimas aplicadas na conversao da biomassa

vegetal, uma estratégia potencial para melhorar a eficiéncia dos coquetéis enzimaticos € pela
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combinacdo de extratos de diferentes espécies de fungos a fim de se obter formulacdes
enzimaticas que nao sdao deficientes em qualquer uma das enzimas individuais necessarias
para a degradacdo completa e eficiente da biomassa vegetal. Nesse sentido, Castillo et al.
(1994) produziram enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas utilizando fermentacdo em estado
solido e cocultivo de Trichoderma reesei LM-1 (inoculado O horas) e Aspergillus niger
ATCC 10864 (inoculado ap0s 48 horas de cultivo), onde atingiram 4 Ul/g de celulases e 180
Ul/g ap6s 120 horas de cultivo. Gutierrez-Correa et. al. (1999) produziram enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas utilizando fermentacdo em estado sélido em bagaco de cana-
de-acucar suplementado com farelo de soja ou com sulfato de aménio e ureia com cocultivo
de Trichoderma reesei LM-UC4EL e Aspergillus niger ATCC 10864, onde o cultivo misto
produziu melhores resultados com o suplemento inorgénico, 66,8 Ul/g de FPase, 586,4 Ul/g
de endoglucanase e 98,6 Ul/g de betaglicosidase. O trabalho de Ikram-ul-Haq et. al. (2006)
descreveu a producdo de enzimas celuloliticas (endoglucanase, FPase) e hemiceluloliticas
(xilanase) utilizando farelo de trigo como substrato da fermentacdo submersa com cocultivo
de Aspergillus niger e Trichoderma viride, e o cocultivo resultou em 30-50% maior producao
de endoglucanase (2,79 Ul/mL), FPase (1,75 Ul/mL) e xilanase (189,7 Ul/mL) em
comparacdo com as monoculturas. Kolasa et. al. (2014) realizaram cocultivos de T. reesei
com A. saccharolyticus, A. carbonariuse e A. niger em FES com farelo de trigo (25,6%) e
esfagno (15,4%) como substrato e os extratos foram analisados pela eficiéncia na hidrdlise de
palha de trigo pré-tratados; coquetéis enzimaticos obtidos a partir de culturas mistas

mostraram-se competitivos com os extratos misturados das monoculturas correspondentes.

2.6- Estratégias para simplificacdo do processo de producéo de etanol 2G
Usualmente, o processo para a producdo de etanol 2G comegca com um pré-
tratamento (termoquimico ou fisico) para hidrolisar parte da hemicelulose da biomassa, é
continuado por uma hidrdlise enzimatica, e, finalmente, a fermentacdo dos aclcares. Todas
estas etapas sdo tecnologias em desenvolvimento, e por isso novas abordagens sdo sempre
focadas para aumentar a eficiéncia e reduzir os custos correspondentes (JOUZANI e
TAHERZADEH, 2015).
Durante a producdo de etanol lignoceluldsico, aléem do pré-tratamento, tanto a
sacarificacdo como também a fermentagédo sdo fatores principais e determinantes no processo
(JOUZANI e TAHERZADEH, 2015). Despolimerizar a biomassa lignocelulésica em

acucares simples € um processo complexo, que inclui a hidrolise da pectina, a degradacdo da
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lignina, a despolimerizacdo da hemicelulose e a hidrélise da celulose (HORN et al., 2012). O
custo do pré-tratamento e da hidrolise sdo responsaveis por cerca de dois tercos do custo total
da producdo, sendo que a hidrélise enzimética pode custar ainda mais devido ao custo das
enzimas (HIMMEL et al., 2007). Esse problema poderia ser superado através da producao de
enzimas in-house, uma vez que isso possibilita uma menor necessidade de estabilizar os
preparados enzimaticos, evitando também os custos associados com o transporte e
armazenamento em longo prazo (KOVACS et al, 2009; SORENSEN et al., 2011;
DELABONA et al., 2012a).

O sistema de bioprocessamento consolidado (BPC) ¢é atualmente, a abordagem mais
promissora para producdo de etanol 2G a partir da biomassa lignocelulésica e tem sido
investigado cada vez mais nos Gltimos anos. No entanto, encontra-se em fase inicial de
implementacdo industrial. No BPC, todos os processos, incluindo a produgdo de enzimas,
sacarificacdo enzimatica e a fermentacdo dos acUcares acontecem simultaneamente
(PARISUTHAM et al., 2014). Durante a ultima década, varios tipos de microrganismos
selvagens e geneticamente modificados tém sido propostos para aplicagcdo no BPC (JOUZANI
e TAHERZADEH, 2015).

Embora a producdo de etanol 2G encontre muitos desafios e ainda esteja em
desenvolvimento, durante a Ultima década algumas empresas produtoras de etanol tém focado
na producdo comercial de etanol a partir de materiais lignocelulésicos usando o
bioprocessamento consolidado (BPC). Os pioneiros desta revolugdo foram as companhias
Qteros e Mascoma. A Mascoma € atualmente a Unica grande indUstria que utiliza a tecnologia
BPC, mas uma série de outras empresas como a DSM POET, Abengoa e LanzaTech estdo se
esforcando para produzir quantidades comerciais de etanol 2G (JOUZANI e TAHERZADEH,
2015).

No Brasil, as empresas que possuem plantas produtoras de etanol lignoceluldsico séo
a GranBio, o CTC (Centro de Tecnologia Canavieira) e a Raizen. A GranBio foi criada em
junho de 2011 e opera a primeira planta em escala comercial de etanol 2G do hemisfério sul.
A fabrica - batizada de Bioflex 1 - estd em funcionamento desde setembro de 2014 em
Alagoas, e a producdo do biocombustivel é feita com palha e bagaco de cana-de-agucar. O
CTC possui um projeto em desenvolvimento por meio de parceria com as empresas
Novozymes e Andritz, sendo que a primeira planta em escala semi-industrial esta funcionando

desde 2014, com previsao para aumento de escala (producdo comercial) até 2018. A Raizen
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iniciou a operacdo da sua primeira planta industrial para a fabricacdo do biocombustivel em
escala comercial em novembro de 2014,

Tecnologias utilizadas no BPC como a melhoria da eficiéncia dos coquetéis
enzimaticos pela combinagéo de extratos diferentes a fim de se obter formulagdes enzimaticas
que ndo sdo deficientes em qualquer uma das enzimas individuais necessarias para a
degradacdo completa e eficiente da biomassa vegetal vem sendo intensamente pesquisadas
(PIROTA et al., 2013a; KOLASA et al., 2014; BUSSAMRA et al., 2015). Outras estratégias
também aplicadas sdo: a utilizacdo de substancias indutoras como a lactose (MORIKAWA et
al., 1995; SEIBOTH et al., 2007b; KUBICEK et al., 2009; EL-SHISHTAWY et al., 2015) e 0
cocultivo de fungos filamentosos (CASTILLO et al., 1994; GUTIERREZ-CORREA et al.,
1999; MASSADEH et al., 2001; IKRAM UL et al., 2006; PARK et al., 2012; KOLASA et
al., 2014).

O uso da fermentacdo em estado solido (FES) para a producédo de enzimas industriais
tem recebido uma atencdo intensa e crescente nos ultimos 20 anos, pois pode ser facilmente
incluida no bioprocessamento consolidado (BPC) e apresenta vantagens inerentes a este
sistema de cultivo (SINGHANIA et al., 2010; BARRIOS-GONZALEZ, 2012; YOON et al.,
2014) Varios estudos tém descrito o potencial do uso da FES para a producdo das enzimas
envolvidas na desconstrucdo da biomassa vegetal (TENGERDY e SZAKACS, 2003;
SINGHANIA et al., 2010; SINGHANIA et al., 2015). No entanto, esses processos ainda
exigem que as enzimas produzidas sejam extraidas para a producdo do extrato enzimatico.
Uma possivel estratégia para diminuir custos de processo e evitar geracao de residuos seria a
utilizacdo de todo o meio de cultivo da FES, na etapa de sacarificacdo da biomassa
lignocelulésica como mostra a Figura 10. Conceitualmente, este processo pode ser efetuado
em um Unico reator, evitando a necessidade de etapas de separacdo adicionais (PIROTA,
2014; SINGHANIA et al., 2015).

Essa estratégia inovadora para a simplificacdo do processo de conversdo de biomassa
ja foi estudada e desenvolvida por pesquisadores do Laboratério de Agroenergia da Embrapa
Instrumentacdo em colaboracdo com a Universidade Federal de Sdo Carlos e os resultados
foram bastante promissores (PIROTA et al., 2013a; PIROTA et al., 2014). Assim, a utilizagéo
de um bioprocessamento consolidado simplificado para a converséo de biomassa usando

enzimas produzidas in-house tém se mostrado potencialmente interessante.
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Figura 10 — llustracdo esquematica proposta do processo simplificado de conversdo de

hiomassa em etanol
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3- OBJETIVOS
3.1- Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi o estudo das etapas de producdo de (hemi)celulases por

FES e sua utilizacdo na forma de meio fermentado integral para sacarificagédo da biomassa e

posterior fermentacao, dentro do contexto de um bioprocesso consolidado para producédo de
etanol 2G.

3.2- Objetivos Especificos

Realizar o estudo da selecdo das condi¢bes da FES: a adicdo de farelo de trigo e
lactose (indutores) e o tempo de cultivo;

Realizar os cultivos em FES seguidos da etapa de hidrdlise enzimatica com o meio
fermentado integral para os fungos (Aspergillus niger 3T5B8, Aspergillus oryzae
P6B2, Trichoderma reesei RUT-C30 e Trichoderma harzianum P49P11) cultivados
isolados e em cocultivo (perfazendo um total de dez combinacdes);

Realizar a etapa de hidrolise com o meio integral da FES avaliando parametros
operacionais (pH, temperatura e agitacao) e a adi¢do de aditivos;

Avaliar a atuacdo dos aditivos na etapa de hidrolise com o MFI da FES;

Realizar a fermentacdo alcoodlica para avaliar o processo global de integracdo para a

melhor condi¢do do conjunto cultivo/hidrolise.

4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Substrato

O substrato sélido da fermentacdo € o bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado por

explosdo a vapor (BEX) cedido por usinas locais e lavado a temperatura de 50 °C até pH 7

(BEXL). Estes mesmos materiais foram utilizados também na etapa de HE. Ainda, foi

utilizado o farelo de trigo (adquirido na Claro Agropecuéria, Sdo Carlos-SP, Brasil) como

indutor da FES em combinac¢do com o bagago de cana pré-tratado nas proporgdes em massa
BEXL:FARELO de (1:1).
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4.2- Microrganismos
Os agentes dos cultivos para a producdo das enzimas foram quatro microrganismos
(Aspergillus niger 3T5B8, Aspergillus oryzae P6B2, Trichoderma harzianum P49P11)
depositados na colecdo da Embrapa Agroindustria de Alimentos (Rio de Janeiro, RJ) e uma
linhagem de Trichoderma reesei RUT-C30 adquirida da CABI (NumerolMI: 345108). Na
etapa de fermentacdo alcoodlica foi utilizada a levedura Saccharomyces cerevisiae (Fermento
biol6gico seco instantaneo Fleischmann).

4.3- Meio de Mandels

O meio de Mandels esta descrito na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicdo do Meio de Mandels (modificado pela adicéo de lactose)

MEIO DE MANDELLS

Concentracgéo (g/L)

Substéancia
Sulfato de amoénio ((NH4)2SO4) 1,4
Fosfato de potéssio monobasico (KH2PO4) 2,0
Cloreto de Calcio (CaCl) 0,3
Sulfato de magnésio (MgSQOa4) 0,2
Peptona 5,0
Extrato de levedura 2,0
Ureia 0,3
Tween 80 1,0
Solucéo de sais 1,0
Lactose 5,0

A Solucdo de sais esta descrita na Tabela 3

Tabela 3 — Composi¢édo da solucdo de sais

SOLUCAO DE SAIS

Concentracgéo (g/L)

Substéancia
Sulfato de zinco (ZnSO4) 0,0014
Sulfato ferroso (FeSO4.7H20) 0,005
Cloreto de cobalto (CoCl2.6H20) 0,002

Sulfato de magnésio (MgS0O4.6H20) 0,0016
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4.4- Métodos

4.4.1-  Caracteriza¢do do bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado por explosao
a vapor (BEX)

A caracterizagdo das biomassas (BEXL e BEX) foi realizada de acordo com o
procedimento validado por Gouveia et al. (2009). Pesou-se 1 grama em base seca da amostra
pré-tratada em béquer de 100 mL, sendo posteriormente mantido em banho termostatizado a
45 °C. Adicionou-se 5 mL da solucdo de acido sulfarico (H2SO4, 72% (m/m)) previamente
termostatizado a 45 °C. Em seguida, procedeu-se uma agitagdo vigorosa por 7 minutos. A
reacdo foi interrompida com 25 mL de &gua destilada & temperatura ambiente e a mistura foi
transferida para um Erlenmeyer de 250 mL, o béquer foi lavado com 100 mL de agua
destilada, de maneira a garantir que ndo tenha permanecido nenhum residuo da amostra. A
mesma foi imediatamente autoclavada a 121 °C por 30 minutos. A fracdo solida foi separada
da liquida por filtracdo. Uma aliquota da fracdo liquida foi retirada para analise de agUcares,
acidos organicos, hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, além de lignina soltvel. A fracdo do
solido residual foi exaustivamente lavada com agua destilada para retirar qualquer residuo

acido para posterior etapa de determinacéo de lignina insolGvel.

Determinacéo de lignina insoltvel na fracdo sélida:

O residuo pos-lavagem completamente seco foi calcinado para a obtencdo da massa
de cinzas. O teor de lignina insoltvel na fracao solida foi determinado pela Equacéo 1.
My+ M,

A

Onde:

Li = lignina insoluvel;

Mgk = massa de residuo insoluvel seco;

M = massa de cinzas;

Ma = massa da amostra seca.

Determinacéo de lignina soltivel na fracdo liguida:

Uma aliquota de 5 mL da fracdo liquida previamente armazenada foi transferida para

um bal@o de 100 mL. Adicionou-se 6 gotas de NaOH 6,5 M e completou-se o volume do
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baldo. Efetuou-se a leitura da absorbancia em 280 nm. O teor de lignina sollvel na fracéo

liquida foi determinado pela Equacdo 2.
Ciig = 4,187.107%(Ar — Apq) —3,279.107* 2)

Onde:

Ciig = concentracéo de lignina sollvel;

At = absorbancia da solucgdo a 280 nm;

Apg = 1€ + €&, absorbancia, em 280 nm, dos produtos de decomposicdo dos
acucares (furfural e HMF), cujas concentracdes foram determinadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), onde & = 146,85 L/g.cm e & = 114,00 L/g.cm, sdo as

absortividades molares de furfural e HMF, respectivamente.

Determinacéo de carboidratos, acidos organicos, furfural e hidroximetilfurfural

(HME) na fracdo liguida

A determinag&o de carboidratos e de acidos orgénicos foi realizada por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE). Previamente, todas as amostras foram filtradas em
membranas de 0,45 um. Para a construcao da curva de calibracdo dos carboidratos, dos acidos
organicos e do etanol, foram utilizadas solugfes contendo os padrdes de celobiose, glicose,
xilose, arabinose, &cido acético, acido férmico e etanol. As condi¢bes de andlise foram:
coluna Varian Metacarbon 87H PNA 52 (300 x 7,8 mm); fase movel: H2SOa4, 0,005 mol.L%;
fluxo de 0,6 mL.min; temperatura do forno: 50 °C e detector de indice de refracdo em
cromatografo liquido da Varian (Dual ProStar 210).

As analises de furfural e de hidroximetilfurfural também foram igualmente realizadas
por CLAE. Previamente, todas as amostras foram filtradas em membranas de 0,45 um. Da
mesma forma, para a construcdo das curvas de calibragéo de furfural e de HMF, foram
injetadas solucdes contendo estes dois compostos padrbes. As condi¢des das analises foram:
coluna Varian Microsorb C-18 MV100-5 (250 x 4,6 mm); fase movel: solucdo de
acetonitrila/agua 1:8 com 1% de acido acético; fluxo de 0,8 mL.min; detector UV/VIS a 274
nm; temperatura do forno a 25 °C, em cromatdgrafo liquido (Dual ProStar 210).

Ao determinar carboidratos, acidos organicos, furfural e HMF, é possivel calcular os

teores de celulose e de hemicelulose utilizando os seguintes fatores de conversao:
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e Celulose = 0,90 x massa de glicose + 0,95 x massa de celobiose + 1,20 x massa de
HMF + 3,09 x massa de acido formico

e Hemicelulose = 0,88 x massa de xilose + 0,88 x massa de arabinose + 0,72 X massa de

acido acético + 1,37 x massa de furfural

Determinacdo de cinzas

O material seco foi transferido para um cadinho de porcelana, previamente tarado.
Assim, calcinou-se a amostra lentamente até 300 °C e mais 2 horas a 800 °C em mufla (a
rampa da mufla é mostrada na Tabela 4).

Tabela 4 — Programacéo da rampa utilizada na mufla para calcinar as amostras

T (°C) | V (°C/min) | t (min)
300 5 10
800 20 120
100 20 9000

O teor de cinzas totais foi determinado segundo a Equacéo 3.

%cinzas = +€ x 100 ©)

a

Onde:

% cinzas = percentual em massas de cinzas;

M. = massa de cinzas (diferenca entre a massa do cadinho com cinzas e a massa do
cadinho vazio);

Ma = massa da amostra em base seca.

4.4.2- Cultivo em fermentacgédo em estado sélido (FES)

A FES foi inicialmente conduzida em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 5 g de
substrato solido. Primeiramente foi avaliada a producdo enzimatica em BEXL e combinagdes
de bagaco e farelo de trigo (com proporgées em massa (BEXL:FARELO) de: (1:0), (1:3),
(2:1), (3:1) e (0:1)) pelo fungo A. niger 3T5B8. O material devidamente esterilizado foi
inoculado com 107 esporos/g e apds a inoculacdo dos esporos foi adicionada aos frascos a
solucéo nutriente (Mandels & Weber, 1969) até a obtencdo de uma umidade de 70% (Pirota et

al., 2013). A incubacdo foi feita em estufa na temperatura de 32 °C por 72 horas. Uma
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primeira etapa foi avaliar as propor¢des em massa do farelo de trigo como indutor: diferentes
proporcdes em massa de (BEXL:FARELO) de (0:1); (1:0); (1:1); (1:3) e (3:1) foram avaliadas
sempre respeitando a massa final de substrato de 5 g. A segunda etapa do trabalho foi avaliar
a adicdo de lactose em diferentes concentracBes apos a definicdo da melhor proporgdo em

massa de (BEX_:FARELO). A Tabela 5 mostra um resumo das condi¢fes experimentais.

Tabela 5 — Resumo das condigdes experimentais avaliadas

Proporgdes em massa
BEXL  Farelo de trigo
0 (0,00 g) 1 (5,00 g)
1 (5,00 g) 0 (0,00 g) -
1(2,509) 1(2,50 g) 0/0,075/0,15/0,225
1(1,259) 3(3,750) -
3(3,7509) 1(1,259) -

Lactose (g/g de substrato)

12ETAPA
22 ETAPA

Apos o periodo correspondente, foram adicionados ao material fermentado 50 mL de
tampdo citrato de soédio 50 mM, pH 4,8, sendo 0 meio homogeneizado e posteriormente
agitado por 40 minutos em mesa incubadora rotativa, a 32 °C e 120 rpm. O material foi entdo
filtrado e centrifugado a 10000 rpm durante 20 minutos, a 4 °C, e o sobrenadante foi utilizado
como solucdo enzimatica bruta. Uma vez selecionado a proporcdo em termos dos substratos
solidos (BEXL:FARELO) que resultou em uma melhor producdo enzimatica, esse mesmo
procedimento foi realizado com os outros trés fungos (A. oryzae P6B2, T. harzianum P49P11
e T. reesei RUT-C30) em cultivos individuais e em cocultivos (perfazendo um total de dez
combinagdes). Todos os experimentos de cultivo foram efetuados em triplicatas e os dados
foram calculados como médias + desvio padrdo. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia para

comparacdo das médias, empregando o software OriginPro 8.

4.4.3-  Cultivo em FES seguido da hidrolise enziméatica com meio fermentado
integral (MFI)

O cultivo em FES nas condicbes pre-selecionadas propor¢bes em massa
(BEXL:FARELO) de: (1:1) e adicdo de lactose 0,075 g/g, foi realizado para as dez
combinacGes dos quatro fungos (A. niger 3T5B8, A. oryzae P6B2, T. harzianum P49P11 e T.
reesei RUT-C30) em cocultivo (dois a dois) bem como para o cultivo de cada um dos fungos

isoladamente. No entanto, nesta etapa, a extracdo foi eliminada e apds o tempo de cultivo
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selecionado de 48 horas, o meio fermentado integral foi adicionado ao material
lignocelulosico (bagaco pré-tratado por explosdo a vapor - BEX) que foi hidrolisado
enzimaticamente, conforme descrito por Pirota et al. (2013a) e resumido a seguir. A etapa de
hidrélise foi conduzida em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 5 g de BEX e 100 mL de
tampéo citrato de sddio 50 mM, pH 4,8 em camara incubadora com agitacdo orbital. O BEX
foi aclimatizado a 50 °C durante 12 h a 200 rpm com 90 mL de tampdo. ApoOs a
aclimatizagdo, o material fermentado foi adicionado ao BEX, adicionou-se mais 10 mL de
tampéo e estes foram incubados a 50 °C durante 36 h a 200 rpm. Amostras foram retiradas a
cada 0, 6, 12, 24 e 36 horas para quantificacdo de glicose (Kit enzimatico - Laborlab, Sdo
Paulo, Brasil) e acUcares redutores totais (Miller, 1959). Para todas as condi¢es, foi realizado
um controle contendo somente 0 BEX e outro contendo apenas o meio fermentado. Foi feita
também a comparacéo de eficiéncia na hidrolise entre o extrato enzimatico bruto extraido (50
mL) e o MFI da melhor condicdo de hidrolise obtida (cocultivo de A. oryzae P6B2 com T.
reesei RUT-C30). Quando a hidrdlise foi realizada com extrato enzimatico bruto, apenas 50
mL de tampdo citrato de s6dio 50 mM, pH 4,8, foi adicionado ao BEX para aclimatizagéo.
Todos os experimentos de hidrolise foram realizados com adicdo de azida de sodio 0,1%
(m/v), sendo efetuados em triplicatas e os dados foram calculados como médias * desvio
padrdo. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de significAncia para comparacdo das médias, empregando o

software OriginPro 8.

4.4.4-  Avaliacdo da etapa de hidrolise enzimatica com o meio fermentado
integral (MFI)

O conjunto de fungo/substrato que resultou em melhor valor de converséo de
biomassa (cocultivo de T. reesei RUT-C30 com A. oryzae P6B2) foi avaliado estatisticamente
através de um planejamento fatorial completo, onde foram investigadas as influéncias das
variaveis experimentais de interesse (agitacdo, pH e temperatura) e os efeitos de interacdo na
resposta (concentragdo de glicose g/L) na etapa de sacarificacdo com o meio fermentado
integral (MFI). Foram realizados 11 experimentos incluindo a triplicata do ponto central do
planejamento em que o valor médio dos niveis de todas as variaveis foi empregado. A Tabela

6 mostra as condi¢Oes selecionadas para cada nivel, bem como o ponto central utilizado.



e temperatura para avaliacdo da hidrdlise enzimatica com o meio fermentado integral (MFI)

-1 C +1

pH 4,3 4,8 5,3
T 45 50 55
rpm 150 200 250

o1

Tabela 6 — Condicdes selecionadas para cada nivel das variaveis experimentais agitacao, pH

Avaliacdo da etapa de hidrdlise enzimatica com o meio fermentado

integral (MFI) e a adicdo de aditivos

Ap0s o estudo das variaveis operacionais atraves do planejamento fatorial completo,
foi avaliado também o efeito da presenca de aditivos na hidrolise. Foram avaliados trés
aditivos: Tween 80 (0,1%), PEG 1500 (4%) e proteina de soja (4%) (OLSSON et al., 2003;
CANNELLA e JORGENSEN, 2014), na hidrélise do bagaco de cana. A etapa de hidrolise foi
conduzida em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 5 g de BEX, 100 mL de tampé&o
citrato de sodio 50 mM, pH 4,8 e adicdo do respectivo aditivo. O BEX foi aclimatizado a 50
°C durante 12 h a 200 rpm. Apods a aclimatizacdo, o material fermentado foi adicionado ao
BEX e estes foram incubados a 50 °C durante 36 h a 200 rpm. Ao final de 36 horas foi
quantificada a glicose (Kit enzimatico - Laborlab, Sdo Paulo, Brasil) e os agucares redutores
totais (Miller, 1959). Para todas as condicdes, foram realizados um controle contendo somente

0 BEX e outro contendo apenas o meio fermentado.

4.4.6-  Determinacdo de fendlicos

Foi realizada a determinacdo de fendlicos totais na agua de lavagem do BEX_
utilizando-se a metodologia com o reagente Folin-Ciocateu a fim de verificar a remocao
destes compostos do substrato sélido. A calibracdo dos padrdes foi feita com uma solucédo de
acido galico. A quantidade de fendlicos totais foi medida em uma mistura de reacao contendo
20 pl da &gua de lavagem, 1580 pl de &gua destilada e 100 pl do reagente Folin-Ciocateu.
Essa mistura foi incubada no escuro por 3 minutos, depois foram adicionados 300 pl de uma
solucéo de carbonato de célcio (200 g/L). A mistura foi homogeneizada e incubada por mais
25 minutos. Feito isso, efetuou-se a leitura em espectrofotdometro a 765 nm (WROLSTAD,
2001).
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4.4.7-  Atividades enziméticas

Os extratos enzimaticos foram analisados para quantificacdo das atividades de
endoglucanase, betaglicosidase e xilanase. Todas as enzimas foram analisadas de acordo com
0s procedimentos padrdes recomendados pela literatura (MILLER, 1959; GHOSE, 1987,
BAILEY e POUTANEN, 1989). Tambem foi quantificada a proteina total dos extratos
enzimaticos utilizando-se o0 método de Bradford (BRADFORD, 1976).

Atividade de endoglucanase

A atividade de endoglucanase foi medida em uma mistura de reacdo contendo 0,5
mL da solucdo enzimatica e 0,5 mL de uma solucdo de 4% de carboximetilcelulose (CMC,
Sigma) em tampdo citrato de sodio 50 mM e pH 4,8. Essa mistura foi incubada a 50 °C por 10
minutos. Uma unidade de atividade de endoglucanase foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 umol de acUcar redutor por minuto nas condi¢6es de ensaio,
utilizando uma curva padrdo de glicose. O agUcar redutor foi quantificado pelo método DNS
(MILLER, 1959).

Atividade de betaglicosidase

A atividade de betaglicosidase foi medida em uma mistura de reagéo contendo 1 mL
da solucdo enzimatica e 1 mL de uma solucdo 15 mM de celobiose (Sigma) em tampdo citrato
de s6dio 50 mM e pH 4,8. Essa mistura foi incubada a 50 °C por 30 minutos. Uma unidade de
atividade de betaglicosidase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar
1 umol de glicose por minuto nas condices de ensaio. A glicose foi quantificada pelo kit

enzimatico (Laborlab, Sdo Paulo, Brasil).

Atividade de xilanase

A atividade de xilanase foi medida em uma mistura de reacdo contendo 0,1 mL da
solucéo enzimatica e 0,9 mL de uma solugédo de 1% de xilana (Xilana Birchwood, Sigma) em
tampéo acetato de sddio 0,2 mM e pH 5,0. Essa mistura foi incubada a 50 °C por 5 minutos.
Uma unidade de atividade de xilanase foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para liberar 1 pmol de agucar redutor por minuto nas condigdes de ensaio, utilizando uma
curva padrdo de glicose. O agucar redutor foi quantificado pelo método DNS (MILLER,
1959).
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4.4.8-  Fermentacdo Alcodlica

A concentracdo de glicose presente ao final de 36 horas de hidrélise enzimatica foi
completada para 100 g/L, entdo, calculou-se a massa de levedura (Saccharomyces cerevisiae
— Fermento bioldgico seco instantaneo Fleischmann) a ser inoculada seguindo a relagéo de 25
g de levedura por litro de hidrolisado (em base seca). Foi adicionado ao hidrolisado uma
suplementacdo composta de: fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) (5,6 g/L), sulfato de
magnésio (MgSOas) (1,4 g/L), extrato de levedura (6,8 g/L), ureia (5,32 g/L) e o pH inicial da
fermentacdo foi ajustado para 4,6 adicionando &cido cloridrico (1 M). Em seguida, 0s
Erlenmeyers foram incubados em camara incubadora com agitacdo orbital a 34 °C, 250 rpm
durante 9 horas. Amostragens periodicas foram realizadas para monitorar o consumo de
glicose e a producéo de etanol. Esse monitoramento foi realizado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Previamente, todas as amostras foram filtradas em membranas de 0,45
pum. Para a construcdo da curva de calibracdo, foram utilizadas solucdes contendo os padrdes
de glicose e etanol. As condi¢cbes de analise foram: coluna SHODEX KS 802 (7 um, 8 x 300
mm); fase mével: agua ultrapura; fluxo de 1,0 mL.min; temperatura do forno: 80 °C e

detector de indice de refracdo em cromatdgrafo liquido da Shimadzu.

Calculo de parametros da fermentacédo alcéolica

Foram calculados trés parametros para o processo de fermentacdo alcoolica, o fator
de rendimento de etanol (Yess), descrito pela Equacdo 4, que foi utilizado para calcular o
rendimento de etanol (% do rendimento tedrico), de acordo com a Equacdo 5, e a

produtividade volumétrica de etanol (Qe, g/L.h), descrito pela Equacao 6.

C9h _Coh
Y, — _—etanol “etanol (4)
P/S — cOh _coh

glicose “glicose

Onde:

Yp,s = rendimento de etanol;

c2t .. = concentracdo final de etanol;
cot ., = concentracdo inicial de etanol;
C;ﬁcose = concentracao inicial de glicose;

C;ﬁcose = concentracao final de glicose;
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Rendimento de etanol (%) = (:;Sl) x 100 (5)

Onde:
Yp,s = rendimento de etanol;
0,511 = rendimento tedrico de etanol;

C9h COh

_ “etanol™ “etanol
Qp = —Ha — (6)

5- RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo apresentou como foco principal a anélise do processo de producao
de enzimas celuloliticas in-house por FES e a posterior utilizacdo do MFI da producdo de
enzimas para a etapa de hidrélise da biomassa, com o intuito de simplificar o processo de
producdo de etanol 2G segundo o conceito de bioprocesso consolidado (BPC). A Figura 11

apresenta um fluxograma das principais etapas realizadas.

Figura 11 — Fluxograma das principais etapas realizadas

Selecdo das condicdes da FES

Hidrolise enziméatica com o MFI para os fungos cultivados
isolados e em cocultivo

Avaliacao dos parametros operacionais (pH, temperatura e '
agitacdo) e a adicdo de aditivos no processo de hidrolise
enzimatica com o MFI ;

Avaliacdo da atuacdo dos aditivos na etapa de hidrolise |
| com o meio integral da FES;

Fermentacdo alcoolica para avaliar o processo global de '
integracao para a melhor condicéo do conjunto
cultivo/hidrolise.
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5.1- Caracterizacao do bagaco de cana-de-acUcar preé tratado por

exploséo a vapor (BEX)

A caracterizacdo do bagaco de cana-de-aglcar pré-tratado por explosdo a vapor
(BEX), utilizado tanto como substrato na fermentacao em estado sélido (FES) como biomassa
para producdo de etanol lignocelul6sico, possibilita a analise deste residuo no que se refere,
sobretudo, a susceptibilidade a degradacao enzimatica e a geragdo de possiveis inibidores das
enzimas e dos microrganismos da fermentacdo (KLINKE et al., 2004; XIMENES et al., 2010;
2011). A Tabela 7 mostra a caracterizagdo do bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado por
explosdo a vapor lavado com agua a 50 °C até pH 7 (BEXL) e ndo lavado (BEX).

Tabela 7 — Composicéo fisico-quimica do bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado por explosdo

a vapor lavado com 4gua a 50 °C até pH 7 (BEXL) e ndo lavado (BEX)

Residuo Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Cinzas (%) TOTAL (%)

BEX 391+0,1 12,5+0,1 33,3+0,3 15,1+10,1 100,0+0,3

BEXL 41,0+£0,1 12,1+ 0,1 34,0+0,2 12,9+0,1 100,0 £ 0,2

O efeito do tratamento por explosdo a vapor sobre a organizacdo estrutural da
celulose aumenta consideravelmente sua area superficial e, por conseguinte, sua
susceptibilidade a hidrélise enziméatica (GOUVEIA et al., 2009), além de ser um pré-
tratamento ja utilizado e anexado por algumas plantas de usinas como da GranBio e da
Raizen.

Estudos recentes mostram que um aumento de 5 °C nos processos de pré-tratamento
por explosdo a vapor e o tempo de pré-tratamento resultam em mudancas significativas na
composicdo quimica dos materiais pré-tratados (SILVA et al., 2010). Gouveia et al. (2009)
obtiveram 47,7% de celulose, 8,9% de hemicelulose e 34,3% de lignina utilizando um pré-
tratamento por exploséo a vapor a 200 °C por 7 minutos em uma amostra de bagaco de cana-
de-acucar, pré-tratado na Usina Vale do Roséario (SP). Rocha et al. (2012) obtiveram 57,5%
de celulose, 6,6% de hemicelulose e 31,2% de lignina utilizando um pré-tratamento por
explosédo a vapor a 190 °C por 15 minutos de bagagos em sua maioria recolhidos em usinas de
acucar e etanol do estado de S&o Paulo e do nordeste brasileiro. Ndo foram informadas as
condigdes utilizadas no pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar que foi cedido por usinas
locais para o presente trabalho, mas os valores observados para a celulose estdo um pouco

abaixo da literatura, o que se deve possivelmente as condi¢des de pre-tratamento utilizadas.
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5.2- Analise de fendlicos na 4gua de lavagem do BEX

Estudos reportados na literatura mostram que o pré-tratamento por explosdo a vapor
pode levar a geracdo de possiveis inibidores, chamados de compostos fendlicos, dos
microrganismos produtores de enzimas, das préprias enzimas e até dos microrganismos
utilizados na etapa de fermentacdo (KLINKE et al., 2004; XIMENES et al., 2010; 2011).

A fim de se remover esses compostos do BEX para que o mesmo fosse utilizado
como substrato da fermentacdo em estado sélido (FES), lavou-se 0 mesmo com &gua a 50° C
até que a 4gua de lavagem atingisse pH 7. Foram coletadas amostras da agua de lavagem com
diferentes valores de pH e foram analisadas as concentracdes de fendlicos totais. A Figura 13
mostra a concentracdo de fendlicos totais para diferentes valores de pH.

A partir da Figura 12, verifica-se que a medida que o pH da agua de lavagem
aumenta, diminui-se a concentracdo de fendlicos totais, e isso significa que a lavagem
realmente promove uma remoc¢do dos compostos fendlicos produzidos pelo pré tratamento do
bagaco de cana-de-acucar por explosdo a vapor. Logo, a medida do pH da agua de lavagem é
um bom parametro para verificar a remocao de compostos fendlicos, como Chen et al . (2008)
ja haviam observado essa relagdo pH e quantidade de fendlicos totais. Por outro lado, a
guantidade de agua utilizada na lavagem é uma variavel importante para o processo, pois pode
significar um custo a mais. Uma alternativa para minimizar esse custo adicional seria a

utilizacdo de uma corrente de agua de reuso dentro do proprio processo.

Figura 12 — Concentracdo de fendlicos totais na agua de lavagem do bagaco de cana-de-

acucar pré-tratado por explosdo a vapor para diferentes valores de pH
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5.3- Selecéo das condicbes de cultivo em fermentacdo em estado solido
(FES)

Visando a selecdo das condicdes de cultivo para a fermentacdo em estado sélido
(FES) a fim de melhorar a produgéo de enzimas diretamente em BEX(, foi analisada a
insercdo e a proporgédo do farelo de trigo como potencial indutor. A Figura 13 apresenta 0s
valores de atividade enzimatica de betaglicosidase, endoglucanase e xilanase apds 72 horas de
FES, com umidade de 70%, com A. niger como microrganismo e diferentes propor¢des em
massa de BEX_:FARELO de (0:1); (1:0); (1:1); (1:3) e (3:1) respeitando a massa total de 5 g
de substrato.

Figura 13 — Valores de atividade enzimética de betaglicosidase, endoglucanase e Xilanase
apos 72 horas de FES, com A. niger 3T5B8 e BEX, comparando-se as propor¢des em massa
de BEXL:FARELO.
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Observando-se a Figura 13, nota-se que a insercdo do farelo de trigo ao BEXL
promoveu um aumento significativo na producdo das enzimas analisadas com relacdo a
utilizacdo de apenas BEXL (1:0), e que as melhores proporcbes de (BEXL:FARELQO) foram
(1:1) e (1:3). Como a escolha do substrato indutor afeta as caracteristicas do coquetel
enzimatico produzido (DELABONA et al., 2012a), e neste trabalho o coquetel produzido

deve ser utilizado na hidrélise do bagaco de cana na cadeia produtiva do etanol 2G, uma
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maior quantidade de farelo desfavorece o propdsito do projeto, e além disso, a insercdo de
uma menor quantidade de insumo é economicamente favoravel ao processo. Logo, 0 uso da
propor¢do (1:1) (BEXL:FARELO) justifica-se. A propor¢do (1:1) produziu 83,5 Ul/g de
betaglicosidase, 81,7 Ul/g de endoglucanase e 332,2 Ul/g de xilanase, logo, comparando-se as
proporcdes em massa de (BEX_:FARELO) (1:1) e (1:0), a adicdo de farelo de trigo na
proporcdo em massa de (1:1) promoveu um aumento de 73% na producdo de betaglicosidase,
67% na producdo de endoglucanase e 72% na producgéo de xilanase.

No que diz respeito & producdo de enzimas in-house, encontram-se na literatura
varios estudos empregando diversas condi¢Ges de cultivo e microrganismos. Em um desses
estudos, Farinas et al. (2011) obtiveram uma atividade de endoglucanase de 29,8 Ul/g ap6s 72
horas de cultivo por FES com A. niger F12 em farelo de trigo como substrato e 72% de
umidade. J& Rodriguez-Zuidiiga et al. (2011) obtiveram uma atividade de endoglucanase de 5,5
Ul/g ap6s 72 horas de cultivo empregando o mesmo microrganismo sob FES e utilizando um
substrato composto por 90% de bagaco de cana-de-agucar e 10% de farelo de soja e 80% de
umidade. Posteriormente, Pirota et al. (2014) obtiveram também sob FES, mas com A. niger
3T5B8, utilizando farelo de trigo como substrato e uma umidade de 80%, uma atividade de
endoglucanase de 219,2 Ul/g ap06s 48 horas de cultivo a 28 °C.

A partir da selecdo da proporcdo méssica BEX_:FARELO de 1:1, também foi
analisada a concentracdo de lactose a ser utilizada como indutor. A Figura 14 apresenta 0s
valores de atividades ap6s 72 horas de fermentacdo em estado sélido (FES) realizada com
umidade de 70%, com A. niger como microrganismo, BEX_ e farelo de trigo na propor¢éo em
massa (1:1) utilizados como substratos, para os valores de betaglicosidase, endoglucanase e
xilanase, comparando-se as diferentes concentracdes de lactose (0; 0,075; 0,15 e 0,225 g/g de

substrato total).
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Figura 14 — Valores de atividade enzimatica de betaglicosidase, endoglucanase e xilanase
apos 72 horas de FES, com A. niger 3T5B8 e BEX, com farelo de trigo (1:1), comparando-se

as concentragdes de lactose (g/g de substrato total).
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Pode-se observar pela Figura 14 que a adicdo de lactose na concentracdo de 0,075
0/g de substrato total proporcionou uma producdo de 143,1 Ul/g de endoglucanase que
significa um incremento na producdo desta enzima de 48%. Observa-se também que nao
houve diferenca significativa na quantidade de betaglicosidase nem na quantidade de xilanase
produzidas na presenca de lactose (considerando-se o desvio-padrdo das medidas). O
fendmeno de inducdo da producdo de celulases por lactose ja foi observado para outros
fungos, como algumas espécies do género Trichoderma (SEIBOTH et al., 2005; EL-
SHISHTAWY et. al., 2015; HORTA et al., 2014) e para Acremonium cellulolyticus (FANG et
al., 2008), porém ainda ndo ha uma compreensdo completa dos mecanismos biogquimicos
envolvidos neste processo (IVANOVA et al., 2013). Neste trabalho verificou-se que a lactose
também pode influenciar positivamente na producdo de endoglucanase por A. niger,
reforcando a hipotese de Ivanova et al. (2013) de que este acucar pode induzir a producéo de
celulases por mimetizar outros compostos naturais do ambiente destes fungos e que sinalizam
a disponibilidade de biomassa vegetal. Entretanto, os resultados obtidos sugerem que esse
fendmeno deve ocorrer em uma faixa estreita de concentragdes, visto que quantidades maiores
de lactose ndo desencadearam a mesma resposta por parte do microrganismo. Uma condicao

semelhante foi proposta por Seiboth et al. (2005) quando estes autores sugeriram que a
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galactose-1-fosfato poderia ser o indutor das celulases em T. reesei: o fendbmeno de inducao
ndo era observado quando a beta-galactosidase do fungo era superexpressa, indicando que a
assimilacdo de concentragdes mais elevadas de galactose (acima de uma certa faixa)
interrompia a indugéo das celulases.

Rodriguez-Zufiga et al. (2011) obtiveram por FES com A. niger F12, em substrato
composto por 90% de bagaco de cana-de-aglcar e 10% de farelo de soja, com 80% de
umidade, apds 72 horas de cultivo e utilizando uma solucdo nutriente (Mandels & Weber,
1969) suplementada com carboximetilcelulose uma atividade de endoglucanase de 21,0 Ul/g.
O presente trabalho obteve uma atividade de endoglucanase de 143,1 Ul/g de substrato,
mostrando que a lactose é um indutor eficiente. Além disso, Seiboth et al. (2007) afirmaram
que os dissacarideos sdo importantes indutores na formacao de celulases e que a lactose além
de ser economicamente viavel é metabolizada pelos fungos. Portanto, optou-se pela utilizagdo
da concentracdo de lactose de 0,075 g/g de substrato total pelo incremento significativo na
producdo de endoglucanase que é a enzima responsavel por iniciar a hidrolise, liberando

oligossacarideos de diversos graus de polimerizagao.

5.4- Perfil temporal da fermentacéo em estado sélido (FES)
A Figura 15 apresenta os valores de atividades durante 72 horas de FES realizada
com umidade de 70%, com A. niger (Figura 16A) e T. reesei (Figura 16B), BEX_ e farelo de
trigo na propor¢do em massa (1:1) utilizados como substratos, e meio de Mandels

suplementado com lactose 0,075 g/g.
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Figura 15 — Perfil temporal da fermentacdo em estado sélido (FES) realizada durante 72
horas de cultivo com umidade de 70%, com A. niger (A) e T. reesei (B), BEXL e farelo de

trigo na proporgéo em massa (1:1) utilizados como substratos.
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Pode-se observar que o pico de atividade enzimatica para o cultivo de A.niger
ocorreu em 48 horas de cultivo (Figura 16A), para o cultivo de T. reesei (Figura 16B), o pico
de atividade enziméatica também ocorreu em 48 horas, com excecdo da atividade de
endoglucanase. Logo, definiu-se o tempo de FES tanto para os cultivos individuais como para
0s cocultivos de 48 horas. Esses resultados estdo de acordo com o trabalho de Pirota (2014)

que tambeém obteve pico de producédo enzimética em 48 h de cultivo tanto para o A. niger
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3T5B8 quanto para o T. reesei RUT-C30 com a fermentacdo em estado sélido realizada tanto
em aeracdo estatica (Erlenmeyer) quanto em aeracdo forcada (biorreator de coluna

instrumentado) utilizando farelo de trigo como substrato.

5.5- Tempo de aclimatizacao antes da hidrdlise enzimatica
Antes da realizacdo dos experimentos de hidrélise enzimatica, avaliou-se a
necessidade de aclimatizacdo do substrato BEX para o processo, Visto que o gasto de energia
ao se aclimatizar pode gerar um custo a mais no final do processo. O BEX foi aclimatizado a
50 °C durante 12 h a 200 rpm, antes da realizacdo da HE com o MFI do cocultivo de T. reesei
com A. oryzae. A Figura 16 mostra a concentracdo de glicose liberada para os diferentes

tempos de aclimatizacdo (0 horas, 4 horas e 12 horas).

Figura 16 — Concentracdo de glicose liberada para os diferentes tempos de aclimatizacao (0
horas, 4 horas e 12 horas). Letras iguais em um mesmo conjunto de colunas indicam que néo

héa diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia

8
| A A
6k

g

23l

o
2+
1+ AERARARARARAEAN
0 T T T T 1

o LAY A
Tempo de aclimatizacéio

Comparando os tempos de aclimatizagdo, os resultados mostraram que houve
diferenca significativa entre o BEX sem aclimatizagdo (0 horas), no qual se obteve uma
concentracéo final de glicose de 4,69 g/L, comparando-se com o BEX aclimatizado: 4 ou 12
horas, no qual se obteve uma concentracdo de glicose de 6,59 e 6,66 g/L, respectivamente.
Observou-se que entre os tempos de 4 e 12 horas ndo houve diferenca significativa, e ambos

alcancaram um ganho medio de 41,5% em relacdo ao BEX sem aclimatizacdo. Logo, este
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resultado indica que a aclimatizacdo do BEX antes da HE favorece o processo, e isso deve-se
possivelmente ao fato de que a aclimatizacdo promove uma homogeneizacao da temperatura e
do BEX dentro do erlenmeyer, favorecendo a dispersdo do meio fermentado integral e das
enzimas durante o processo de hidrélise. Outro resultado importante é a constatacdo de que o
tempo de aclimatizacdo pode ser reduzido de 12 para 4 horas, sem impacto no resultado da

hidrolise nas condi¢cdes empregadas, e com economia de energia na etapa de aclimatizacgéo.

5.6- Hidrdlise enzimética com meio fermentado integral (MFI)

A fermentacdo em estado sélido (FES) foi realizada nas condicGes pré-selecionadas
para dez combinacBes dos quatro fungos: A. niger, A. oryzae, T. harzianum e T. reesei
cultivados de forma isolada e em cocultivo (combinados dois a dois) (Figura 17). No entanto,
apos o tempo de cultivo selecionado, a etapa de extracdo foi eliminada e o meio fermentado
integral (MFI) foi adicionado ao material lignocelulésico para a realizacdo da etapa de
hidroélise enzimética, conforme descrito por Pirota et al. (2013a).

Figura 17 — Imagens registradas apos 48 horas de fermentacdo em estado solido (FES)
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A Figura 18 apresenta os perfis de producdo de glicose (A) e agucares redutores (B)
liberados durante a hidrdlise enziméatica do BEX para dez combinagdes dos quatro fungos

cultivados isolados e em cocultivo.

Figura 18 — Concentracdo de glicose (A) e acucares redutores (B) liberados durante a
hidrolise enzimatica realizada por 36 horas utilizando o meio fermentado integral da
fermentagdo em estado sélido (FES) para dez combinag6es cultivos isolados e em cocultivo
(combinados dois a dois) e o controle contendo somente 0 BEX
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Pode ser observado pela Figura 18 que as hidrdlises enzimaticas utilizando o meio
fermentado integral (MFI) apresentaram perfis similares, porém, com magnitudes distintas
entre os diferentes cultivos individuais e cocultivos, com destaque para os cocultivos de T.
reesei com A. oryzae e T. reesei com A. niger para producdo de glicose (Figura 18A) e T.
reesei com A. oryzae e A. oryzae com A. niger para a producédo de acUcares redutores (Figura
18B). Também pode-se observar nitidamente que a combinacdo de microrganismos promoveu
uma melhor producéo de celulases e hemicelulases.

A fim de realizar comparagdes entre os diferentes cultivos e cocultivos, foi realizada
uma analise estatistica através do teste de Tukey com nivel de confianca de 95% para 0s
resultados obtidos no experimento de hidrolise com o MFI dos cultivos, conforme mostra a

Figura 19.

Figura 19 — Analise estatistica realizada pelo teste de Tukey com nivel de confianca de 95%
apos 36 horas de hidrdlise enzimatica, comparando-se a concentracdo de glicose (A) e
acucares redutores (B). Letras iguais em um mesmo conjunto de colunas indicam que ndo ha

diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia
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Comparando os cultivos e cocultivos, os resultados mostraram que houve diferenga
significativa entre eles. Tanto para a producéo de glicose (Figura 19A) quanto para producdo
de acucares redutores (Figura 19B) houve um destaque para o cocultivo de T. reesei com A.
oryzae, alcangando as maiores concentracdes de glicose (6,2 g/L) e acucares redutores (14,1
g/L) ap6s 36 horas de hidrolise enzimética. A concentragdo de glicose comparada ao melhor

cultivo individual (A. niger) corresponde a um ganho de 48,8%. Logo, esta analise estatistica
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corrobora para que este cocultivo que apresentou melhor desempenho seja utilizado no
presente processo-modelo de producao de etanol celulésico na etapa de producdo de enzimas
por fermentacdo em estado solido (FES).

Fang et al. (2010) obtiveram a melhor eficiéncia (80.9%) na hidrélise de palha de
milho pré-tratada por explosdo a vapor utilizando extrato enzimatico obtido por FSm e
cocultivo de T. reesei com A. niger. Kolasa et al. (2014) obtiveram uma concentracdo de
glicose de 19 g/L na hidrélise de palha de trigo pré-tratada utilizando extrato enzimatico
obtido por FES e cocultivo de T. reesei com A. carbonarius, alcangando uma eficiéncia de
hidrolise de 78,0%. Resultados que corroboram os encontrados no presente trabalho.

Com o proposito de elucidar e fundamentar os resultados obtidos na HE foram
medidas as atividades enzimaticas de betaglicosidase, endoglucanase e xilanase, comparando-
se cultivos e cocultivos apds 48 horas de FES, com umidade de 70% e BEXL com farelo de
trigo na proporcdo em massa (1:1). Os resultados foram avaliados estatisticamente pelo teste
de Tukey com nivel de confianca de 95 % e sdo apresentados na Figura 21.

Pode-se observar que o cocultivo de T. reesei com A. niger produziu as maiores
quantidades de betaglicosidase (64,5 Ul/g), endoglucanase (85,8 Ul/g) e xilanase (539,7
Ul/g). E o cocultivo de T. reesei com A. oryzae que obteve o melhor desempenho na HE
produziu as menores quantidades de betaglicosidase (7,3 Ul/g), endoglucanase (12,9 Ul/g) e
xilanase (143,0 Ul/g) (Figura 20A, 20B e 20C). A diferenca na quantidade de enzimas desses
dois cocultivos é grande, os valores de betaglicosidase, endoglucanase e xilanase do T. reesei
com A. niger chegam a ser 783,6%, 565,1% e 277,4% a mais, respectivamente do que 0s
encontrados no cocultivo de T. reesei com A. oryzae. Comparando o cocultivo de T. reesei
com A. niger com o cultivo individual de A. niger, os valores de betaglicosidase,
endoglucanase e xilanase chegam a ser 2,4%, 22,6% e 35,0% a mais, respectivamente. Logo,
0 cocultivo de T. reesei com A. oryzae produziu quantidade menores que o cultivo individual

de A. niger.



67

Figura 20 — Valores de betaglicosidase (A), endoglucanase (B) e xilanase (C) apds 48 horas

de FES, com umidade de 70% e BEXL com farelo de trigo na propor¢cdo em massa (1:1),

comparando-se cultivos e cocultivos.

70

th (=3
= =

=
(=]

= [
= =

Betaglicosidase (Ul/g de substrato)
(7]
= =

100

o0
=

(=2
=

=
=

Endoglucanase (Ul/g de substrato)
=
= =

H H

B

7

7 |

C

)

G

A

zZ.

(A)

D

zZ

avaz

{L\m\ ? (e Qﬁ""a x\l‘% cqz ﬁ""‘; iﬁg L

7]

-
e~

2 L @¥ et
m%;_ o

el \
o S
sy e B TR 08
A
2 (B)
B
C C
i o
F
WTH I Hm‘

3.V

o -:ﬁ A% . e@ﬁ A% gt gal %e '3
W\, ~ ' e W\
{L\‘a i« {)( 95“‘%{: \1;1??“}»0‘:(?*“) 5‘\
o eﬁ \1:’
A" et YT G0y
< “‘3{1’ .,(Dz \\‘a"p EUR SN
600
2 (©
~ 500 | —
% 1
2 400 | < _I—B_ —
2 D = D — —
s o e — —
= 300 — —— — —
ED — — —] — — e
S 20 F = —] = — —
2 — — =] —— G =
z — = —
= — — = — —
5,;': 100 | — 5 == 5 — —
0 T T E' T T T 'IE T T T T T T
SO e g3® (B oo g0 ol 42€ (oot <geC
{L\‘B 1. (Q Q{ P’“% w ‘(" P’“ .o(,k}_\\l
X x AT A
{m :‘ AW “‘ﬂ‘a“i“o{‘w@i L
o




68

Gutierrez-Correa et al. (1999) utilizando FES com bagaco de cana-de-agicar como
substrato obtiveram 85,0% a mais de endoglucanase e 147,0% mais de betaglicosidase no
cocultivo de T. reesei LM-UC4 com A. niger ATCC 10894 comparado com os cultivos
individuais. Kolasa e colaboradores (2014) utilizando FES com farelo de trigo e esfagno
como substrato, e utilizando os cocultivos de T. reesei com A. saccharolyticus, T. reesei com
A. carbonarius e T. reesei com A. niger obtiveram como melhor o cocultivo de T. reesei com
A. saccharolyticus que produziu 33,3%, 100,0% e 150,0% a mais de betaglicosidase que os
cocultivos de T. reesei com A. carbonarius, T. reesei com A. niger e o cultivo individual de A.
niger, respectivamente. Estes resultados demonstram os cocultivos tendem a produzir mais
enzimas que os cultivos individuais.

Porém, no presente projeto, o cocultivo de T. reesei com A. oryzae produziu menores
quantidades de enzimas até mesmo que alguns cultivos individuais (Figura 20) e mesmo
assim, promoveu o melhor resultado na HE. Isso é possivel desde que o coquetel produzido
seja mais eficiente, mais estavel e atue de maneira mais sinérgica que os outros, conforme
reportado anteriormente por outros autores (HORN et al., 2012; KOLASA et al., 2014,
SAINI et al., 2015), também ¢é importante ressaltar que o A. oryzae que produz uma familia de
betaglicosidases, 0 GH1, com uma especificidade ao substrato e uma susceptibilidade a
inibicdo diferenciadas (LANGSTON et al., 2006; KUDO et al., 2015). Além do que, as
analises sdo realizadas no extrato enzimatico bruto, e o processo de hidrolise enzimatica é
realizado utilizando-se todo o meio fermentado integral, que pode proporcionar uma liberacéo
das enzimas que ficam adsorvidas no meio fermentado e que, possivelmente, ndo sao
extraidas quando se utiliza o extrato enzimatico bruto.

Entdo, para buscar um melhor entendimento dos resultados obtidos do cocultivo de
T. reesei com A. oryzae na HE, foram realizados experimentos para analisar a estabilidade dos
complexos enzimaticos a 50 °C durante o periodo de hidrolise enzimatica (36 horas), com o
intuito de saber se o extrato que possui menores atividades enzimaticas (T. reesei com A.
oryzae) é mais estavel do que o que possui maiores atividades enzimaticas (T. reesei com A.

niger). Os resultados estdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21 — Atividade residual ap6s 36 horas na temperatura de 50°C dos extratos
enzimaticos dos cocultivos de T. reesei com A. oryzae e de T. reesei com A. niger para valores

de betaglicosidase, endoglucanase, xilanase e proteinas
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O extrato enzimatico do T. reesei com A. niger mostrou-se mais estavel a 50 °C
durante 36 horas que o extrato do cocultivo de T. reesei com A. oryzae (Figura 21), ndo
justificando, entdo, que a maior conversdo na hidrolise utilizando o meio fermentado integral
(MFI) do cocultivo de T. reesei com A. oryzae tenho ocorrido devido a uma maior
estabilidade térmica do extrato enzimatico.

Por isso outra hipdtese foi levantada: a possibilidade de ocorrer com o tempo,
durante a HE, a dessor¢do das enzimas que ficam adsorvidas no MFI e que ndo sdo extraidas
qguando se utiliza apenas o EE bruto. Este fato poderia proporcionar um maior sinergismo
entre as enzimas apesar das mesmas estarem em menor quantidade. E possivel também que os
coquetéis enzimaticos avaliados tenham diferencas em termos de outras enzimas
complementares ou acessorias que ndo estdo sendo quantificadas e que séo importantes para a
hidrolise dos polissacarideos (HORN et al., 2012). Outra possibilidade seria que o coquetel
enzimatico produzido pelo cocultivo de T. reesei com A. niger por possuir uma maior
quantidade de xilanase, estaria promovendo uma producdo maior de xilo-oligossacarideos 0s
quais poderiam estar inibindo a acdo das outras enzimas, conforme relatado na literatura
(QING et al., 2010; ZHANG e VIIKARI, 2012).
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Para investigar se a producéo de xilo-oligossacarideos estaria realmente promovendo
uma inibicdo do coquetel enzimatico produzido pelo cocultivo de T. reesei com A. niger foi
necessario a utilizacdo de um substrato desprovido de hemicelulose e lignina. Por isso, foram
realizados experimentos de HE da celulose pura (Celufloc) e do BEX, utilizando o MFI da
FES comparando-se os cocultivos de T. reesei com A. oryzae e de T. reesei com A. niger. Os

resultados sdo apresentados na Figura 22.

Figura 22 — Perfis de producdo de glicose liberada durante a hidrélise enzimatica de celulose
pura (Celufloc) e BEX realizada por 36 horas utilizando o meio fermentado integral da
fermentacdo em estado solido (FES) comparando-se os cocultivos de T. reesei com A. oryzae

e de T. reesei com A. niger
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Pode ser observado pela Figura 22 que as hidrolises enzimaticas da celulose pura
(Celufloc) e do BEX utilizando o MFI apresentaram perfis similares, porém, com magnitudes
distintas entre os diferentes cocultivos de T. reesei com A. oryzae e T. reesei com A. niger
para producéo de glicose (Figura 22).

Era esperado que o cocultivo de T. reesei com A. niger produzisse mais glicose na
HE da celulose pura (Celufloc) por possuir uma maior quantidade de enzimas e porque a
celulose pura ndo produz xilo-oligossacarideos, os quais poderiam estar inibindo a acdo
dessas enzimas. Porém, o cocultivo de T. reesei com A. oryzae, mesmo possuindo uma menor

guantidade de enzimas, ainda produziu mais glicose, 9,4 g/L apds as 36 horas de HE da
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celulose pura (Celufloc). Essa concentracdo de glicose comparada ao cocultivo de T. reesei
com A. niger corresponde a um ganho de 54,1%. Logo, a menor quantidade de xilanases ndo é
responsavel pelo cocultivo de T. reesei com A. oryzae se destacar entre os demais.

Neste sentido, é possivel que o coquetel produzido pelo cocultivo de T. reesei com A.
oryzae seja mais eficiente, e atue de maneira mais sinérgica, ou seja, o crescimento dos
fungos em um mesmo ambiente pode levar a producdo de enzimas que ndo aparecem nas
monoculturas.

A fim de se investigar a hipdtese proposta de que a cocultura pode levar a uma
producdo significativa aumentada de compostos criticos que ndo sdo detectados em
monoculturas, foram realizadas hidrolises enzimaticas (HE) para o cocultivo de T. reesei com
A. oryzae comparando o meio fermentado integral (MFI) e o extrato enzimatico (EE) da
seguinte maneira, respeitando a propor¢do de massa de substrato e a quantidade de esporos

inoculados:

o MFIT. reesei + A oryzae: OS microrganismos cresceram em cocultivo no mesmo
Erlenmeyer e seguiu-se com o meio fermentado integral (MFI) para a hidrolise
enzimatica (HE);

o MPFIT. reesei + MFla. oryzae: OS microrganismos cresceram em cultivos individuais
em Erlenmeyers separados e seguiu-se combinando-se 0os meios fermentados
integrais (MFI) para a hidrélise enzimatica (HE);

o EET reesei + A oryzae: OS microrganismos cresceram em cocultivo no mesmo
Erlenmeyer e o extrato enzimatico bruto seguiu para hidrélise enzimética (HE);

e EET reesei + EEA onyzee:  Combinacdo dos extratos enzimatico dos cultivos

individuais.

A Figura 23 apresenta os perfis de producédo de glicose (A) e agucares redutores (B)

durante a hidrélise enzimatica das quatro condicdes testadas.



72

Figura 23 — Concentracdo de glicose (A) e acucares redutores (B) durante a hidrolise
enzimatica realizada por 36 horas utilizando os meios fermentados integrais (MFI)
cocultivado e a combinacéo dos cultivos individuais, e o extrato enzimético (EE) cocultivado

e a combinacéo dos cultivos individuais
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Pode ser observado pela Figura 23 que a hidrélise enzimatica utilizando o meio
fermentado integral (MFI) e os extratos enzimaticos (EE) apresentou perfis similares, porém,

com magnitudes distintas entre as diferentes abordagens realizadas para o cocultivo de T.
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reesei com A. oryzae, com destaque para a utilizacdo do MFI tanto para a producéo de glicose
como de agucares redutores. Analisando a concentracdo de glicose percebe-se nitidamente
que a utilizacdo do MFIT. reesei + A. oryzae @lcancou o maior valor (6,1 g/L). Este valor comparado
a0 EET, reesei + A. oryzae COrresponde a um ganho de 190,5%.

A constatacdo de que a utilizacdo do MFI é melhor do que o EE ja havia sido
observado na literatura, sendo possivel eliminar a etapa de extracéo e filtracdo das enzimas do
processo global, oferecendo vantagens em termos de reducdo de custos do processo e
evitando, além disso, a geracdo de efluentes (PIROTA et al., 2013a; PIROTA et al., 2014;
SINGHANIA et al., 2015).

Comparando-se o uso do MFI das coculturas e dos cultivos individuais, os resultados
mostraram que houve diferenga significativa entre elas. Tanto para a producdo de glicose
(Figura 23A) quanto de acgucares redutores (Figura 23B), houve um destaque para a utilizacdo
do MFI onde os microrganismos cresceram em cocultivo no mesmo frasco, alcangando os
maiores valores de glicose (6,1 g/L) ap6s 36 horas de hidrélise enzimatica. Este valor
comparado com a utilizacgio do MFI onde os microrganismos cresceram em cultivos
individuais em Erlenmeyers separados corresponde a um ganho de 45,2%.

Os resultados indicam que na condicdo onde 0s microrganismos cresceram no
mesmo frasco, a competicdo ou antagonismo experimentados durante a cocultura podem levar
a uma producao significativa aumentada de compostos criticos que ndo sdo detectados em
monoculturas, o que foi anteriormente descrito por Marmann et al. (2014). Com relacdo a
comparacdo entre 0 uso do MFI ou dos extratos, os resultados indicam que pode estar
ocorrendo uma dessorcao das enzimas que ficam adsorvidas no meio fermentado e que sdo
perdidas quando apenas utiliza-se o0 extrato enzimatico. Logo, a utilizacdo do MFI com
cocultivo mostra-se mais eficiente que as demais condigdes testadas para o presente processo-
modelo de producdo de etanol celul6sico na etapa de hidrélise enzimatica (HE).

Para analisar essa hipdtese de dessorcdo das enzimas que ficam adsorvidas no meio
fermentado e que sdo perdidas quando apenas utiliza-se o extrato enzimatico, foram realizadas
hidrolises enzimaticas (HE) para o cocultivo de T. reesei com A. oryzae comparando 0 meio
fermentado integral (MFI), o extrato enzimatico (EE) e a fracdo solida restante da etapa de
extracdo das enzimas (residuo solido resultante apOs a etapa de filtragdo no processo de
extracdo das enzimas para obtencdo do extrato enzimatico bruto), e os resultados sdo

mostrados na Figura 24.
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Figura 24 — Perfis de producéo de glicose (A) e acgucares redutores (B) liberados durante a
hidrolise enzimatica do BEX realizada por 36 horas para o cocultivo de T. reesei com A.
oryzae comparando o meio fermentado integral (MFI), o extrato enzimatico (EE) e a fracdo

solida restante da etapa de extracdo das enzimas
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Pode ser observado pela Figura 24 que a fracdo solida resultante da etapa de extracéo
apresenta uma quantidade significativa das enzimas produzidas, equivalente aquela extraida,
ja que nos ensaios de hidrolise a producéo de glicose e de acucares redutores é similar com a

utilizacdo extrato enzimatico. Esse resultado corrobora a hipétese de que parte das enzimas
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ficam adsorvidas no MFI, as quais sdo perdidas quando se utiliza apenas o EE. E possivel
ainda que haja inativacdo de parte das enzimas durante o processo de extracdo, jA que a
producdo de glicose e AR na hidrolise com MFI supera a soma dos valores obtidos com a
utilizacdo do EE e da fragdo solida resultante da extracdo das enzimas (Figura 24).

Tanto para a producdo de glicose (Figura 24A) quanto de acUcares redutores (Figura
24B), houve um destaque para a utilizacdo do MFI, o qual alcangou os maiores valores de
glicose (6,1 g/L) e acUcares redutores (14,6g/L) ap6s 36 horas de hidrélise enzimatica, quando
comparado com a utilizacdo do EE e da fracdo sélida resultante da etapa de extracdo das
enzimas, que ndo apresentaram diferenca significativa. Comparando a concentracdo de
glicose, a utilizagdo do MFI corresponde a um ganho de 177,3%. Esse fato corrobora que
durante a utilizagdo do MFI essas enzimas véao sendo gradativamente dessorvidas e exercendo
seu papel na hidrolise.

Logo, é possivel e vantajoso eliminar a etapa de extracao e filtracdo das enzimas do
processo global, oferecendo vantagens em termos de reducdo de custos do processo e
evitando, além disso, a geracdo de efluentes (PIROTA et al., 2013a; PIROTA et al., 2014;
SINGHANIA et al., 2015).

5.7- Especificidade do substrato no cocultivo de T. reesei RUT C-30 com
A. oryzae P6B2

Para analisar a especificidade dos substratos, ou seja, quais combinagfes de
substratos produzem mais enzimas e quais promovem uma melhor hidrélise do BEX, foi
realizado um experimento de fermentacdo em estado sélido (FES) utilizando o cocultivo de T.
reesei com A. oryzae durante 48 horas, com umidade de 70% e comparando-se 0s substratos:
BEXL com farelo de trigo na propor¢cdo em massa (1:1) com lactose, BEX. com farelo de
trigo na proporcdo em massa (1:1) sem lactose e apenas farelo de trigo. As atividades
enzimaticas foram determinadas e, apés a FES, o MFI foi utilizado no processo de hidrolise

enzimatica. Os resultados sdo apresentados na Figura 25.
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Figura 25 — Atividade enzimatica de betaglicosidase, endoglucanase e xilanase, ap6s 48
horas de FES, com umidade de 70% e comparando-se os substratos: BEX,. com farelo de trigo
na propor¢cdo em massa (1:1) e lactose, BEX,. com farelo de trigo na propor¢do em massa

(1:1) sem lactose e apenas farelo de trigo
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A partir da Figura 25, observa-se que a maior quantidade de betaglicosidase (2,1
Ul/g) e de endoglucanase (37,3 Ul/g) foi obtida ao utilizar-se como substrato BEX. com
farelo de trigo e lactose. E o substrato que produziu mais xilanase (266,3 Ul/g) foi o farelo de
trigo. Comparando a quantidade de betaglicosidase e endoglucanase obtidas da utilizacdo do
BEXL com farelo de trigo e lactose com a quantidade obtida utilizando apenas farelo de trigo,
obteve-se um ganho de 162,5% e 67,1%, respectivamente. Porém para a xilanase, obteve-se
uma perda de 32,0%.

O aumento na producédo de betaglicosidase € interessante pois é a principal enzima
utilizada na conversao de celobiose em glicose, principal produto de interesse na producao de
etanol. A maior quantidade de betaglicosidase obtida ao utilizar-se como substrato BEX. com
farelo de trigo com lactose é um bom indicativo da especificidade desse substrato para a
producédo de enzimas visando a hidrdlise do BEX.

A fim de analisar as especificidades dos substratos, foi realizada ap6s os cultivos o

processo de HE e sua andlise foi realizada a seguir.
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A Figura 26 apresenta os perfis de producdo de glicose (A) e agucares redutores (B)
liberados durante a hidrolise enzimatica do BEX utilizando o MFI dos cultivos com diferentes

substratos.

Figura 26 — Perfis de producdo de glicose (A) e acgucares redutores (B) liberados durante a
hidrolise enzimatica do BEX realizada por 36 horas utilizando o meio fermentado integral da
fermentagdo em estado solido (FES) com umidade de 70%, utilizando o cocultivo de T. reesei
com A. oryzae e comparando-se 0s substratos: BEX. com farelo de trigo na proporcdo em
massa (1:1) com lactose, BEX,. com farelo de trigo na propor¢do em massa (1:1) sem lactose

e apenas farelo de trigo
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Pode ser observado pela Figura 26 que as hidrélises enzimaticas do BEX utilizando
0s meios fermentados integrais do cocultivo de T. reesei com A. oryzae apresentaram perfis
similares, porém, com magnitudes distintas quando foram utilizados os MFI de diferentes
substratos. Houve um destaque para a utilizacdo do MFI do cocultivo com o substrato BEX,
com farelo de trigo e lactose, tanto para a producdo de glicose (5,3 g/L) quanto de agucares
redutores (9,5 g/L). Comparando a concentracdo de glicose da utilizagdo do cocultivo com o
substrato BEX,. com farelo de trigo e lactose com a utilizagcdo do cocultivo com farelo de
trigo, foi obtido um ganho de 120,8%

Este resultado mostra que a especificidade do coquetel enzimatico é favorecida com
a presenca de BEX. no cultivo e a utilizacdo da lactose induz a producdo de enzimas. Van de
Brink et al. (2014) ja havia observado o direcionamento das caracteristicas do coquetel
enzimatico, ou seja, o0 substrato sofria uma melhor HE quando o coquetel enzimatico havia
sido produzido utilizando o mesmo substrato. E a lactose é conhecida como um indutor
eficiente para a producéo de celulases por T. reesei (SEIBOTH et al., 2007).

A utilizacdo do mesmo material tanto como substrato para a producdo de enzimas
quanto para a hidrélise pode reduzir os custos da producdo do etanol de segunda geragdo, uma
vez que ambos 0s processos poderiam ser colocalizados e compartilharem da mesma
infraestrutura. Além disso, a escolha do substrato indutor afeta as caracteristicas do coquetel
enzimatico produzido (VAN DEN BRINK et al., 2014). Logo, como o objetivo é produzir
enzimas para aplicacdo especifica na hidrolise do bagago de cana na cadeia produtiva do
etanol de segunda geracéo (2G), o0 mesmo usado como indutor tem o potencial de favorecer o
direcionamento das caracteristicas do coquetel enzimatico (SORENSEN et al., 2011;
DELABONA et al., 2012a).

5.8- Otimizacéo da hidrolise enzimatica com o meio fermentado integral

Para o cocultivo de T. reesei com A. oryzae que resultou em melhor valor de
conversao de biomassa em glicose, foi avaliado utilizando a metodologia estatistica de
planejamento experimental o efeito da manipulacdo das variaveis agitacdo, pH e temperatura
na etapa de sacarificacdo com o meio integral. O objetivo era encontrar as condi¢es 6timas
para a sacarificacdo da biomassa utilizando o meio fermentado integral (MFI). A anélise foi
feita através de um planejamento fatorial completo 23, pois 0 mesmo permitiu investigar as
influéncias das variaveis experimentais de interesse (agitacdo, pH e temperatura) e os efeitos

de interacdo na resposta (concentracdo de glicose em g/L) na etapa de sacarificagdo com o
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meio fermentado integral. Foram realizados 23 experimentos e mais o ponto central do
planejamento em que o valor médio dos niveis de todas as variaveis foi empregado. A Tabela
8 mostra as condicOes selecionadas para cada nivel, o ponto central utilizado e a matriz do

planejamento fatorial completo.

Tabela 8 — CondicGes selecionadas para cada nivel das variaveis experimentais de interesse
(agitacdo, pH e temperatura), o ponto central utilizado e a matriz para o planejamento fatorial
completo para a sacarificacdo da biomassa utilizando o meio fermentado integral (MFI) do

cocultivo de T. reesei com A. oryzae

Ensaios pH T RPM
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
-1 C +1 4 +1 +1 -1
pH 43 4.8 53 5 -1 -1 +1
T (°C) 45 50 55 6 +1 -1 +1
Agitacao (RPM) 150 200 250 7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

A Figura 27 mostra o grafico de Pareto, resultado da avaliacdo das influéncias da
agitacdo, pH e temperatura na etapa de sacarificagdo com o meio fermentado integral (MFI)
do cocultivo de T. reesei com A. oryzae através da concentracdo de glicose liberada apos 36
horas de hidrélise enziméatica com nivel de confianga de 90% utilizando o programa Statistica
10.
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Figura 27 — Grafico de Pareto avaliando as influéncias da agitacdo, pH e temperatura na
etapa de sacarificacdo com o meio fermentado integral (MFI) do cocultivo de T. reesei com A.

oryzae através da concentragdo de glicose apds 36 horas de hidrolise enzimética

Diagrama De Pareto Dos Efeitos Padronizados; Variavel Glicose (g/L)
2%%(3-0); Residuo MS = 2,3138834
DV: Glicose (g/L)

(3)pH 1.862324

(1)RPM 1,450621

le3 -1,18089

@T (O 5614614

1ie72. -,5467

2¢e3 345411

x=0,2192, y = 0,9549
Object: Sequential I

p=1
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Pode ser observado pela Figura 27, considerando-se um nivel de confianca de 90 %,
gue somente a variavel pH tem efeito significativo na hidrélise enzimatica utilizando o meio
fermentado integral (MFI) e ndo existe interacOes entre os diferentes fatores (pH, agitagéo
(RPM) e temperatura) para a faixa de valores estudada.

A Figura 28 mostra a concentracdo de glicose (g/L) apds 36 horas de hidrolise
enzimatica (HE) para todos os ensaios do planejamento experimental. Pode-se observar que o
processo de sacarificacdo realizado na condicdo do ponto central apresentou a melhor
conversdo da biomassa. Logo, essa condicdo de HE, j& conhecida e amplamente utilizada
(SUN e CHENG, 2002; MOUTTA et al., 2013; BUSSAMRA et al., 2015), também ¢ a
condicdo otima para sacarificagdo utilizando-se o meio fermentado integral (MFI), como foi a
condicdo adotada por alguns autores (PIROTA et al., 2013a; PIROTA et al.,, 2014;
SINGHANIA et al., 2015).
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Figura 28 — Concentracéo de glicose (g/L) ap6s 36 horas de hidrolise enzimatica para todo os

pontos do planejamento experimental
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Apds o estudo das variaveis operacionais, foi avaliado também o efeito da presenca
de aditivos na hidrolise. Foram avaliados trés aditivos: Tween 80 (0,1%), PEG 1500 (4%) e
proteina de soja (4%) (OLSSON et al., 2003; CANNELLA e JORGENSEN, 2014), na
hidrélise do BEX, e BEX, nas condi¢des definidas no ensaio descrito anteriormente.

A Figura 29 mostra a concentracdo de glicose ap6s as 36 horas de hidrolise
enzimatica deste experimento e a Figura 30 mostra 0 ganho em porcentagem ap6s 36 horas de
hidrélise enziméatica com o meio fermentado integral (MFI) do cocultivo de T. reesei com A.

oryzae na presenca de aditivos, para concentracdo de glicose em relacdo ao BEX.
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Figura 29 — Concentracdo de glicose (g/L) ap6s 36 horas de hidrolise enziméatica com 0 meio

fermentado integral (MFI) do cocultivo de T. reesei com A. oryzae na presenca de aditivos
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Figura 30 — Ganho em porcentagem ap0s 36 horas de hidrolise enzimatica com o0 meio

fermentado integral (MFI) do cocultivo de T. reesei com A. oryzae na presenca de aditivos,

para concentracédo de glicose (g/L) em relacdo ao BEX
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Observando-se as Figura 29 e 30, nota-se que ap0s 36 horas de hidrolise enzimatica a
adicdo dos aditivos proporcionou ganhos comparando-se com a utilizacgdo do BEX sem
aditivo, e para os experimentos com BEX o maior ganho de glicose foi obtido utilizando-se
proteina de soja (4%) que promoveu um aumento de 41% na concentragdo de glicose.
Observou-se também que a lavagem do BEX, por remover os compostos fenolicos que atuam
como inibidores enzimaticos, tem um efeito positivo semelhante a adicdo de aditivos na
hidrélise do BEX, isso deve-se ao fato de que os aditivos também interagem com o0s
compostos fendlicos, aumentado a estabilidade das enzimas e, assim, reduzindo a
desnaturacao das mesmas durante a hidrolise.

De forma geral, é perceptivel que a presenca dos aditivos melhorou, na maioria dos
casos, 0 processo de sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica. 1sso se deve ao fato de que a
presenca desse componente, pode melhorar a hidrélise de celulose (CASTANON e WILKE,
1981; ERIKSSON et al., 2002; BORJESSON et al., 2007).

Diferentes mecanismos foram propostos para o efeito positivo dos aditivos na
hidrdlise enzimética, pois 0 mesmo pode mudar a natureza do substrato, aumentando a
celulose disponivel, ou através da interagdo com a lignina ou também pode aumentar a
estabilidade das enzimas e, assim, reduzir a desnaturacdo das mesmas durante a hidrélise
(HELLE et al., 1993; ERIKSSON et al., 2002). A proteina de soja mostrou-se um bom
aditivo, e isso se deve ao fato de que ela é composta basicamente por aminoacidos de cadeia
ramificada (isoleucina, leucina e valina) (KINSELLA, 1979) que auxiliam na redugdo da
adsorcdo improdutiva pois ela se liga aos sitios hidrofobicos da lignina (HELLE et al., 1993).

A fim de entender melhor qual o mecanismo proposto para o efeito positivo na
utilizacdo de aditivos durante o processo de hidrolise enzimatica, foram avaliados 0s mesmos
trés aditivos: Tween 80 (0,1%), PEG 1500 (4%) e proteina de soja (4%), na hidrdlise de
celulose pura (Celufloc), nas condigdes definidas no ensaio descrito anteriormente.

A Figura 31 mostra a concentracdo de glicose apds 36 horas de experimento e a
Figura 32 mostra o ganho em porcentagem apds 36 horas de hidrélise enzimatica com o meio
fermentado integral (MFI) do cocultivo de T. reesei com A. oryzae na presencga de aditivos,
para concentracdo de glicose em relacdo a celulose pura (Celufloc).



84

Figura 31 — Concentracédo de glicose (g/L) ap0ds 36 horas de hidrolise enzimatica de celulose
pura (Celufloc) com o meio fermentado integral (MFI) do cocultivo de T. reesei com A.
oryzae na presenca de aditivos Ganho em porcentagem ap06s 36 horas de hidrdlise enzimatica
com o meio fermentado integral (MFI) do cocultivo de T. reesei com A. oryzae na presenga de

aditivos, para concentracao de glicose (g/L) em relacdo a celulose pura (Celufloc)
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Pode ser observado pelas Figuras 31 que apds 36 horas de hidrolise enzimatica, ndo
houve diferenca no ganho de glicose. A concentracdo final de glicose obtida foi igual para
todos os aditivos quando comparado com a utilizagdo da celulose pura (Celufloc) sem
nenhum aditivo. 1sso mostra que 0 mecanismo proposto para o efeito positivo na utilizacédo de
aditivos durante o processo de hidrolise enzimatica é principalmente evitar a adsorcdo
improdutiva das enzimas na lignina do BEX, como ja observado em diversos trabalhos na
literatura (HELLE et al., 1993; ERIKSSON et al., 2002; YANG e WYMAN, 2006; KO et al.,
2015).

Como a proteina de soja mostrou-se o melhor aditivo dos trés testados, foram
avaliadas diferentes concentragdes de proteina de soja: 4%; 2%; 1%; e 0,5% m/v comparada
com albumina de soro bovino (BSA) nas concentragdes de 1% e 0,5% m/v que sdo utilizadas
na literatura (YANG e WYMAN, 2006; HUI et al., 2015; KO et al., 2015), na hidrélise de
BEX. Os resultados sao apresentados nas Figuras 32 e 33.
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Figura 32 — Concentracdo de glicose (g/L) ap6s 36 horas de hidrolise enziméatica com 0 meio

fermentado integral (MFI) do cocultivo de T. reesei com A. oryzae na presenca de aditivos
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Figura 33 — Ganho em porcentagem ap06s 36 horas de hidrolise enzimatica com o0 meio
fermentado integral (MFI) do cocultivo de T. reesei com A. oryzae na presenga de aditivos,

para concentracdo de glicose (g/L) e agucares redutores em relacdo BEX
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Observando as Figuras 32 e 33, nota-se que apds 36 horas de hidrolise enzimatica a
adicdo tanto da proteina de soja como de BSA proporcionou ganhos comparando-se com a
utilizacdo do BEX sem aditivo, e 0 maior ganho de glicose foi obtido utilizando-se proteina
de soja (0,5%) que promoveu um aumento de 50% na concentragdo de glicose. E perceptivel
que a presenca dos aditivos melhorou o processo de sacarificacdo da biomassa lignocelulésica
nestas condicdes ensaiadas.

Yang et al. (2006) obtiveram um ganho de 20% na conversdo da HE de palha de
milho utilizando 1% de BSA como aditivo. Hui et al. (2015) obtiveram um ganho de 10% na
concentracdo de glicose da HE de palha de arroz utilizando 1% de BSA. Ja Ko et al. (2015)
afirmaram que com a utilizacdo de 0,5% de BSA na HE de lascas de madeiras pré-tratadas
hidrotermicamente o rendimento de glicose pode ser aumentado até 71,9%. O resultado
obtido no presente trabalho mostra-se promissor para o caso da HE de bagaco de cana, pois
promoveu um aumento significativo na concentracdo de glicose com a utilizacdo da proteina

de soja, um insumo mais economicamente viavel que a BSA.

5.9- Fermentacéo Alcoolica

O meio fermentado integral do cocultivo de T. reesei com A. oryzae foi utilizado para
0 processo de hidrélise enzimatica otimizado, onde utilizou-se as seguintes condi¢des: pH 4,8,
50 °C e 200 rpm com a adicdo de proteina de soja (0,5%m/v). Em seguida deu-se inicio ao
processo de fermentacdo alcoolica por Saccharomyces cerevisiae. Além disso, o material
hidrolisado foi suplementado com glicose até 100 g/L pois tem sido sugerido que a producgédo
de etanol de segunda geracdo pode ser agregada a producdo de etanol de primeira geracédo,
promovendo um aumento da producdo de etanol sem aumentar a area de cana-de-agucar
plantada (SOCCOL et al., 2010; PIROTA et al., 2014)

A Figura 34 apresenta os perfis de consumo de glicose e a produgdo de etanol
durante a fermentacdo alcoolica realizada por 9 horas utilizando o meio fermentado integral
da fermentacdo em estado solido (FES) do cocultivo de T. reesei com A. oryzae ap0s 0
processo de hidrdlise enzimatica otimizado, onde se utilizaram as seguintes condicdes: pH 4,8,

50 °C e 200 rpm com a adicdo de proteina de soja (0,5%m/v).
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Figura 34 — Perfil de concentracdo de glicose (g/L) e etanol (g/L) apo6s 9 horas fermentacédo
alcoolica utilizando o meio fermentado integral da fermentacdo em estado sélido (FES) do

cocultivo de T. reesei com A. oryzae ap0s o processo de hidrolise enzimatica otimizado

1004 = m Glicose
o Etanol
|
_ 801
<
9 ]
2 60 -
On
o
S 404 . o ©
c e o)
o
O 20- o
o © .
O_ Clj T T T T T T T T !
0 2 4 6 8 10
Tempo (horas)

Observando-se a Figura 36 tem-se a validacao do processo global de integracdo para
a melhor condicdo do conjunto cultivo/hidrélise, e a obtencdo desses valores permitiu o
calculo de trés parametros (Tabela 9) para o processo de fermentagdo alcodlica: o fator de
rendimento de etanol (Yepss), descrito pela Equacdo 4, que foi utilizado para calcular o
rendimento de etanol (% do rendimento tedrico), de acordo com a Equacdo 5, e a

produtividade volumétrica de etanol (Qp, g/L.h), descrito pela Equacéo 6.

Tabela 9 — Concentracdo de etanol apds 9 horas e pardmetros calculados para o processo de
fermentacdo alcoolica

Cetanol (9/L) 429+0,1
Yeris 0,427 + 0,137
Rendimento de etanol (% do rendimento teorico) 83,5+0,2
Qpn (g/L.h) 4,77 + 0,06

Pereira et al (2015) obtiveram um rendimento de etanol (% do rendimento tedrico)
de 56,3% e um Qp de 2,5 g/L.h utilizando um hidrolisado de bagaco de cana pré tratado por

acido sulfurico diluido com enzimas comerciais. Pirota et al (2014) obtiveram uma
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concentracdo de etanol de 42,9 g/L utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae (CAT-1)
em 7 horas de fermentacao alcoolica usando um material hidrolisado (contendo BEX, farelo
de trigo, micélio fangico de A. oryzae P6B2, enzimas de A. niger 3T5B8 e agucares). Assim,
os valores obtidos no presente trabalho corroboram e validam a simplificacdo do processo de

conversao de biomassa a etanol por meio da integracdo da producédo de enzimas in-house.
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6- CONCLUSOES E PROPOSTAS FUTURAS

6.1- Conclusdes

e Etapa de producéo das enzimas por FES;
o A introducdo de farelo de trigo na proporcdo massica de 1:1 (BEXL:FARELO) e
de lactose na concentracdo de 0,075 g/g favoreceu a producdo de (hemi)celulases ;
o Aumento de atividade de 73% para betaglicosidase, 67% para endoglucanase e
72% para xilanase, em relacdo a condigédo controle (apenas BEX. como substrato);
e Os cocultivos foram, na maioria dos casos, melhores na conversdo do BEX a acUcares
fermentesciveis;
o O cocultivo que apresentou melhor resultado foi de T. reesei (Rut-C30) com A.
oryzae (P6B2);
o A concentragdo de glicose comparada ao melhor cultivo individual (A. niger)
corresponde a um ganho de 48,8%.
e Somente o pH teve efeito significativo na HE utilizando o meio fermentado integral
(MFI);
o A condicdo de pH 4,8, 200 rpm e 50°C apresentou a melhor converséo da
biomassa para a utilizagédo do MFI;
e A utilizacdo do MFI produziu resultados superiores a utilizacdo do extrato enzimatico;
o Fenbmeno de adsorcdo das enzimas no substrato solido da FES, e as biomoléculas
adsorvidas sao perdidas e em parte inativadas durante o processo de extracao
o Eliminar uma operagéo extra de extragdo solido-liquido, além de evitar a geracéo
de correntes de efluentes
e A sacarificacdo da biomassa pode ainda ser otimizada em 50% pela adicao de proteina de
soja 0,5% (m/v) como aditivo;
e A fermentacdo alcoolica permitiu validar o sistema do BPC proposto, mostrando que

todas as etapas do processo podem ser realizadas sequencialmente no mesmo reator.
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6.2- Propostas Futuras

Os resultados obtidos neste trabalho proporcionaram avancos substanciais com
relacdo ao desenvolvimento de um bioprocesso consolidado para producdo de etanol 2G, 0s
quais podem dar origem a diversos caminhos promitentes. Assim, estudos adicionais se fazem
necessarios para aumentar a producdo das enzimas por FES e a conversdo do BEX em
acucares fermentesciveis até que o escalonamento do processo proposto se torne viavel.

Para estudos futuros, propde-se o aperfeicoamento deste trabalho, como descrito a
sequir:

i. Investigar o efeito da variacdo nas condi¢cdes da FES, tais como: temperatura e
umidade do substrato para os cultivos e cocultivos, visando uma maior produgao de enzimas;

ii. Avaliar a utilizacdo de indutores economicamente vidveis que possam aumentar a
produtividade enzimatica;

iii. O desenvolvimento de um Unico reator para a realizacdo das etapas de producao
de enzimas por FES, sacarificacdo e fermentacéo alcodlica;

iv. Avaliar as varidveis operacionais necessarias visando a utilizacdo do BPC

proposto em escala industrial.
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