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Resumo

O Bioprocessamento Consolidado (BPC) para a producéo de etanol de segunda geracgéo (2G)
¢ uma tecnologia emergente na qual a producdo de enzimas hidroliticas, a hidrélise
enzimatica e a fermentacdo das pentoses e hexoses ocorrem em um mesmo reator. A levedura
recombinante Saccharomyces cerevisiae AC14, se destaca por produzir sete enzimas
hidroliticas (B-glicosidase, B-xilosidase, xilanase, endoglucanase, celobiohidrolase I e I, e
acetil xilana esterase), possuindo grande potencial de aplicagdo no BPC em condigdes
industriais. Neste sentido, o objetivo desta dissertacdo foi contribuir para o desenvolvimento
do BPC de bagaco de cana-de-acUcar utilizando esta levedura recombinante de alta
performance (cepa AC14), visando a aplicacdo em biorrefinarias. Os experimentos foram
realizados em mini-reatores dotados de saida de CO., a 35 °C e com densidade oOtica inicial
100. Os sobrenadantes gerados foram analisados em relacdo as atividades enzimaticas
(celulases totais, xilanase, B-glicosidase e PB-xilosidase) e a composi¢do de substratos e
produtos. Em uma primeira etapa, avaliou-se 0 BPC em meio sintético (influéncia das
condicdes de cultivo: substratos, pH e fornecimento de oxigénio) com células livres, em
bateladas simples e repetidas e identificou-se as condigdes que favoreceram a producgédo de
enzimas: meio contendo xilana de sabugo de milho, carboximetilcelulose, celobiose, glicose
e xilose e pH 5,5, alcancando-se 2,1 Ul.g™eua de celulases totais, 102,0 Ul.g cea de
xilanases, 7,4 UL.g " caia de B-glicosidase e 25,5 Ul.g ceiuia de B-xilosidase. A condigdo aerdbia
favoreceu o crescimento em detrimento da producédo de etanol, mas ndo alterou a producao
de enzimas em relagdo as condicOes fermentativas. Bateladas repetidas foram realizadas no
meio selecionado, alcangando-se conversdo total nos dez ciclos e produtividade e rendimento
médio em etanol de 0,86 g.L".h" e 0,4 g.g*. Em uma segunda etapa, conduziu-se cultivos
BPC com meio industrial real contendo bagaco de cana pré-tratado por via hidrotérmica e
acida, avaliando-se também a dopagem com proteina de soja e o congelamento da fracéo pre-
tratada como tratamentos auxiliares para melhorar o acesso das enzimas e intensificar o BPC.
O processo com bagaco de cana pré-tratado por via hidrotérmica foi superior ao obtido pela
via acida devido & menor concentracdo de inibidores. O congelamento da celulignina
favoreceu o BPC, enquanto a adi¢do de proteina de soja ndo teve influéncia nas condi¢des
estudadas, obtendo-se 14,1 g.L™ e 1,3 g.L " .h*! de etanol utilizando-se licor e celulignina (10
g.L™) hidrotérmicos. Por fim, na etapa 3 deste trabalho, avaliou-se a aplicabilidade e as
condicOes de imobilizacdo da levedura AC14 em alginato de célcio, variando-se o diametro
das microesferas, carga celular e agitacdo. Notou-se limitagdes difusionais nos experimentos
com celulas imobilizadas, porém sem comprometer o consumo total do substrato. Constatou-
se que a presenca de agitacdo favoreceu a difusdo das enzimas para o meio reacional. Menores
diametros e maiores cargas de células dentro das microesferas melhoraram o desempenho da
fermentacdo, provavelmente pela formacéo de um microambiente favoravel e diminuicdo das
limitacGes difusionais, obtendo-se 11,9 g.L ™ (1,1 g.L™.h?) de etanol. Deste modo, o presente
estudo gerou um amplo panorama sobre o BPC, que abrangeu condic¢bes fermentativas,
matéria-prima real e imobilizacdo celular, contribuindo para expandir os conhecimentos
referentes a essa tecnologia promissora para aplicacao no contexto da obtenc¢éo do etanol 2G.

Palavras chave: Producdo enzimatica; Hidrolise; Fermentacdo; Bagaco de cana-de-agUcar;
Imobilizacéo celular.



Abstract

Consolidated Bioprocessing (BPC) for the production of second-generation (2G) ethanol
is an emerging technology in which the production of hydrolytic enzymes, enzymatic
hydrolysis and fermentation of pentoses and hexoses occur in the same reactor. The
recombinant yeast Saccharomyces cerevisiae AC14 stands out for producing seven
hydrolytic enzymes (B-glucosidase, [B-Xylosidase, Xxylanase, endoglucanase,
cellobiohydrolase I and 1, and acetyl xylan esterase), with great potential for application
in CBP under industrial conditions. In this sense, the objective of this dissertation was to
contribute to the development of CBP from sugarcane bagasse using this high-
performance recombinant yeast (strain AC14), aiming at application in biorefineries. The
experiments were carried out in mini-reactors equipped with a CO; outlet, at 35 °C and
with an initial optical density of 100. The supernatants generated were analyzed in
relation to enzymatic activities (total cellulases, xylanase, B-glucosidase and J3-
xylosidase) and to the composition of substrates and products. In a first step, CBP was
evaluated in synthetic medium (influence of culture conditions: substrates, pH and
oxygen supply) with free cells, in simple and repeated batches, and the conditions that
favored the production of enzymes were identified: medium containing corn cob xylan,
carboxymethylcellulose, cellobiose, glucose and xylose and pH 5.5, reaching 2.1 1U.g°
Leen Of total cellulases, 102.0 1U.g %cen of xylanases, 7.4 1U.g %cen of B-glucosidase and 25.5
IU.gkcen of B-xylosidase. The aerobic condition favored growth to the detriment of
ethanol production, but did not alter enzyme production in relation to fermentative
conditions. Repeated batches were carried out in the selected medium, reaching total
conversion in the ten cycles and productivity and average yield in ethanol of 0.86 g.L.h"
Land 0.4 g.g*. In a second stage, BPC cultivations were carried out with real industrial
medium containing sugarcane bagasse pre-treated by hydrothermal and acid, also
evaluating the doping with soy protein and the freezing of the pre-treated fraction as
auxiliary treatments to improve enzyme access and intensify CPB. The process with
sugarcane bagasse pre-treated by hydrothermal route was superior to that obtained by the
acid route due to the lower concentration of inhibitors. The freezing of cellulignin favored
the CBP, while the addition of soy protein had no influence on the studied conditions,
obtaining 14.1 g.L "t and 1.3 g.L™1.h? of ethanol using liquor and cellulignin (10 g.L™)
hydrothermal. Finally, in step 3 of this work, the applicability and immobilization
conditions of the yeast AC14 in calcium alginate were evaluated, varying the diameter of
the microspheres, cell load and agitation. Diffusional limitations were noted in the
experiments with immobilized cells, but without compromising the total consumption of
the substrate. It was found that the presence of agitation favored the diffusion of enzymes
into the reaction medium. Smaller diameters and higher cell loads within the microspheres
improved fermentation performance, probably by creating a favorable microenvironment
and decreasing diffusional limitations, yielding 11.9 g.L (1.1 g.L™.h"}) of ethanol. Thus,
the present study generated a broad overview of CBP, which covered fermentation
conditions, real raw material and cell immobilization, contributing to expand knowledge
regarding this promising technology for application in the context of obtaining 2G
ethanol.

Keywords: Enzyme production; Hydrolysis; Fermentation; Sugar cane bagasse; Cell
immobilization.
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Capitulo 1: Introducao

1.1. Contextualizagéo

Diante dos problemas socioambientais e econdmicos da atualidade, muitos estudos
tém focado no desenvolvimento de processos sustentaveis e na utilizacdo de fontes
renovaveis para producdo de energia, visando a diminuicdo dos impactos ambientais e
das emissOes de gases de efeito estufa (FURLAN et al., 2013; RODIONOVA et al.,
2017). Neste contexto, surge o conceito de Biorrefinaria que consiste em uma planta
industrial que contempla a utilizagdo total da biomassa vegetal substituindo os recursos
fésseis, em especial aquelas que ndo sdo fontes de alimentos, reduzindo também a geracao
de residuos (OCTAVE e THOMAS, 2009). A producdo de biocombustiveis em
Biorrefinarias, integrada a obtencao de outros produtos, destaca-se por propor a utilizacao
das fracdes celuldsica e hemiceluldsica da biomassa vegetal, aplicando rotas bioquimicas
alternativas aos processos quimicos e contribuindo para uma economia circular (LI1U et
al., 2021). Dentre os biocombistiveis, etanol destaca-se no cenario brasileiro devido ao
historico e tradicdo do mesmo no pais. Embora a producéo do etanol de primeira geracao
(1G) ja esteja muito bem consolidada, o etanol de segunda geracdo (2G) apesar de
bastante incentivado por ser produzido a partir de materiais lignocelul6sicos (como os co-
produtos agroindustriais) (RAMOS et al., 2022) possui ainda gargalos, como a
subutilizacdo da fracdo hemicelulosica devido a dificuldade da conversdo da xilose por
leveduras selvagens de maneira eficiente, necessitando de mais aprofundamento sobre o
assunto (FERREIRA, 2015).

Neste sentido, 0s grupos de pesquisa LaFaC (Laboratério de Fabricas Celulares),
LaDABIo (Laboratério de Desenvolvimento e Automacdo de Bioprocessos) e LabEnz
(Laboratorio de Tecnologia Enzimatica) e mais recentemente LaBioS (Laboratorio de
Bioprocessos e Sustentabilidade) do DEQ/UFSCAR tém larga experiéncia no estudo da
producdo de etanol 2G a partir de materiais lignocelulosicos por diferentes modos de
operacdo, em condigdes industriais. Em mais de uma década de estudos, microrganismos
selvagens e geneticamente modificados foram utilizados na forma livre e imobilizada para
produzir etanol 2G a partir de xilose (MILESSI et al., 2020a; 2020b; 2020c; MILESSI et
al., 2018; PEREZ et al., 2022, 2021; RAMOS et al., 2021; SILVA et al., 2012; SOARES
et al.,, 2022). O grupo também € pioneiro no desenvolvimento de processos de

aproveitamento da fracdo hemiceluldsica via Hidrolise, Isomerizacdo e Fermentagdo
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Simulténeas (SHIF) (MILESSI et al., 2019) e Isomerizacdo e Fermentacdo Simultaneas
(SIF) (MILESSI et al., 2020; MILESSI et al., 2018; RAMOS et al., 2021), possuindo
duas patentes no assunto, uma concedida e outra depositada (GIORDANO et al., 2014;
MILESSI-ESTEVES; ZANGIROLAMI; et al., 2019).

Uma tecnologia emergente que ainda merece ser mais explorada é o
Bioprocessamento Consolidado (BPC) da biomassa, no qual a producdo das enzimas
hidroliticas, hidrdlise enzimatica e fermentagdo de pentose e hexoses ocorrem
simultaneamente em um mesmo reator (OH; JIN, 2020; OLGUIN-MACIEL et al., 2020).
Esse processo € bastante atrativo por conta da producdo das enzimas in situ, visto que em
outras configuracdes existentes, como a sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF) e
hidrélise e fermentacdo separadas (SHF), a adicdo de enzima exdgena € uma barreira
tecnoldgica por conta dos elevados custos das enzimas (RAMOS et al., 2022).

O desenvolvimento da tecnologia BPC ¢é fundamental, particularmente no
contexto da Biorrefinaria da cana-de-agUcar, de forma que o bagaco e a palha gerados no
processamento da cana sejam efetivamente aproveitados para a obtencdo ndo apenas de
etanol, mas de outros compostos de maior valor agregado. Embora existam pesquisas que
abordem o BPC, ainda nédo foi encontrado microrganismos selvagens ou desenvolvida
uma linhagem recombinante que assimilem xilose e produzam enzimas de maneira
eficiente. Nenhum estudo visando o desenvolvimento de uma tecnologia de BPC
escalonavel, robusta e que viabilize a operacdo com alta produtividade, por longos
periodos, foi realizado até 0 momento.

Por isso, esses desafios precisam ser enfrentados para a inser¢do do BPC no
cenario da industria sucroenergética brasileira, destacando-se ainda que ndo foram
encontrados trabalhos de grupos de pesquisa do Brasil abordando a aplicacdo de BPC
com linhagens de S. cerevisiae recombinantes, além do estudo preliminar desenvolvido
por Perez (2021). Tais testes iniciais foram realizados com a S. cerevisiae AC14
construida por Claes et al., (2020) que produz sete enzimas hidroliticas, conferindo-lhe
um grande potencial para ser utilizada em BPC. Resumidamente, essa cepa apresenta a
capacidade de producdo das enzimas [-glicosidase, p-xilosidase, xilanase,
endoglucanase, celobiohidrolase I, celobiohidrolase Il, acetil xilana esterase, além de
elevados rendimentos em etanol (0,46 g.g?'), sendo necessario ainda estudar seu
comportamento em condi¢des de processo (CLAES et al., 2020; PEREZ, C.L., 2021).

Diante do exposto, 0 presente estudo pretende contribuir para o desenvolvimento

de uma tecnologia escalonavel para o0 BPC de bagaco de cana, utilizando levedura com
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elevada capacidade de secrecdo de enzimas hidroliticas e assimilacéo eficiente de xilose

(cepa AC14). Vale destacar que o presente mestrado se inseriu no subprojeto “Subprojeto

5.2: Etanol 2G a partir de biomassa de cana de agUcar: processamento da fragdo C5 em

reator de hidrolise, isomerizagao e fermentacao simultaneas (SHIF)” do projeto tematico

FAPESP “Da fabrica celular a biorrefinaria integrada biodiesel-bioetanol: uma

abordagem sistémica aplicada a problemas complexos em micro e macroescalas”

(Processo 2016/10.636-8). Este mestrado também integrou as atividades no Pojeto
Universal do CNPq #407716/2021-1.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo Geral

o

objetivo geral deste projeto foi contribuir para o desenvolvimento do

Bioprocessamento Consolidado de bagaco de cana-de-acUcar utilizando a levedura

recombinante de alta performance Saccharomhyces cerevisiae AC14, visando a aplicacao

em biorrefinarias.

1.2.2. Objetivos Especificos

a)

b)

Avaliar a influéncia de diferentes substratos sintéticos, pHs e da aeracdo na
atividade das enzimas hidroliticas produzidas pela linhagem AC14;

Avaliar o BCP em meio sintético em bateladas repetidas utilizando a melhor
condigdo operacional selecionada no objetivo “a”;

Avaliar o BPC com bagaco pré-tratado por via hidrotérmica e acida (fracdo
solida + hidrolisado);

Estudar a influéncia de diferentes tratamentos da fracdo sélida do bagaco
(adicdo de proteina de soja e congelamento) na eficiéncia da hidrélise
enzimética no BPC;

Avaliar a aplicabilidade da levedura AC14 em sua forma imobilizada em BPC
e estudar a influéncia das variaveis do processo de imobilizacdo (diametro dos

beads e carga de células) no BPC.
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1.3. Estrutura do texto

Os resultados obtidos nesta dissertacdo encontram-se apresentados nos capitulos
seguintes no formato de artigos cientificos. O Capitulo 2, intitulado “Influéncia das
condicdes operacionais na producdo de enzimas hidroliticas por levedura recombinante
de alto desempenho para Bioprocessamento Consolidado”, aborda a selecdo das
condicBes de processo (composi¢do do meio, pH e influéncia do O2) que levaram a maior
producdo de enzimas. Ja o Capitulo 3, “Avaliacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae
AC14 no bioprocessamento consolidado de bagaco de cana advindo da industria
sucroalcooleira para producdo de etanol 2G”, apresenta os resultados obtidos com a
levedura recombinante no BPC de meio industrial real, utilizando as condicGes
selecionadas anteriormente. Por fim, considerando o desafio de se recuperar e reutilizar a
biomassa celular em processos que envolvem a hidrélise e fermentacdo simultaneas do
substrato, o Capitulo 4, “Bioprocessamento consolidado utilizando células imobilizadas
da levedura Saccharomyces cerevisiae AC14: Influéncia da carga de células e do
diametro dos beads”, avaliou a aplicabilidade da levedura imobilizada em BPC e a
influéncia das condicBes de imobilizacdo na producédo de etanol. O Capitulo 5 encerra a

presente dissertacdo com as principais conclusdes e sugestbes para trabalhos futuros.

1.4. Revisdo Bibliogréfica

1.2.1. Biocombustiveis

Os biocombustiveis séo substancias geradoras de energia que podem ser produzidos
a partir de diferentes matérias-primas (AHORSU et al., 2018), podendo ser classificados
em virtude dos diferentes tipos de substrato em primeira, segunda, terceira ou ainda quarta
geracdo, sendo os detalhes expressos na Figura 1. Dentre os biocombustiveis existentes,
atualmente o etanol é majoritariamente produzido a partir dos graos de milho, assim como
do caldo e do melaco gerados no processamento da cana-de-agUcar, dando origem ao
etanol de primeira geragdo (1G). No entanto, os materiais lignoceluldsicos constituem
uma abundante fonte de matéria-prima no contexto da Biorrefinaria para obtencéo de
etanol de segunda geracéo (2G) e outros compostos (AGUIAR et al., 2021; SHARMA et
al., 2020).
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Figura 1 — Classificacdo dos biocombustiveis de acordo com as matérias-primas de
origem (Adaptado de AHORSU et al., 2018).
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As etapas envolvidas na producdo de etanol variam de acordo com a matéria
prima. Na Figura 2 estdo representadas as rotas de producdo do etano 1G a partir de
biomassas sacarinea e amilacia assim como as etapas para a producao de etanol 2G a
partir da biomassa lignoceluldsica.

Figura 2 - Processos produtivos do etanol 1G e 2G (Adaptado de MILESSI, 2017).
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A biomassa lignocelulésica, como por exemplo co-produtos agroindustriais e
florestais, € um substrato interessante por permitir 0 aumento da producdo do etanol sem
demandar maior area de plantio. Esta biomassa é composta principalmente por polimeros
ricos em acUcares fermentesciveis, além de uma pequena parcela de proteinas, minerais
e outros (AGUIAR et al., 2021; SHARMA et al., 2020).

No Brasil, os co-produtos agroindustriais gerados em maior abundancia séo
provenientes do processamento da cana-de-agUcar. Na safra 2022/2023, esta prevista a
producdo de 572,9 milhGes de toneladas de cana no pais (CONAB, 2022), sendo que, para
cada tonelada de cana processada nas usinas, sao gerados 140 kg de bagaco e 120 kg de
palha de cana (CANILHA et al., 2012).

O bagaco, atualmente, vem sendo parcialmente aproveitado como combustivel
nas caldeiras para geracdo de energia elétrica e vapor. Por outro lado a palha costuma ser
deixada no campo, porém os excedentes representam valiosa fonte de acucares (AGUIAR
etal.,, 2021; FERREIRA, 2015).

1.2.2. Materiais lignocelulésicos
Os materiais lignoceluldsicos sdo estruturas vegetais complexas. S&o

principalmente compostos por celulose (Figura 3a), hemicelulose (Figura 3b) e lignina
(CORREA e GALLO, 2020).

Figura 3 - Estrutura das cadeias que compdem celulose e hemicelulose da biomassa.
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A celulose € o polimero composto por unidades de glicose ligadas por ligagoes 3-
1,4-glicosidicas. A hemicelulose (Figura 3b), por sua vez, é um heteropolimero
ramificado composto principalmente por pentoses (como Xxilose e arabinose) mas
contendo também hexoses (como glicose, galactose e manose) e acidos de aglcar (como
acido glucurénico). A lignina € um biopolimero aromatico rigido com alto peso molecular
que liga os outros dois componentes por ligagdes covalentes e hidrogenadas (CORREA
e GALLO, 2020). Essa estrutura é bastante recalcitrante, sendo necessaria uma etapa de
pré-tratamento seguida de uma hidrélise enzimatica para liberar os acUcares

fermentesciveis que podem ser convertidos a biocombustivel (SHARMA et al., 2020).

1.2.3. Pré-tratamentos

Para producéo de etanol 2G, a estrutura complexa da biomassa deve ser rompida
a fim de tornar as fragdes celuldsica e hemiceluldsica mais acessiveis a acdo das enzimas
hidroliticas, viabilizando a liberacdo dos acUcares e sua fermentacdo a etanol ou sua
conversdo a outros bioprodutos. Diante disso, uma etapa de pré-tratamento deve ser
aplicada, conforme ilustrado na Figura 4 (AGUIAR et al., 2021; CHEAH et al., 2020;
SHARMA et al., 2020).

Existem diversos métodos de pré-tratamentos disponiveis na literatura, porém nao
existe uma técnica universal, pois sua eficiéncia depende do produto de interesse e da
biomassa utilizada (BARUAH et al., 2018). Tais metodologias podem consistir em
processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos, biolégicos ou uma combinacdo deles,
dependendo dos catalisadores utilizados (BARUAH et al., 2018; KUMAR e SHARMA,
2017). Alguns pré-tratamentos estdo listados e classificados na Figura 5.

De acordo com Zhao et al. (2022) as principais desvantagens dos pré-tratamentos
existentes séo a geragdo de inibidores e a baixa eficiéncia. Os inibidores s&o produtos
associados a degradacdo da hemicelulose e lignina, podendo citar o 5-
hidroximetilfurfural, o furfural, os fendis e outros compostos aromaticos. Essas
substancias podem inibir a assimilacdo de mondémeros e a a¢do das enzimas, prejudicando
0 crescimento microbiano e causando lise celular, sendo primordial minimizar sua

producéo.
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Figura 4 - Rompimento da estrutura de materiais lignoceluldsicos obtida pele etapa de
pré-tratamento (Adaptado de MOOD et al., 2013).
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Figura 5 - Diferentes tipos de pré-tratamentos existentes para materiais lignocelul6sicos
(Adaptado de RAMOS et al., 2022).
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Pré-tratamento acido

O pré-tratamento acido € um processo de baixo custo e aplicavel em diferentes
matérias-primas (CHEAH et al., 2020). Essa metodologia, por meio da hidrélise quimica,
transforma a biomassa em uma fracdo liquida, a qual possui a porcdo hemiceluldsica
solubilizada, e outra fracdo solida, contendo a celulignina. Ou seja, esse processo
solubiliza a hemicelulose, podendo ser seguido de uma etapa de deslignificacdo alcalina
para retirada da lignina (CHEAH et al., 2020).

Nesse pré-tratamento, pode-se usar acido diluido ou concentrado. Ao se utilizar
acido concentrado, baixas temperaturas (<100°C) séo aplicadas, enquanto temperaturas
mais altas (100-250°C) sdo usadas para acidos diluidos (<10%) (BARUAH et al., 2018).
Os insumos mais utilizados séo: &cido sulfurico, acido nitrico, &cido fosforico e acido
cloridrico (AGUIAR et al., 2021; CHEAH et al., 2020; KUMAR e SHARMA, 2017).

Ao comparar as duas possibilidades, o &cido diluido é mais atraente, pois acarreta
menores problemas de corrosédo em equipamentos, demandando menos manutencdo e
custos de neutralizacdo do que o &cido concentrado (AGUIAR et al., 2021; CHEAH et
al., 2020; KUMAR e SHARMA, 2017). Adicionalmente, uma desvantagem geral desse
tipo de pré-tratamento é a formacdo de inibidores, como por exemplo furfural e
hidroximetilfurfural (HMF). Para minimizar este problema, uma op¢éo € a adicdo de uma
etapa de destoxificacdo antes da fermentacdo. Todavia, a adicdo de uma nova etapa no
processo acarreta aumento do tempo de producdo e no custo final (MILESSI et al.,
2020b).

Pré-tratamento hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico é promissor por ser simples, econémico e ter um
ciclo curto que gera menos produtos de degradacdo quando comparado aos demais
métodos disponiveis (CHEAH et al., 2020). Essa tecnologia baseia-se na utilizacdo de
agua em altas pressdes. Isso faz com que seja um processo bastante atraente do ponto de
vista de sustentabilidade, pois ndo necessita de adigdo de solventes, nem de etapas de
neutralizacdo e recuperagdo. Além disso, ndo é preciso reatores resistentes a corroséo,
pode-se usar a biomassa Umida e tem custos operacionais menores quando comparado a
outros pré-tratamentos que necessitam de diversos insumos e equipamentos especificos
(CHEAH et al., 2020; MOOD et al., 2013; YUE et al., 2022). Um aspecto desfavoravel
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ao pré-tratamento hidrotérmico é o grande volume de agua necessario (CHEAH et al.,
2020).

Esse método é conduzido em altas temperaturas (150-260 °C) e pressdes (>5
MPa), solubilizando a fracdo hemicelulésica (> 80%), mantendo a celulose na fracdo
solida e alterando a estrutura da lignina (CHEAH et al., 2020; MOOQOD et al., 2013; YUE
et al., 2022). Isso é interessante, pois pode facilitar a hidrdlise enzimatica da celulose que
fica mais exposta. Neste processo, os agucares da fracdo hemiceluldsica sdo solubilizados
em grande parte como oligbmeros, enquanto a formacao de xilose € minimizada (CHEAH
et al., 2020; MOOD et al., 2013; YUE et al., 2022).

Resumidamente, as rea¢@es que acontecem nesse pré-tratamento estdo ligadas a
auto-ionizacdo da agua e a producdo de &cido acético in situ. Em condi¢Bes normais, a
agua é composta por uma rede de ligacdes de hidrogénio. A medida que a temperatura é
elevada, estas ligacGes enfraguecem, gerando ions hidronio acidos (HsO") e ions
hidréxido alcalinos (OH), tendo a funcdo de autocatalise acido-alcali, que diminui a
rigidez da estrutura lignoceluldsica e despolimeriza a biomassa. Os grupos acetil clivados
da hemicelulose sdo convertidos em &cido acético, os quais catalisam a degradacéo da
hemicelulose em oligossacarideos, monossacarideos e produtos de degradacao.
Adicionalmente, a viscosidade diminui em altas temperaturas, resultando em maior
fluidez da suspenséo, maior transferéncia de massa e, consequentemente, maior eficiéncia
do pré-tratamento (YUE et al., 2022).

Pré-tratamentos complementares

A combinacdo de pré-tratamentos pode aumentar a exposicdo da fibra da
biomassa. Assim, a celulignina gerada no primeiro método utilizado é encaminhada para
um segundo processo que visa melhorar a acessibilidade das enzimas hidroliticas a
materia-prima. Sendo assim, com a estrutura recalcitrante do material lignocelulosico
mais susceptivel a acdo das enzimas, € realizada a hidrolise enzimatica para a liberagdo
dos monossacarideos fermentesciveis. Dentre o0s diferentes pré-tratamentos
complementares existentes, pode-se citar a aplicacdo de micro-ondas que é de facil
operacdo, baixo consumo de energia e geragdo minima de inibidores (KUMAR e
SHARMA, 2017). O congelamento é outro processo bastante atraente. Neste caso, 0
volume da agua presente no material expande quando o liquido passa para o estado sélido

em baixas temperaturas. Ao acontecer a variacao de volume da agua, as paredes celulares
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se rompem, diminuindo a rigidez da matriz lignoceluldsica. Interessantemente, este
método ¢ de baixo custo e resulta em pouca geragdo de inibidores (CHEAH et al., 2020;
SMICHI et al., 2016).

1.2.4. Hidroélise enzimatica

A hidrdlise enzimética € de suma importancia para a liberacdo dos agucares que
serdo fermentados a etanol. A utilizacdo de biocatalisadores para esta finalidade é
interessante por possuirem elevada especificidade e ndo gerarem componentes toxicos
(FERREIRA, 2015). Dentre as enzimas mais utilizadas para essa aplica¢do, destacam-se
as celulases e xilanases, além das pectinases, lacases e enzimas acessérias (RAMOS et
al., 2022).

A acdo de algumas dessas enzimas esta ilustrada na Figura 6 juntamente com 0s
substratos na qual atuam. Dentre elas, cita-se que as celulases atuam de forma sinérgica,
sendo que as endoglucanases (E.C. 3.2.1.4) clivam as ligagdes internas de celulose, as
exoglucanases (E.C. 3.2.1.91) clivam ligacdes proximas ao oligossacarideo e
extremidades da cadeia e a B-glicosidase (E.C. 3.2.1.21) converte a celobiose em glicose
(BHARI e SINGH, 2017; OGEDA e PETRI, 2010). As xilanases, por sua vez, sao
responsaveis pela hidrolise da fracdo hemicelul6sica da biomassa. A enzima endo-
xilanase (EC 3.2.1.8) atua no meio da cadeia de xilana e a B-xilosidase (EC 3.2.1.37)
hidrolisa xilobiose em xilose. Adicionalmente, existem enzimas auxiliares para hidrolisar
as cadeias laterais da xilana, devendo-se citar a a-galactosidase (EC 3.2.1.22), a o-
glucuronidase (EC 3.2.1.131), a acetil xilana esterase (EC 3.1.1.72), a &cido ferdlico
esterase (EC 3.1.1.73) e a a-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) (BHARDWAJ et al.,
2019).

O custo elevado das enzimas e a adsorcéo irreversivel das mesmas na lignina
residual presente na fracdo solida, prejudicando a eficiéncia do processo de hidrdlise, séo
desafios observados atualmente nesta etapa (FLORENCIO et al., 2016; RAMOS et al.,
2022) Para minimizar esse problema, pode-se adicionar proteinas ao meio fermentativo
que tém a funcdo de serem moléculas de sacrificio, ocupando o sitio onde as enzimas
adsorveriam e perderiam funcdo. Dentre as proteinas que ja foram estudadas para esta
finalidade, a proteina de soja tem se mostrado bastante eficiente, além de possuir baixo
custo (FLORENCIO et al., 2019, 2016).

29



Figura 6 - Enzimas hidroliticas e seus respectivos substratos (Adaptado de RAMOS et
al., 2022).
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1.2.5. Avancos na biotecnologia para producéo de etanol 2G

As leveduras tém papel fundamental na obtencéo de biocombustiveis. Dentre elas,
a Saccharomyces cerevisiae se destaca, sendo o microrganismo mais utilizado
industrialmente para a producéo de etanol 1G por causa de sua robustez e por apresentar
rpida conversdo de hexoses em etanol (AZHAR et al., 2017). Todavia, linhagens
selvagens de S. cerevisiae ndo assimilam eficientemente as pentoses, pois ndo possuem
transportadores especificos para xilose e apresentam baixissima atividade de xilose
redutase (XR) e xilose desidrogenase (XDH), principais enzimas do metabolismo das
pentoses em leveduras (MONTANO, 2013; APEL et al., 2016; TOIVARI et al., 2004).
Por isso, 0 aproveitamento da fracdo hemicelulésica, rica em xilose, crucial para a
viabilidade econémica da producéo de etanol 2G, permanece como um grande desafio do
ponto de vista industrial a nivel global (AZHAR et al., 2017). Neste sentido, em muitos
estudos, modificacfes genéticas tém sido introduzidas na S. cerevisiae para viabilizar a

fermentacdo eficiente de xilose, incluindo a expressdo da enzima xilose isomerase, a qual
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isomeriza xilose em Xilulose, a super-expressédo de enzimas da via pentose fosfato e a sub-
expressao da XDH, a fim de minimizar a producdo de xilitol (CUNHA et al., 2019; DIAO
etal., 2013; MERT et al., 2017).

Diferentes configuracbes de processo também tém sido estudadas. Na
Fermentacdo e Hidrolise Separadas (SHF, de Separated Hydrolysis and Fermentation)
ambas as etapas séo realizadas em condicGes ideais de pH e temperatura de maneira
sequencial. Porém, as celulases sdo inibidas por glicose e alguns oligossacarideos gerados
durante a etapa de hidrolise (OGEDA e PETRI, 2010), levando a diminuicdo da
velocidade da reacdo. Por outro lado, a Fermentacdo e Hidrolise Simultaneas (SSF, de
Simultaneous Saccharification and Fermentation) se baseia na adicdo de enzimas e
leveduras em um unico reator (DIAZ et al., 2014). No entanto, as enzimas hidroliticas
costumam ter faixas de temperatura 6tima entre 45-50 °C, enquanto a fermentacédo é
conduzida a 30-35°C para preservar a viabilidade celular, resultando em menor atividade
catalitica das enzimas (AGUIAR et al., 2021). Tanto as hexoses quanto as pentoses
podem ser convertidas no mesmo reator através da Sacarificacdo e Co-Fermentagdo
Simulténeas (SSCF, de Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation) quando se
utiliza um microrganismo recombinante ou natural capaz de fermentar pentoses, o que
pode levar a maior producéo de etanol (MORALES-RODRIGUEZ et al., 2011).

Recentemente, a tecnologia conhecida como Bioprocessamento Consolidado
(Figura 7), no qual ocorre producdo de enzimas hidroliticas, hidrélise da biomassa e
fermentacdo dos acgucares liberados simultaneamente em um Gnico reator, tem recebido
atencdo especial. O BPC se caracteriza pelo uso de microrganismos ou consércio de
microrganismos (fungos ou bactérias) selvagens ou recombinantes que apresentem tanto
a capacidade de secrecdo de enzimas hidroliticas quanto de transformacéo dos acucares
liberados nos produtos de interesse. Assim, dispensa-se 0s preparados enzimaticos
comerciais, geralmente considerados de alto custo, para a realizagdo da etapa de
hidrolise/sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica (OH e JIN, 2020; OLGUIN-MACIEL
et al., 2020).

O BPC se mostra bastante interessante quando comparado com outros processos
gue tém as etapas seccionadas em diferentes equipamentos. Todavia, como todo processo,
0 BPC possui pontos negativos. Sendo assim, vantagens e desvantagens estdo

relacionadas na Tabela 1.
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Figura 7 - Bioprocessamento consolidado para producdo de etanol 2G (Adaptado de
RAMOS et al., 2022).
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Tabela 1 - Vantagens e desvantagens do BPC (adaptado de OLGUIN-MACIEL et al.,
2020).

Vantagens do BPC Desvantagens do BPC

e Simplicidade operacional.
e Reatores menores e  Cepas selvagens produzem baixas
e Sem necessidade de adicéo de concentragdes de etanol.

enzimas. e  Necessidade de cepas recombinantes
e Risco minimo de contaminag&o. com alto desempenho.
e Co-fermentacdo de pentose e e  Restrigdes de leis de biosseguranga.

hexose. e  Normalmente requer longos tempos
e Investimento reduzido. de processo.

e Menor demanda de energia.

Infelizmente, ainda ndo foi encontrado um microrganismo selvagem capaz de
produzir enzimas e etanol eficientemente (OLGUIN-MACIEL et al., 2020), incentivando
0 desenvolvimento de organismos geneticamente modificados providos dessa
capacidade. Por isso, na literatura, existem muitos trabalhos que desenvolveram cepas
recombinantes para o BPC. O levantamento do estado da arte esta resumido nas Tabelas
2a4.
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A maioria destes trabalhos concentra-se no desenvolvimento de microrganismos
secretando principalmente [B-glicosidase e endoglucanase, que degradam a fragdo
celuldsica da biomassa liberando glicose, que é consumida pelo microrganismo (Tabela
2). J&um numero expressivamente menor de trabalhos aborda apenas a hidrolise da fragdo
hemiceluldsica (Tabela 3), uma vez que essa por¢do é mais facilmente solubilizada na
forma de monémeros na etapa de pré-tratamento. Porém, a aplicacdo de pré-tratamentos
menos severos pode levar a solubilizagdo de parte da hemicelulose na forma de
xilooligomeros assim como a formacdo de uma fracdo sélida residual da biomassa
contendo o restante da hemicelulose ndo solubilizada (WANG e LU, 2013).

Uma vez que, no contexto de Biorrefinaria, a biomassa lignocelulésica deve ser
aproveitada em sua totalidade, o microrganismo (ou consorcio) utilizado deve ser capaz
de secretar enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas. No entanto, poucos trabalhos
relatados na literatura abordam microrganismos capazes de degradar ambos os polimeros,
sendo que Chen et al., (2018) utilizaram um consércio de leveduras, no qual uma levedura
produzia celulases e outra xilanases (Tabela 4).

Percebe-se ainda que a maioria dos trabalhos listados nas Tabelas 2 a 4 utilizam
S. cerevisiae modificadas, com excecdo de dois estudos, nos quais Kluyveromyces
marxianus e Pichia pastoris foram empregadas, confirmando a preferéncia por essa
levedura em processos de producédo de etanol, j& mencionada anteriormente (AZHAR et
al., 2017). Somente quatro trabalhos (CLAES et al., 2020; CUNHA et al., 2020;
KHRAMTSOQV et al., 2011; PEREZ, C.L., 2021) usaram uma levedura industrial como
chassi para a transformacdo com 0s genes de expressdo das enzimas, ou seja, quase todos
os trabalhos utilizam cepas de laboratério que sdo menos robustas e podem ser mais
sensiveis as condicdes reais de producéo de etanol (CLAES et al., 2020).

Outro ponto que chama a atencdo sdo os elevados tempos de fermentacdo e as
baixas concentragcdes de etanol, os quais inviabilizam o BPC em condic¢des industriais.
Diversos trabalhos conduziram fermentagcdes com mais de 100 h. Comparando os dados
encontrados na literatura, MATANO et al., (2013) obtiveram a maior concentragéo de
produto (42,2 g.L™) em 70 h de processo. Porém, além do tempo elevado, este trabalho
utilizou enzima exdgena. E importante destacar que outros trabalhos também utilizaram
suplementacdo do meio com concentrados enzimaticos de celulases ou B-glicosidades
(HONG et al., 2014; ILMEN et al., 2011; LEE et al., 2017; MATANO et al., 2013), ndo

ficando clara a efetividade das enzimas produzidas pelo microrganismo em estudo.
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Neste contexto, ha uma caréncia de estudos de BPC utilizando meios industriais.
A maioria dos trabalhos reportados utiliza principalmente de meios sintéticos, formulados
com celuloses comerciais (Avicel, CMC, papel de filtro, celobiose, 3-glucano). Poucas
referéncias (DAVISON et al., 2019; HONG et al., 2014; KHRAMTSOV et al., 2011;
LIU et al., 2020; MATANO et al., 2013; PEREZ, 2021; YAMADA et al., 2011)
avaliaram o desempenho das linhagens recombinantes em materiais lignoceluldsicos reais
e somente dois deles usaram residuos da indUstria canavieira.

Da mesma forma, inibidores provenientes da etapa de pré-tratamento podem
afetar o metabolismo do microrganismo, reduzindo a produtividade (MILESSI et al.,
2020a; MILESSI et al., 2020b; PEREZ et al., 2021; RAMOS et al., 2021). Por essas
razbes, € importante avaliar o desempenho das leveduras recombinantes em meios
contendo fracdes solidas e hidrolisados obtidos a partir de materiais lignocelulésicos
submetidos a diferentes condicdes de pré-tratamento.

A analise das Tabelas 2 a 4 mostra ainda que praticamente a totalidade de estudos
em BPC realizados até o0 momento foram conduzidos em batelada simples e que muitos
utilizam densidade celular baixa (< 20 g.L™). O reciclo de células ¢ uma importante
estratégia amplamente aplicada nas usinas produtoras de etanol 1G, pois aumenta a
produtividade, reduz o tempo e o custo de operacdo (AZHAR et al., 2017). Todavia este
modo de operacdo em BPC é abordado somente por Matano et al. (2013) e Liu et al.
(2015), os quais estudaram o reciclo de células desenvolvidas para BPC em sua forma
livre.

Sendo assim, nota-se a énfase dada até 0 momento a nivel mundial na construcéo
de leveduras recombinantes capazes de secretar enzimas hidroliticas e a caréncia de
estudos de Engenharia do BPC. Assim, pouco se sabe sobre o desempenho das linhagens
desenvolvidas para BPC em condic¢des de operacGes industriais (operacdo em alta carga
de células, exposicao das células a altas concentragdes de agucares e de etanol), utilizando
meios formulados a partir de hidrolisados e fracfes solidas gerados apos o pré-tratamento.
De maneira geral, a “Engenharia do Bioprocessamento Consolidado” € pouco estudada
na literatura, na qual sdo encontrados principalmente trabalhos cujo foco é a construcao

da cepa recombinante com capacidade de secrec¢do de enzimas.
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Tabela 2 - Producéo de etanol por BPC com leveduras recombinantes que produzem enzimas celuloliticas.

- . - - Fonte de carbono Modo de _— . T t Carga Concentragdo de 0 4 et
Referéncia Microrganismo Enzimas (concentracao em g.LY) operacio Condic0es de cultivo (°C) () celular etanol (g.L%) Yeris (%) Qr (g.L A1
FUJITA et al., 2002 S. cerevisiae BG; ENDG Il B-glucana (45) - Anaerébio 30 50 DOo: 17,8 16,5 93,3 0,33
" BG [; ENDG II; CEL . .
FUJITA et al., 2004 S. cerevisiae 1 CIAF (10) Batelada Anaer6bio 30 40 DOo: 50 2,9 88,5 0,07
3,88.107
HAAN et al., 2007 S. cerevisiae BG; ENDG CIAF (10) - Anaero6bio - - célula.ml- 1,0 - -
1
. . . 7,5 (celobiose);
JEON et al., 2009 . cerevisiae BG I: ENDG Celobiose (50); CMC g1 01ada - - a0-50 DPOSe  4i03cme)o1s S0P B- 617 024
(20); B-glucana (20) 20 (B - glucana) glucana)
YANASE et al., . - Glicose (100); celobiose Microaerado; .
2010 K. marxianus BG*; ENDG (50): B -glucana (10) Batelada Agitado suavemente 48 24 DOo: 20 0,47 92,2 0,02
ILMEN et al., 2011 S. cerevisiae CELI; CEL Il Avicel (20) Batelada Anaerdbio; Agitado - 168~ 2omLde 3,0 30 0,02
magneticamente cultura
KHRAMTSOV et S. cerevisiae . . PM e PW pré-tratado; PA Anaerbbio; _ 63 (PM); 94
al,, 2011 industrial BG; ENDG; EXOG (50) Batelada  rcitado (150 rpm)  °° % 205 (PW) 0,21
YAMADA et al., - . . CIAF (20); PA pré-tratada Microaerado; 1 7,6 (CIAF); 7,5 75 (CIAF); 0,11 (CIAF);
2011 S. cerevisiae BG; ENDG; CEL (100) Batelada Agiitado suavemente 37 72 140 g.L (PA) 33 (PA) 0.10 (PA)
> . 1,35-2,56
MEKg)O(l)Zet al, P. pastoris BG Celobiose ou glicose (10) Batelada A iggze(rfsb(l)or, m) 30 48 0,27 g.L* (celobiose); - 0,03 -0,06
9 P 3,0-3,05 (glicose)
RENSBURG et al., S. cerevisiae ) ) . Aerdbio; Agitado (250- N . ~0,05 - 0,06
2012 Y294 BG; ENDG; CEL Glicose (20) - 700 rpm); pH 5,5 30 140 DOo: 0,05 7,35-8,31 -
. . PA pre-tratado 0 picla: 0 picla-
MATANO et al., S, cerevisiae BG I; ENDG II; CEL hidrotérmicamente Batelgda ) ) 72_cada 350 gLt 1° ciclo: 1 ciclo: 86,3 1% ciclo:
2013 I (250) repetida ciclo 42,2 0,59
YAMADA etal, S. cerevisiae BG; ENDG; CEL CIAF (5) Batelada ~ Microaerado; Agitado o7 72 140gLt 43 37 0,06
2013 suavemente; pH 5,0
- BG; ENDG; CEL I*; EM pré-tratado com ) ) ) 1g.kg? ) )
HONG et al., 2014 S. cerevisiae CEL II* cidos e alcalis (100) Batelada (PS) 4,74
. . . n Batelada Microaerado; Agitado 96cada 35e105 1°ciclo: 2,9 (CIAF); ) 1°ciclo: 0,03
LIU et al., 2015 S. cerevisiae BG; ENDG; CEL | CIAF; B-glucana (10) repetida (200 rpm) 37 ciclo e 2.6 (B-glucana) (Ambos)
INOKUMA et al., - . . . 1
2016 S. cerevisiae BG; ENDG I Celobiose (20) Batelada Agitado (150 rmp) 30 8 7g.L 8,4-89 - 1,05-1,11
. BG; ENDG,; CEL I*; Auvicel (20); Anaerdbio; .
LEE etal., 2017 S. cerevisiae CEL II* PA (30) - Agiitado (100 rpm) 30 96 DOo: 5,4 14 - 0,14
. BG; ENDG; CEL I; Avicel (10); " 1 2,9 (Avicel); 0,8 . 0,03 (Avicel);
LIU etal., 2017 S. cerevisiae CEL Il PA (25) Batelada Anaerobio 37 96 84 9.L (PA) 57 (Avicel) 0,01 (PA)
- BG I;ENDG II; CEL  CIAF (20), Avicel (10), . A R 4,7 (CIAF); 38 }
SONG et al., 2018 S. cerevisiae | CMC (20) Batelada Microaerado; Agitado 37 96 84 g.L (Avicel): 5.4 (CMC) 75 (Avicel) 0,04 - 0,06
DAVISON et al., . BG I; ENDG II; CEL Residuos de milho pré- Microaerado; . )
2019 S. cerevisiae | tratado com alcalis (20) Batelada Agitatado (200 rpm) 30 168 DO 0.5 4,05 0,02
CMC, [J-glucano, PA pré- 0,20 (CMC); 0,61 )
LIU et al., 2020 S. cerevisiae BG; CEL tratado com AFEX; PT; Batelada Sem agitagdo 30 48 - (B-glucana); 0,15 0,003 - 0,013

FT (20)

(palha); 0,61 (farelo)

BG: B-glicosidase; ENDG: endoglucanase; EXOG: exoglucanase CEL: celobiohidrolase; C: celulase; CIAF: celulose inchada com acido fosfdrico; CMC: carboximetilcelulo-se; PA: palha de arroz; PT: palha de trigo;

PM: palha de milho; FT: farelo de trigo; LMM: licor de maceragdo de milho; EM: espiga de milho; PW: papel Whatman; AFEX: Ammonia fiber expansion; DOo: Densidade ética inicial;. Yess: rendimento relativo de

etanol comparado ao maximo teérico; Qe: produtividade de etanol; * Suplementacdo com concentrado enzimético.
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Tabela 3 - Producdo de etanol por BPC com leveduras recombinantes que secretam enzimas hemiceluloliticas.

_— . . . Fonte de carbono Modo de x - T t Carga Concentragéo de etanol o Qr
Referéncia Microrganismo Enzimas (concentragio em g.L %) operacio Condigdes de cultivo C) ) celular (@.LY Yeis (%) (g.LLh)

KATAD et al, S.cerevisize " BﬁgR; XD, XB (100) Batelada  Agitado (100 rpm) 30 62 DOy 50 71 ; 0,11

SUN etal., 2012 S. cerevisiae ENDX; ARA; BX XB (10) Batelada A”ae(rgg(')"r;pﬁqg)'tado 30 80 DOy: 50 0,95 - 0,01

X: xilanase; ENDX: endoxilanase; BX: B-xilosidase; XR: xilose redutase; XD: xilitol desidrogenase; XQ: xiluloquinase; ARA: Arabinofuranosidase; XB: xilana de bétula; DOo: Densidade dtica inicial; Yrss: rendimento

relativo de etanol comparado ao maximo teérico; Qp: produtividade de etanol.

Tabela 4 - Producdo de etanol por BPC com leveduras recombinantes que secretam enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas.

. . . . Fonte de carbono Modo de < - T t Carga Concentracéo de o Qr
Referéncia Microrganismo Enzimas (concentracéo em g.L %) operacio Condigdes de cultiovo C) ") celular etanol (g.LY) Yers (%) (g.LLhY)
. BG; ENDX; BX; Hidrolisado de PA Microaerada; Agitada 4
SAKAMOTO et al., 2012 S. cerevisiae XR; XD: XQ (80%) Batelada moderadamente 30 72 70g.L 8,2 82 0,11
YANG et al., 2016 S.cerevisiae  ENDG; EXOG; X PA (80 g.L")): FT (20) Batelada  ~9itado (150 rpm); pH 320’ 31 10g.L* 8,1 ; 0,26
BC pré-tratado com .
. BG; ENDG; CEL oo Agitado (120 rpm); pH 4 0,93 (BC); 91,2 (BC) 0,01 (BC)
AMOAH et al., 2017 S. cerevisiae I: CEL II: X liquido |on(|g)o ou PKBL - , 35 72 59.L 0,71 (PKBL) 412 (PKBL) 0,57 (PKBL)
S. cerevisiae X CIAF (10), 2,11 (CIAF) 80,2 (CIAF) 0,015 (CIAF)
CHEN et al., 2018 — XB (10); Batelada Agitado (90 rpm) 30 144 3g.L? 1,15 (XB) 79,3 (XB) 0,007 (XB)
S. cerevisiae c PM pré-tratada (20) 1,61 (PM) 64,75 (PM) 0,011 (PM)
. o, Glicose (20) + xilose (20)
S. cerevisiae ENDG; BG; CEL | . . . 1
(CLAES et al., 2020 industrial e Il X: BX: AXE + celoblos?z(ol)O) + xilana - Agitado (120 rpm) 35 50 lg.L 25 - 0,50
- Licor de EM pré-tratado P 35e70
CUNHA et al., 2020 S. cerevisiae BG; ENDX II hidrotérmicamente Batelada Anaeroblo,.Agltado (150 40 ~170 gLllgL 11,1 - ~0,06
industrial (10) rpm); pH 5,0 1
Glicose (20) + xilose (20)
- + celobiose (20) + XSB s - L
S. cerevisiae ENDG; BG; CEL | . . Batelada Anaerdbio; Estatico; pH ) DOq: 25 (meio sintético) )
PEREZ, 2021 industrial e II; X: BX: AXE (20); BC pré-tratado repetida 56 8% 79 100 13 (BC) 357-144

hidrotermicamente (fracéo
liquida + sélida)

BG: B-glicosidase; ENDG: endoglucanase; EXOG: exoglucanase CEL: celobiohidrolase; ENDX: endoxilanase; X: xilanase; C: celulase; BX: B-xilosidase; AXE: acetil-xilana esterase; XR: xilose redutase; XD: xilitol

desidrogenase; XQ: xiluloguinase; CIAF: celulose inchada com acido fosférico; CMC: carboximetilcelulose; PA: palha de arroz; FT: farelo de trigo; PT: palha de trigo; PM: palha de milho; BC: bagaco de cana-de-

agucar; EM: espiga de milho; PKBL: polpa Kraft ndo branqueada Laubholz; XB: xilano de bétula; XSM: xilana de sabugo de milho. Yepss: rendimento relativo de etanol comparado ao maximo teérico; Qp: produtividade

de etanol; DOo: Densidade 6tica inicial.
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1.2.6. S. cerevisiae AC14

Dentre as leveduras recombinantes descritas na literatura e relacionadas na Tabela
4, a cepa S. cerevisiae AC14, construida por Claes et al. (2020), se destaca como a Unica
capaz de secretar 7 enzimas envolvidas na degradacdo da biomassa: endoglucanase (EC
3.2.1.4), B-glicosidase (EC 3.2.1.21), celobiohidrolase I e Il (EC 3.2.1.91), xilanase (EC
Se 3.2.1.8), B-xilosidase (EC 3.2.1.37) e acetil-xilana esterase (EC 3.1.1.72). Esse
microrganismo foi desenvolvido pelo grupo de pesquisa liderado pelo Prof. Johan M.
Thevelein (NovelYeast — Bélgica) e gentilmente cedido para ser avaliado neste projeto.
Claes et al. (2020) reportou a segunda maior concentragdo de etanol (25 g.L ™) apds 50 h,
porém sem qualquer suplementacdo enzimética. Detalhes das modificagdes genéticas

efetuadas por Claes et al. (2020) estdo na Figura 8.

Figura 8 - Integracdo génica realizada no desenvolvimento da cepa AC14 contemplando
os diferentes genes heterélogos que codificam enzimas lignoceluloliticas (Adaptado de
CLAES et al., 2020).

*Cepa industrial de S. cerevisiae fermentadora de xilose e tolerante a inibidor
*4n-5n; anaploide para alguns cromossomos

*Integraciio gendmica de Pf-glicosidase de Trichoderma reesei na 152.1 no Chrll da
MD4

*Capacidade de hidrolise da celobiose

*Integracio gendmica de f-xilosidase de Aspergillus niger na 1S7.1 no ChrVII da
AC1

*Capacidade de hidrélise de xilobiose

AN

*Integraciio gendmica de xilanase de Aspergillus niger na 1S16.1 no ChrXVI da
AC6

*Capacidade de hidrolisar xilana de sabugo de milho e de faia

A

«Integracio gendmica de endoglucanae de Aspergillus oryzae na 1S16.2 no CheXVI |
da AC7

*Capacidade de hidrolise das regides amorfas da celulose

*Integraciio gendmica de celobiohidrolase IT de Chrysosporium lucknowense no
1S4.2 na CluIV de AC9

*Capacidade de hidrolise das extremidades ndo redutoras da celulose

*Integracio gendmica de celobiohidrolase I de Talaromyees emersoniina 1S4.1 no
ChiTV de AC11
= Capacidade de hidrolise das extremidades redutoras da celulose; completa hidrolise da celulose

-Integracdo gendmica de acetilano eterase I de Clostridium cellulovorans na1516.3 )
no CluXVI de AC12
*Capacidade de melhorar a hidrélise da xilana de sabugo de milho

€EEeeesx
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Experimentos preliminares utilizando a cepa de S. cerevisiae AC14 foram
conduzidos nos grupos de pesquisa LaFaC e LaDABIo durante o doutorado de Perez
(2021). Ao utilizar a referida cepa, Perez (2021) observou bons rendimentos e
produtividades, com destaque para o tempo de processo, obtendo 25 g.L* de etanol em
menos de 7 h para meio sintético, resultando em uma produtividade significativamente
superior as demais relatadas (3.57 g.L™1.h) gracas & operacdo em alta carga de células
(50 g.LY). Ja para a suspensdo de celulignina em hidrolisado hidrotérmico de
hemicelulose de bagaco de cana-de-agtcar, foram produzidos 13 g.L! de etanol em
aproximadamente 9 h de processo. Esse resultado inferior foi atribuido por Perez (2021)
a hidrolise incompleta tanto dos xilooligdmeros presentes no hidrolisado de hemicelulose
quanto da celulose presente na fragdo sélida residual obtida apds o pré-tratamento
hidrotérmico, o que demonstra a necessidade de aprofundamento dos estudos para

melhorar o desempenho do BPC em meios industriais.

1.2.7.  Imobilizacédo celular

Um dos grandes desafios ao se realizar processos envolvendo
hidrélise/sacarificacdo e fermentagdes simultaneas, como BPC e SSF, é a recuperacao
das células ao final do processo para sua reutilizacdo (JIN, Mingjie et al., 2012).
Geralmente, a fracdo sélida remanescente e as células livres se misturam, tornando sua
separacao dificil, de forma a complicar a operacao do processo em reciclos. Considerando
que a viabilidade e robustez da producéo de etanol 1G esta intimamente ligada ao modo
de operacdo com reciclo de células, uma vez que a producéo/propagacao de células agrega
custos adicionais ao processo, viabilizar o aproveitamento dos biocatalisadores para a
producdo de etanol 2G se torna crucial.

Neste contexto, a imobilizacdo celular € uma técnica que pode contornar essa
limitacdo e melhorar a eficiéncia do processo. Esta técnica € baseada na fixagcdo ou
confinamento dos microrganismos em uma matriz solida e porosa, impedindo que as
células escapem, mas permitindo a difusdo de substratos e produtos. As células
imobilizadas possuem as vantagens de facil separacdo do meio, favorecendo as etapas de
purificacdo e a reutilizacdo do biocatalisador. A imobilizacéo possibilita ainda o0 aumento
de concentracdo celular no reator, levando a reducdo do tempo de processo e a maiores

produtividades, além de contribuir para 0 aumento de estabilidade do biocatalisador por
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causa do efeito protetor da matriz do suporte de imobilizacdo e, consequentemente,
melhora da eficiéncia do processo (LAPPONI et al., 2022).

Existem diferentes metodologias de imobilizagdo celular: imobilizagdo por
aprisionamento, encapsulamento, adeséo e adsorcdo, ligacdo covalente e crosslinking
(KARAGOZ et al., 2019; LAPPONI et al., 2022). A imobilizacao por alginato de calcio
é uma técnica de encapsulamento amplamente estudada que merece destaque, pois utiliza
um material ndo téxico, biocompativel e biodegradavel (SOARES et al., 2022).
Interessantemente, esse procedimento é altamente versatil, porque pode ser estudado e
possivelmente aplicado em uma grande diversidade de processos catalisados por
microrganismos selvagens ou recombinante e até consorcios microbianos.

O desenvolvimento de biocatalisadores imobilizados em gel de alginato para a
producdo de etanol 2G é extensivamente relatado na literatura e explorado pelos grupos
de pesquisa do DEQ/UFSCar (LaFaC, LabEnz e LaBioS), utilizando tanto leveduras
selvagens quanto recombinantes (MILESSI, Thais S S et al., 2015; MILESSI, Thais S. S.
et al., 2013; MILESSI, Thais S.; PEREZ; et al., 2020; PEREZ, Caroline L. et al., 2022).
Ainda no grupo, biocatalisadores imobilizados em gel de alginato foram desenvolvidos
para aplicacdo em processos multienzimaticos, contemplando reacdes em cascata para a
producgéo de etanol 2G. Milessi et al. (2020) co-imobilizaram a enzima xilose isomerase
e a levedura nativa S. cerevisiae em alginato de calcio e realizaram a producédo continua
de etanol a partir de xilose em reator de leito fixo por 7 dias. Porém, devido a baixa
velocidade de assimilacdo de pentoses, o processo era altamente susceptivel a
contaminacéo. Milessi-Esteves et al., (2019) co-imobilizaram xilanases, xilose isomerase
e levedura nativa S. cerevisiae para a Hidrolise, isomerizagdo e fermentacdo simultaneas
(SHIF) de xilooligomeros provenientes do pré-tratamento hidrotérmico e, apesar de acao
limitada de hidrdlise devido a falta de enzimas acessérias, 0s autores observaram que é
possivel para as enzimas acessarem os substratos heterogéneos, ou seja, 0S mesmos eram
capazes de difundir na matrix do gel. Porém, em ambos os trabalhos os autores utilizaram
enzimas exdgenas, o que pode limitar os custos do processo.

Neste sentido, considerando o elevado potencial da levedura AC14 por secretar 7
enzimas hidroliticas, as quais podem hidrolisar de forma mais eficiente a biomassa, e 0s
resultados anteriormente obtidos pelo grupo, a avaliacdo da aplicacdo em BPC da AC14
imobilizada se torna de grande importancia, podendo viabilizar o reaproveitamento da
levedura. Vale ressaltar que ainda ndo existem relatos na literatura de BPC utilizando

células imobilizadas, de forma que a investigacdo da viabilidade de aplicacdo de
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biocatalisadores heterogéneos para BPC, e a avaliacdo da eficiéncia do processo que
também envolve polimeros heterogéneos, e 0 acesso das enzimas aos substratos nessas

condic@es se torna uma grande contribuicdo do presente trabalho para a area.
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Capitulo 2 - Influéncia das condicOes operacionais na producdo de enzimas
hidroliticas por levedura recombinante de alto desempenho para Bioprocessamento
Consolidado

2.1. Introducéo

Nas ultimas décadas, muitos esforcos tém sido realizados para o desenvolvimento
de processos sustentaveis e a inclusdo de fontes renovaveis na matriz energética global
de forma a diminuir problemas ambientais e emissfes de gases de efeito estufa
(RODIONOVA et al., 2017). Neste sentido, o conceito de Biorrefinaria surge como uma
alternativa promissora, que se baseia na utilizagéo da biomassa vegetal em sua totalidade,
principalmente aquelas que ndo sao fontes de alimentos, substituindo os recursos fosseis
e reduzindo a geracdo de residuos (PATEL e SHAH, 2021).

A producdo de etanol em Biorrefinarias integrada a obtencéo de outros produtos é
bastante atraente do ponto de vista econdémico e ambiental. Atualmente, esse
biocombustivel € majoritariamente produzido a partir dos grdos de milho e do caldo de
cana-de-acucar (ou de co-produtos da producéo de acucar como o melago), dando origem
ao etanol de primeira geragdo (1G). No entanto, os materiais lignocelulésicos constituem
uma abundante fonte de matéria-prima para obten¢éo de etanol de segunda geracéo (2G).
A biomassa lignocelulésica, como por exemplo co-produtos agroindustriais e florestais,
é interessante por permitir o aumento da producdo do etanol sem demandar maior area de
plantio. Estes materiais sdo compostos principalmente por celulose, hemicelulose e
lignina, além de uma pequena parcela de proteinas, minerais e outros (AGUIAR et al.,
2021; SHARMA et al., 2020).

Neste contexto, diferentes configuracbes de processos estdo sendo estudadas para a
producdo de etanol a partir de materiais lignocelul6sicos (AGUIAR et al., 2021; RAMOS,
Marcio Daniel Nicodemos et al., 2022). Um gargalo existente na maioria das tecnologias
é o custo elevado das enzimas que sdo necessarias para hidrolisar os polissacarideos
presentes nas fracbes sélida e liquida obtidas apds o pré-tratamento dos materiais
lignocelulésicos (RAMOS et al., 2022). Por isso, uma tecnologia emergente, o
Bioprocessamento Consolidado (BPC), vem ganhando espaco. O BPC é caracterizado
pela producdo de enzimas hidroliticas, hidrolise do material lignocelulésico e
fermentagdo dos aglcares C5 e C6, simultaneamente, em um mesmo reator (OLGUIN-
MACIEL et al., 2020; SINGHANIA et al., 2022). Essa cadeia de reagOes pode ser
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executada por um unico microrganismo ou um consorcio deles, tanto selvagens quanto
recombinantes (CHEN et al., 2018; CUNHA et al., 2020).

De acordo com Raftery e Karim (2017), uma planta que utilize BPC do bagaco de
cana-de-acucar como matéria-prima, pre-tratamento com hidroxido de sodio e cogeragédo
de energia, a longo prazo, pode ter uma margem de lucro de 78%. Algumas outras
vantagens do BPC sdo a simplicidade operacional, a auséncia de enzima exdgena no
sistema, o risco de contaminacdo reduzido, o aproveitamento de pentose e hexoses, 0
investimento reduzido e o menor gasto de energia (OLGUIN-MACIEL et al., 2020).
Todavia, na auséncia de um microrganismo nativo de elevada performance, que seja
capaz de expressar enzimas, possua elevada produtividade em etanol e seja tolerante a
etanol e a inibidores, muitos estudos tém focado na construcdo de cepas capazes de
desempenhar tal funcdo (AMOAMH et al., 2017; LIU, Jeng-Chen et al., 2020; SONG et
al., 2018).

Uma levedura que tem se destacado na literatura é a cepa AC14 de S. cerevisiae,
desenvolvida por Claes et al. (2020), sendo, até 0 momento, a Gnica capaz de secretar sete
enzimas envolvidas na degradacdo de biomassa (Tabela 5), ndo necessitando de
suplementacdo enzimatica como relatado em outros trabalhos (HONG et al., 2014;
ILMEN et al., 2011; LEE et al., 2017; MATANO et al., 2013). A integracio dos genes
heter6logos no genoma desta cepa foi feito pelo protocolo geral CRISPR/Cas9 (CLAES
et al., 2020), levando a construcao de uma cepa com capacidade de enzimas celuloliticas
e hemiceluloliticas, o que possibilita uma eficiente degradacdo do material
lignocelulésicos. Além disso, essa cepa foi construida a partir da levedura industrial
Ethanol Red, conferindo-lhe maior robustez em comparacdo a outras leveduras
recombinantes reportadas na literatura.

A fim de gerar um processo robusto e aplicavel, deve-se estudar a influéncia das
condigdes operacionais empregadas no processo, pois afetam diretamente o metabolismo
celular e a agdo catalitica das enzimas e, consequentemente, a producéo de etanol 2G,
independente da tecnologia aplicada. Por exemplo, nas configuragbes de processo
Hidrolise e Fermentacdo Separadas (SHF), Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas
(SSF), Sacarificagdo e Co-Fermentagdo Simultaneas (SSCF) e Isomerizacdo e
Fermentacdo Simultaneas (SIF), o desempenho é afetado com mudancas de pH e
temperatura (SILVA et al., 2018; MILESSI et al.,, 2018; PENG; CHEN, 2011,
SURIYACHAI et al., 2013). Adicionalmente, 0s microrganismos naturalmente

fermentadores de xilose e recombinantes também tém sua produtividade alterada de
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acordo com as condicdes fermentativas (ANTUNES et al., 2014; HADIYANTO et al.,
2014; YANASE et al., 2010).

Tabela 5 - Informac6es sobre as enzimas hidroliticas produzidas por S. cerevisiae AC14
(CLAES et al., 2020; RAMOS et al., 2022).

pH  Temperatura Promotor/

Enzima Fungao 6timo  otima (°C)  Terminador
. Clivagem das ligacOes
B-glicosidase A TEF1/
B-glicosidicas das 4,6 65
(EC 3.2.1.21) celuloses. CYC1
A Clivagem dos terminais
B-xilosidase < TEF1/
nédo-redutores das 3,2 60
(EC 3.2.1.37) wilanas. CYC1
. Clivagem das liga¢des
Xilanase L TEF1/
B-1,4-glicosidicas das 5,0 50
(EC 3.2.1.8) wilanas. CYC1
Endoglucanase Clivagem da regiao 40 45 PGK1/
(EC 3.2.1.4) interna das celuloses. ' PRM9
Celobiohidrolase I  Clivagem dos terminais 50 55 PGK1/
(EC 3.2.1.91) redutores das celuloses. ’ PRM9
- Clivagem dos terminais
Celobiohidrolase 11 « PGK1/
ndo redutores das 5,0 30-35
(EC 3.2.1.91) celuloses. PRM9
Acetilana esterase Desacetilagao de xilanas TEF1/
(EC3.1.1.72) ¢ 50 60 cvcl

xilooligossacarideos

O BPC especificamente pode ser afetado pelas condicdes de processo, porque
levedura e enzimas possuem condi¢des 6timas diferentes, porém isso ndo tem sido muito
abordado na literatura. Como pode ser visto na Tabela 5, o pH 6timo das enzimas
produzidas pela AC14 varia entre 3,2 e 5,0, enquanto a levedura S. cerevisiae é favorecida
pelo pH 5,0 (AZHAR et al., 2017). A temperatura também pode interferir no processo.
Enquanto a fermentagdo pela S. cerevisiae e favorecida por uma temperatura de 20 a
35 °C (AZHAR et al., 2017), as enzimas hidroliticas tém temperatura 6tima geralmente
acima de 50 °C (Tabela 5). Todavia, a temperatura do microrganismo é limitante, porque
sua integridade deve ser preservada para a producdo das enzimas e posterior fermentagéo
dos acucares liberados, sendo interessante operar o processo em alta carga de células para
compensar a menor atividade enzimatica (AZHAR et al., 2017). Embora a AC14 tenha

sido desenvolvida utilizando-se promotores constitutivos fortes (CLAES et al., 2020), a

43



composicdo do meio fermentativo também pode ser um fator que influencia o BPC.
Dependendo da concentracdo e do tipo de agUcares presentes no meio, pode ocorrer
repressdo catabolica. A glicose, um agUcar de facil assimilacdo, pode causar a inibi¢éo da
transcricao de alguns genes. Isso pode fazer com que a producéo das enzimas seja afetada
negativamente (GANCEDO, 1998; NAIR; SARMA, 2021). A repressdo por feedback é
outro caso que pode ocorrer. Neste caso, 0 acimulo do produto final da hidrolise
revisarem a literatura, Amit et al. (2018) citaram estudos onde as celulases foram inibidas
pela celobiose e glicose, enquanto as B-glicosidase sofreu inibi¢do por glicose. Também
reportaram inibi¢do de B-xilosidase por xilose e xilobiose e inibi¢cdo ocasional da endo-
xilanases pelos mesmos careboidratos. Até mesmo acucares derivados na hemicelulose
(xilose, arabinose, manose e galactose) podem afetar a hidrélise da celulase.
Adicionalmente, a agitacdo e o fornecimento de oxigénio podem alterar o metabolismo
do microrganismo e afetar a producédo das enzimas e de produto (AZHAR et al., 2017),
devendo ser estudada.

Neste cenario, é crucial avaliar a influéncia das condicdes de processo sobre a
producdo de etanol 2G por BPC, a qual envolve uma cadeia de reacbes complexa,
incluindo a produgdo in situ das enzimas, a hidrolise enzimatica e a fermentacéo dos
acucares liberados. Sendo assim, no presente estudo, objetivou-se analisar a influéncia da
composicdo do meio de cultivo, do pH e do fornecimento de oxigénio sobre a producéo
de enzimas, o rendimento e a produtividade em etanol durante BPC utilizando-se a
levedura AC14.

2.2. Metodologia

2.2.1. Microrganismo

Neste estudo, foi utilizada a levedura S. cerevisiae AC14 (CLAES et al., 2020), a
qual foi desenvolvida no laboratério do Prof. Johan M. Thevelein (NovelYeast, Bélgica).
Essa levedura recombinante é capaz de produzir sete enzimas hidroliticas (Tabela 5) e
assimilar xilose, além de glicose e outras hexoses. Como controle negativo, foi utilizada
a levedura parental S. cerevisiae MD4 que consome 0s monossacarideos, mas nao produz
as enzimas (CLAES et al., 2020).
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2.2.2. Materiais

O extrato de levedura foi adquirido de Fisher Bioreagentes (México), a peptona foi
doada pela Pharma & FIA Kerry (Campinas/Brasil). Cellobiose e p-NPX eram da Sigma-
Aldrich (Reino Unido e Israel, respectivamente). A xilana da espiga de milho e a xilana
da madeira de faia foram produzidas por Carl Roth (Alemanha). O papel de filtro foi
fornecido pela Cytiva (China). Foi utilizada carboximetilcelulose da marca Synth
(Brasil). O reagente GOD-PAP foi fornecido pela Bioclim (Brasil). Outros reagentes

eram de grau analitico.

2.2.3. Preparo do indculo

Inicialmente, uma alcada de cultura estoque da cepa AC14 armazenada a -80 °C foi
estriada em meio s6lido YPAgar contendo glicose (20 g.L™?), xilose (20 g.L™?), xilana de
sabugo de milho (10 g.L%), celobiose (10 g.L™?) e carboximetilcelulose (50 g.L ), além
de extrato de levedura (10 g.L!), peptona (20 g.L ™) e agar (15 g.L1). A placa Petri foi
incubada a 30 °C por 48 h. Em seguida, uma coldnia foi ressuspendida em 75 uL de agua
destilada estéril. A suspencéo foi espalhada com alga de Drigalski em meio YPAgar
contendo glicose (20 g.L 1), xilose (20 g.L %) e agar (15 g.L %) e incubada por mais 24 h a
30 °C, para a formagao de um “tapete” celular cobrindo toda a superficie. Para preparar o
indculo, o “tapete” celular de uma placa de Petri foi totalmente ressuspendido em meio
YPDX (20 g.L de glicose e 20 g.L™* de xilose) e inoculado em 300 mL do mesmo meio
em um frasco de 1 L, sendo deixado em incubadora rotatoria (150 rpm) por 12 h a 30 °C.
As células foram recuperadas por centrifugacdo (2500 rpm) a 4 °C. Adicionalmente, um
protocolo semelhante foi adotado para a preparacdo do indculo da cepa MD4. A Unica
diferenga foi a auséncia de xilana de sabugo de milho, celobiose e carboximetilcelulose
no primeiro meio sélido, uma vez que este microrganismo é incapaz de produzir as

enzimas hidroliticas.

2.2.4. Procedimento experimental

Ensaios fermentativos em batelada simples: Os experimentos foram realizados em mini-
reatores de 5 mL equipados com saida de CO., segundo Mesquita et al. (2021). O

processo foi monitorado medindo-se a liberacdo de massa de CO; na fermentacdo
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alcoolica por meio da pesagem dos mini-reatores. A partir desses dados foi possivel
estimar a conversao em etanol por meio da estequiometria (MESQUITA et al., 2021). Os
experimentos foram interrompidos apds a estabilizacdo da massa dos mini-reatores, ou
seja, quando uma variagdo menor de 5% da massa foi observada, indicando o fim da
fermentacao.

Os estudos de BPC em condicOes fermentativas tiveram como objetivo avaliar a
influéncia da composicdo do meio de cultivo sobre a producdo de enzimas e o
desempenho do processo em termos de rendimento e produtividade em etanol. A
influéncia do pH inicial do meio (4,5, 5,5 e 6,5) também foi avaliada em condi¢cbes
fermentativas.

Dez diferentes meios foram testados, sendo compostos por extrato de levedura (10
g.LY), peptona (20 g.L 1) e diferentes substratos, conforme mostra a Tabela 6, em pH
inicial 5,5. As composi¢oes dos meios foram estabelecidas baseando-se nos meios reais
(composi¢do do licor bruto e fragdo solida pre-tratados). Apos testar diferentes
composicdes e definir o meio mais adequado para o BPC, esse meio foi utilizado nos
ensaios seguintes. Todos ensaios foram conduzidos em condi¢des assepticas a 35°C, 4

mL de meio, densidade optica inicial 100.

Tabela 6 - Composicéo inicial dos meios estudados para 0 BPC (considerando diluicdo

apos adicdo da suspensao celular).

Componente (g.L ™)

Meio Glicose Xilose sabl)J(gILa(r:i]: ?neilho Celobiose CMC
1 10 - - - -
2 - 10 - - -
3 10 - 5 5 2,5
4 - 10 5 5 2,5
5 - - 5 5 2,5
6 5 5 5 5 2,5
7 - - - - 2,5
8 - - - 5 -
9 - - 5 - -
10 - - - 5 2,5

Ao final dos cultivos, foi retirada uma aliquota para a determinacdo da viabilidade

celular. Em seguida, o meio foi centrifugado e parte do sobrenadante obtido foi congelado
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a - 20 °C para andlise da composicao final por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Outra parte do sobrenadante foi utilizada como extrato enzimatico destinada a
caracterizacdo das atividades enziméticas quanto a celulases totais, xilanases, P-
glicosidase e B-xilosidase. Os extratos enzimaticos obtidos ao final dos cultivos nos meios
1 a 10 foram ainda caracterizados por SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970).

Cultivos BPC em condicOes aerdbias (batelada simples): O efeito do fornecimento de O2

sobre a producéo de enzimas e o desempenho do processo também foi avaliado. Foram
realizados experimentos aerdbios (incubacdo a 250 rpm em Erlenmeyers aletados de 100
mL) e anaerdbios (estaticos em mini-reatores), para comparacdo. Os ensaios anaerobios
foram conduzidos a 35°C, 4 mL do meio selecionado previamente e densidade Optica
inicial 100, enquanto os testes aerdbios foram realizados em 20 mL de meio. Os cultivos
aerobios foram acompanhados por amostragem periédica, que foram processadas
conforme descrito no item 2.2.5. J& os anaerdbios foram conduziram-se mini-reatores
idénticos em paralelo, que foram periodicamente interrompidos ao longo da fermentacao

para obtenc¢do do extrato enzimatico.

Ensaios fermentativos em bateladas repetidas: BPC em bateladas repetidas foram
realizados em mini-reatores, utilizando a melhor condicdo selecionada nos ensaios em
bateladas simples. Ao final de cada ciclo, a biomassa celular de AC14 foi recuperada por
centrifugacéo (2500 rpm) a 4 °C por 5 min e o sobrenadante foi reservado para as analises
posteriores. Em seguida, as células foram ressuspendidas em meio fresco para iniciar uma

nova batelada. Dez ciclos foram estudados no presente trabalho.

2.2.5. Métodos analiticos

Viabilidade celular: A viabilidade das leveduras foi avaliada por coloragdo com azul de

metileno e contagem em camara de Neubauer de acordo com metodologia de Sandri et
al. (2023). A amostra foi incubada com o corante na propor¢do 1:1 por 5 min em
temperatura ambiente. As células nédo viaveis foram aquelas que adquiriram coloracéo
azul e as células viaveis aquelas que ficaram transparentes. A viabilidade celular foi
definida como a razdo entre células viaveis e células totais (viaveis e ndo viaveis)

computadas em um espaco definido da camara de contagem (SANDRI et al., 2023).
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Eletroforese: Os extratos enzimaticos foram avaliados por eletroforese SDS-PAGE (gel
poliacrilamida 10%) seguindo as condic¢des desnaturantes descritas por Laemmli (1970)
em sistema Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad, China). As amostras foram preparadas
adicionando tampao de desnaturagdo (Tris base 0,015 g.L™, mercaptoetanol 0,1 v/v, SDS
0,04 g.L %, glicerol 0,2 v/v, azul de bromofenol 0,001 g.L %, pH 6,8) na propor¢io 2:1 de
amostra:tampéo. A corrida do gel foi realizada por aproximadamente 90 minutos a uma
tensdo de 150 V em cuba de eletroforese vertical, conectada a uma fonte de alimentagéo
(Power PAC 300, Bio-Rad, USA) contendo tamp&o de corrida (Tris base 25 mmol.L™,
glicina 190 mmol.L, SDS 0,1% m/v, pH 8,3). As amostras foram comparadas com o kit
de calibracdo de baixo peso molecular para eletroforese da Sigma-Aldrich. Apds as
corridas das amostras, o gel foi corado por 30 minutos em uma solugéo contendo 0,25%
(m/v) de Coomassie PhastGel Blue R-350 (m/v) e 60% metanol (v/v); e descorado com

uma solucédo de 30% etanol e 10% acido acético (v/v) até descorar adequadamente.

Medidas de atividades enzimaticas: A atividade enzimatica das celulases totais foi medida

conforme metodologia adaptada de Ghose (1987), a qual baseia-se na liberacdo de glicose
do papel de filtro Whatmam n°® 1 de 15 mm de didmetro. Em um tubo de 5 mL, foi
adicionado o disco de papel de filtro, 600 pL de tampdo citrato de sodio 50 mmol.L (pH
5,0) e 300 pL de extrato enzimatico. O tubo foi incubado a 50 °C por 1 h. Em seguida, os
acucares redutores liberados do papel de filtro pela acdo das enzimas foram quantificados
pelo método do DNS (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade (UI) foi a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1 umol de glicose em 1 min nas condi¢des de ensaio.
Um controle foi realizado substituindo a enzima por agua destilada.

A atividade enzimatica de xilanase foi medida conforme metodologia adaptada de
(MILESSI et al., 2016), a qual baseia-se na liberacao de xilose da xilana a 50°C. Em um
reator enziméatico homogéneo com agitacdo mecanica, foram adicionados 3 mL de xilana
de faia (1% m/v) preparada em tamp#&o citrato de sddio 50 mmol.L* (pH 5,5) e 200 pL
de extrato enzimatico. Aliquotas foram retiradas em intervalos de 2 min para
determinacdo da velocidade de formacdo de produtos (dP/dt) e os acUcares redutores
foram quantificados pelo método do DNS (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade
(UI) foi a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de xilose em 1 min nas
condigdes de ensaio. O controle foi a aliquota retirada no tempo zero.

A atividade enzimatica de p-xilosidase foi medida conforme metodologia

adaptada de Lachke (1988), a qual baseia-se no aumento da absorbancia em 405 nm
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causado pela liberacdo de 4-nitrofenol (¢ = 1950 mol.L't.cm™) durante a hidrolise de
4-nitrofenil B-D-glucopiranosideo (p-NPX) a 50°C. Em um eppendorf, foram adicionados
1 mL de p-NPX (5 mmol.LY) -preparado em tampao fosfato de potassio 50 mmol.L* (pH
6,0) e 150 L de extrato enziméatico. Uma unidade de atividade (Ul) foi a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 pmol de 4-nitrofenol em 1 min nas condicdes de ensaio.
Um controle foi realizado com uma amostra antes da incubacdo.

A atividade enzimatica da B-glicosidase foi medida conforme metodologia
adaptada de Voltatodio (2012), a qual quantifica a liberacao de glicose da celobiose. Em
um eppendorf, foi adicionado 50 pL de celobiose (2%) preparado em tampéo citrato 50
mmol.L? (pH 5,5) e 50 pL de extrato enzimatico, sendo incubado a 50 °C por 15 min e,
posteriormente, aquecido para 100 °C por 10 min a fim de parar a rea¢do.as unidades de
glicose liberadas a partir da celobiose pela acdo das enzimas foram quantificadas pelo kit
enzimatico GOD-PAP (RAMOS et al., (2021). Uma unidade de atividade (Ul) foi a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de glicose em 1 min nas condigdes
de ensaio. Um controle foi realizado substituindo a enzima por agua destilada.

A Equacdo 1 foi utilizada nos célculos de todas as atividades enzimaticas
(RAMOS et al., 2021), onde (AP/At) é a velocidade de formacdo de produto
(mg/mL/min); Vr é o volume reacional (mL); D é a diluicdo do extrato enzimatico; MM
¢ a massa molar do produto (mg/umol); € Ve é 0 volume de extrato enzimatico.

£)><VR><D

Atividade (UI/mL) = G

MMXVE

1)

Medida da concentracdo de células: A concentracdo de células livres (Cx) foi determinada

por turbidimetria em espectrofotémetro (Ultrospec 2100 pro, Biochrom, USA), a 600 nm,
e correlacionada com o peso seco de células (g.L ) por meio de curva de calibragio
correspondente determinada por Perez (2021), reproduzida na Equacdo 2. As medidas

foram feitas em suspensdes celulares devidamente diluidas.

C, = (g.L™Y) = (0,821 + 0,043) x DO )

Quantificacdo de acucares e produtos: Inicialmente, as amostras foram tratadas para

remocao dos solidos insollveis, sendo congeladas por pelo menos 24 h, descongeladas e

centrifugadas duas vezes conforme Demeke et al. (2013). Em seguida, as amostras foram
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filtradas em filtro 0,22 um e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em um cromatografo Waters e2695 dotado de detectores de indice de refracéo e
UV-VIS (A= 210 nm). Para quantificar etanol, glicerol, xilitol, acido acético, celobiose,
glicose e xilose foi utilizada a coluna de exclusao i6nica RezexTM ROA- Organic acid
H+, com H2S04 5mM como fase mével no fluxo de 0,6 mL.min? e temperatura de
operacgéo 65 °C (PRATTO et al., 2020).

Para quantificacdo total dos xilooligbmeros presentes na fracdo liquida pré-
tratada, um volume de 5 mL de amostra foi submetido a hidrélise acida total para a
conversao dos oligdbmeros a mondmeros a partir da reagdo com 174 uL. de HoSO4 72%
em tubos de ensaio com tampa, colocados em banho seco a 121°C por 1 h
(NASCIMENTO et al., 2016). Apos hidrolise acida, as amostras foram resfriadas, o pH
neutralizado com CaCOs e em seguida quantificadas por HPLC. A quantidade total de
xilooligdbmeros presentes na fracdo liquida foi determinada pela diferenca entre a massa
de xilose total obtida apds hidrolise dos oligpbmeros em mondmeros na hidrolise acida e
a massa de xilose obtida antes a hidrolise acida (PEREZ, C.L., 2021).

Procedimentos de calculo: Para avaliacdo dos BPCs com a cepa AC14, a partir dos dados

obtidos pelas analises em CLAE e por meio do acompanhamento da liberagdo da massa
de CO», foram calculados a conversédo de substrato (X, %), o fator de rendimento (Yeys,
%) e a produtividade volumétrica (Qp, Qetanol.L™2.h1), sendo utilizadas as Equagdes 3-5
(BARROS-RIOS et al., 2015; MESQUITA et al., 2021; SHULER e KARGI, 2002), onde
Csi € a concentragéo de aglcares totais no tempo inicial (g.L™); Cst é a concentragdo de
acucares totais no caldo fermentado (g.L-1); mCO2, é a massa de CO liberada no tempo
t; mCO2¢ é a massa de CO> liberada no tempo final; Cps € a concentracdo de produto
formado no tempo t (g.L™); Cpi € a concentragéo de produto no inicio do processo (g.L"
1): e At € 0 tempo de processo (h). Para o calcuolo do Ypss (Equacéo 4), os valores de
concentracdo de etanol maximo teorico foram estimados por fatores estequiométricos de
etanol para mono, di e polissacarideos (0,511; 0,538 e 0,57 g/g, respectivamente)
(BARROS-RIOS et al., 2015).

Csi—C co
X =200 B2t (3)
Csi mCOZ_f

Concentracao de etanol produzido

Concentracio de etanol maximo tedrico
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Cps — Cp;

At; (%)

Qp =

3.3. Resultados e discussao
3.3.1. Influéncia da composicdo do meio

A levedura AC14 é um microrganismo construido para assimilar substratos
complexos e converté-los em etanol no contexto do Bioprocessamento Consolidado.
Antes de avaliar o desempenho da AC14 em meios industriais, formulados a partir de
biomassa lignocelulésica, é importante estudar a levedura em meios sintéticos, com
composicdo definida, para investigar a resposta das células a diferentes substratos,
incluindo desde simples monossacarideos, como glicose e xilose (Meios 1 e 2, Tabela 6),
até polissacarideos complexos como a xilana de sabugo de milho e a CMC (Meios 3- 10,
Tabela 6). Esse estudo também é importante para avaliar a eficiéncia da hidrélise da
celobiose, xilana e celulose pelas enzimas produzidas pela AC14, em condic¢Oes
controladas.

Embora as insercdes génicas da AC14 tenham sido realizadas com promotores
constitutivos, deve-se confirmar se o tipo de substrato presente no meio pode interferir na
expressdo e secrecdo das enzimas hidroliticas, influenciando a etapa de hidrélise do BPC
e, consequentemente, alterando a producdo de etanol 2G. Sendo assim, testou-se dez
diferentes meios para analisar os efeitos causados por fontes de acgucares variadas,
monossacarideos e polimeros. Os perfis de conversdo das fermentacdes com AC14 nestes
meios, além das curvas referentes a MD4, para comparacao, encontram-se na Figura 9.

As cepas AC14 e MD4 apresentaram 0 mesmo comportamento nos meios 1 e 2
que continham somente glicose ou xilose, respectivamente, confirmando que os dois
microrganismos consomem C5 e C6 eficientemente e que as modificacdes genéticas da
AC14 ndo interferiram no metabolismo desses aclcares (CLAES et al., 2020). J& com os
meios 3, 4 e 6, notou-se que a AC14 foi capaz de hidrolisar e fermentar todos os substratos
presentes, chegando a converséo total. Por outro lado, como esperado, a MD4 assimilou
somente a porcdo monomeérica, convertendo o correspondente a aproximadamente 50%
dos substratos do meio. Os meios 5, 7, 8, 9 e 10, por sua vez, continham somente
polissacarideos ou dissacarideos ou uma mistura deles, de forma que somente a AC14
assimilou esses acucares, confirmando a producdo de enzimas hidroliticas (CLAES et al.,
2020).
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Figura 9 - Acompanhamento dos ensaios de BPC em meios contendo diferentes
substratos. Leveduras AC14 (=) e MD4 (A ). DOo = 100, 35 °C, pH inicial 5,5 e meio YP
(composicgéo na Tabela 6).
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A viabilidade da AC14 manteve-se acima de 90% (Tabela 7) em todos 0s ensaios.
A parental MD4 também apresentou viabilidade nesta faixa (dados ndo mostrados),
mesmo nos meios contendo somente polimeros (meio 5, 7, 8, 9 e 10), indicando que
ambas as leveduras sdo robustas e suportam condi¢fes desfavoraveis. Além disso,
destaca-se que o meio fermentativo era composto por extrato de levedura e peptona,
componentes que fazem o meio ser complexo e bastante rico em nutrientes o que ajuda
as células a ndo perderam viabilidade. Ressalta-se ainda que o pH final ndo variou
significativamente.

Conforme esperado, nos sistemas que continham polissacarideos e dissacarideos,
além dos monossacarideos, gerou-se maior concentragdo de etanol (Tabela 7), uma vez
que havia maior concentracdo de agUcar potencial para ser convertido e a AC14 foi capaz
de fazer tal transformacdo por intermédio das enzimas hidroliticas. Cita-se que, como o
objetivo foi estudar a influéncia da fonte de carbono, utilizou-se baixas concentracdes de
acucares, acarretando uma concentracdo de etanol proporcional. A produtividade (Qp)
seguiu este mesmo perfil observado para a concentracdo final de produto. Ao comparar
os fatores de rendimento (Yrys), a partir do teste de Tukey, verificou-se que esse parametro
ndo foi alterado pela variacdo de fonte de carbono (Tabela 7). Semelhantemente, Perez
(2021), em seus testes preliminares com AC14, utilizando xilose como substrato, obteve
Yeis de 0,46 g.gl. Em todos os meios estudados observou-se rendimento elevado,
superior a 80% do tedrico. A viabilidade celular foi estatisticamente semelhante
independente da fonte de carbono. Concentracdes de xilitol, glicerol e acido acético ndo
foram superiores a 1,0, 0,5 e 1,1 g.L %, respectivamente. Adicionalmente, o pH final e a
DO final n&o variaram significativamente em relagéo aos valores iniciais.

Artigos recentes tém mostrado que a variacdo de substrato pode afetar a
concentracdo de etanol produzido. Por exemplo, um BPC com bactéria produtora de
enzimas celuloliticas foi avaliado com diferentes fontes de carbono: Avicel, papel de
filtro, xilana, celobiose, xilose e glicose. Os autores notaram maior producéo de etanol
nos substratos contendo celobiose (2,26 g.L; Yeis = 0,41 g.g™) e glicose (1,96 g.L?;
Yrs = 0,35 g.g7%) e atribuiram esse comportamento & facil degradabilidade desses

acucares em comparacao com as celuloses cristalinas (SINGH et al., 2018).
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Tabela 7 - Etanol produzido e parametros fermentativos dos ensaios de BPC com AC14
em meio YP (composicédo de acorco com Tabela 6). DOo = 100, 35 °C, pH inicial 5,5.

Letras iguais indicam que as médias ndo diferiram significativamente, de acordo com o

teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.

_ Etanol L
Meio ) Qr Yeis Viabilidade
) produzido
fermentativo ) (g.L 1.0 (%) celular (%)
(9.L7)

1 4,50+0,2152 0,40+0,01" 88,1+4 2! 97,8+2,2M

2 4,74+0,25° 0,43+0,02"1 92,8+4,9' 99,8+0,2"

3 10,34+0,14° 0,94+0,019 85,6+1,2' 96,0+1,8™
4 10,71+0,47° 0,97+0,049 88,7+3,9' 08,1+0,5™
5 6,69+0,21°¢ 0,61+0,02 96,1+3,0' 97,9+0,0™

6 10,89+0,40Q° 1,00+0,04 9 90,3+3,3' 96,6+1,9™

7 1,34+0,03¢ 0,12+0,00" 94,0+2,1! 94,5+1,0™

8 2,34+0,034¢ 0,21+0,00 M 82,1+1.1! 97,8+0,4™

9 2,52+0,36° 0,23+0,03¢ 88,4+6,1! 03,8+2,4M
10 4,04+0,012 0,37+0,00 i 098,2+0,2' 03,4+3,2™

Yess: rendimento relativo de etanol comparado ao maximo tedrico; Qp: produtividade de

etanol.

Um ponto bastante interessante do presente estudo é que a conversdo total dos
acucares (monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos) ocorreu em um curto periodo
de 11 h, pois indica a possibilidade do desenvolvimento de um BPC aplicavel em larga
escala. Claes et al. (2020) realizou um cultivo com 20 g.L* de glicose e xilana de sabugo
de milho que durou 50 h e obteve conversdo de 85%. Embora a concentracdo de agUcar
inicial seja aproximadamente o dobro, o tempo de processo foi quase cinco vezes maior.
Essa rapidez do atual processo pode ser atribuida a alta carga celular (DOo de 100) em
comparagdo com a baixa carga (1 g.L™! em base seca) adotada pelo outro estudo.

De maneira geral, na literatura foram encontrados trabalhos que realizaram
experimentos muito longos, o que ndo é interessante. Por exemplo, Rensburg et al. (2012)
realizaram um BPC com a S. cerevisiae Y294 que produz p-glicosidase, endoglucanase e
celobiohidrolase. Nos ensaios fermentativos, foi utilizada somente glicose como matéria-

prima (20 g.L™) e com DO 0,05, durando aproximadamente 140 h. Inokuma et al. (2016)
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usaram 7 g.L de uma levedura que secreta B-glicosidase e endoglucanase I1, consumindo
celobiose (20 g.L ™) em uma batelada com duragao de 30 h.

Para avaliar a produgdo enzimética da levedura AC14 no BPC em diferentes
substratos, as atividades enzimaticas de celulases totais, xilanases, B-glicosidase ¢ -
xilosidase dos extratos enzimaticos de cada condicdo de cultivo foram quantificadas ao
final dos experimentos. Paralelamente, foram quantificadas as atividades nos extratos
obtidos das fermentacdes com MD4 como controle. Adicionalemte, a eletroforese do
extrato enzimatico foi realizada para ilustrar o perfil de proteinas presentes no extrato
enzimatico (Anexo A). Como esperado, a Figura 10 mostra que a levedura parental ndo
produziu enzimas hidroliticas. Ao comparar os meios fermentativos, notou-se que as
celulases totais sdo afetadas por sua composi¢do, as quais foram produzidas em
quantidades muito baixas na presenca apenas de monémeros (meios 1 e 2). Vale ressaltar
gue mesmo assim ocorreu a hidrolise e consumo total dos polissacarideos. Ja na presenca
de dissacarideo e polissacarideos (meios 3, 4, 5 e 6), houve a producdo das celulases.
Desta forma, para averiguar qual dos compostos influenciava a producédo das celulases,
foram realizados experimentos adicionais com os meios 7, 8, 9 e 10. Assim, observou-se
que a xilana de sabugo de milho aparentemente influenciou a producéo das celulases. I1sso
pode ocorrer por conta da modificagdo genética realizada por Claes et al. (2020), que
fizeram a integragdo gendmica da xilanase e da endoglucanase no mesmo cromossomo
(Cromossomo XVI).

Ao estudarem o coquetel enzimético Celluclast (15 FPU), Garcia-Aparicio et al.
(2006) notaram que acucares derivados de hemicelulose demonstraram ter um efeito
inibitorio direto sobre celulases. Os autores reportaram que as taxas de hidrolise
diminuem em 35%, 13%, 11,5% e 5% ap0s a suplementagdo com 20 g.L! de xilose,
arabinose, galactose e manose, respectivamente. De forma semelhante, Xiao et al., (2004)
observaram que a presenca de 100 g.L* de manose (45%), xilose (38%) e galactose (32%)
interferiram negativamente na hidrolise da celulose ao estudar o mesmo complexo
enzimatico (40 FPU). A inibicdo por mondmeros nao foi observada no BPC,
provavelmente, porque a assimilacdo da glicose e xilose pela levedura AC14 ocorre
rapidamente, ndo tendo uma alta concentracdo desses acucares no meio por tempo

suficiente para interfer na hidrolise.
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Figura 10 - Atividades nos extratos enzimaticos dos ensaios de BPC com diferentes
substratos: (a) Xilanases, (b) Celulases totais, (¢) B-glicosidase e (d) P-xilosidase.
Leveduras AC14 (barras preenchidas) e MD4 (barras hachuradas). DOo = 100, 35 °C, pH
inicial 5,5 e meio YP (composicdo na Tabela 6). Letras iguais acima das barras indicam
que as médias nao diferiram significativamente, de acordo com o teste de Tukey com

nivel de confianga de 95%.
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A partir dos resultados discutidos acima, decidiu-se selecionar o meio 6 contendo
mondmeros, dissacarideo e polissacarideos, no qual foram observadas 0,17 Ul.mL? (2,13
Ul.gleu) de celulases totais, 8,16 UlLmL? (102,0 UlLglwua) de xilanases,
0,59 Ul.mL™ (7,38 Ul.gcaun) de B-glicosidase e 2,04 Ul.mL? (25,5 ULg™ceuia) de
B-xilosidase, para as etapas seguintes. Neste sentido, os desenvolvedores da cepa AC14
obtiveram aproximadamente as seguintes atividades quando o substrato foi glicose (20
g.Lh): 18 UL.gcewua para endoglucanase, 29 Ul.g™lcaua para xilanase, 14 UL.g™caua para
B- glicosidase e 13 Ul.glcaua para B-xilosidase (CLAES et al., 2020). Somente a
atividade de B-xilosidase foi realizada com a mesma metodologia em ambos os trabalhos,
por isso a diferenca para as demais enzimas pode ser atribuida a variacdo de métodos, de
reagentes e equipamentos para quantificacdo das atividades enzimaticas. Todavia vale
ressaltar que esta discrepancia nao prejudica a comparagdo entre substratos, pois sempre
foi utilizada a mesma metodologia experimental para quantificacdo. Em outros estudos,
ja foram reportadas atividades enzimaticas em ordens de grandeza bem menores as
obtidas aqui. Amoah et al. (2017), por exemplo, desenvolveram um levedura que

secretava celulases e xilanases, obtendo 0,2 e 0,4 Ul.g™t em base Umida.

3.3.2. Influéncia do pH inicial

Apds a selecdo da composicdo do meio mais adequada para os estudos de BPC,
avaliou-se a influéncia do pH no processo. O pH do meio fermentativo pode favorecer a
contaminacédo bacteriana, alem de influenciar a sobrevivéncia e o crescimento celular, a
taxa de fermentacdo e a formacdo de produtos. Adicionalmente, a permeabilidade de
alguns nutrientes nas células da levedura é influenciada pela concentracdo de H* no meio
de cultivo (AZHAR et al., 2017). Por outro lado, o pH tem grande influéncia nas enzimas,
porque afeta o estado de protonacdo dos grupos funcionais de aminoécidos e cofatores e
também a estrutura tridimensional da proteina (BISSWANGER, 2014), podendo,
portanto, afetar as reagdes de hidrolise e a producdo de etanol 2G, consequentemente.

Como pode ser visto na Figura 11, na faixa de pH inicial avaliada, ocorreu total
conversdo dos substratos quando se utilizou a AC14. Ao analisar os parametros
fermentativos (Tabela 8), notou-se que os maiores valores de concentracdo de etanol,
produtividade e rendimentos ocorreram no pH de 5,5, indicando que ele é o mais

favoravel para o BPC.
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Figura 11 - Acompanhamento dos ensaios de BPC conduzidos em diferentes valores de
pH inicial: (a) 4,5; (b) 5,5 e (c) 6,5. Meio YP (5 g.L-1 de glicose, 5 g.L-1 de xilose, 5 g.L-
1 de xilana de sabudo de milho, 5 g.L-1 de celobiose e 2,5 g.L-1 de CMC; meio 6, Tabela
6), DOo = 100 e 35 °C. Leveduras AC14 («) e MD4 (A).
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Tabela 8 - Etanol produzido e parametros fermentativos dos ensaios de BPC em diferentes
valores de pH inicial. Levedura AC14, DOo = 100, 35 °C, pH inicial 5,5 e meio 6 (Tabela
6). Letras iguais indicam que as médias ndo diferiram significativamente, de acordo com
o teste de Tukey com nivel de confianga de 95%.

o Etanol produzido Qr Yers Viabilidade
pH inicial

(g.L Y (g.LthY (%) celular (%)

4,5 8,66+0,712 0,78+0,06° 71,7+1,69 96,442 8

55 10,70+0,39° 0,97+0,044 89,1+2 6" 97,1419

6,5 7,71+0,022 0,70+0,00°¢ 63,8+1,89 97,2428

Yerss: rendimento relativo de etanol comparado ao maximo tedrico; Qp: produtividade de
etanol.

Independente do pH inicial, a concentragéo final de xilitol, glicerol e &cido acético
foram em média 0,2, 0,3 e 0,6 g.L?, respectivamente. Semelhante aos experimentos

fermentativos com diferentes composic¢des de meio, a viabilidade final da AC14 e MD4
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nos trés pHs ficou acima de 90%. Além do pH final e DO final também terem ficado
préximos dos valores medidos inicialmente.

Ao avaliar a produgéo enzimatica nos diferentes valores de pH (Figura 12), notou-
se que somente a xilanase foi afetada. O pH 5,5 foi responsavel por favorecer a atividade
desta enzima. Analisando os resultados do teste de Tukey, percebeu-se que as atividades
em xilanase em pHs 5,5 e 6,5, assim como em pHs 4,5 e 6,5 foram estatisticamente
semelhantes. Sendo assim, decidiu-se seguir os experimentos com pH inicial 5,5.
Adicionalmente, a operacdo com pHs mais acidos auxilia na prevencgédo da contaminacéo
do meio (AZHAR et al., 2017). Vale ainda ressaltar que mesmo com uma atividade
enzimatica reduzida nos pHs extremos (4,5 e 6,5) houve hidrélise e consumo total dos

substratos.

Figura 12 - Atividades dos extratos enzimaticos dos ensaios de BPC realizados em diferentes
valores de pH inicial. (a) Celulases totais, (b) Xilanases, (c) B-glicosidase e (d) B-xilosidase.
Meio 6 (Tabela 6), contendo 5 g.L™ de glicose, 5 g.L ™ de xilose, 5 g.L™* de xilana de sabugo
de bilho, 5 g.L™ de celobiose e 2,5 g.L.* de CMC. DOo = 100 e 35 °C. Leveduras AC14 (barras
preenchidas) e MD4 (barras hachuradas). Letras iguais indicam que as médias ndo diferiram

significativamente, de acordo com o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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Na literatura também existem relatos de que os BPCs sdo influenciados pelo pH.
Singh et al. (2018), utilizando um Clostridium thermocellum ATCC 31924 que produz
celulase e xilanase, estudaram o consumo de celulose cristalina em um intervalo de pH
de 6,0 a 8,0 e observaram que a maior concentracdo de etanol foi obtida no pH mais
alcalino. Favaro et al. (2015), por sua vez, estudaram as leveduras S. cerevisiae
M2n[SFA1-TLG1] e S. cerevisiae MEL2[SFA1-TLG1 no BPC de etanol de amido, as
quais produzem glicoamilase ¢ a-amilase, respectivamente, e concluiram que o pH 4,5
era 6timo para o processo. Chi et al. (2018) estudaram o BPC para a producéo de acido
butirico a partir de palha de arroz deslignificada com um consércio de microrganismos e
notaram que o pH 6,5 foi 0 mais adequado ao variar de 5,5 a 7,0. Vale destacar que o pH
ideal de processo serd particular de cada cepa e enzimas envolvidas, uma vez que cada

biocatalisador tera suas caracteristicas de pH e temperatura 6tima especificas.

3.3.3. Influéncia do fornecimento de oxigénio

A presenca ou auséncia de oxigénio em um processo pode interferir no
metabolismo celular, desviando a rota metabdlica e influenciando a velocidade especifica
de crescimento e, consequentemente, pode também alterar a producdo das enzimas. Como
a producdo eficiente das enzimas hidroliticas é crucial em BPC, estudou-se a produgdo
das enzimas em experimentos estaticos e agitados, em pH 5,5 e no meio 6, previamente
selecionados. Todos os perfis de atividade enzimatica ao longo dos BPCs conduzidos em
condicBes fermentativas ou aerObias seguiram a mesma tendéncia para cada enzima
estudada (Figura 13) e as atividades enzimaticas finais foram estatisticamente
semelhantes (teste de Tukey com 95% de confianca).

Como esperado, a concentracdo de etanol no experimento agitado foi quase um
terco do valor obtido na condicéo estética (Tabela 9), levando a uma menor produtividade.
Neste caso, 0 metabolismo deve ter sido desviado para o crescimento e manutengéo
celular, o que também explicaria 0 aumento de massa celular de aproximadamente 15%
(dados nao mostrados). Adicionalmente, a viabilidade celular foi proxima de 100% tanto
na presenca quanto na auséncia de oxigénio. A producéo final de xilitol, glicerol e acido
acético também foi baixa, atingindo-se em média 0,4, 0,4 e 0,5 g.L* destes metabdlitos,
respectivamente. O pH final também foi semelhante ao inicial. Vale destacar que

provavelmente a desaceleracdo na producdo das enzimas apés 5 h esta relacionada a
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diminuicdo na concentragdo dos substratos, principalmente glicose e xilose, que séo

mondmeros de rapida assimilagéo.

Figura 13 - Cinética da producéo enzimatica dos ensaios de BPC com levedura AC14 em
condicdes aerdbias (+) e anaerobias (»). (a) Celulases totais, (b) Xilanases, (c) -
glicosidase e (d) B-xilosidase. Meio 6, contendo 5 g.L-1 de glicose, 5 g.L-1 de xilose, 5
g.L? de xilana de sabugo de milho, 5 g.L? de celobiose e 2,5 g.L "t de CMC (Tabela 6).
DOy = 100, pH inicial 5,5 e 35 °C. Letras iguais acima dos pontos indicam que as médias
ndo diferiram significativamente, de acordo com o teste de Tukey com nivel de confianca
de 95%.
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Com o estudo da influéncia do fornecimento de oxigénio, conclui-se a etapa inicial
de caracterizagdo do BPC utilizando a levedura AC14, tornando possivel identificar as
condicGes de cultivo mais favoraveis para a producdo de enzimas e etanol em termos de

composi¢do de meio e pH, incluindo a auséncia de agitagdo (anaerobiose).
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Tabela 9 - Etanol produzido e parametros fermentativos dos ensaios de BPC em condicdes
aerobias e anaerdbias. Leveduras AC14, DOo =100, 35 °C, pH inicial 5,5 e meio 6 (Tabela
6). Letras iguais indicam que as médias nao diferiram significativamente, de acordo com

o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.

Etanol

- . Qr Yeris Viabilidade
Condicéo produzido
. (g.L™h™) (%) celular (%)
(9.L7)
Agitada 4,21+0,202 0,38+0,03° 34,9+1,29 96,8+1,0'
Estatica 10,64+0,40° 0,97+0,03¢ 88,1+2,4" 95,1+1,5

Yess: rendimento relativo de etanol comparado ao méximo teérico; Qp: produtividade de

etanol.

3.3.4. Bateladas repetidas

Uma importante andlise a ser feita no BPC é a possibilidade de reutilizacdo do
biocatalisador, uma vez que esta estratégia pode aumentar a viabilidade econdmica e
técnica do processo, além de ser uma pratica amplamente utilizada nas usinas de etanol
1G, caracteristica do processo Melle Boinot (SHULER e KARGI, 2002). Por isso, 0s
reciclos da levedura AC14 foram estudados em dez bateladas repetidas com 11 h de
duracdo cada (tempo no qual o escape de CO2 cessou). As curvas de conversdo sao
apresentadas na Figura 14, sendo observado que todo o substrato foi consumido em todos

os reciclos, ao longo de 11 h de processo.

Figura 14 - Acompanhamento dos ensaios de BPC em bateladas repetidas (levedura
AC14, meio YP contendo 5 g.L* de glicose, 5 g.L ™t de xilose, 5 g.L* de xilana de sabugo
de milho, 5 g.L* de celobiose e 2,5 g.L™ de CMC, DO = 100 e 35 °C).
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Ao analisar os pard@metros fermentativos de cada ciclo (Tabela 10) percebe-se que a concentracéo
de etanol foi estaticamente semelhante em todas as bateladas (aproximadamente 9,5 g.L7?),
indicando a viabilidade de reuso da levedura por dez vezes consecutivas. Semelhantemente,
produtividades e rendimentos mantiveram-se praticamente constantes, o que é bastante atraente
no ponto de vista de processo. A producéo de xilitol, glicerol e 4cido acético ndo foi superior a

0,6, 0,4 e 2,0 g.L?, respectivamente.

Tabela 10 - Etanol produzido e parametros fermentativos dos ensaios de BPC em
bateladas repetidas. Levedura AC14, DO =100, 35°C, pH 5,5 e meio 6 (Tabela 6). Letras
iguais indicam que as médias nédo diferiram significativamente, de acordo com o teste de

Tukey com nivel de confianca de 95%.

Etanol o
i Qr Yeis Viabilidade
Batelada produzido
. (g.LthY (%) celular (%)
(9.L7)
1 10,89+0,402 1,00+0,04° 91,3+3,4° 96,6+1,9¢f
2 9,040,422 0,82+0,21° 80,9+3,8° 94,1+0,8def
3 8,34+0,922 0,76+0,08° 72,1+6,8° 95,0+0,3def
4 10,82+0,312 0,98+0,28° 88,3+2,5° 96,3+0,8%¢f
5 7,98+0,712 0,72+0,15° 72,3+6,4° 96,6+1,3%ef
6 10,36+0,512 0,94+0,10P 85,6+4,2° 91,2+0,9¢f
7 8,10+0,86% 0,74+0,05P 71,345,7¢ 79,4+1 78f9h
8 9,09+0,592 0,83+0,23° 79,6+4,2° 85,6+1,0""
9 10,24+0,992 0,93+0,10P 86,1+3,3° 67,8+2,59"
10 10,02+0,572 0,91+0,15P 83,2+4,7¢ 73,4+0,7"

Yess: rendimento relativo de etanol comparado ao méximo tedrico; Qp: produtividade de

etanol.

Na literatura existem poucos relatos sobre bateladas repetidas em BPC para a
producdo de etanol. Um ponto que chama atengdo nestes artigos é o tempo elevado de
cada ciclo. Por exemplo, Matano et al., (2013) fizeram cinco ciclos de 72 h com cepa de
S. cerevisiae que produz somente enzimas celuloliticas (B-glicosidase, endoglucanase e
celobibiohidrolase 11). Neste caso, foi utilizado palha de arroz pré-tratada (250 g.L ™)

como substrato. J& Liu et al. (2015) estudaram uma levedura que secretava B-glicosidase,
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endoglucanase e celobibiohidrolase I. Utilizando 10 g.L™* de celulose inchada com acido
fosférico como matéria-prima, realizaram 3 ciclos de 96 h cada, enquanto no presente
trabalho os ciclos tiveram duracdo de apenas 11 h, gracas a utilizacdo de alta carga de
células. Perez (2021) realizou 10 bateladas repetidas com 7 h de duragéo utilizando a cepa
AC14 com elevado rendimento (Yr;s médio de 0,49 g.g), todavia s6 utilizou xilose como
fonte de carbono.

Além do desempenho fermentativo, a atividade enzimética presente nos extratos
obtidos ao final de cada ciclo também foi quantificada. Como esperado, notou-se que a
atividade em celulases totais foi aumentando a cada repeticdo (Figura 15a). Isso €
explicado pela retencdo da enzima produzida junto com a suspensdo de biomassa
concentrada recuperada por centrifugacdo ao final de cada batelada. A medida que essa
suspensdo € transferida de uma batelada para outra, a atividade inicial aumenta
gradativamente devido a producdo de enzima que ocorre em cada ciclo.

Por outro lado, para as demais enzimas (Figuras 15b, 15c¢ e 15d), houve um
decréscimo de atividade ao longo dos reciclos, observando-se uma estabilizacdo a partir
da terceira ou quarta batelada. 1sso pode ser atribuido a perda da capacidade de produzir
essas enzimas ao longo dos reciclos, devido a algum processo de perda de vitalidade
celular, devendo ser estudado de maneira mais aprofundada.

Sabe-se que a vitalidade celular é a capacidade de producao de energia das células,
podendo interferir no metabolismo do microrganismo. De acordo com Bouix et al.
(2022), essa caracteristica esta ligada ao comportamento dindmico das células ou ao nivel
de atividade metabdlica (velocidades especificas de crescimento, de producdo de
metabdlitos ou de assimilacdo de substratos).

Na literatura existem relatos de que o esgotamento de nutrientes e acimulo de
metabolitos, como o etanol, pode prejudicar a vitalidade celular de leveduras (BOUIX et
al., 2022; ZHAO et al., 2022b). Adicionalmente, a pressdo causada pelo CO> liberado na
fermentacdo e a concentracdo de CO dissolvido no meio também podem reduzir a
vitalidade do microrganismo (ZHAO et al., 2022b). Tian et al. (2022) reportaram, por
exemplo, que a vitalidade de espécies de S. cerevisiae é afetada até mesmo pela diferenca
de concentragdo de glicose no meio fermentativo, que pode causar alteragOes

mitocondriais.
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Figura 15 - Atividades nos extratos enzimaticos dos ensaios de BPC em batelada repetida.
(a) Celulases totais, (b) Xilanases, (c) B-glicosidase e (d) B-xilosidase. Levedura AC14,
DOy =100, 35 °C, pH inicial 5,5 e meio 6 (Tabela 6). Letras iguais indicam que as médias
ndo diferiram significativamente, de acordo com o teste de Tukey com nivel de confianca
de 95%.

a)
0,8
% )
g406 bed bed bed & g
& E 0,4 a, b,c.d avb,TC’d - = abcd [F 3
S35 abd _ | =
(@]
0,0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Reciclo
(b)
a
10,0 :
275 [ T b
S E50 T
= 5 ! c
< =25 £ ¢ C c c c c
0.0 i I o e s s
1 2 3 4 5 6 7 3 9 10
Reciclo
(c)
o 12 b
8 |
2299 I
SEop |2
2
= 03 c . . . .
0,0 = ¢ ¢ e ¥ -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Reciclo
(d)
% ~20 T
£920 ) 3
g E l I
52" b b b b
. ’—I—‘ b b b b
0.0 1 s o 1 s 1 o

Reciclo

65



Aparentemente, esse problema se refletiu na viabilidade celular, que teve uma
reducdo ao longo das repeti¢des, chegando a cerca de 70 % nos dois ultimos ciclos
(Tabela 10). Mesmo com as baixas atividades em xilanases, B-xilosidase e B-glicosidase,
a conversdo total do substrato foi atingida e a producédo de etanol se mostrou constante
(Tabela 10). Isso provavelmente ocorreu porque foi utilizado meio com baixas
concentracdes de CMC, celobiose e xilana de sabugo de milho, de forma que a baixa
atividade enzimatica foi suficiente para degradar em 11h todos os polimeros presentes.
Caso maiores concentracdes de polimeros tivessem sido utilizadas, as baixas atividades
enzimaticas provavelmente levariam a uma menor conversao no mesmo tempo de cultivo.

Adicionalmente, a diferenca de perfil entre a atividade das celulases totais
(endoglucanase, celobiase | e celobiase 11) e as demais enzimas pode estar associada aos
promotores utilizados por Claes et al. (2020) na construgéo da cepa AC14. Como mostra
a Tabela 5, a introducdo dos genes da endoglucanase, da celobiase | e da celobiase Il
foram flanqueados por um promotor diferente das demais, denominado PGK1. Os autores
que desenvolveram a levedura AC14 justificaram essa alteracdo no promotor como uma
forma de evitar o esgotamento do promotor TEF1, que poderia resultar em menor
producdo de proteinas (CLAES et al., 2020). Todavia, os resultados aqui obtidos apontam
que essa mudanca pode ter prejudicado a producdo das enzimas associadas ao PGK1
durante as bateladas repetidas.

E importante destacar que, nos estudos conduzidos em bateladas repetidas com
outras linhagens de leveduras recombinantes que antecederam a AC14 (S. cerevisiae T18,
HAAL1l e MDS130), nenhum indicio de perda de vitalidade foi observado(PEREZ,
Caroline L. et al., 2022, 2021; SOARES et al., 2022). Todas essas linhagens anteriores
sdo semelhantes a MD4, ou seja, contendo apenas modificacdes genéticas relacionadas a
assimilacdo eficiente de xilose, mas sem capacidade de secretar enzimas. Portanto, esse
fato novo estd provavelmente relacionado com a expressdo das enzimas hidroliticas e

requer mais estudos para sua elucidacao.

2.4. Conclusao

A linhagem S. cerevisiae AC14 destaca-se por ser até 0 momento a Unica relatada
na literatura com capacidade de secrecdo de 7 enzimas hidroliticas, projetada
especificamente para ser usada em Bioprocessamento Consolidado. A incorporagéo de

uma levedura com essas caracteristicas pode revolucionar a produgéo de bioetanol por
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BPC. Porém, o sucesso dessa estratégia depende do mapeamento das respostas da AC14,
ndo s6 em termos do seu desempenho fermentativo, mas também da eficiéncia na
producgéo das enzimas. Neste estudo, a influéncia de condigdes de cultivo mais relevantes
(composicdo do meio de cultivo, pH inicial, fornecimento de oxigénio) foi avaliada em
batelada simples, utilizando um meio sintético, contendo acutcares simples, dissacarideos
e polissacarideos (de composicéao e estrutura conhecidos). De maneira geral, a levedura
apresentou excelente robustez, conseguindo atingir a conversdao completa de todos os
substratos, além de rendimentos em etanol de mais de 90 % do teorico e alta viabilidade,
em condicdes fermentativas. A capacidade hidrolitica da levedura modificada foi ainda
confirmada por meio da medida das atividades enzimaticas, mostrando que a producéao
das enzimas ocorre de forma efetiva e reprodutivel em todas as condigdes estudadas.
Porém, quando cultivada em batelada repetida, a sintese de algumas enzimas foi afetada
negativamente, sugerindo que o promotor utilizado para flanquear esses genes pode ter
interferido na producéo das proteinas. Esse resultado ilustra a importancia de expor 0s
organismos recombinantes a condi¢fes de cultivo similares as empregadas na industria,
para que seu potencial de aplicacdo seja efetivamente avaliado. A partir dos resultados
obtidos no presente estudo, condi¢cbes de BPC com a AC14 utilizando materiais
lignocelul6sicos reais poderdo ser estabelecidas e as limitagdes do processo mais
facilmente identificadas.
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Anexo A — Géis de eletroforese com extratos enzimaticos obtidos nos ensaios

fermentativos com AC14 em diferentes substratos conforme Tabela 6.

87,2 — Bxilosidase

78,4 — B-glicosidase
57,0 — Acetilana esterase
51,1 — Celobiohidrolase |

48,7 - Celobiohidrolase
44,7 - Endoglucanase

24,4 - Xilanase

Padrdo MD4 1 2 3 4 5

— 87,2 - Buxilosidase

78,4 — B-glicosidase
57,0 — Acetilana esterase
51,1 — Celobiohidrolase |

48,7 - Celobiohidrolase Il
44,7 - Endoglucanase

24,4 - Xilanase

Padrdo MD4 6 7 8 9 10
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Capitulo 3 - Avaliacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae AC14 no
bioprocessamento consolidado de bagaco de cana advindo da industria
sucroalcooleira para producéo de etanol 2G

3.1. Introducéo

Atualmente no Brasil, 0 bagaco de cana-de-agUcar € um co-produto agro-industrial
que se destaca principalmente pela sua grande disponibilidade. Na safra 2022/2023, esta
prevista a producédo de 572,9 milhdes de toneladas de cana no pais (CONAB, 2022), sendo
que, para cada tonelada de cana processada nas usinas de agucar e etanol 1G, sdo gerados
140 kg de bagago (CANILHA et al., 2012). Entretanto este co-produto agroindustrial
ainda ndo € integralmente aproveitado no contexto da Biorrefinaria, sendo parcialmente
gueimado nas caldeiras das usinas sucroalcooleiras para a co-geracdo de eletricidade
(ALOKIKA et al., 2021).

Como qualquer biomassa lignoceluldsica, o bagaco da cana é rico em carbono,
sendo composto principalmente por celulose e hemicelulose, além de lignina e outros
componentes em menor quantidade (MIRANDA et al., 2021). Essas cadeias carbénicas
podem ser a base para a producédo de diversos bioprodutos como, por exemplo, o etanol
2G (HUANG et al., 2020). Um problema na producdo de etanol a partir de materiais
lignocoelul6sicos € que a levedura amplamente utilizada na producéo de etanol 1G néo é
capaz de assimilar eficientemente a xilose proveniente da porcdo hemicelul6sica,
dificultando o aproveitamento integral da biomassa vegetal (AZHAR et al., 2017). Sendo
assim, o desenvolvimento de tecnologias escalonaveis que utilizem eficientemente o
bagaco e gerem etanol € crucial para o aproveitamento total desse material
lignocelulésico.

Para producéo de etanol 2G, a estrutura complexa da biomassa deve ser rompida a
fim de tornar as fragdes celulosica e hemicelulosica mais acessiveis a agdo das enzimas
hidroliticas, viabilizando a liberagdo dos acucares livres e sua fermentacdo a etanol.
Diante disso, uma etapa de pré-tratamento deve ser aplicada, a qual pode consistir em
processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos, biolégicos ou uma combinagdo desses
processos (SHARMA et al., 2020). Dentre os metodos existentes, o pré-tratamento acido
€ um processo bastante estudado, sendo aplicado para uma grande variedade de biomassas
(AGUIAR et al., 2021; CHEAH et al., 2020). Essa metodologia, por meio da hidrélise

quimica, transforma a biomassa em uma fracao liquida, a qual possui principalmente a
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porcdo hemiceluldsica solubilizada, e em outra fracdo solida, contendo a celulignina.
Uma desvantagem geral desse tipo de pré-tratamento é a formacdo de inibidores do
metabolismo microbiano a partir da degradacéo de agUcares e decomposicao de lignina,
além da necessidade de equipamentos resistentes a corrosdo (CHEAH et al., 2020;
SOLARTE-TORO et al., 2019).

O pré-tratamento hidrotérmico, por sua vez, € mais brando e simples, sendo
considerado interessante economicamente por ter um ciclo curto e gerar menos produtos
de degradacdo. Essa tecnologia baseia-se na utilizacao de agua em altas pressdes, gerando
acido acético a partir da xilana pela acao de ions provenientes da auto-ionizacéo da agua.
Isso faz com que seja um processo bastante atraente no ponto de vista da sustentabilidade,
pois ndo necessita de adicdo de acidos nem de etapas de recuperacao (YUE et al., 2022).
Além disso, ndo € preciso reatores resistentes a corrosdo, pode-se usar a biomassa Umida
e apresenta custos operacionais menores quando comparado a outros pré-tratamentos que
necessitam de diversos insumos e equipamentos especificos. Um ponto negativo é o
grande volume de 4gua utilizado (YUE et al., 2022).

Apds o pré-tratamento, uma etapa de hidrolise enzimatica deve ocorrer no material
pré-tratado para liberacdo dos acUcares fermentesciveis, porém o custo das enzimas
hidroliticas € um gargalo econémico (RAMOS et al., 2022). Por isso, uma técnica que
vem ganhando espago no contexto integrativo da Biorrefinaria, € o Bioprocessamento
Consolidado (BPC), pois nesta abordagem um Gnico microrganismo ou um consorcio
deles é capaz de produzir enzimas hidroliticas que atuam no material lignocelulésico e de
assimilar pentoses e hexoses simultaneamente em um Unico reator (OLGUIN-MACIEL
et al., 2020; SINGHANIA et al., 2022). Dentre os estudos sobre BPC na literatura, a
levedura desenvolvida por Claes et al. (2020) é bastante atraente, pois produz sete
enzimas hidroliticas.

Para analisar a aplicabilidade deste processo em condi¢des industriais, é
fundamental o estudo do BPC com materiais lignocelulosicos reais. Esse tipo de matéria-
prima comecou a ser estudada para BPC na ultima década, englobando substratos como
palha de milho (CHEN et al., 2018; KHRAMTSOV et al., 2011), palha de trigo (LEE et
al., 2017; LIU et al., 2020; LIU et al., 2017) e palha de arroz (LIU et al., 2020;
SAKAMOTO et al., 2012; YANG et al., 2016). Por outro lado, os co-produtos gerados
na industria sucroalcooleira, como o bagaco e palha de cana-de-agucar, apesar de serem
interessantes fontes de carbono, ainda ndo foram suficientemente investigados em BPC
(PEREZ, 2021; AMOAH et al., 2017). Dentre esses estudos, Perez (2021) conduziu
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estudos prelimnares de BPC a partir do bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado
hidrotermicamente, utilizando a cepa AC14. Notou-se que a conversdo da biomassa foi
parcial, sendo esse resultado atribuido a dificuldade de acesso das enzimas a matriz
polimérica e necessitando de mais estudos que investigassem estratégias que
favorecessem 0 proesso.

Para buscar um BPC produtivo e eficiente, além do processo padrao que é composto
pela adi¢cdo do microrganismo, do licor, da celulignina e de fontes de nitrogénio, pode-se
recorrer a novos recursos para melhorar o processo. Dentre eles, destaca-se a adicéo de
proteina de soja e o congelamento da celuligninca. A primeira estratégia esta atrelada a
um problema que vem sendo reportado na literatura: a adsorcao das enzimas responsaveis
pela de hidrdlise enziméatica do material lignocelulésico na lignina presente na fragcdo
solida. Tal fenbmeno é extremamente prejudicial a eficiéncia da etapa de hidrolise, pois
uma vez adsorvida, a enzima perde sua funcionalidade (GUO et al., 2014; LIN et al.,
2021). Por isso, técnicas que minimizem essa adsorcdo vém sendo desenvolvidas, como
¢ o caso da utilizacdo de aditivos que funcionem como “moléculas de sacrificio”. Ou seja,
saturam a lignina ocupando o lugar das enzimas, que continuam ativas para catalisar a
hidrolise dos materiais (FLORENCIO et al., 2019, 2016). Destaca-se gque esta abordagem
ainda ndo foi testada no BPC, tendo sido aplicada na hidrélise enzimética separada
seguida de fermentacdo. A segunda estratégia esta ligada ao pré-tratamento aplicado no
bagaco. Sabe-se que ndo existe um pré-tratamento universal que seja eficiente para todos
os tipos de materiais lignoceluldsicos, variando a eficiéncia de acordo com a matéria
prima (SHARMA et al., 2020). Por isso, existem pesquisas que abordam a utilizacdo
sequencial de pré-tratamentos que se complementem e melhorem a exposicao da fibra e
0 acesso posterior das enzimas a matriz polimérica. Neste sentido, o congelamento-
descongelamento da biomassa vegetal € um processo interessante como pré-tratamento
complementar a outro, porque cria microfendas e poros na estrutura vegetal, aumentando
a area de contato, além de ser simples e de baixo impacto ambiental (WANG, Xin Ming
etal., 2013).

Sendo assim, neste trabalho estudou-se o BPC do bagago de cana-de-aglcar pré-
tratado (fracdo solida e fracdo liquida), avaliando os pré-tratamentos hidrotérmico e
acido, além das etapas adicionais de congelamento e dopagem do meio com proteina de
soja como molécula de sacrificio, visando aumentar a eficiéncia da etapa de hidrdlise e

consequentemente do BPC.
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3.2. Materiais e métodos

3.2.1. Materiais

Para os cultivos de BPC, utilizou-se o bagaco de cana-de-actcar doado gentilmente
pela usina Ipiranga agroindustrial (Descalvado, SP). Para a composi¢cdo dos meios
sintéticos, utilizou-se extrato de levedura da Fisher Bioreagentes (México), peptona da
Pharma & FIA Kerry (Campinas/Brasil), celobiose da Sigma-Aldrich (Reino Unido),
xilana de sabugo de milho da Carl Roth (Alemanha) e carboximetilcelulose da Synth
(Brasil). Nos cultivos BPC foi aplicado Kamoran gentilmente fornecido pela Quimica
Real (Belo Horizonte, MG). Para as atividades enzimaticas, p-NPX da Sigma-Aldrich
(Israel) e xilana da madeira de faia da Carl Roth (Alemanha) foram utilizados. Para
estudar o efeito blogueador da proteina de soja, aplicou-se a proteina isolada da Bremil

(Arroio do Meio, RS), com 90% de teor de proteina.

3.2.2.  Microrganismo e inéculo

A levedura recombinate S. cerevisiae AC14 (CLAES et al., 2020), desenvolvida no
laboratério do Prof. Johan M. Thevelein (NovelYeast, Bélgica), capaz de produzir sete
enzimas hidroliticas e assimilar xilose, glicose e outras hexoses (CLAES et al., 2020), foi
utilizada. Inicialmente, uma al¢ada de cultura estoque da cepa AC14 armazenada a -80°C
foi estriada em meio s6lido YPAgar contendo glicose (20 g.L ™), xilose (20 g.L™?), xilana
de sabugo de milho (10 g.L ™), celobiose (10 g.L ™) e carboximetilcelulose (50 g.L 1), além
de extrato de levedura (10 g.L ™), peptona (20 g.L ™) e &gar (15 g.L ). A placa de Petri foi
incubada a 30 °C por 48 h. Em seguida, uma coldnia foi ressuspendida em 75 uL de 4gua
destilada estéril e a suspensio foi espalhada com alca de Drigalski em meio YPAgar
contendo glicose (20 g.L 1), xilose (20 g.L %) e agar (15 g.L %) e incubada por mais 24 h a
30 °C, para a formagao de um “tapete” celular cobrindo toda a superficie. Para preparar o
inoculo, o “tapete” celular de uma placa de Petri foi totalmente ressuspendido em meio
YPDX (20 g.L* de glicose e 20 g.L* de xilose) e inoculado em 300 mL do mesmo meio
em um frasco Erlenmeyer aletado de 1 L, sendo deixado em incubadora rotatoria (150
rpm) por 12 h a 30 °C. As células foram recuperadas por centrifugacédo (2500 rpm e 10
min) a 4 °C.
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3.2.3.  Preparo do bagaco de cana

Inicialmente, o bagaco de cana-de-agucar (39% de celulose, 29% de hemicelulose
e 21% de lignina) foi moido e peneirado em moinho de facas Wiley (TE-650/1 Tecnal,
Brasil) para obten¢ao de granulometria <3 mm. Em seguida, o bagaco foi seco em estufa
por 24 h a 45 °C até atingir 10-15% de umidade, quantificada em uma balanga
determinadora de umidade ID50 Marte (MILESSI, Thais S. et al., 2021).

3.2.4. Pré-tratamentos do bagaco de cana

O preé-tratamento hidrotérmico do bagacgo de cana-de -agucar foi realizado em um
reator de aco inoxidavel de 5,5 L (Parr Instrument Company 4544, Moline, EUA) com
agitador de hélice, dotado de aquecimento e controlador de temperatura. O reator foi
operado com uma relacdo sélido-liquido de 1:10 (p/v) a 250 rpm e a temperatura foi
mantida em 195 °C por 10 min, conforme metodologia desenvolvida por (SILVA, G. M.,
2015). Apos o resfriamento do reator, o licor hidrotérmico (fracdo liquida) ainda quente
foi separado da celulignina hidrotérmica (fracdo solida, 35% de celulose, 9% de
hemicelulose e 23% de lignina) por filtracdo e ambos foram armazenados a 4 °C.

O pré-tratamento acido do bagaco de cana-de-aglUcar foi realizado com acido
sulfurico (1% v/v) na proporcédo 1:10 de sélido:liquido em frascos Schott a 121°C por 20
min conforme metodologia de (HERNANDEZ-PEREZ et al., 2020). Ap6s o
resfriamento, as fracdes liquida e sélida (62% de celulose, 3% de himicelulose e 33% de
lignina) foram separadas por filtragdo e armazenas a 4°C.

Um tratamento adicional foi empregado na fracdo solida (celulignina) resultante do
pré-tratamento hidrotérmico para estudar o aumento de exposi¢do da fibra. Para isso,
seguiu-se a metodologia de Smichi et al. (2016) de congelamento e descongelamento de
biomassa. O bagaco pré-tratado foi congelado por 24 h a -20°C e descongelado em banho-
maria a 100 °C por 15 min. O material resultante foi filtrado e seco a 50°C por 48 h e

utilizado em seguida nos ensaios BPC.

3.2.5. Ensaios fermentativos

Os cultivos foram realizados em mini-reatores de 5 mL equipados com saida de

CO., conforme descritos por Mesquita et al. (2021). Os ensaios de BPC foram
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monitorados por meio da medicdo da liberacdo de massa de CO2 na fermentacdo
alcodlica, fazendo a pesagem dos mini-reatores periodicamente. A partir desses dados foi
possivel estimar a conversdo por meio da estequiometria (MESQUITA et al., 2021),
interrompendo-se 0s experimentos quando ocorreu estabilizacdo da massa dos mini-
reatores, correspondente a uma variagdo menor de 5% como indicacdo do fim da
fermentagdo. Com os perfis de liberagdo de CO: e os dados de concentracdo final de
etanol e de substrato, a curva de conversdao e os rendimentos globais foram obtidas
considerando-se que a formacéo de outros produtos (além de CO; e etanol) e de biomassa
foi pouco significativa. Para o acompanhamento das atividades enzimaticas com o tempo,
conduziram-se mini-reatores idénticos em paralelo, que foram periodicamente
interrompidos ao longo da fermentacédo para obtencdo do extrato enzimatico.

As condicbes de fermentacdo foram: pH 5,5, 35°C, 4 mL de volume total e,
densidade Optica inicial 100 (correspondente a 80 g/L). Utilizou-se os antibidticos
Ampicilina (20 ppm) e Kamoran (4 ppm) em todos os experimentos. Foram realizados
cultivos em condicdes estaticas e sob agitacdo magnética.

Para estudar o BPC com o bagaco de cana-de-aclcar de uma maneira mais ampla e
detalhada, foram conduzidos experimentos das fra¢fes liquidas e solidas separadamente
e, em seguida cultivos contendo ambas as fragdes pré-tratadas. Para isso, quando foram
feitos os experimentos visando avaliar especificamente a hidrélise das celuligninas pelas
enzimas hidroliticas produzidas pela levedura AC14, utilizou-se meios sintéticos para
mimetizar os licores reais e evitar a interferéncia dos compostos variados presentes nos
licores nas metodologias de determinacdo de atividades enzimaéticas. Apenas ap0s se
avaliar cada fracdo separadamente, foram entéo realizados cultivos com ambas as partes
reais. Os meios de fermentacdo foram preparados conforme descrito abaixo, tendo como
substrato 0 bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado &cida e hidrotermicamente, em
combinacdo ou ndo com o meio sintético e suplementados com extrato de levedura (10
g.L'h) e peptona (20 g.L%):

e Meio liquido real: formulado apenas com a fracdo liquida (licor) resultante do pre-
tratamento;

eMeio real: composto pelas celuligninas e os licores provenientes dos pré-
tratamentos;

e Meio real/sintético: composto pelas celuligninas e por meio sintético mimetizando
a composicéo do licor real (licor sintético hidrotérmico: 0,4 g.L ™ de glicose, 4,0 g.L* de
xilose, 1 g.L ! de celobiose, 15 g.L! de xilana de sabugo de milho; licor sintético acido:
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2,0 g.L? de glicose, 20,0 g.L* de xilose, 1 g.L™* de celobiose) de forma a se avaliar a
influéncia dos inibidores presentes no licor real,

e Meio sintético: experimento controle mimetizando os aglcares potenciais
presentes nos licores e celulignina reais (meio sintético hidrotérmico: 0,4 g.L* de glicose,
4,0 g.L* de xilose, 1 g.L de celobiose, 16 g.L™ de xilana de sabugo de milho, 3,5 g.L™*
de carboximetilcelulose; meio sintético acido: 2,0 g.L™ de glicose, 20,0 g.L™* de xilose, 1
g.L? de celobiose, 0,5 g.L! de xilana de sabugo de milho, 6,0 g.L?! de
carboximetilcelulose).

Nos cultivos com a fragdo sdlida, utilizou-se 10 g.L (1% m/m) de celulignina e
também foram estudadas a influéncia de proteina de soja e do congelamento da fracdo
solida. Os fluxogramas da Figura 16 mostram as diferentes configuracdes dos cultivos
realizados com a fracao sélida.

O BPC padrdo foi composto por microrganismo, licor, celulignina, peptona e
extrato de levedura como fonte de nitrogénio (Figura 16a). Foram avaliadas duas
alternativas de suplementacdo com proteina de soja para avaliar seu papel como
saturadora da lignina. A primeira foi denomindada BPC com proteina de soja, a qual foi
realizada adicionando-se a proteina de soja junto com os demais componentes do BPC
padrdo (Figura 16b). Ja a segunda alternativa foi chamada de BPC com celulignina
condicionada, que foi planejada visando analisar se as fontes de nitorogénio (peptona e
extrato de levedura) ndo interferiam no mecanismo de saturacdo pela proteina de soja
(Figura 16d). Peptona e extrato de levedura sdo ricos em proteina e podem também
contribuir para a saturacdo da lignina. Para isso, foi feito o condicionamento da
celulignina que consistiu em incuba-la (5% p/v) a 50 °C a 200 rpm por 24 h em tampé&o
citrato 50 mM (pH 4,8) na presenca de proteina de soja (4% m/m), seguida de filtracdo,
de acordo com metodologia adaptada de Florencio et al., (2016). Como controle, foi
realizado o condicionamento da fracdo sélida sem a proteina, somente com o tampao para
averiguar se esta incubacdo poderia interferir no processo (Figura 16c). Também foi
testado o congelamento da celulignina como forma de aumentar a exposicéao das fibras de
celulose conforme detalhes da secdo 3.2.4 (Figura 16e). Por fim, realizou-se BPC com
proteina de soja combinada com o congelamento (Figura 16f).

Destaca-se que todos os meios e conformacgdes foram testados para o licor e
celulignina hidrotérmicos, enquanto que o licor e celulignina acidos foram utilizados para
a avaliacdo do BPC padrédo a fim de comparar a influéncia da composicao das fragoes

liquidas e a as modificag¢bes ocorridas na fragdo solida por ambos os pré-tratamentos.
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Figura 16 - Fluxograma das diferentes configuracdes estudadas nos ensaios fermentativos
de BPC realizados com bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado &cida e hidrotérmicamente
(@) BPC padrdo; (b) BPC com proteina de soja; (c) BPC com celulignina condicionada;
(d) BPC com celulignina condicionada e com proteina de soja; (e) BPC com celulignina
congelada; (f) BPC com celulignina congelada e com proteina de soja. Condicdes: 35°C,
pH 5,5, DOy 100.
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seguida, o meio foi centrifugado (2500 rpm, 4 °C por 10 min) e parte do sobrenadante

obtido foi congelado a - 20 °C para analise da composicéo final por cromatografia liquida
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de alta eficiéncia. A outra parte do sobrenadante foi utilizada como extrato enzimatico
destinada a caracterizacdo das atividades em celulases totais, xilanases, B-glicosidase e -
xilosidase.

3.2.6. Meétodos analiticos

Viabilidade celular: A viabilidade das leveduras foi avaliada por coloragdo com azul de

metileno e contagem em camara de Neubauer de acordo com metodologia de Sandri et
al. (2023). A amostra foi incubada com o corante na propor¢do 1:1 por 5 min em
temperatura ambiente. As células ndo viaveis foram aquelas que adquiriram coloracao
azul e as células vidveis aquelas que ficaram transparentes. A viabilidade celular foi
definida como a razdo entre células viaveis e células totais (viaveis e ndo viaveis)

computadas em um espaco definido da camara de contagem (SANDRI et al., 2023).

Atividades enzimaticas: As atividades enziméticas foram realizadas conforme descrito no

topico 2.2.5.3 do capitulo 2, cujas metodologias encontram-se resumidas na Tabela 11.

Tabela 11 - Protocolos resumidos das atividades enzimaticas utilizadas para caracterizar

0s extratos enzimaticos gerados nos ensaios de BPC.

Enzima Celulases totais Xilanases B-glicosidase  B-xilosidase
Papel de filtro 3mL de 50 pL de 5-NPX
Substrato Whatmam n®1 xilana de faia celobiose (5 mmol.LY)
de 15 mm (1% m/v) (2%) '
Citrato de sodio Citrato de Citrato de Fosfato de
« (600 pL; sodio (50 sodio (50 potassio
Tampao -1. -1. -1. -1.
50 mmol.L*;  mmol.L*; pH  mmol.L™; pH (50 mmol.L™;
pH 5,0) 5,5) 5,5) pH 6,0)
Extrato
enzimatico 300 pL 200 pL 50 puL 150 puL
Tempo e Aliguotas em .
temperatura 1hab0°C intervalos de 2 15 molg 250 5 min a 50°C
de incubagdo min a 50 °C
Inativagéo - - 100°C _por -
10 min
Quantificacdo DNS DNS GOD-PAP p-NPX

77



Quantificacao de acucares e produtos: Inicialmente, as amostras foram tratadas para

remoc&o dos sélidos insollveis, sendo congeladas por pelo menos 24 h, descongeladas e
centrifugadas duas vezes (2500 rpm, 4 °C por 5 min) conforme (DEMEKE et al., 2013).
Em seguida, as amostras foram filtradas em filtro 0,22 um e analisadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um cromatografo Waters e2695 dotado de
detectores de indice de refracdo e UV-VIS (A= 210 nm). Para quantificar etanol, glicose,
xilose, celobiose, arabinose, glicerol, &cido acético, furfural e hidroximetilfurfural foi
utilizada a coluna de excluséo i6bnica RezexTM ROA- Organic acid H+, com H.SO4 5mM
como fase mével no fluxo de 0,6 mL.min e temperatura de operacgéo 65 °C (PRATTO
et al., 2020). Para quantificacdo total dos xilooligbmeros presentes na fra¢do liquida pré-
tratada, um volume de 5 mL de amostra foi submetido a hidrdlise &cida total para a
conversdao dos oligdmeros a mondmeros a partir da reagdo com 174 pL. de H2SO4 72%
em tubos de ensaio com tampa, colocados em banho seco a 121°C por 1 h
(NASCIMENTO et al., 2016). Apos hidrolise acida, as amostras foram resfriadas, o pH
neutralizado com CaCOs e em seguida quantificadas por HPLC. A quantidade total de
xilooligdbmeros presentes na fracdo liquida foi determinada pela diferenca entre a massa
de xilose total obtida apds hidrolise dos oligbmeros em mondmeros na hidrélise acida e
a massa de xilose obtida antes da hidrdlise acida (PEREZ, C.L., 2021).

3.3. Resultados e discussdo

3.3.1. Estudo dos pré-tratamentos do bagaco

Inicialmente, foi realizado o pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar por meio
de duas metodologias. Em ambos os casos foram geradas duas fracGes: uma liquida
chamada de licor e outra solida denominada celulignina. O pré-tratamento acido
solubilizou maior porcentagem do bagaco no licor (22,6%) em comparagdo com o
hidrotérmico (14,5%). Isso era esperado porque a adi¢éo de &cido favorece o rompimento
do material ligniceluldscico, principalmente clivando a por¢do hemiceluldsica
(ILANIDIS et al., 2021; SOLARTE-TORO et al., 2019).

Em seguida, caracterizou-se a fracdo liquida conforme consta na Tabela 12. Como
esperado, o valor do pH do licor acido foi menor do que o hidrotérmico, visto que no
primeiro ha adicdo de acido e no segundo s6 se usa agua, ocorrendo somente uma
producdo in situ de &cido acético (SOLARTE-TORO et al., 2019; YUE et al., 2022).
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A concentracdo de xilose foi maior no licor acido, enquanto a concentracao de
xilooligomeros foi bem menor, visto que a presenca do acido no pré-tratamento solubiliza
a hemicelulose na forma de monémeros. A producéo de inibidores (hidroximetilfurfural
e furfural) também foi maior no método &cido, o que pode interferir no metabolismo
celular e, consequentemente, prejudicar o BPC. A maior producéo de inibidores no pré-
tratamento acido quando comparado ao hidrotérmico € extensamente relatada na
literatura, sendo atribuida a sua maior severidade (PANAKKAL et al., 2021; RAJAN;
CARRIER, 2014; RAMOS et al., 2021). Por exemplo, Ilanidis et al. (2021) compararam
um pré-tratamento baseado na autocatalise e outro com a adicdo de acido sulfarico e
perceberam que existe maior producdo de inibidores no processo acido, conforme
observado no presente trabalho.

Tabela 12 - Caracteristicas dos licores advindos dos pré-tratamentos acido (H2SO4 1%
vlv, 1:10 p/v, 121 °C, 20 min) e hidrotérmico (1:10 p/v, 195 °C, 10 min, 250 rpm) do
bagaco.

Pré-tratamento Hidrotérmico Acido
pH do licor 3,50 1,30
Glicose (g.L™?) 0,38 1,85
Xilose (g.L %) 4,22 19,29
Celobiose (g.L ™) 1,15 0,95
Arabinose (g.L™Y) 1,41 2,00
Xilooligdmeros totais (g.L ) 14,68 1,01
Acido acético (g.L™) 1,67 2,52
HMF (g.L D) 0,26 2,25
Furfural (g.L™?) 1,97 2,33

3.3.2. Ensaios fermentativos do BPC

3.3.2.1. Estudo dos licores

Foram conduzidos ensaios fermentativos com os licores obtidos nos pré-

tratamentos acido e hidrotérmico por 11 h, quando a massa dos mini-reatores estabilizou.
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Notou-se uma diferenca na inclinacéo entre os perfis (Figura 17), indicando influéncia da

fracdo liquida no BPC devido as diferentes composi¢des em agulcares e inibidores.

Figura 17 - Perfis de conversdo dos ensios de BPCs (pH 5,5, DOo 100, agitacao
magnética) com licores advindo dos pré-tratamentos hidrtotérmico (simbolos vermelhos)
e 4cido (simbolos pretos).
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Na Tabela 13, é possivel comparar os licores advindos dos dois pré-tratamentos
diferentes. A fermentacdo do licor hidrotérmico gerou maior concentracdo de etanol, o
que refletiu diretamente nos valores de rendimento e de produtividade, os quais também
foram melhores no pré-tratamento hidrotérmico. Isso pode ter ocorrido pela menor
presenca de inibidores que influenciaram no metabolismo da AC14. Esse resultado é
bastante interessante, porque o processo hidrotérmico é mais atraente que o acido, pois 0

primeiro é ambientalmente amigavel além de ser de simples operacdo (YUE et al., 2022).

Tabela 13 - Etanol produzido e parametros fermentativos dos ensaios fermentativos com
AC14 em licores hidrotérmicos e &cidos do bagaco de cana-de-agucar (DOo = 100, 35 °C,
pH 5,5, agitacdo magnética). Letras iguais ao lado dos dados indicam que as médias ndo

diferiram significativamente, de acordo com o teste de Tukey com nivel de confianca de
95%.

Pré-tratamento  Etanol (g.L™?) Qr(g.L1hY) Yeis (%)  Viabilidade (%)
Hidrotérmico 9,1+0,62 0,83+0,06° 75,6+5,3° 96,7+3,3"
Acido 7,9+0,6" 0,72+0,05¢ 61,1+4,3f 98,2+5,6"

Yess: rendimento relativo de etanol comparado ao méaximo tedrico; Qp: produtividade de
etanol.
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4.3.2.2. Estudo das fracGes solidas

Em sequéncia, passou-se para o estudo das fragdes sdlidas com licor sintético para
analisar sua hidrdlise a partir das enzimas produzidas pela cepa AC14. Como a presenca
de uma fracdo sélida em suspensdo no meio de cultivo pode ocasionar problemas
difusionais, principalmente na etapa de hidrolise enzimatica (DU et al., 2017), analisou-
se a influéncia da agitacdo do meio.

Por outro lado, existem relatos na literatura de que a presenca de materiais sélidos
em sistemas agitados pode reduzir a viabilidade das células, funcionando como uma
espécie de moinho de bolas (KOPPRAM e OLSSON, 2014; SANDRI et al., 2023;
SASSNER et al., 2006; UNREAN et al., 2016). Sendo assim, é importante avaliar a
agitacdo no BPC e foram conduzidos estudos preliminares para avaliar se a concomitancia
da presenca da celulignina e da agitacdo alteram significantemente a viabilidade celular
da levedura AC14.

Foram conduzidos os seguintes experimentos: cultivo estatico com solido em
suspensdo e cultivo com agitacdo magnética com solido em suspensdo, tanto para
celulignina advinda do pré-tratamento &cido quanto hidrotérmico. O perfil de conversédo
dos acUcares esta representado na Figura 18. Por meio da inclinagdo das curvas, notou-se
que o ensaio fermentativo com licor hidrotérmico teve maior velocidade sob agitacao,

enguanto os experimentos com licor acido ndo sofrerem influéncia da agitacao.

Figura 18 - Perfil de conversdo dos ensaios de BPC com levedura AC14 com licores
sintéticos e celuligninas reais gerados nos pré-tratamentos hidrotérmico (simbolo azul) e
acido (simbolo amarelo) do bagaco de cana-de-acucar (DO = 100, 35 °C, pH 5,5). BPC

agitado (e), BPC estatico (m). Conversdo estimada a partir dos dados de massa CO2

produzido.
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Tabela 14 - Etanol produzido e parametros fermentativos dos ensaios de BPC padréo agitados e estaticos com levedura AC14 com licores reais e

sintéticos e celuligninas reais gerados nos pré-tratamentos hidrotérmicos e acidos do bagago de cana-de-agucar (DO = 100, 35 °C, pH 5,5). Letras

iguais ao lado dos dados indicam que as médias ndo diferiram significativamente, de acordo com o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.

Pré-tratamento Agitacdo Licor Etanol produzido (g.L?) Qe (g.L1.h?) Yrss (%) Viabilidade (%)
_ Sintético 8,7+0,43 0,79+0,03° 66,6+2,8° 100,0 + 0,0¢
Hidrotrmico >im Real 9,3+1,12 0,84+0,08" 71,4+8,5° 83,4 +4,7%f
] Sintético 8,4+0,43 0,76+0,07° 64,2+3,4° 97,7 +3,2¢
Nao Real 9,040,123 0,82+0,07° 69,1+0,5° 98,1+ 2,7¢
sim Sintético 8,8+0,1° 0,80£0,07°  61,31,0° 95,2 +3,4%¢
. Real 9,9+0,12 0,90£0,08°  68,7+0,7° 82,6 + 2,5
Aetdo - Sintético 10,3+0,4? 0,94+0,04° 71,6+2,9° 97,2 + 4,0°
Real 10,0+0,1° 0,91+0,01°  69,4+0,4° 92,6 +1,00¢

Yess: rendimento relativo de etanol comparado ao méximo teérico; Qp: produtividade de etanol.
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A Tabela 14 mostra que a agitacdo néo influenciou a producdo final de etanol, nem
a produtividade e o rendimento para a carga de solidos utilizada (teste Tukey com 95%
de confianga). A agitacdo também ndo interferiu na viabilidade celular, de forma que os
demais experimentos foram conduzidos sob agitacdo para favorecer a transferéncia de
massa e certificar-se que 0 meio estivesse sempre homogéneo durante todo o cultivo. Esse
resultado pode ser atribuido a baixa carga de solidos, ao tamanho do magneto utilizado e
a velocidade moderada de agitacdo que foram suficientes para agitar o meio, mas néo
prejudicaram os microrganismos. Por outro lado, Perez (2021) havia reportado perda de
viabilida com magneto maior e velocidade de agitacdo superior a utilizada no presente
estudo. Deve-se citar também que, em etapas futuras de escalonamento, com o aumento
de volume e de carga de sélido, a agitacao sera de suma importancia, entdo a incorporacao
desta condicdo operacional nos cultivos em escala laboratorial € uma estratégia
interessante.

Em seguida, analisou-se duas estratégias para potencializar a hidrdlise e,
consequentemente a producédo de etanol 2G, que estdo intimamente ligadas a estrutura e
composicdo das fragdes solidas geradas nos pré-tratamentos. Para isso, estudou-se a
influéncia da dopagem do meio com proteina de soja (visando minimizar a adsor¢do das
enzimas na lignina) e do congelamento da celuligninas no BPC (visando aumentar a
exposicdo das fibras de celulose e 0 acesso das enzimas). Semelhante aos experimentos
anteriores, foram feitos testes iniciais com licores sintéticos para que a presenca de
inibidores ndo interferisse na avaliacdo da influéncia dos tratamentos da celulignina na
acao das enzimas.

Baseado na metodologia proposta por Florencio et al. (2019) que estudaram a
sacarificacdo de biomassa, 0 procedimento mais intuitivo seria adicionar a proteina de
soja diretamente ao BPC. Todavia, sabe-se que nos cultivos sdo necessarias fontes de
nitrogénio para o0 microrganismo, as quais sao muitas vezes compostos ricos em proteinas
(KHONGSAY et al., 2012). Por isso, para investigar a influéncia especifica da proteina
de soja sem interferéncia das fontes de nitrogénio, foram feitos quatro tipos de ensaios
simultaneamente. Realizou-se dois BPC convencionais com frontes de nitrogénio (extrato
de levedura e peptona), sendo um na presenca e outro na auséncia de proteina de soja em
um unico reator, denominados BPC padrdo e BPC padrdo-soja, respectivamente.
Também foi conduzido um experimento em duas etapas, chamado condicionamento-soja:
um condicionamento prévio da celulignina com a proteina de soja, seguido do BPC com

as fontes de nitrogénio e essa fracdo solida condicionada, ou seja, a celulignina incubada
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com tampéo e proteina de soja. Neste tipo de experimento, ndo foi adicionada proteina de
soja a0 meio de BPC. Adicionalmente, foi feito um controle utilizando a celulignina
condicionada apenas com tampdo para avaliar se a incubacdo realizada no
condicionamento causaria alguma interferéncia na fermentacéo.

O acompanhamento da conversdo dos agucares encontra-se nas na Figura 19. Por
causa das curvas sobrepostas, notou-se que a proteina de soja ndo influenciou no BPC.
Adicionalmente, uma vez que a adicdo da proteina de soja esta relacionada com a
adsorcdo das enzimas hidroliticas, acompanhou-se a producdo de enzimas no

sobrenadante ao longo do tempo no BPC como mostra a Figura 20

Figura 19 - Perfil de conversdo dos ensaios de BPC com levedura AC14 com licores
sintéticos e celuligninas reais gerados nos pré-tratamentos hidrotérmico (simbolo azul) e
acido (simbolo amarelo) do bagaco de cana-de-agucar (DO =100, 35 °C, pH 5,5, agitacédo
magnética), analisando influéncia da auséncia (®) ¢ presenca (m) de proteina de soja no
BPC (simbolo cheio) ou no condicionamento (simbolo vazio), congelamento da

celulignina (A) e interacdo da proteina de soja e congelamento (#).
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Figura 20 - Cinética da producdo enzimatica dos ensaios de BPC com levedura AC14.
Influéncia da proteina de soja e do congelamento. DOo = 100, pH inicial 55 e
35 °C, agitacdo magnética.
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Para melhor analisar os processos, com as atividades enzimaticas finais do extrato
enzimatico, foi possivel calcular os incrementos gerados pela proteina de soja,
congelamento e sua interacdo em real¢cdo ao BPC padrdo como mostra a Figura 21. De
maneira geral, a adi¢do de proteina de soja no BPC padrao e o condicionamento com soja
ndo influenciaram significativamente o processo (teste Tuckey com 95% de confianca),
o0 que é reforcado pelos dados da Tabela 15, onde ndo se observa alteragdo significativa
dos parametros fermentativos.

Por outro lado, alguns autores tém mostrado que a soja pode melhorar
significativamente a sacarificacdo de biomassa. (FLORENCIO et al., 2016) comparam o
tensoativo Tween, o polietilenoglicol (PEG), a albumina sérica bovina (BSA) e a proteina
de soja como aditivos de bloqueio. Estudaram diferentes coquetéis enzimaticos na
sacarificacdo de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado com explosdo a vapor. A proteina
de soja destacou-se por apresentar bloqueio eficiente (duplicou a liberagédo de glicose) e
ter baixo custo. .
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Tabela 15 - Etanol produzido e parametros fermentativos dos ensaios de BPC com levedura AC14 com licores reais e sintéticos e celuligninas
gerados nos pré-tratamentos hidrotérmicos e acidos do bagaco de cana-de-aglcar (DO = 100, 35 °C, pH 5,5, magnéticamente), avaliando a presenca
de proteina de soja e congelamento da celulignina. Letras iguais ao lado dos dados indicam que as médias ndo diferiram significativamente, de

acordo com o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.

Pré- Licor/Celulignina Protel’_na Congelamento Etanol produzido Qr Yeis Viabilidade
tratamento de soja (g.L Y (g.L1.h1) (%) (%)

Com Sem 11,3+0,8%° 1,02+0,072°  86,5+6,1*" 97,4+2,89

s , Sem Sem 11,1+0,8% ¢ d 1,01+0,072¢9 856+6,02%9  93,3+3 69

Sintetico/Pré-tratada Com Com 14.2+1,0° 1302009  984%7,0°  94,244,69

Sem Com 13,8+1,02°¢ 1,260,092 ¢  97,9+6,7%°© 94,4+4,69

Sintético/ Pré-tratada e Com Sem 11,2+0,82 1,02+0,072 86,4+6,0? 97,6+1,8%

Hidrotérmico Condicionada Sem Sem 10,4+0,8? 0,95+0,072 80,3+6,12 93,0+1,69

Com Sem 9,8+0,7% ¢ f 0,89+0,06>¢f 7564520 ¢ 95 6+4,79

, Sem Sem 10,1+0,7" ¢ 0,91+0,06>¢f 7734551 90,2+1 49

Real/Pré-tratada Com Com 10,040,757 0,01#0,07°%1 765457067  91,042,59

Sem Com 14,1+1,089¢ 1,28+0,09¢%¢ 98 3+7,62%¢ 94 5+4 59

Real/ Pré-tratada e Com Sem 7,9+0,6f 0,71+0,05 60,6+4,2f 95,5+4,79

Condicionada Sem Sem 11,6+0,82 ¢ 1,05+0,07¢%¢ 89,1+6,22%¢ 95 f+1,79

Acido Sintético/Pré-tratada Sem Sem 11,6+1,00%¢ 1,05+0,09¢%¢ 80,6+6,6%¢  93,8+3,69

Real/Pré-tratada Sem Sem 8,6+0,6% ¢ 0,78+0,05> %1 60,1+4,2%¢1T 94 2+3 69

Yrss: rendimento relativo de etanol comparado ao tedrico; Qp: produtividade de etanol.
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Anos depois, (FLORENCIO et al., 2019) reportaram uma melhora na sacarificacao
(aumento de 61% de liberacéo de glicose) e na producdo de etanol (aumento de 86%) a
partir da adi¢do de proteina de soja. Neste segundo estudo, os autores estudaram o bagaco
de cana-de-acgucar pré-tratado hidrotermicamente e realizaram uma sacarificacdo de 24 h
com 15% (m/v) de sélidos e 5 FPU.g ! do complexo enzimatico Cellic Ctec2. No entanto,
no presente estudo ndo foi observada influéncia da adigdo da proteina de soja no
desempenho do BPC, talvez pela baixa carga de sélidos utilizada no (1% m/v). Como a
quantidade de celulignina foi baixa, a adsor¢édo das enzimas pode ter sido reduzida e a

dopagem pela soja estatisticamente insignificante.

Figura 21 - Incrementos em porcentagem das atividades enzimaticas do extrato
enzimatico obtidos nos cultivos em relacdo ao BPC padrdo. Letras iguais acima dos
pontos indicam que as médias ndo diferiram significativamente, de acordo com o teste de

Tukey com nivel de confianca de 95%.
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Ainda avaliando a Figura 21, nota-se que a influéncia da adi¢do de proteinas no
processo provocou diferentes respostas nas atividades enzimaticas no sobrenadante, tendo
incrementos em intensidades distintas. De maneira geral a adi¢cdo de proteina de soja
aumentou as atividades, exceto da B-glicosidase. Ao analisar o condicionamento, a
incubacdo em tampdo melhorou o BPC independente da adi¢do da proteina. 1sso sugere
que a interacdo entre as diferentes proteinas/enzimas com a lignina ocorre de forma
seletiva e diferenciada de acordo com a estrutura proteica. Tal comportamento também
foi relatado por Simdes et al., (2023), os quais realizaram o fracionamento da proteina de
soja (composta por glicina, intermediario, B-conglicina, proteina de soro) e aplicaram as
diferentes fracfes obtidas como aditivo na hiddlise enzimatica de bagago de cana com
CellicCTec3 (10 FPU.g}), observando interagGes variadas entre a lignina e as diferentes
proteinas e destacando que a glicina teve melhor efeito positivo na sacarificacdo de
bagaco de cana de acucar.

Ja o congelamento do bagaco, por sua vez, foi benéfico para o BPC, favorecendo a
atividade de xilanases e [-xilosidase. Durante o congelamento, a agua ao redor da
biomassa se transforma em gelo, aumentando de volume, contribuindo para o aumento
da porosidade e da fragmentacdo da estrutura do material, que permanecem apos o
descongelamento. Consequentemente, as pontes de hidrogénio da fibra vegetal séo
quebradas e ocorre a diminuicdo da complexidade da matriz lignocelulsica. Essa
tecnologia aumenta a superficie de contato entre as enzimas e os polissacarideos (SUN,
Jianhong et al., 2022), liberando os agUcares mais eficientemente, o que se reflete
diretamente na maior concentracdo de etanol obtida no ensaio com congelamento (Tabela
15). O aumento das atividades enzimaticas no extrato enzimatico obtidos no ensaio de
BPC auxiliado pelo congelamento pode estar relacionado a maior rapidez de
adsorcao/dessorcdo da enzima a matriz de celulignina. Ou seja, como a matriz esta mais
exposta, os biocatalisadores adsorvem, hidrolisam e dessorvem em um menor tempo, por
que a difusdo provavelmente estd mais facilitada. Adicionalmente, notou-se que, ao
utilizar a celulignina gerada no pré-tratamento acido, os incrementos nas atividades foram
menores com excessdo da B-glicosidase. Isso sugere que a modificagdo na lignina ou na
estrutura lignoceluldsica que ocorre durante o pré-tratamento acido favorece a adsorgéao
das enzimas na lignina. Destaca-se ainda que, para a obtencdo de conversdo total da
biomass, pode-se recorrer para a suplementacdo do processo com enzimas exogenas,

porém, tal estratégia deve ser feita baseada em estudos técnico-econdmicos e utilizando
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provavelmente as enzimas de menor custo, visando ndo interferir negativamente na
viabilidade econdmica do processo.

Os resultados reunidos na Tabela 15 reforgam a influéncia positiva do
congelamento, pois nota-se um aumento estatisticamente significativo na concentragédo
de etanol produzido (teste Tukey com 95% de confianga). Tal resultado refletiu nas
diferengas estatisticas no rendimento e produtividade que também foram maiores nos
ensaios com congelamento. Por outro lado, a viabilidade ndo foi influenciada conforme
observado nos outros estudos.

Na literatura, o0 método de congelamente o descongelamento tem mostrado
eficiéncia na exposicdo das fibras vegetais de diferentes materiais lignoceluldsicos para a
acdo de enzimas hidroliticas. (SMICHI et al., 2016) estudaram o Juncus maritimus e
obtiveram a concentragdo maxima de 63,8 g.L! de glicose ap6s congelarem e
descongelarem o material nas mesmas condi¢6es aqui aplicadas seguido de sacarificacdo
com CellicCTec2. (SUN et al., 2022) congelaram a palha de trigo e aplicaram 20 FPU.g"
! de B-glicosidase. Os autores destacaram duas condicdes de processo, ao congelar a
biomass a -80°C por 24 h, obtiveram 57,1% de hidroélise da celulose e a -10 °C por 24h
hidrolisou-se 70,7% da hemicelulose. (CHANG et al., 2011) congelaram palha de arroz
(tampao acetato 50 mMol.L, -20°C, 2h) e conduziram sacarificagdo com 150 Ul.g™* de
celulases ou 100 UlL.g* de xilanases, obtendo 417,27 g.kg* e 138,77 g.kg’ de agticar
redutor, respectivamente.

Ap0s constatar que o congelamento influenciou positivamente no BPC e a proteina
de soja menos, optou-se por estudar a integracdo de ambos, estudando-0s conjuntamente.
Por meio do teste estatistico, a producdo de etanol no BPC com congelamento e com
proteina de soja foi igual ao cultivo somente com o congelamento. Isso indica que ndo ha
sinergia entre ambos, confirmando que a proteina de soja ndo agregou beneficios ao

processo nas condicdes estudadas.

3.3.2.2. Estudo das fracdes liquidas e solidas

Apos a avaliagdo do BPC da celulignina com licor sintético, foram feitos cultivos
com as fragOes solidas e liquidas reais para avaliar 0 processo de maneira integrada.
Semelhante aos cultivos com licor sintético e celulignina real, ao analisar os perfis de
conversdo da Figura 22, quando utilixou-se o pré-tratatmento hidrotérmico, a velocidade

de reacdo do BPC foi favorecida pela agitacdo, mas a converséo final foi semelhante Ao
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comparar cultivos agitados e estaticos com licores reais as celuligninas reias, notou-se
que nos experimentos com agitacdo magnética, houve perda de viabilidade celular das
leveduras (Tabelas 14), sendo estatisticamente significante de acordo com o teste de
Tuckey. Essa reducdo pode estar ligada com a interacdo entre presenca dos compostos
inibidores como acidos fracos, derivados de furano e compostos fenélicos (CAMARA et
al., 2022) e a agitacdo na presenca de fracdo solida. Todavia, a concentracdo de etanol
produzido, produtividade e rendimentos foram semelhantes, indicando que ndo houve

prejuizo do processo dada a alta carga celular nos mini-reatores (DO 100) e a robustez da

cepa.

Figura 22 - Perfil de conversdo dos ensaios de BPC com levedura AC14 com licores e
celuligninas reais gerados nos pré-tratamentos hidrotérmico (simbolo azul) e acido
(simbolo amarelo) do bagaco de cana-de-agucar (DO = 100, 35 °C, pH 5,5). BPC agitado
(®), BPC estatico (m). Conversao estimada a partir dos dados de producao de COs,.
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Experimentos com proteina de soja e congelamento também foram realizados e 0s
perfis de conversdo estdo na Figura 23. De maneira analoga aos experimentos anteriores,
as curvas com e sem proteina foram semelhantes com excecéo do condicionamento que
foi melhor sem proteina, levando a conversdo maior. Os resultados somente com
condicionamento indicam que mais estudos devem ser realizados para elucidar melhor
como a incubag&o da celulignina em tampéo afeta a estrutura lignocelulésica, melhorando
0 BPC. Como mostra a Tabela 15, a dopagem com proteina de soja ndo foi benéfica para
0 BPC tal qual com licor sintético, enquanto o congelamento foi atrativo. Comparando os
experimentos com licores sintéticos e reais, por meio do teste de Tuckey, notou-se que a
presenca de inibidores nos hidrolisados ndo influenciou a viabilidade celular. Tal fato

deve-se provavelmente a utilizacdo de hidrolisados hemiceluldsicos sem concentrar. De
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acordo com Perez et al. (2022), a toxidez dos hidrolisados hemiceluldsicos pode ser
evitada pela utilizagdo dos mesmos em sua forma ndo concentrada, evitando assim a
necessidade de uma etapa de destoxificagdo e preservando a viabilidade das leveduras.
Aplicando hidrolisado acido de bagacgo de cana sem concentrar, 0s autores atingiram 20
bateladas repetidas para a producdo de etanol 2G sem grandes perdas de viabilidade da
levedura recombinante S. cerevisiae MD130. Sendo assim, indica-se a agitacdo e o

congelamento da celulignina para a realizagcdo do BPC de bagaco de cana.

Figura 23 - Perfil de conversdo dos ensaios de BPC com levedura AC14 com licores e
celuligninas reais gerados nos pré-tratamentos hidrotérmico (simbolo azul) e &cido
(simbolo amarelo) do bagaco de cana-de-agucar (DO = 100, 35 °C, pH 5,5, agitacdo
magnética), analisando influéncia da auséncia (®) ¢ presenca (m) de proteina de soja no
BPC (simbulo cheio) ou no condicionamento (simbolo vazio), congelamento da

celulignina (A) e intercdo da proteina de soja e congelamento (¢.) Conversdo estimada a
partir dos dados de producéo de CO:..
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Adicionalmente, ao comparar 0s experimentos com celulignina congelada na
presenca e auséncia de proteina de soja, notou-se que a adi¢do do insumo reduziu o

rendimento. Isso pode ter acontecido porque possivelmente a proteina de soja bloqueou
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os poros e fendas gerados pelo congelamento, reduzindo a area de contato para que a

reacao acontecesse.

3.4, Conclusodes

A utilizacdo integral dos co-produtos agricolas é de suma importancia na
Biorrefinaria, como € o caso do bagaco da cana-de-agUcar. A partir dos resultados aqui
obtidos, foi possivel observar que este material real da inddstria sucroalcooleira pode ser
utilizado para a producéo de etanol 2G em BPC. Por outro lado, a agita¢cdo do sistema
favorece o processo uma vez que se trata de um sistema heterogéneo. O uso de proteina
de soja como molécula bloqueadora para impedir a adsor¢do das enzimas hidrdliticas na
lignina ndo foi se mostrou eficiente para o processo nas condi¢fes estudadas. Porém, o
congelamento da celulignina aumentou a atividade enzimatica do caldo fermentado,
melhorando a hidrolise do material e a producgéo de etanol, indicando que a adsorcéao e
dessorcao dos biocatalisadores possivelmente foi facilitada pelas modificacGes estruturais
da celulignina. Adicionalmente, o condiciomento da celulignina incrementou a conversédo
do BPC, devendo ser melhor estudado em trabalhos futuros. Assim, as informac6es aqui
levantadas contribuem de forma importante para o desenvolvimento do BPC de bagaco
de cana, além de contribuir de forma geral com o BPC de materiais lignicelul4sciso reais

com potencial de aplicacdo no contexto da industria sucroalcooleira.
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Capitulo 4 — Bioprocessamento consolidado utilizando células imobilizadas da
levedura Saccharomyces cerevisiae AC14: Influéncia da carga de células e do
diametro dos beads

4.1. Introducéo

A biocatalise aplicada a processos industriais & uma vertente interessante na 6tica
ambiental da atualidade, pois baseia-se na utilizacdo de células inteiras ou enzimas em
uma determinada reacdo catalitica com alta especificidade e em condi¢Ges amenas de
processo (SHELDON e BRADY, 2018). Ao comparar a utilizacdo de células inteiras e
enzimas isoladas, a primeira se destaca pois possui alguns pontos positivos como: néo ser
necessaria a adicdo exdgena de cofatores, realizacao de reacdes em cascata com um Gnico
biocatalisador e ndo haver a necessidade de etapas de purificacdo intermediarias (PINTO
et al., 2020).

Um processo que se encaixa nesse contexto é o Bioprocessamento Consolidado
(BPC) do bioetanol 2G, o qual é produzido a partir de material lignoceluldsico. Nessa
tecnologia, so se utiliza células inteiras de um microrganismo ou um consorcio deles, ndo
sendo preciso a adicdo exdgena de enzimas (SINGHANIA et al., 2022). Esta
caracteristica torna o BPC bastante atraente quando comparado com outras tecnologias,
porque o custo das enzimas é uma das desvantagens das rotas bioguimicas para a
producdo de biocombustiveis (RAMOS, Marcio Daniel Nicodemos et al., 2022). Neste
processo, a producdo de enzimas, hidrolise da biomassa e fermentacdo dos agucares
liberados ocorrem de forma sequenciais e simultaneas no mesmo reator, uma vez que o
microrganismo é capaz de produzir as enzimas hidroliticas (OLGUIN-MACIEL et al.,
2020; SINGHANIA et al., 2022).

Considerando que a viabilidade de plantas industriais 2G e o desenvolvimento de
biorrefinarias requer a utilizacdo completa de todos os componentes da biomassa
(UBANDO et al., 2020), BPC também contribui para superar um outro gargalo na
producdo de etanol 2G: a subutilizacdo da fracdo hemicelulésica da biomassa. Neste
ponto, essa tecnologia também é vantajosa perante outras tecnologias, pois dispde-se de
uma cepa (ou de consorcio de microrganismo) capaz de assimilar eficientemente a fragéo
rica em xilose (fracdo hemicelulosica), além da parcela que contém glicose (fracdo
celulésica) (OLGUIN-MACIEL et al., 2020).
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Nesse cenario, a levedura S. cerevisiae AC14 desenvolvidaa por Claes et al., (2020)
se destaca, pois produz sete enzimas (Tabela 1) que atuam na hidrolise do material
lignocelul6sico, conferindo-lhe um grande potencial no BPC. Essa levedura secreta
enzimas que atuam na porgédo celulédsica (B-glicosidase, endoglucanase, celobiohidrolase
I e II) e hemiceluldsica (B-xilossidase, xilanase e acetilxilana esterase). Adicionalmente,
é vélido ressaltar que essa cepa foi desenvolvida a partir da levedura industrial Ethanol
Red (CLAES et al., 2020), sendo mais robusta do que cepas laboratoriais. Até o presente
momento, ndo foi encontrado nenhuma outra levedura selvagem ou recombinante com as
caracteristicas da AC14 na literatura. Perez (2021) obtiveram resultados promissores,
alcangando produtividades de etanol de 4,46 g.L™.h e 1,86 g.L"*.h"t em meio sintético e
industrial (composto pela celulignina e licor de bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado),
respectivamente. Neste trabalho, os autores utilizaram células livres da levedura AC14, o
que pode dificultar o reciclo das células entre as bateladas devido a presenca da
celulignina remanescente, que se mistura com as células da levedura na fase solida.
Métodos convencionais de separacdo como centrifugacao e filtracdo ndo sdo eficazes na
recuperacdo das células.

Desta forma, um desafio encontrado em bioprocessos nos quais existem fracao
solida residual, como é o caso do BPC e da sacarificacdo e fermentacdo simultaneas
(SSF), é adificuldade de separacéo e recuperacdo da biomassa celular. Para melhorar esta
questdo operacional, a imobilizacdo dos microrganismos é uma boa alternativa. Por
definicdo, a imobilizacdo celular € uma técnica onde os microrganismos sdo confinados
em uma matriz sélida e porosa, impedindo que as células escapem, mas que permite a
difuséo de substratos e produtos. Adicionalmente, a imobilizagdo também pode aumentar
a estabilidade do biocatalisador por causa do efeito protetor da matriz, aumentando a
eficiéncia do processo (LAPPONI et al., 2022).

Existem diferentes metodologias de imobilizac&o celular, como a imobilizagao por
aprisionamento, encapsulamento, adesdo e adsorcdo, ligacdo covalente e crosslinking
(LAPPONI et al., 2022). A imobilizacéo por encapsulamento em alginato de calcio é uma
técnica de que merece destaque uma vez que utiliza um material ndo tdxico,
biocompativel e biodegradavel (SOARES et al., 2022).

Interessantemente, essa técnica de imobilizacdo é altamente versatil, porque pode
ser estudada e possivelmente aplicada em muitos processos catalisados por
microrganismos selvagens ou recombinantes e até consorcios microbianos. Na literatura,

ja existem relatos de sua utilizacdo no tratamento de efluentes (BOUABIDI et al., 2019;
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SUZANA et al., 2013), na producdo de quimicos (GUNGORMUSLER-YILMAZ et al.,
2015; TAYLOR et al., 2018) e na produgdo de biocombustiveis (SEKOAI et al., 2018;
SOARES et al., 2022). Paralelamente, a imobilizag&o celular no BPC ainda precisa ser
estudada, pois pode melhorar o processo e ainda foi pouco explorada (PEREZ, C.L.,
2021).

Uma desvantagem da imobilizacdo é a possivel ocorréncia de limitacdo de
transferéncia de massa dos substratos, produtos e enzimas devido a presenca do suporte
solido, sendo necessario analisar formas eficientes de minimizar esse problema. O
tamanho da microesfera pode interferir na difusdo de substratos e produtos, sendo que
maiores diametros podem aumentar o caminho a ser percorrido por esses componentes.
A carga celular nos beads merece igual atencéo, pois uma alta carga de célula pode tornar
o interior do bead mais congestionado, diminuindo a porosidade e dificultando o
transporte de massa, ou ainda pode gerar um microambiente que favoreca ou desfavoreca
0 processo (DALILI e CHAU, 1987).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo analisar a influéncia das
condicdes de imobilizacao da levedura AC14 no BPC para a producédo de etanol 2G. Para
isso, avaliou-se a influéncia da carga celular nos beads e do diametro dos beads sobre a
atividade enzimética dos extratos enzimaticos gerados nos cultivos, a viabilidade celular
e 0s pardmetros fermentativos do BPC por meio de dois planejamentos fatoriais 22, um
para 0s mini-reatores mantidos sob condicdo estatica e outro para mini-reatores operados

sob agitacdo.

4.2. Metodologia

4.2.1. Microrganismo e indculo

O microrganismo utilizado no presente trabalho foi a S. cerevisiae AC14 (CLAES
et al., 2020). Essa levedura recombinante foi desenvolvida pelo grupo liderado pelo Prof.
Johan M. Thevelein (NovelYeast, Bélgica) e é capaz de produzir sete enzimas
hidroliticas, além de consumir eficientemente pentoses e hexoses (CLAES et al., 2020).
Para a obtencdo da biomassa celular para os cultivos, fez-se a propagacdo do
microrganismo por meio de duas etapas em meio sélido a partir de uma cultura estoque

armazenada em ultrafreezer a — 80°C, conforme descrito na Segéo 2.2.3.
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4.2.2. Materiais

O extrato de levedura foi adquirido de Fisher Bioreagentes (México) e a peptona
foi gentilmente cedida por de Pharma & FIA Kerry (Campinas/Brasil). Alginato de sédio,
celobiose e p-NPX eram da Sigma-Aldrich (Estados Unidos, Reino Unido e Israel,
respectivamente). A xilana de sabugo de milho e a xilana de faia foram produzidas por
Carl Roth (Alemanha). O papel de filtro foi da marca Cytiva (China) e a
carboximetilcelulose da marca Synth (Brasil). O reagente GOD-PAP foi fornecido por

Bioclim (Brasil). Outros reagentes eram de grau analitico.

4.2.3. Imobilizacdo da levedura e planejamento experimental

A imobilizacdo foi realizada por encapsulamento em gel de alginato de célcio de
acordo com o procedimento descrito por Milessi et al. (2020). As condi¢fes de
imobilizagdo seguiram um planejamento fatorial, que englobou sete ensaios com a
combinacéo de 2 fatores em 2 niveis e 3 pontos centrais (RODRIGUES e IEMMA, 2005).
Inicialmente, a suspensao celular obtida na centrifugacdo do indculo foi adicionada a uma
solucdo contendo alginato de sédio (1% m/v). A concentracdo celular no beads variou de
acordo com o planejamento experimental da Tabela 16, sendo que os niveis -1, 0 e +1,
corresponderam a 1%, 5,5% e 10% (m/m), respectivamente. Em seguida, esta suspensdo
foi gotejada em solucdo de coagulacdo (0,25M de CaCly), formando as microesferas,
conforme descrito por Silva (2013). Ao final da imobilizacdo, as microesferas foram
recolhidas por peneiramento para classificacdo do diametro médio, o qual foi o outro
parametro avaliado no planejamento (Tabela 16), de forma que os niveis -1, 0 e +1
representaram 1,6, 2,6 e 3,7 mm, respectivamente. A Figura 24 mostra amostras dos beads
em seus respectivos didmetros medios. Em seguida, as microesferas foram mantidas a 5
°C por 12 h em uma solucio de cura que continha peptona (20 g.L1) e extrato de levedura
(10 g.LY) em pH 5,5.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Protimiza Experimental
Design. Os resultados estdo expressos em forma de graficos de pareto, superficies de
resposta e tabelas de estimativas de efeitos, erros-padrdo, analise de variancia e nivel de

significativa (p) em nivel de confianga de 90%.
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Tabela 16 - Matriz experimental de planejamento fatorial 22 com 3 repeti¢cdes no ponto
central para avaliar a influéncia do didmetro médio do bead (X1) e a concentracdo de
células imobilizadas (X2) em diferentes varidveis de resposta.

Experimento x *e
(Didmetro médio) (Concentracdo de células)
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 (Ponto central 1) 0 0
6 (Ponto central 2) 0
7 (Ponto central 3) 0 0

Figura 24 - Didmetro dos beads testados para imobilizacdo da levedura AC14 a ser
utilizada em BPC.

@ =159 mm ® = 2,56 mm @ = 3,68 mm

1,18 — 2,00 mm 2,36 — 2,80 mm 3,35 — 4,00 mm

Ensaios fermentativos: Os cultivos foram realizados em mini-reatores de 5 mL dotados

de saida de CO., conforme detalhadamente descrito em Mesquita et al. (2021). O
processo fermentativo foi monitorado medindo-se a liberagdo de massa de CO2 na
fermentagdo alcoodlica por meio da pesagem periodica dos mini-reatores. Os experimentos
foram cessados apos a variacdo de massa dos mini-reatores ser inferior a 5%, indicando
o fim da fermentacdo. Conforme descrito no Capitulo 2, o meio fermentativo foi
composto por extrato de levedura (10 g.L™?), peptona (20 g.L), glicose (5 g.L™), xilose
(5 g.L1), celobiose (5 g.L™?), xilana de sabugo de milho (5 g.L™?), e carboximetilcelulose

(2,5 g.L ). Todos os ensaios foram conduzidos a 35°C, 4 mL de volume reacional,
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densidade optica inicial 10 e pH entre 5,5. Foram realizados experimentos em condigdes
estaticas e sob agitacdo (250 rpm). Ao final da fermentacdo, o meio foi centrifugado e
parte do sobrenadante obtido foi utilizado como extrato enzimatico (para determinacgéo
das atividades), enquanto a outra parte foi congelada para analises da composi¢do do
meio. Todos os experimentos foram realizados em condi¢des assépticas (esterilizados em
autoclave 121°C por 20 min). Para efeito comparativo, foi realizado um cultivo com
leveduras livres nas mesmas condi¢Bes dos experimentos com celulas imobilizadas.
Experimentos nas mesmas condi¢des de cultivo com células livres foram conduzidos para

comparacéo.

Viabilidade celular: A viabilidade das leveduras foi avaliada por coloragcdo com azul de

metileno e contagem em camara de Neubauer de acordo com metodologia de Bortoli et
al. (2013) apods os beads serem dissolvidos em citrato de sodio 8% (m/v) na propor¢édo
100 mg de beads por mL de solucdo sob agitagdo em vortex e temperatura ambiente
conforme Milessi et al. (2020). As células ndo viadveis foram aquelas que permaneceram
azuis e as celulas viaveis que ficaram transparentes. A viabilidade celular foi definida
como a razao entre células viaveis e células totais (viaveis e ndo viaveis) computadas em

um espaco definido da camara de contagem (SANDRI et al., 2023).

4.2.4. Métodos analiticos

Medidas de atividades enzimadticas: Os extratos enzimaticos foram caracterizados

conforme a atividade enzimatica das celulases totais, xilanases, B-glicosidase e -

xilosidase. Os protocolos estdo descritos na Secdo 2.2.5.3.

Medida da concentracdo de células: A concentracdo de células livres a ser imobilizada foi

determinada por turbidimetria conforme metodologia da Se¢éo 2.2.5.4.

Quantificacdo de acucares e produtos: Inicialmente, as amostras foram tratadas para

remoc&o dos sélidos insollveis, sendo congeladas por pelo menos 24 h, descongeladas e
centrifugadas duas vezes conforme Demeke et al. (2013). As amostras foram filtradas em
filtro 0,22 um e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um
cromatdgrafo Waters 2695 dotado de detectores de indice de refracdo e UV-VIS (A=210

nm). Para quantificar etanol, glicerol, xilitol, 4cido acético, celobiose, glicose e xilose foi
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utilizada a coluna de excluséo i6nica RezexTM ROA- Organic acid H+, com H.SO4 5mM
como fase mével no fluxo de 0,6 mL.min e temperatura de operagio 65 °C (PRATTO
et al., 2020).

Para quantificacdo total dos polissacarideos residuais (CMC e xilana) apos 0s
ensaios fermentativos, um volume de 5 mL de amostra foi submetido a hidrolise acida
total para a conversdo dos oligbmeros a mondmeros a partir da reagdo com 174 pL de
H2SO4 72% em tubos de ensaio com tampa, colocados em banho seco a 121°C por 1 h
(NASCIMENTO et al., 2016). Apos a hidrolise, as amostras foram quantificadas no
HPLC como descrito anteriormente. O célculo para determinar a quantidade total de
polissacarideos presentes nas amostras foi feito pela diferenca entre a massa de glicose
ou xilose total obtida ap6s hidrélise e a massa de xilose obtida antes a hidrélise acida.

4.2.5. Procedimentos de calculo

Os calculos dos parametros fermentativos conversdo de substrato (%), rendimento
relativo de etanol comparado ao maximo tedrico (%) e produtividade volumétrica
(Qetanot.L1.h) foram realizados pelas EquagGes 3-5 presentes na Tabela 17 (BARROS-
RIOS et al., 2015; MESQUITA et al., 2021; SHULER e KARGI, 2002), sendo Cs; a
concentragéo de aclcares totais no tempo inicial (g.L); Csr a concentracgéo de aglcares
totais no caldo fermentado (g.L™); mCOz; é a massa de CO- liberada no tempo t; mCOx
é a massa de CO; liberada no tempo final; Cpr € a concentragdo de produto formado no
tempo t (g.L1);Cer a concentracio de produto formado no tempo t (g.L?%); Cpi a
concentragéo de produto no inicio do processo (g.L™?); e Atr: tempo de processo (h).

Tabela 17 - Parametros fermentativos utilizados para avaliar o BPC com levedura AC14
imobilizada em alginato de calcio (SHULER e KARGI, 2002).

Parametro Equacao
Converséo final do —
X =SS Bt 4 3)

substrato - X (%): si. MEUzf
Rendimento relativo em Y, _ Concentracao de etanol produzido % 100 (4)
etanol - YP/S(%): P/ = Concentracgdo de etanol maxima teérica
Produtividade volumétrica Cpr — Cp;

1l Qp = At (5)
-Qr (g.L*.h™): £
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Para o célcuolo do Yris (Equagdo 4), os valores de concentragdo de etanol maximo
tedrico foram estimados por fatores estequiométricos para a formacéo de etanol a partir
de mono, di e polissacarideos (0,511; 0,538 e 0,57 g/g, respectivamente) (BARROS-
RIOS et al., 2015).

4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Influéncia da carga celular e diametro dos beads em BPC estatico

Primeiramente, avaliou-se a influéncia da carga celular e do didmetro dos beads na
imobilizacdo da levedura AC14 por meio de um planejamento experimental. O BPC foi
conduzido em condicOes estaticas utilizando o meio 6 definido no Capitulo 2. Vale
destacar que o delineamento fatorial foi utilizado como uma ferramenta para estudar a
influéncias dos fatores no desempenho da BPC, ndo tendo como objetivo realizar uma
otimizacdo do processo, que exigiria estratégias de planejamento experimental mais
complexas e maior nimero de ensaios. Ou seja, 0 objetivo principal foi avaliar se a
imobilizacdo interferiria na difusdo das enzimas e substratos e se alteraces nas condi¢des
de imobilizagdo poderiam atenuar eventuais problemas de transferéncia de massa.
Justamente por isso, selecionou-se o didametro dos beads e a carga de células nos beads,
além da presenca ou ndo de agitacdo, como fatores investigados, ja que sao amplamente
reconhecidos por sua influéncia em processos limitados por transferéncia de massa.

Independente da condicdo de imobilizacéo, todos os cultivos resultaram em total
conversao dos substratos oferecidos, mostrando que a imobilizag&o pode ser aplicada ao
BPC (Figura 25) sem comprometer seu desempenho, nas condicGes investigadas. Porém,
observa-se que o perfil das curvas variou de acordo com o diametro das microesferas e
da concentracdo celular dos beads, indicando que houve influéncia dos dois parametros
em estudo na hidrolise ou assimilacdo dos substratos durante o processo, 0s quais serdo
elucidados na analise estatistica das respostas selecionadas. Destaca-se que houve uma
variacao entre os perfis de conversdo dos pontos centrais (dados ndo mostrados), a qual
esta associada a limitagdo do acompanhamento dos ensaios por meio da saida de CO2. Ou
seja, a diferenca ndo tem relagdo com o ensio de BPC em si, mas com o escape do gas
que pode ser influenciado pelo espaco livre do reator denominado “headspace”. Pontua-

se também que isso ndo influenciou nos resultados do planejamento, pois os perfis foram
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utilizados para acompanhamento dos ensaios e nao para o calculo dos dados utilizados no
estudo estatistico.

Figura 25 - Acompanhamento dos ensaios 1-4 de BPC em mini-reatores do planejamento
experimental 22 em condigdo estatica. Meio com extrato de levedura (10 g.L ™), peptona
(20 g.L 1), glicose (5 g.L ™), xilose (5 g.L 1), celobiose (5 g.L™), xilana de sabugo de milho
(5 g.LY), carboximetilcelulose (2,5 g.L1), 35°C, DOo 100 e pH 5,5, 8% (Vbead/Vimeio).
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A influéncia dos fatores selecionados sobre a difusdo das enzimas produzidas pela
AC14 do interior dos beads para o meio liquido durante o BPC também foi avaliada,
quantificando-se a atividade enziméatica no extrato enzimético obtido ap6s 11 h de
processo fermentativo. Para avaliar se a imobilizagdo afetou a difuséo das enzimas, os
resultados apresentados na Figura 26 podem ser comparados com as atividades medidas
no extrato enzimatico obtido em BPC com realizada com células livres, nas mesmas
condigdes de cultivo (0,92 UL.mL™* de celulases totais, 8,63 UL.mL™* de xilanases, 0,49
Ul.mL? de B-glicosidase e 0,59 UL.mL? de B-xilosidase). Notou-se que, em geral, as
atividades enzimaticas no sobrenadante foram menores quando as leveduras estavam
imobilizadas. Para as celulases totais, as atividades foram em torno de 6 vezes menores,
enquanto as xilanases tiveram sua atividade reduzida de 4 a 83 vezes, dependendo da
condicdo de imobilizagcdo. A enzima B-glicosidase também sofreu uma reducdo de
atividade de 10 a 45 vezes. Por fim, a B-xilosidase foi a Ginica que ndo apresentou redugéo

na atividade presente no extrato enzimatico, apresentando atividade superior.
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Figura 26 - Atividades enzimatica dos sobrenadantes do BPC em condicéo estatica com
AC14 imobilizada em alginato de célcio. Meio com extrato de levedura (10 g.L-1),
peptona (20 g.L ™), glicose (5 g.L %), xilose (5 g.L ™), celobiose (5 g.L 1), xilana de sabugo
de milho (5 g.L1), carboximetilcelulose (2,5 g.L ™). 35°C, DOo 100 e pH 5,5.
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Essas menores atividades devem-se provavelmente a limitagfes difusionais, as
quais podem ocorrer pela dificuldade de transferéncia de massa em virtude da barreira
gerada pela carga elevada de células confinadas, pelo didmetro do bead (que aumenta o
caminho a ser percorrido pelas enzimas), porque a biomassa celular nao é distribuida
uniformemente na microesfera ou ainda simplesmente pela presenca da membrana de gel
ou pela auséncia de agitacao.

Dentre as enzimas avaliadas, as xilanases foram as mais influenciadas pelas
variages das condigdes de imobilizacdo, apresentando atividades de 0,1 UlL.mL™' a 1,8
Ul.mL-! nos ensaios 4 e 2, respectivamente (Figura 26). Houve uma maior atividade
enzimatica nos extratos provenientes dos experimentos 1 e 2, os quais foram realizados
no limite inferior da carga celular (1%), indicando uma possivel influéncia deste fator na
difusdo dessa enzima a ser confirmado pela analise estatistica. Na Tabela 18, sdo
mostrados a concentracdo de etanol produzido, os parametros fermentativos e a
viabilidade celular. De forma geral, ndo houve um experimento que se destacou em
termos de desempenho, que possa ser identificado simplesmente olhando os resultados
da Tabela 18.

Tabela 18 - Pardmetros fermentativos do BPC em mini-reatores em condig&o estatica com
AC14 imobilizada em alginato de céalcio. Meio com extrato de levedura (10 g.L-1),
peptona (20 g.L-1), glicose (5 g.L-1), xilose (5 g.L-1), celobiose (5 g.L-1), xilana de
sabugo de milho (5 g.L™), carboximetilcelulose (2,5 g.L ™). 35°C, 250 rpm, DO 100 e
pH 5,5.

Etanol Qr Yeris Viabilidade
Exp ) Yerss (%)
Produzido (g.LY)  (g.Lthh (9.0 celular (%)
1E 9,94 1,00 0,42 82,3 93,6
2E 9,74 0,97 0,42 80,7 98,9
3E 10,77 1,08 0,46 89,2 99,0
4E 11,76 1,09 0,50 97,4 98,8
5E 11,26 1,03 0,48 93,3 90,2
6E 11,62 1,08 0,49 96,2 97,9
7E 11,54 1,06 0,49 95,6 91,0

Yrsis: Rendimento; Yess: rendimento relativo de etanol comparado ao maximo teérico; Qp:

produtividade de etanol.
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Por isso é importante empregar a analise estatistica para avaliar se houve ou ndo
influéncia do didmetro e da carga celular nas variaveis resposta do BPC. Inicialmente,
analisou-se os graficos de Pareto presentes na Figura 27 e os valores dos efeitos
detalhados no Anexo A para um intervalo de confianca de 90% (p-valor inferior a 0,10).

Ao analiar os dados, notou-se que as atividades enzimaticas de xilanase, B-
glicosidase e a produtividade em etanol (Qp) foram afetadas pela carga celular dentro do
bead, mas ndo pelo didmetro. Paralelamente, as demais variaveis avaliadas ndo sofreram
influéncia do diametro dos beads nem da carga celular. Os graficos de tendéncia
apresentados na Figura 28 auxiliam na melhor visualizacdo da influéncia dos fatores
estudados sobre as varidveis respostas.

Pela Figura 28a, nota-se que a carga celular nos beads possui um efeito negativo
sobre a atividade enzimatica das xilanases, ou seja, a atividade destas enzimas é
incrementada com a diminuicdo da carga de células dos beads. Por outro lado, esta mesma
variavel possui efeito positivo na atividade da B-glicosidase (Figura 28b), uma vez que
esta enzima foi favorecida com o aumento da concentracdo celular dentro das
microesferas. 1sso indica uma possivel diferenca de interacéo entre producéo e difusdo da
enzima em relacdo a populacdo celular dentro da microesfera. Por fim, a produtividade
também sofreu influéncia positiva com o aumento da carga.

E importante destacar que este primeiro planejamento foi conduzido com mini-
reatores estaticos. Por isso, o estudo do efeito intra-particula relacionado a carga das
células e ao didmetro dos beads pode ter sido comprometido por limitacdes difusionais
externas, provenientes da pelicula estagnada de liquido ao redor das particulas de
catalisador.

Consequentemente, os resultados apresentados nas Figuras 27 e 28 refletem essas
caracteristicas dos experimentos realizados sem agitacdo. Sendo assim, prosseguiu-se
com um segundo planejamento experimental utilizando os mesmo fatores e respostas,

porém sob agitacéo.
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Variavel

Figura 27 - Graficos de Pareto para cada variavel resposta do BPC em condicéo estatica
com AC14 imobilizada em alginato de calcio (90% de confianga). (a) Celulases totais;
(b) Xilanases; (c) B-glicosidase; (d) B-xilosidase; (€) Concentracao de etanol; (f) Yrss; (9)
Qr; (h) Viabilidade. Diametro do bead — x1; carga celular — X2 e suas interagdes (x1.x2)
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Figura 28 - Variacdo das varidveis resposta do BPC em condicdo estatica com as
condicGes de imobilizacdo da levedura AC14 em alginato de célcio: (a) Xilanases, (b) B-
glicosidase e (c) Qr.
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4.3.2. Influéncia da carga celular e didametro dos beads BPCs agitados

O segundo planejamento fatorial 22 foi realizado sob agitagdo a fim de melhorar a
transferéncia de massa no seio do fluido. Nos experimentos conduzidos em condi¢éo
estatica, a transferéncia ocorreu predominantemente por difuséo, ja que a producéo de
CO2 ndo era suficientemente intensa para gerar turbuléncia. Na presenca de agitacao
adequada, a transferéncia de massa passa a ocorrer por convecgdo, e a velocidade de
transporte de enzimas, substratos e produtos do lado de fora das microesferas aumenta.

Esta estratégia foi adotada pois a agitacdo melhora a transferéncia de massa e calor,
uma vez que reduz a camada estagnada ao redor do suporte sélido de imobilizacéo,
incrementando os processos fermentativos com leveduras imobilizadas (RIVALDI et al.,

2009; SHEN et al., 2009). Na Figura 29 estéo as curvas de conversao, que mostram perfis
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mais lentos de conversao para os experimentos 4 (maior diametro e maior carga) e 7

(ponto central), enquanto os demais experimentos apresentaram perfis semelhantes.

Figura 29 - Acompanhamento dos experimentos do planejamento fatorial 22 realizado
para os ensaios BPC em condicéo agitada em mini-reatores. Meio com extrato de levedura
(10 g.L1), peptona (20 g.L ™), glicose (5 g.L 1), xilose (5 g.L ™), celobiose (5 g.L™2), xilana
de sabugo de milho (5 g.L™?), carboximetilcelulose (2,5 g.L 1), 35°C, DOo 100, 250 rpm
e pH 5,5, 8% (Voead/Vmeio).
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O etanol produzido, o rendimento e a produtividade em etanol (Tabela 19) foram
semelhantes em todas as condi¢fes estudadas, inclusive quando comparados com 0s
experimentos realizados sem agitacdo (Tabela 18). Isso pode ser atribuido a baixa
concentracdo de substratos presente no meio sintético, de forma que uma baixa atividade
enzimatica é suficiente para promover a hidrolise completa dos substratos.

As mesmas respostas avaliadas no primeiro planejamento foram analisadas para 0s
experimentos agitados, sendo apresentadas na Figura 30 e na Tabela 19. Ao comparar 0s
ensaios fermentativos estaticos (Figura 26) e agitados (Figura 30), percebe-se um
aumento na atividade enzimatica dos extratos enzimaticos. Por exemplo, no experimento
1, as xilanases passaram de 1,8 Ul.mL™ para 3,7 Ul.mL™ e a B-glicosidase de 0,04 Ul.mL"
! para 0,10 UL.mL. Isso pode estar associado a resisténcia de massa externa, a qual esta
relacionada ao nimero adimensional de Dankoler. Esse tipo de limitacdo pode ser
superado pelo aumento da temperatura, 0 que nem sempre é possivel em bioprocessos,
ou pela reducéo da espessura filme estagnado ao redor do suporte sélido de imobilizacéo,
a partir do aumeno da agitacdo, conforme observado no presente trabalho (DORAN,
1995; GIORDANO et al., 2000).
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Tabela 19 - Etanol produzido e parametros fermentativos do planejamento experimental 22
realizado para os BPCs em condicdo agitada com AC14 imobilizada em alginato de calcio.
Meio com extrato de levedura (10 g.L ™), peptona (20 g.L™), glicose (5 g.L ™), xilose (5 g.L°
1, celobiose (5 g.L ), xilana de sabugo de milho (5 g.L™), carboximetilcelulose (2,5 g.L ™).
35°C, 250 rpm, DOg 100, 250 rpm e pH 5,5.

Etanol Qr Yeis Viabilidade
Exp Yeris (%)
produzido (g.LY) (g.LthY)  (g.gh celular (%)
1 9,34 0,94 0,40 77,3 81,6
2 10,12 1,00 0,43 83,7 96,0
3 11,95 1,09 0,51 99,0 93,3
4 10,61 1,08 0,45 87,9 97,6
5 10,15 1,02 0,43 84,1 81,2
6 11,15 1,02 0,47 92,3 94,4
7 10,92 1,01 0,46 90,4 82,5

Yeis: Rendimento; Yps: rendimento de etanol comparado ao maximo teorico; Qp:

produtividade de etanol.

Tal observacdo é importante, porque quando o BPC for aplicado em materiais
lignocelulésicos reais, a enzima ser transportada no meio fermentativo a fim de hidrolisar
a fracdo solida. Porém, € valido ressaltar que ainda existem problemas ligados a
transferéncia de massa, pois as atividades nos extratos dos experimentos com agitacéo
(Figura 30) ainda foram inferiores as observadas nos extratos obtidos com a levedura
livre, os quais podem estar relacionados com efeitos intra-particula, que ndo sao
superados com a agitacdo do sistema. Adicionamente, além da agitacdo, o fato de as
células poderem ser separadas da celulignina residual e reutilizadas com facilidade faz
com que o desempenho perdido pela transferéncia de massa seja superado.

Outra possibilidade é que, como 0s substratos que compdem o meio sintético séo
sollveis, as enzimas hidrolisaram o substrato tanto fora quanto dentro do bead, uma vez
que estes possivelmente foram capazes de difundir para dentro das esferas, sendo assim
hidrolisados pelas enzimas que permaneceram retidas na matriz de imobilizagdo. Assim,
nas condigdes estudadas, pode-se afirmar que os problemas difusionais ndo prejudicaram
0 desempenho do BPC em termos de rendimento e produtividade em etanol e que a
agitacdo ndo seria necessaria. Porém, como o BPC industrial ocorrerd com materiais

lignocelulosicos reais, em concentragdes mais altas, a agitacao é fortemente indicada para
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promover o transporte convectivo e a homogeneizacdo do meio, aumentando assim a
atividade enzimaética no seio da fase liquida e a velocidade de hidrolise da biomassa.

A andlise estatistica dos efeitos dos fatores estudados nas variaveis resposta do BPC
a partir dos graficos de Pareto apresentados na Figura 31 e nos dados do Anexo B revelou
alguns resultados semelhantes e outros diferentes dos obtidos nos experimentos estaticos
(Figura 27), como jé era esperado. Viabilidade e atividade de celulase também n&o foram
influenciadas pelos fatores nos experimentos com agitacdo. Por outro lado, um efeito
significativo e positivo da interacdo entre diametro e carga celular na atividade enzimatica
das xilanases foi identificado, considerando-se um intervalo de confianca de 90% (p-valor
inferior a 0,10). Ja os par@metros fermentativos etanol produzido, Qp € Ypss apresentam
influéncia positiva da carga celular (como mostrou a Figura 28), porém negativa da
interacdo dos fatores estudados. Adicionalmente, o Qp também foi influenciado pelo
diametro. Ao analisar este panorama, destaca-se a importancia de se avaliar o efeito de
interacdo entre as variaveis estudadas, pois o didmetro isolado ndo causou efeito, mas em
conjunto com a carga foi influente.

A regressao multivariavel gerada para cada resposta pode ser representada
graficamente por meio de superficies de resposta. Essas superficies foram entdo
construidas para as varidveis que apresentaram influéncia significativa dos fatores (Figura
32). Percebe-se que a atividade das xilanases € favorecida em duas condi¢des especificas:
diminuicdo do diametro e da carga ou aumento de ambos (Figura 32b). J& a concentracdo
de etanol produzido e o rendimento em etanol (Figura 32e e 32f, respectivamente) sdo
favorecidos pela maior concentragdo celular no bead e pela diminuicdo do diametro,
enquanto aumentos de produtividade ocorrem praticamente apenas por aumentos da carga
de célula no bead

Embora o meio ndo fosse composto por inibidores, nem altas concentracdes de
etanol, o efeito positivo do aumento da carga de células nos indices de desempenho do
BPC (rendimento, concentracdo e produtividade em etanol) pode ser parcialmente
atribuido ao microambiente gerado pela maior populacdo celular confinada na
microesfera, que protege microrganismos, melhorando a produgéo de bioetanol 2G
(MILESSI et al., 2020; RAZMOVSKI e VUCUROVIC, 2012; SOARES et al., 2022).
Outro motivo que pode estar associado aos resultados € a combinagéo entre nimero de
beads e carga de célula, pois quando se tem alta carga celular, necessita-se de menos

microesferas para que a DO no reator seja a mesma.
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Variavel

Variavel

Figura 31 - Graficos de Pareto para cada variavel resposta do planejamento fatorial 22 do

BPC em condi¢do agitada com AC14 imobilizada em alginato de célcio (90% de

confianca). Didmetro do bead — x1, carga celular — x2 e intera¢Ges (x1.x2).
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Figura 32 - Superficies de resposta das variaveis estudadas no planejamento fatorial 22
de BPC em condicdo agitada com AC14 imobilizada em alginato de célcio (90% de

confianla): (a) Xilanases, (b) Producéo de etanol, (c) Qr € (d) Yps.
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Deste modo, com mais células dentro do bead, mais CO; é produzido, influenciando
a transferéncia de massa intraparticula, pois as bolhas podem causar expanséo dos beads,
aumento de pressdo interna da microesfera e gerar turbuléncia, acelerando o transporte de
produto, enzimas e substratos.

Paralelamente, diametros menores também incrementaram os indices de
desempenho. Ou seja, limitagGes de transferéncia de massa foram minimizadas em uma
microesfera menor. Isso pode ter ocorrido porgue o transporte das enzimas, dos substratos
e do produto foi facilitado, uma vez que necessitava passar por um menor caminho.

O efeito da diminuigdo do didmetro na transferéncia de massa pode ser melhor
compreendida por meio do médulo de Thiele, um grupo adimensional que correlaciona
as velocidades de reacdo e difusdo dentro do bead, estando associado a difusividade,
constante de velocidade e raio do bead.

Sendo assim, a reducdo do didmetro da particula do biocatalisador pode atenuar as
limitacdes relacionadas aos efeitos intraparticula (DORAN, 1995). Orrego et al. (2018)
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imobilizaram S. cerevisiae NRRL Y-1546 em alginato para a producéo de etanol a partir
de mucilagem de café, variando o diametro das microesferas (3 e 7 mm). Valores menores
aceleraram o processo por diminuir os problemas difusionais de transporte de massa. Um
menor diametro de bead (1 mm) também favoreceu a geracdo de acido latico, como
constataram Idris e Suzana (2006) ao imobilizar em alginato de célcio Lactobacillus
delbrueckii. Infelizmente, trabalhos que explorem BPC com células imobilizadas nédo
foram encontrados na literatura para comparacao, destacando a relevancia do presente
estudo, o qual contribui para o estado da arte desta tecnologia.

E vélido ainda destacar que a viabilidade ndo sofreu influéncia dos fatores
estudados. Tal varidvel poderia ter sido influenciada pela geragdo de um microambiente
dentro dos beads (MILESSI et al., 2020; RAZMOVSKI ¢ VUCUROVIC, 2012;
SOARES et al., 2022) que pode se assemelhar com a floculacédo realizada naturalmente
por muitas leveduras (JIN e SPEERS, 2000; AZHAR et al., 2017). Todavia, a auséncia
de efeitos dos fatores estudados na viabilidade também pode ter ocorrido em virtude das
caracteristicas do microrganismo, que é altamente robusto.

Diante do exposto, como o presente estudo tem como objetivo final a producéo de
etanol 2G por meio do BPC utilizando células imobilizadas, os parametros fermentativos
foram cruciais para apontar que a didmetro e carga de células nos beads séo fatores
importantes para a imobilizagdo da levedura AC14, assim como sua interagdo. Sendo
assim, fica claro que cargas mais altas de leveduras dentro do bead e diametros menores

de microesferas favorecem o BPC com a levedura em estudo.

4.4. Conclusdes

Ao estudar a imobilizacdo celular da levedura AC14 em alginato de célcio para
aplicacdo em BPC, notou-se que a agitacdo € um importante parametro operacional que
melhora a transferéncia das enzimas dos beads para o meio liquido, embora n&o elimine
as limitacOes de transferéncia de massa intra-particula. O didmetro dos beads e sua carga
celular tiveram influéncia nos parametros fermentativos, de forma que é indicado adotar
didmetros menores em conjunto com maiores cargas celulares nos beads para estudos
futuros. Sobretudo, a imobilizacdo de células é uma técnica que pode ser aplicada no
BPC, principalmente por facilitar e possibilitar a reutilizacdo da biomassa celular,
merecendo ser estudada em cultivos contendo materiais lignoceluldsicos reais

futuramente.
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Anexo A — Efeitos e coeficientes das variaveis da influéncia do diametro médio do bead
(X1) e a concentragdo de células imobilizadas (X2) no BPC em condi¢es estaticas pelo
delineamento fatorial 22 com 3 repeti¢cdes no ponto central. Efeitos significativos a 90%

de confianca (p<0,1) destacados em vermelho.

Efeito Erro T p Significativo
Celulases
Diémetro (X1)  0,00068 0,00547 0,12345 0,90956 Né&o
Carga (X2) 0,00403 0,00547 0,73614 0,51498 Né&o
X1*X2 -0,00238 0,00547 -0,43437  0,69337 Né&o
Xilanases
Diémetro (X1) -0,00510  0,28146 -0,01812  0,98668 Né&o
Carga (X2) -0,82945  0,28146 -2,94699 0,06017 Sim
X1*X2 -0,02780  0,28146 -0,09877  0,92755 Né&o
B-glicosidase
Diametro (X1)  -0,00505  0,00495 -1,01968  0,38294 Né&o
Carga (X2) 0,01220 0,00495 2,46340 0,09059 Sim
X1*X2 0,00715 0,00495 1,44371 0,24454 Né&o
B-xilosidase
Diametro (X1)  -0,19708 0,17301 -1,13912  0,33738 Né&o
Carga (X2) -0,26278 0,17301 -1,51888  0,22610 Né&o
X1*X2 0,06028 0,17301 0,34840 0,75056 Né&o
Viabilidade
Diémetro (X1)  4,67500 3,89264 1,20098 0,31593 Né&o
Carga (X2) 3,32500 3,89264 0,85418 0,45579 Né&o
X1*X2 -2,52500  3,89264 -0,64866  0,56279 Né&o
Etanol
Diémetro (X1)  0,19750 0,35762 0,55227 0,61924 Né&o
Carga (X2) 0,71250 0,35762 1,99236 0,14036 Né&o
X1*X2 0,30250 0,35762 0,84588 0,45975 Né&o
Qr
Diémetro (X1) -0,00750  0,01257 -0,59660  0,59280 Né&o
Carga (X2) 0,05250 0,01257 4,17620 0,02501 Sim
X1*X2 0,00750 0,01257 0,59660 0,59280 Né&o
Yris
Diémetro (X1)  0,00750 0,01499 0,50033 0,65124 Né&o
Carga (X2) 0,03250 0,01499 2,16810 0,11867 Né&o
X1*X2 0,01250 0,01499 0,83389 0,46553 Né&o
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Anexo B — Efeitos e coeficientes das variaveis da influéncia do didmetro médio do bead
(X1) e a concentragdo de células imobilizadas (X2) no BPC em condi¢es agitadas (250
rom) pelo delineamento fatorial 22 com 3 repeticdes no ponto central. Efeitos

significativos a 90% de confianca (p<0,1) destacados em vermelho.

Efeito Erro t p Significativo
Celulases
Diametro (X1) -0,00915  0,00566 -1,61789  0,20412 Né&o
Carga (X2) -0,00235  0,00566 -0,41552  0,70569 Né&o
X1*X2 -0,00475  0,00566 -0,83989  0,46263 Né&o
Xilanases
Diémetro (X1)  -0,23853 0,11491 -2,07583  0,12952 Né&o
Carga (X2) 0,16282 0,11491 1,41703 0,25147 Né&o
X1*X2 0,51873 0,11491 4,51436 0,02032 Sim
B-glicosidase
Diémetro (X1)  0,00650 0,01299 0,50030 0,65126 Né&o
Carga (X2) -0,01240  0,01299 -0,95441  0,41029 Né&o
X1*X2 -0,00610  0,01299 -0,46951  0,67072 Né&o
B-xilosidase
Diémetro (X1) -0,15615  0,07713 -2,02462  0,13605 Né&o
Carga (X2) 0,11310 0,07713 1,46644 0,23880 Né&o
X1*X2 -0,00755  0,07713 -0,09789  0,92819 Né&o
Viabilidade
Diémetro (X1)  1,27500 2,64135 0,48271 0,66234 Né&o
Carga (X2) 1,32500 2,64135 0,50164 0,65042 Né&o
X1*X2 -1,37500  2,64135 -0,52057  0,63865 Né&o
Etanol
Diémetro (X1) -0,14000  0,23153 -0,60467  0,58807 Né&o
Carga (X2) 0,77500 0,23153 3,34730 0,04415 Sim
X1*X2 -0,53000  0,23153 -2,28912 0,10604 Sim
Qr
Diémetro (X1)  0,01250 0,00472 2,64575 0,07727 Sim
Carga (X2) 0,05750 0,00472 12,17046  0,00119 Sim
X1*X2 -0,01750  0,00472 -3,70405 0,03418 Sim
Yris
Diémetro (X1) -0,00750  0,00878 -0,85424  0,45576 Né&o
Carga (X2) 0,03250 0,00878 3,70172 0,03424 Sim
X1*X2 -0,02250  0,00878 -2,56273  0,08302 Sim
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Capitulo 5 - Conclusbes e sugestdes para trabalhos futuros

O Bioprocessamento Consolidado € uma tecnologia inovadora e atraente no
contexto da biorrefinaria, que pode ser aplicada na producédo eficiente de etanol 2G e
outros bioprodutos. Entretanto, este processo ainda necessita de estudos para que seja
possivel sua compreensédo a fim de escalona-lo. Neste contexto, a levedura recombinante
S. cerevisiae AC14 merece destaque ap0s atingir resultados interessantes no presente
trabalho.

A partir da analise da influéncia da composicdo do meio, do pH e da aeracdo na
producgéo de enzimas pela AC14 durante o BPC notou-se que a xilana de milho favorece
a producdo de celulases, provavelmente por causa da modificacdo genética que a levedura
possui. O pH 5,5 foi 0 mais indicado para o BPC, acarretando maior atividade enzimatica
das xilanases no meio fermentado e, consequentemente, maior producdo de etanol. A
aeracdo nao favoreceu a producdo de enzimas e aumentou a biomassa celular,
prejudicando a producdo de etanol, ndo sendo indicada para o BPC. As melhores
condicdes de cultivo foram utilizadas para um estudo de bateladas repetidas, notando-se
uma hidrdlise total de todos os monémeros, dimeros e polimeros em solucao (100% de
conversdo) por 10 ciclos consecutivos, com um rendimento relativo médio de 80%.

Os cultivos com bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado acido e hidrotérmicamente
mostraram que a agitacdo do meio reacional favorece o processo uma vez que se trata de
um sistema heterogéneo com a presenca da celulignina. O congelamento da celulignina
aumentou a atividade enzimética do caldo fermentado, melhorando a hidrélise do material
e, consequentemente, a producéo de etanol.

Por fim, o estudo de imobilizacdo das células em alginato de célcio reforcou a
necessidade da agitacdo do meio, uma vez que favorece o transporte de enzimas na regiao
externa ao biocatalisador. Constatou-se ainda que o desempenho do BPC melhora ao se
empregar beads menores (1,6 mm) e com maior carga celular (10%). De maneira geral,
0 encapsulamento se mostrou promissor para 0 BPC, de forma a viabilizar a separacéo e
recuperacgdo das celulas da fracdo sélida remanescente.

Apbs estudar diferentes vertentes atreladas ao Bioprocessamento Consolidado
com a levedura AC14, sugere-se para trabalhos futuros o aumento de escala desta
tecnologia tanto com célula livre como imobilizada. Visto que o BPC em mini-reatores
se mostrou uma alternativa promissora, experimentos em biorreator de bancada séo

necessarios para 0 desenvolvimento de um processo robusto e escalonavel
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industrialmente. Neste contexto, um estudo de aumento de carga de sélido pré-tratado
(celulignina) e diferentes conformacOes de bioreatores contribuirdo com informacoes
cruciais no escalonamento do BPC. Sugere-se também a analise do BPC com outro
material lignoceluldsico da industria sucroalcooleira, a palha de cana-de-acucar, alem da
adicdo de melaco de cana a fim de integrar as rotas de etanol 1G e 2G. Assim, sera
possivel obter um processo que englobe diferentes co-produtos das usinas de agucar e
alcool. Adicionalmente, sugere-se a realizacdo de estudos de avaliagdo técnico-
econémica e ambiental a fim de se identificar a viabilidade de integracéo deste processo

em biorrefinarias.
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