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RESUMO

Diante do cenario atual marcado pela dominancia do uso de combustiveis fésseis, a busca
por fontes de energias renovaveis com alta eficiéncia cresce cada vez mais. Uma alternativa
€ o melhor aproveitamento dos materiais lignocelulésicos da cana-de-acUcar para a producao
de etanol de segunda geracdo (2G). Um dos desafios deste processo, é a hidrolise eficiente
da biomassa devido ao alto custo das enzimas hidroliticas, a estrutura complexa da biomassa
e ao fato de parte das enzimas celuloliticas adsorverem na lignina contida em sua estrutura,
de forma que o tipo de biomassa utilizada pode interferir na eficiéncia desse processo. O
Bioprocessamento Consolidado (BPC), por sua vez, se destaca como uma técnica onde a
producdo de enzimas, a hidrélise da biomassa e a fermentagdo de aguUcares acontecem
simultaneamente em um Unico biorreator pelo uso de microrganismos recombinantes. Neste
sentido, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o BPC de diferentes biomassas (bagaco
e palha de cana), assim como diferentes estratégias para melhorar a eficiéncia da etapa de
hidrélise e consequentemente a producdo de etanol. Para isso, a levedura geneticamente
modificada Saccharomyces cerevisiae AC14, que secreta sete enzimas hidroliticas, foi
utilizada no BPC da palha e do bagaco de cana-de-acglcar pré-tratados hidrotermicamente,
ambos submetidos ao congelamento para melhorar 0 acesso das enzimas a biomassa ou a
adicdo de proteina de soja como estratégia para contornar a adsor¢éo das enzimas, atuando
como moléculas de sacrificio. O tempo de duracédo dos cultivos foi de 12 horas, e para avaliar
os resultados foram feitas andlises de viabilidade das leveduras, densidade 6ptica (DO), pH
do meio, atividade enzimatica e quantificagdo de substratos e produtos por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (HPLC). De maneira geral os ensaios com ambas as biomassas
apresentaram performance semelhante, com produtividades em torno de 1,2 g/L/h. O
congelamento favoreceu os cultivos utilizando ambas biomassas, porém a adi¢éo de proteina
de soja favoreceu apenas os cultivos com palha, mostrando a influencia do tipo de biomassa
no processo. Assim, o BPC representa uma alternativa interessante para a produgédo de
etanol 2G, e o congelamento e a adicdo de proteina de soja sdo métodos atrativos para

aumentar a eficiéncia dos cultivos.

Palavras-chave: etanol 2G; bagaco de cana-de-aclcar; palha de cana-de-agucar;

bioprocessamento consolidado; fermentagéo.






ABSTRACT

Given the current scenario marked by the dominance of fossil fuels, the search for highly
efficient renewable energy sources is growing more and more. One alternative is to make
better use of lignocellulosic materials from sugarcane to produce second-generation ethanol
(2G). One of the challenges of this process is the efficient hydrolysis of biomass due to the
high cost of hydrolytic enzymes, the complex structure of biomass and the fact that some of
the cellulolytic enzymes adsorb onto the lignin contained in its structure, so that the type of
biomass used can interfere with the efficiency of this process. Consolidated Bioprocessing
(BPC), in turn, stands out as a technigue in which enzyme production, biomass hydrolysis and
sugar fermentation occur simultaneously in a single bioreactor using recombinant
microorganisms. In this sense, the present study aimed to evaluate the BPC of different
biomasses (bagasse and sugarcane straw), as well as different strategies to improve the
efficiency of the hydrolysis stage and consequently the production of ethanol. For this purpose,
the genetically modified yeast Saccharomyces cerevisiae AC14, which secretes seven
hydrolytic enzymes, was used in the BPC of sugarcane straw and bagasse pretreated
hydrothermally, both subjected to freezing to improve the access of enzymes to the biomass
or to the addition of soy protein as a strategy to bypass the adsorption of the enzymes. The
cultivation time was 12 hours, and to evaluate the results, analyses of yeast viability, optical
density (OD), pH of the medium, enzymatic activity and quantification of substrates and
products by high-performance liquid chromatography (HPLC) were performed. In general, the
tests with both biomasses presented similar performance, with productivities around 1.2 g/L/h.
Freezing favored crops using both biomasses, but the addition of soy protein favored only
crops with straw, showing the influence of the type of biomass in the process. Thus, BPC
represents an interesting alternative for the production of 2G ethanol, and freezing and the

addition of soy protein are attractive methods to increase crop efficiency.

Keyword: 2G ethanol; sugarcane bagasse; sugarcane straw; consolidated bioprocessing;
fermentation
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1 INTRODUCAO

Diante do panorama atual do uso de energia marcado pela dominancia de
fontes de combustiveis fosseis, assuntos relacionados ao conceito de
sustentabilidade vém ganhando cada vez mais destaque no mercado (ADITIYA et al.,
2016). Com efeito, os biocombustiveis se apresentam como uma solucdo bastante
promissora na tentativa de reduzir o uso de fontes ndo renovaveis, responsaveis pela
alta emissédo de gases de efeito estufa (FURLAN et al., 2013).

Neste sentido, muitos esforcos vém sendo realizados com o intuito de
desenvolver processos mais eficientes, sustentaveis e econémicos. O etanol 2G tem
ganhado cada vez mais destaque, uma vez que possibilita o0 aumento da producédo
de biocombustivel sem demandar mais é&rea plantada (WASYLENKO;
STEPHANOPOULQS, 2015). Isso é possivel uma vez que nesse processo sao
utilizados subprodutos agroindustriais, principalmente os que nao sao fonte de
alimentos (OCTAVE e THOMAS, 2009).

Os materiais lignoceluldsicos, como bagaco e palha de cana, constituem uma
abundante fonte de matéria-prima no contexto da Biorrefinaria para obtencdo de
etanol 2G e outros compostos, além de ser um substrato interessante por permitir o
aumento da producédo do etanol sem demandar maior area de plantio (CAMARGO et
al., 2019). Estes materiais sdo compostos principalmente por celulose, hemicelulose
e lignina, representando uma fonte de carbono interessante em bioprocessos uma
vez que celulose e hemicelulose sdo majoritariamente compostas por acgucares
fermentesciveis e correspondem a até 70% da biomassa (SHARMA et al., 2020;
AGUIAR et al., 2021).

Porém, os componentes da biomassa se dispdem de forma a tornar a
biomassa recalcitrante. Para producdo de etanol 2G, a estrutura complexa da
biomassa deve ser rompida a fim de tornar as fracbes celulésica e hemicelulésica
mais acessiveis a acdo de enzimas hidroliticas, viabilizando a liberacdo dos acucares
e sua fermentacéo a etanol. Diante disso, uma etapa de pré-tratamento deve ser
aplicada, a qual pode consistir em processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos,
biologicos ou uma combinacéo desses processos (SHARMA et al., 2020; AGUIAR et
al., 2021). Apés o pré-tratamento da biomassa, geralmente sdo geradas uma fracao
liguida rica em hemicelulose solubilizada, e uma fragdo solida contendo

principalmente celulose e lignina (celulignina) (AGUIAR et al., 2021). Para que o0s
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acucares presentes na celulignina sejam liberados, uma etapa de hidrolise enzimatica
utilizando enzimas celuloliticas é necessaria. Todavia, o elevado custo das enzimas
ainda é um obstaculo para sua aplicacado em larga escala (KUMAR e SHARMA, 2017,
BARUAH et al., 2018; WANG et al., 2018). Outro desafio consiste na adsor¢cédo das
enzimas na lignina residual, e para eliminar este problema, podem ser adicionadas
moléculas de sacrificio, que seriam adsorvidas no lugar das enzimas. Uma op¢ao com
bastante potencial é a proteina de soja (FLORENCIO et al., 2016).

Neste contexto, o Bioprocessamento Consolidado (BPC) da biomassa surge
como uma tecnologia emergente bastante promissora, na qual a producdo de
enzimas, a hidrolise da biomassa e a fermentacdo dos acuUcares liberados ocorrem
simultaneamente em um Unico reator, dispensando o uso de coquetéis enzimaticos
comerciais (PEREZ et al, 2023). Nesta tecnologia, utiliza-se um microrganismo ou um
consorcio de microrganismos que apresentem tanto a capacidade de secrecdo de
enzimas hidroliticas quanto de fermentacdo dos acUcares liberados (JIN, 2000;
OLGUIN-MACIEL et al., 2020). Porém, infelizmente ainda ndo foi encontrado um
microrganismo selvagem capaz de produzir enzimas e etanol eficientemente
(OLGUIN-MACIEL et al.,, 2020), incentivando o desenvolvimento de organismos
geneticamente modificados providos dessa capacidade. Adicionalmente, um dos
desafios nessa busca consiste na dificuldade de encontrar micro-organismos capazes
de realizar a fermentacéo eficiente de pentoses, tendo em vista que a Saccharomyces
cerevisiae selvagem nao atende essa necessidade (MUSSATTO et al., 2012).

Dentre as leveduras recombinantes descritas na literatura, a cepa S. cerevisiae
AC14, construida por Claes et al., (2020), se destaca por ser capaz de secretar 7
enzimas envolvidas na degradacdo da biomassa, além de consumir eficientemente
xilose. Esse microrganismo foi desenvolvido pelo grupo de pesquisa liderado pelo
Prof. Johan M. Thevelein (NovelYeastbv/Bélgica) e gentiimente cedido para ser
avaliado no presente trabalho.

Considerando que a “Engenharia do Bioprocessamento Consolidado” é pouco
estudada na literatura, na qual sédo encontrados principalmente trabalhos cujo foco é
a construcao da cepa (DEMEKE et al., 2013; LIAO et al., 2020; CLAES et al., 2020),
0 presente trabalho buscou contribuir para o desenvolvimento de uma tecnologia de
producdo de etanol 2G a partir do BPC de bagaco e a palha da cana-de-acucar
utilizando a levedura recombinante AC14, identificando a influéncia da biomassa

utilizada no processo.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foi realizar o Bioprocessamento Consolidado de
dois tipos de biomassas oriundas do processamento da cana, o bagaco e a palha da
cana-de-acgucar, bem como realizar uma analise comparativa entre eles, contribuindo
para o estabelecimento de uma tecnologia para a obtencéao de etanol 2G.

Obijetivos especificos:

- Avaliar o aproveitamento de subprodutos da industria sucroenergética,
utilizando o bagaco e a palha da cana-de-aglcar como substrato para BPC,;

- Avaliar o desempenho do BPC com relacdo a adicao da proteina de soja no
meio fermentativo;

- Avaliar a realizacdo de um pré-tratamento complementar (congelamento) no
desempenho do BPC;

- Realizar uma anélise comparativa entre o BPC utilizando bagaco e palha de

cana, a fim de identificar a influéncia da biomassa no processo.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Sustentabilidade

Diante do cenéario da busca pelo desenvolvimento de energias mais
sustentaveis, os biocombustiveis tém ganhado bastante destague, uma vez que séo
provenientes de matéria organica, como produtos vegetais ou compostos de origem
animal. As fontes mais utilizadas mundialmente sdo o milho e a cana-de-agucar (DA
SILVA et al., 2012). Além de constituirem uma opcédo renovavel de energia, sao
biodegradaveis, contribuindo para a reducéo de problemas ambientais (ORTENZIO
et al., 2015).

Diante disso, o conceito de biorrefinaria se mostra como um importante aliado
na busca pela sustentabilidade, uma vez que seu intuito é a reducdo do uso de
combustiveis fésseis, a partir de conversdo de grandes quantidades de biomassa
vegetal em combustiveis. Nas biorrefinarias os principais componentes da biomassa,
gue constituem a celulose, hemicelulose e lignina, sdo convertidos em materiais de
algo valor agregado (USMANI et al., 2021).

Neste sentido, o etanol de 2G se destaca como uma alternativa com grande
potencial, tendo em vista que € obtido a partir de subprodutos agroindustriais de baixo

valor agregado, que n&o concorrem com a producao de alimentos (SHARMA et al.,
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2018) de forma a aumentar a producéo de etanol sem a necessidade de aumentar a
area plantada (LOPES et al., 2017). O material escolhido para a producéo de etanol
2G varia de acordo com a disponibilidade de cada periodo e regido e, uma vez que o
Brasil apresenta alta acessibilidade a cana-de-agucar, o bagaco e a palha da cana
séo escolhas mais viaveis no cenario brasileiro.

O processo de producao de etanol 2G envolve algumas etapas principais, que
constituem o pré-tratamento da biomassa, a hidrélise das fracdes celuldsicas e
hemiceluldsicas, a fermentacdo dos acUcares, e a posterior recuperacdo do etanol
(PEREZ et al., 2021), conforme apresentado na Figura 1.

Figura 1. Etapas da produgéo de Etanol 2G.

Biomassa .
. L. —_—> Moagem e Al Pré-tratamento
lignocelulosica
S - Hidrélise
Destilagdo < Fermentacao <+ L.
enzimatica

!

Fonte: Adaptado de RAMOS, 2023.

A partir da etapa de pré-tratamento, ocorre a separacdo dos principais
componentes da biomassa vegetal, bem como a exposi¢ao das fibras envolvidas pela
lignina, e a modificacdo da estrutura a mondmeros que sado fermentesciveis. A
desconstrucao da biomassa constitui a principal diferenca entre o Etanol 1G e o 2G,
tendo em vista que € essencial a hidrolise das macromoléculas para a realizacao da

fermentacao posteriormente (SANDRI et al, 2021).

3.2 Biomassa lignoceluldsica

No Brasil, a principal cultura agricola cultivada € a cana-de-acglcar, sendo que
0 pais € o maior produtor de cana do mundo, tendo produzido em 2024 mais de 700
milhdes de toneladas (CONAB, 2024).
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O bagaco da cana-de-acucar consiste no residuo do caule da cana apés a
moagem, e a palha corresponde a parte das folhas remanescentes apos a colheita,
com uma geracao de aproximadamente 140 kg de bagaco e 120 kg de palha por
tonelada de cana processada nas usinas (CANILHA et al.,, 2012). Atualmente o
aproveitamento do bagaco é realizado na cogeracédo de energia nas usinas, porém,
o equilibrio entre a quantidade de bagaco queimado e utilizado para a producéo de
etanol 2G pode ser determinado por ferramentas de analise técnico e econémica
(ELIAS et al., 2021). A palha de cana, por sua vez, vem ganhando visibilidade apenas
recentemente devido a substituicdo da colheita manual pela colheita mecanizada da
cana, de forma que a palha deixou de ser queimada e passou a ser um novo
subproduto da cadeia produtiva das usinas (AGUIAR et al., 2021).

O bagaco e a palha de cana sdo materiais lignocelulésicos, compostos
majoritariamente por celulose, hemicelulose e lignina, cujas estruturas estao

representadas na Figura 2.

Figura 2. Estrutura lignocelulosica da biomassa.
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Fonte: Autoria propria.

A celulose é constituida por unidades de glicose unidas por ligagbes 8,1-4. Sua
estrutura é enrijecida devido as ligagdes de hidrogénio formadas por seus filamentos,

gue a tornam insoluvel em agua e solventes organicos (MISCHNICK; MOMCILOVIC,
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2010). A hemicelulose € composta por uma mistura de hexoses, pentoses e acidos,
sendo as principais a xilana, glucomanana e galactana. A sua estrutura é ramificada
e amorfa, o que facilita o processo de hidrdlise, devido as ligagdes menos estaveis
(LI et al., 2010). Por fim, a lignina consiste em uma macromolécula complexa, que
confere rigidez ao conjunto, envolvendo a celulose, de forma a limitar o acesso das
enzimas (CANILHA et al., 2011). E composta por trés alcoois, alcool cumarilico, alcool
sinapilico e alcool coniferilico. Possui alto peso molecular e esta ligada a celulose e a
hemicelulose por meio de ligacdes covalentes e hidrogenadas (CORREA e GALLO,
2020).

A composicao do bagaco consiste em aproximadamente 40% de celulose, 25%
de hemicelulose e 25% de lignina (CANILHA et al., 2012), enquanto que a da palha
consiste em 35% de celulose, 25% de hemicelulose e 20% de lignina (Pratto et al.,
2016).

3.3 Pré-tratamento

A etapa de pré-tratamento € fundamental para reduzir a recalcitrancia da
estrutura da biomassa e expor os componentes celulésicos e hemiceluldsicos a acédo
de enzimas hidroliticas para liberacdo dos acucares fermentesciveis. Com efeito,
existem diferentes métodos para a realizacdo desse processo, como por exemplo,
tratamentos fisicos, quimicos, bioldgicos, ou uma mistura deles (YAMAKAWA et al.,
2018).

O pré-tratamento hidrotérmico se destaca pela sua simplicidade, economia e
por ser sustentavel, uma vez que gera uma quantidade muito baixa de residuos
(CHEAH et al., 2020). Neste processo, ocorre a auto-hidrélise das ligacdes em
presenca do ion hidroxénio [H30+], uma vez que a constante dielétrica da agua
permite a dissolucdo dos compostos organicos, enquanto a elevada constante de
ionizacdo proporciona um meio acido, resultando na hidrélise da biomassa pela
guebra das ligacOes éster e éter. Além disso, o acido acético liberado a partir das
cadeias laterais da hemicelulose também age como catalisador no processo
(SANDRI,2021). ApGs o pré-tratamento, séo obtidas duas fases distintas: uma fragao
sélida rica em celulose e uma fase liquida soltvel rica em hemicelulose (CARVALHO
et al., 2013).

As vantagens envolvem alto rendimento em recuperacao e solubilizacdo da
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fracdo hemicelulosica, bem como o fato de nédo precisar de adicdo de solventes e
acidos ou reatores resistentes a corrosédo (YUE et al., 2022).Além disso, 0 processo
mantém a celulose na fracdo sdlida, o que facilita a etapa seguinte de hidrélise
enzimética (MILESSI, 2017).As desvantagens estdo relacionadas ao alto uso de agua
para a realizacéo do processo (CHEAH et al., 2020) e a dificuldade na obtencéo de
xilose livre, uma vez que a fragcdo hemiceluldsica solubilizada se encontra na forma
de xilooligdmeros (BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016; MILESSI, 2017; ZABED et al.,
2016).

O pré-tratamento acido consiste na solubilizacdo das hemiceluloses em
mondmeros fermentesciveis, a partir de uma reacdo com acido, embora as fracées
de celulose e lignina ndo sejam tao alteradas (MOSIER et al., 2005). Este processo
pode ser realizado com acido diluido em condi¢cbes de temperaturas altas, acima de
100°C, ou com &cido concentrado, em condicbfes mais amenas, abaixo de 100°C
(BARUAH et al., 2018). Neste sentido, processos com acidos diluidos sdo mais
atrativos, uma vez que desgastam menos 0s equipamentos e sua neutralizacdo é
mais simples, além de gerar menos residuos (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014).

As desvantagens deste processo estdo relacionadas a possibilidade de
degradacdo dos monémeros, como xilose e glicose, que produzem inibidores do
crescimento microbiano, como HMF e furfural, prejudicando a etapa posterior de
fermentacdo (TIZAZU; MOHOLKAR, 2018). Além disso, parte da lignina também se
solubiliza, produzindo compostos fenodlicos e aromaticos (PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000).

Embora os pré-tratamentos hidrotérmico e acido contribuam para a reducao da
rigidez da estrutura da biomassa, ainda pode ser necessario um tratamento adicional,
para facilitar a atuacédo das enzimas. Os tratamentos fisicos apresentam custo mais
baixo, comparado aos quimicos e biologicos (REMPEL et al., 2018).

Neste sentido, existem técnicas como o tratamento por micro-ondas, que gera
um aquecimento das moléculas de agua presentes na estrutura da biomassa, por
meio de um intenso movimento rotacional (SANSEVERINO, 2002).Outra técnica
utilizada para este fim consiste no pré-tratamento por ultrassom, no qual a irradiacao
leva ao rompimento da parede celular da fibra (LIU et al.,, 2007). Além disso, o
congelamento se destaca devido a sua eficiéncia. Neste processo, a baixa
temperatura promove a formacgédo de cristais de gelo, que fazem com que a agua

expanda e rompa as paredes celulares, de forma a aumentar a area superficial de
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exposicao da biomassa (CHANG et al., 2011).

3.4 Hidrdélise enzimética

O conceito de hidrdlise enzimatica se refere a uma reacédo quimica de quebra
de ligacBes realizada sob a acdo de uma enzima, na presenca de agua. Apés a
realizacdo dos pré-tratamentos, parte da biomassa ainda se encontra na forma de
carboidratos complexos, e a hidrélise enzimatica € aplicada para auxiliar na
conversdo total em mondmeros (SANDRI et al., 2021). As Equagbes (1) e (2),
representam as reacdes de hidrolise para a celulose e hemicelulose,

respectivamente.

[CeH1005], + nH,0 — nCgH1,04 (1)
[CSH804]n + nHzo - nC5H1005 (2)

Esse método é vantajoso devido a alta converséo, em funcao da especificidade
das enzimas, além de nao gerar residuos téxicos e ser economicamente atrativo, em
virtude de condi¢cBes mais amenas de processo, como baixa pressao e temperatura
(RAMOS et al., 2023).

As enzimas que realizam a hidrdlise da celulose sé@o as celulases, enquanto
gue as que realizam a hidrdlise da hemicelulose sdo as hemicelulases. As celulases
sdo um conjunto de enzimas que agem sinergisticamente: endoglucanases,
exoglucanases e B-glicosidades, cujo pH étimo de atuacédo é em torno de 4,5 a 5,0
(BINOD et al., 2011). As endoglucanases atuam na clivagem das ligacdes mais
internas da cadeia, enquanto as exoglucanases atuam nas ligagbes mais externas e
as B-glicosidades convertem celobiose em glicose (SINGH, 2017). Com efeito, as
hemicelulases mais utilizadas sdo as endoxilanases e as 3-xilosidases, que atuam na
hidrélise das xilanas, sendo que a endoxilanase atua no meio da cadeia e a B-
xilosidase converte xilobiose em xilose (MILESSI, 2017; BHARDWAJ et al., 2019).

Um desafio observado nesta etapa consiste na adsor¢cdo das enzimas na
lignina da biomassa, uma vez que esse processo € irreversivel, causando perda de
eficiéncia significativa na hidrolise. Deste modo, uma alternativa promissora é a
adicdo de proteinas no meio fermentativo, tendo em vista que elas atuam como

moléculas de sacrificio, e sdo adsorvidas no lugar das enzimas. Diante disso, a
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proteina de soja destaca-se como uma possibilidade eficiente e de baixo custo
(FLORENCIO et al., 2019).

Existem algumas configuragdes de processo que podem ser adotadas para a
realizacdo da hidrdlise no processamento da biomassa, de acordo com o objetivo
desejado. Uma delas consiste na Hidrolise e Fermentacédo Separadas (SHF, do inglés
“Separated Hydrolysis and Fermentation”), na qual cada etapa € realizada
separadamente, em pH e temperaturas ideais das enzimas e microrganismos
envolvidos, porém, a inibicdo das celulases pela glicose gerada na etapa de hidrélise
pode ser um desafio para esta conformacéo. Outra possivel configuracéo consiste na
Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas (SSF, do inglés “Simultaneous
Saccharification and Fermentation”), na qual enzimas e leveduras séo adicionadas
em um Unico reator, porém a atividade das enzimas hidroliticas € menor, devido a
diferenca de temperatura do ponto 6timo de atuacao, que para as enzimas é de 45 a
50 °C, enquanto a fermentacdo deve ser realizada entre 30 e 35 °C por conta da
presenca das leveduras (DIAZ et al., 2014) Por fim, outra possivel configuracao
consiste na Sacarificagdo e Co-Fermentacdo Simultaneas (SSCF, do inglés
“Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation”), no qual além de realizar-se as
duas etapas num mesmo biorreator, € utilizado um microrganismo capaz de fermentar
hexoses e pentoses (MORALES-RODRIGUEZ et al., 2011). Mais recentemente,
surgiu o Bioprocessamento Consolidado da biomassa, onde as etapas de producéo
das enzimas, hidrélise e fermentacdo ocorrem num Unico reator (PARISUTHAM et
al., 2014), e que representa importante avango no processamento da biomassa e

desenvolvimento de biorrefinarias.

3.5 Bioprocessamento Consolidado (BPC)

O Bioprocessamento Consolidado (BPC) consiste em uma tecnologia na qual
a producdo de enzimas, a hidrolise da biomassa e a fermentagcdo dos agucares
acontecem simultaneamente em um Unico biorreator (PARISUTHAM et al., 2014),
conforme apresentado na Figura 3. No BPC sao utilizados microrganismos capazes
de produzir enzimas hidroliticas e fermentar os aclcares liberados em produto de
interesse, ndo necessitando da adicdo de enzimas comerciais. Com efeito, essa é a
grande vantagem deste método, uma vez que o alto custo da producéo de Etanol 2G

estd associado ao uso de coquetéis enzimaticos (RAMOS, 2023). Além disso, o BPC
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apresenta outras vantagens relacionadas ao uso de reatores com tamanhos menores,
associados a um menor consumo de energia, bem como ao menor risco de
contaminacao (OLGUIN-MACIEL et al., 2020).

Em contrapartida, a maior desvantagem do BPC esté relacionada a dificuldade
do processo em atingir seu ponto 6timo em todas as etapas, tendo em vista que as
condicbes ideais de temperatura e pressdo para a etapa de hidrdlise nao
correspondem as mesmas para a fermentagdo. Dessa forma, o processo ndo
acontece da forma mais eficiente, necessitando de otimizagdo para ser viavel
(PEREZ, 2021).

Figura 3. Bioprocessamento Consolidado para obtencéo de etanol 2G.

Biomassa .
. P — Pré-tratamento —r
lignocelulésica

Fonte: Adaptado de RAMOS et al., 2022.

Para o desenvolvimento de um BPC eficiente, é possivel perceber a
importancia dos avancos na area de Engenharia Genética, uma vez que
microrganismos recombinantes apresentam grande potencial no aumento de
produtividade para a producdo de Etanol 2G. Com efeito, Claes e colaboradores
(2020), produziram uma levedura recombinante, denominada AC14, que € uma
Saccharomyces cerevisiae, capaz de secretar sete enzimas hidroliticas, conforme

apresentado no Quadro 1.
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Quadro 1. Enzimas secretadas pela levedura AC14 e seus respectivos genes,

organismos de origem, pH e temperatura 6tima de atuacgao.

Enzima Gene Organismo pH Temperatura (°C)
B-glicosidase bgll Trichoderma reesei 4,6 65
B-xilosidase xInD Aspergillus niger 3,2 60
Xilanase xInB Aspergillus niger 50 50
Endoglucanase celB Aspergillus oryzae 4,0 45
Celobiohidrolase | cbh2b Chrysosporium lucknowense NR NR
Celobiohidrolase I cbhl Talaromyces emersonii 50 55
Acetil-xilana esterase XynA Clostridium cellulovorans 5,0 60

NR*: N&o reportado.
Fonte: Adaptado de Claes et al., 2020.

Essa levedura foi desenvolvida pelo grupo de pesquisa liderado pelo professor
Johan Thevelein (NovelYeast/Bélgica) e se destaca por apresentar resultados
promissores em meios industriais. Em 2023, Perez e colaboradores estudaram a
producédo de Etanol 2G com a AC14 e observaram a producéo de 26,8 g/L de etanol
em 6 horas de fermentacao, totalizando uma produtividade de 4,5 g/L/h em meio
sintético composto por glicose, xilose, celobiose, xilana de sabugo de milho e CMC.
Ja em bagaco de cana pré-tratado hidrotermicamente, os autores obtiveram 13 g/L
de etanol em 7 horas (1,86 g/L/h), resultados superiores aos relatados na literatura
até entdo, que ficam na faixa de 0,15 g/L/h (CUNHA et al., 2020) e 0,01 g/L/h (AMOAH
et al., 2017).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismo e inéculo

O bagaco e a palha de cana-de-acgucar utilizados foram doados pela usina do
Ipiranga, localizada na cidade de Descalvado, interior de S&o Paulo. Em todos os
experimentos foi utilizada a levedura geneticamente modificada Saccharomyces
cerevisiae  AC14, gentimente cedida pelo Prof. Johan Thevelein
(NovelYeastbv/Bélgica) (CLAES et al., 2020). Essa levedura é capaz de assimilar
glicose, xilose e outras hexoses, e secreta sete enzimas hidroliticas: (-glicosidase
(EC 3.2.1.21), B-xilosidase (EC 3.2.1.37), acetil-xilana esterase (EC 3.1.1.72),
xilanase (EC 3.2.1.8), endoglucanase (3.2.1.4), celobiohidrolase I e Il (EC 3.2.1.91).
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Inicialmente, uma amostra da levedura AC14 foi retirada do ultrafreezer, onde
estava armazenada a -80 °C, e foi estriada em uma placa de Petri, que continha um
meio solido YP4&gar composto por extrato de levedura (10 g/L), peptona (20 g/L),
dextrose (20 g/L), xilose (20 g/L), carboximetilcelulose (5 g/L), xilana (10 g/L),
celobiose (10 g/L) e agar (15 g/L). A placa foi levada a incubadora a 30°C por 48
horas. Apos esse periodo, uma das colbnias formadas foi ressuspendida em 75 pL
de agua destilada estéril, e com o auxilio de uma alca de Drigalski, a suspenséo foi
espalhada em uma nova placa de Petri YP&agar, contendo extrato de levedura (10
g/L), peptona (20 g/L), dextrose (20 g/L), xilose (20 g/L) e agar (15 g/L), para a
formagao de um “tapete” de células, e esta nova placa foi levada a incubadora a 30°C,
por 24 horas.

Em seguida, o “tapete” de células foi totalmente ressuspendido em meio liquido
YPDX, composto por extrato de levedura (10 g/L), peptona (20 g/L), dextrose (20 g/L)
e xilose (20 g/L), e inoculado em um Erlenmeyer aletado de 1L contendo 300 mL de
meio. O indculo foi levado a uma incubadora com agitacao, e mantido a 150 rpm e
30°C por 12 horas. Para a recuperacédo das células, o conteudo centrifugado a 2500

rpm e 4°C por 10 minutos.

4.2. Pré-tratamento da biomassa

Parte do bagaco e da palha foram submetidos ao pré-tratamento hidrotérmico,
e a outra parte foi submetida ao pré-tratamento acido. Além disso, apos esta etapa,
parte das biomassas foi submetida a um tratamento adicional de congelamento.

O pré-tratamento hidrotérmico foi realizado em reator de alta pressdo Parr
modelo 4848 com capacidade de 2 L, munido de controle de agitacdo mecanica e
aquecimento. Utilizou-se 195 °C por 10 min e uma relacao sélido:liquido de 1:10 (m/v)
(MILESSI et al., 2021). Ja o pré-tratamento acido foi realizado com H2S0O4 1% em
autoclave em condi¢des adaptadas de Philippini (2012), a 121 °C por 20 minutos e
relacéo solido:liquido de 1:10 (m/v). Apés a realizacdo de ambos os pré-tratamentos,
o material obtido foi filtrado ainda quente e a fragdo solida e o hidrolisado obtidos
foram armazenados a 4°C para posterior caracterizagao.

Em seguida, parte das biomassas foi submetida ao congelamento, conforme a
metodologia de Smith et al (2016). Inicialmente a biomassa foi congelada a -20 °C por
24 horas. ApOs esse periodo, foi feito o descongelamento em banho-maria por 15

minutos, e o material foi levado para estufa a 50 °C para secagem por 48 horas e
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utilizado nos ensaios BPC.

4.3 Ensaios BPC

Todos os cultivos foram realizados em mini reatores de 13 mL, dotados de
saida de COz2, conforme metodologia de Mesquita e colaboradores (2021). A liberacao
de CO2 foi medida a partir da diferenca de peso dos mini reatores, a cada 1 hora. A
partir destes dados, foi possivel acompanhar o andamento da reacdo de producao de
etanol e estimar a variagcdo da conversao ao longo do tempo (PEREZ et al., 2021).
Os ensaios foram finalizados quando a massa de CO: liberada estabilizou.

Os ensaios BPC foram realizados utilizando-se 6 mL de meio com pH ajustado
para 5,5, com alta carga celular e densidade 6tica inicial 100 (correspondente a uma
concentracdo de células de 80 g/L) e mantidos a 35 °C em uma plataforma com
agitacdo magnética. Todos os ensaios foram suplementados com extrato de levedura
(10 g/L) e peptona (20 g/L). Para os cultivos realizados com hidrolisado real de bagaco
e palha, o pH do hidrolisado foi ajustado para 6,0, em seguida foi filtrado, adicionou-
se YP e o pH foi ajustado para 5,5. Ja para os cultivos realizados com meio sintético,
foi preparado o meio com a composicado correspondente ao hidrolisado e a fracao
solida, de forma a se obter ensaios controle. Foram realizados ensaios biomassa
congelada e na presenca de proteina de soja, cuja carga estudada foi de 4% (m/v),
de acordo com Ramos (2023). Apds os ensaios BPC, os mini reatores foram levados
a centrifuga a 2500 rpm e 4 °C, por 10 minutos. Parte do sobrenadante foi congelada
a -20 °C para posterior analise em HPLC (do inglés “High Performance Liquid
Chromatography”), e a outra parte foi utilizada como extrato enzimatico, para

realizacdo da atividade enzimatica.

4.3.1 Ensaios BPC com bagaco de cana-de-acucar
4.3.1.1 Hidrolisado sintético
Foram realizados ensaios de BPC com bagaco de cana-de-agucar pré-tratado
e hidrolisado sintético nas seguintes condicdes:
(a) Fracdo solida do bagaco de cana-de-agucar resultante do pré-tratamento
hidrotérmico e hidrolisado sintético;
(b) Fracdo sdlida do bagaco de cana-de-acucar resultante do pré-tratamento

hidrotérmico e hidrolisado sintético com adi¢édo de proteina de soja;
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(c) Fracdo sodlida do bagaco de cana-de-acucar resultante do pré-tratamento
hidrotérmico com tratamento adicional de congelamento e hidrolisado sintético;

(d) Fracdo sdlida do bagaco de cana-de-acUcar resultante do pré-tratamento
hidrotérmico com tratamento adicional de congelamento e adigédo de proteina de soja

e hidrolisado sintético;

4.3.1.2 Hidrolisado real
Foram realizados ensaios de BPC com bagaco de cana-de-aglcar e
hidrolisado real nas seguintes condicdes:
(a) Bagaco de cana-de-acUcar e hidrolisado resultantes do pré-tratamento hidrotérmico;
(b) Bagaco de cana-de-acUcar e hidrolisado resultantes do pré-tratamento hidrotérmico
com adicao de proteina de soja;
(c) Bagaco de cana-de-acucar e hidrolisado resultantes do pré-tratamento hidrotérmico
com tratamento adicional de congelamento;
(d) Bagaco de cana-de-acUcar e hidrolisado resultantes do pré-tratamento hidrotérmico
com tratamento adicional de congelamento e adigcdo de proteina de soja.

4.3.2 Ensaios com palha de cana-de-acucar
Foram realizados ensaios de BPC com palha de cana-de-acgUcar nas seguintes
condicgdes:
(e) Palha de cana-de-acucar e hidrolisado resultantes do pré-tratamento hidrotérmico;
(f) Palha de cana-de-acucar e hidrolisado resultantes do pré-tratamento hidrotérmico
com adicao de proteina de soja;
(g) Palha de cana-de-acucar e hidrolisado resultantes do pré-tratamento hidrotérmico
com tratamento adicional de congelamento;
(h) Palha de cana-de-acucar e hidrolisado resultantes do pré-tratamento hidrotérmico
com tratamento adicional de congelamento e adi¢cdo de proteina de soja;
(i) Meio sintético correspondente ao hidrolisado e a fracdo soélida da palha.

4.4 Métodos Analiticos

A viabilidade das leveduras foi avaliada por coloracdo com azul de metileno e
contagem em camara de Neubauer de acordo com metodologia de Sandri et al.
(2023). A densidade Optica celular foi realizada por espectroscopia (600 nm) e

correlacionada com uma curva de calibracao previamente determinada (Equacgéo 3).
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C.lg/L] = (0,821 +0,043) x DO 3)

A gquantificagdo de agucares e proteinas foi determinada por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE). Para isso, as amostras foram congeladas por 24
horas a -20 °C, depois descongeladas e centrifugadas duas vezes a 2500 rpm e 4 °C,
por 5 minutos, de acordo com metologia estudada por Demeke e colaboradores
(2013). Posteriormente, as amostras foram filtradas em filtro de 0,22 ym e levadas
para o cromatégrafo, de modelo Waters €2695 dotado de detectores de indice de
refracdo e UV-VIS (A= 210 nm). Foi utilizada coluna de exclusao ibnica RezexTM ROA
- Organic acid H+ para a quantificacéo de etanol, glicose, xilose, celobiose, arabinose,
glicerol, acido acético, furfural e hidroximetilfurfural, e uma solugdo de &cido sulfarico
de 5 mmol/L foi utilizada como fase movel em um fluxo de 0,6 mL/min, a 65 °C,
conforme metodologia estudada por Batista e colaboradores (2019).

Ja para a quantificacdo de xilooligbmeros foi realizada a hidrdlise total com
acido sulfarico. Para isso, foram adicionados 174 pL de uma solugdo de H2SO4 72%
e 5 mL de amostra em um tubo de ensaio fechado com tampa, que foi levado a
autoclave a 121 °C, por 20 minutos, conforme metodologia estudada por Nascimento
e colaboradores (2016). Em seguida, os tubos foram resfriados, o pH foi neutralizado
com CaCOs e as amostras foram levadas ao cromatdgrafo. Por fim, a quantidade total
de xilooligbmeros presentes na fracdo liquida foi determinada pela diferenca entre a
massa de xilose total obtida apds hidrolise dos oligbmeros em mondémeros na
hidrélise acida e a massa de xilose obtida antes a hidrélise acida (MILESSI et al.,
2021).

4.4.1 Atividades Enziméticas

4.4.1.1 Xilanase

A atividade enzimatica de xilanase foi medida conforme metodologia adaptada
de Milessi et al., (2016), a qual baseia-se na liberacdo de xilose da xilana de faia a 50
°C em pH 5,5 (tampéao citrato de soédio 50 mmol/L). Aliquotas foram retiradas em
intervalos de 2 min durante 10 minutos para determinagao da velocidade de formacao
de xilose (dP/dt) e os agucares redutores foram quantificados pelo método do DNS
(MILLER, 1959). Uma unidade de atividade (Ul) foi a quantidade de enzima

necessaria para liberar 1 ymol de xilose em 1 min nas condi¢des de ensaio. O controle
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foi a aliquota retirada no tempo zero.

4.4.1.2 B-xilosidade

A atividade enzimatica de B-xilosidase foi medida conforme metodologia
adaptada de Lachke (1988), a qual baseia-se no aumento da absorbancia em 405 nm
causado pela liberacao de 4-nitrofenol (¢ = 1950 mol/L/cm) durante a hidrolise de 4-
nitrofenil B-D-xilopiranosideo (p-NPX) preparado em tampéo fosfato de potassio 50
mmol/L (pH 6,0) a 50 °C. Uma unidade de atividade (UI) foi a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 ymol de 4-nitrofenol em 1 min nas condi¢des de ensaio. Um

controle foi realizado substituindo a enzima por agua destilada.

4.4.1.3 B-glicosidase

A atividade enzimatica da B-glicosidase foi medida conforme metodologia
adaptada de Voltatodio (2012), a qual quantifica a liberacdo de glicose da celobiose
(2%) preparada em tampéao citrato 50 mmol/L (pH 5,5) a 50 °C por 15 min e,
posteriormente, aquecido para 100 °C por 10 min a fim de parar a reacdo. A glicose
liberada foi quantificada pelo kit enziméatico GOD-PAP. Uma unidade de atividade (Ul)
foi a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de glicose em 1 min nas
condi¢cdes de ensaio. Um controle foi realizado substituindo a enzima por agua

destilada.

4.4.1.4 Celulase

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 didametro em pH 5,0 (tampao citrato de sédio 50 mmol/L)
a 50 °C por 1 h. Os acucares redutores liberados foram quantificados pelo método do
DNS (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade (Ul) foi considerada a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1 ymol de glicose em 1 min nas condi¢gbes de
ensaio. Um controle foi realizado substituindo a enzima por agua destilada.

A Equacgao 4 foi utilizada nos célculos de todas as atividades enziméaticas
(RAMOS et al.,2021), onde (AP/At) é a velocidade de formacdo de produto
(mg/mL/min); Vr € o volume reacional (mL); D é a diluigdo do extrato enzimatico; MM

€ a massa molar do produto (mg/umol); e Ve é o volume de extrato enzimatico utilizado
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(mL).

AP
AE [Uljmi] = EVxD

MM x Ve

(4)
4.5 Calculos
A converséao (X) foi calculada pela Equacédo 5, no qual Csi € a concentracao
de substrato inicial (g/L), Csf é a concentracdo de substrato final (g/L), mCOat € a

massa de COz: liberada no tempo analisado (g) e mCO.f é a massa de CO: liberada

no tempo final (g).

X(%) — Cst—?sf mCO,t
Csi mcO,f

x 100 (5)

O rendimento (Y) foi calculado conforme Equacédo 6, onde o etanol maximo
tedrico foi estimado de acordo com os fatores estequiométricos para mono-, di- e
polissacarideos (0,511, 0,538 e 0,57 g/g, respectivamente) (BARROS-RIOS et al.,
2015). A produtividade volumétrica (Qp) foi calculada conforme Equacéo 7, onde Cpf
corresponde a concentracao de produto final, Cpi é a concentracdo de produto inicial

e At corresponde ao tempo total de fermentacgéao.

[EtOH produzido]
[EtOH tedrico]

Y (%) =

x 100 (6)

Qp (g/L/h) = 2 (7)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Pré-tratamento do bagaco e da palha de cana-de-acucar

Inicialmente foram feitos os pré-tratamentos acido e hidrotérmico do bagaco e
da palha de cana, conforme descrito anteriormente, as composi¢des dos hidrolisados

obtidos estao representadas na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢ao dos hidrolisados resultantes dos pré-tratamentos acido e
hidrotérmico do bagaco e da palha de cana-de-acucar.

Bagaco Palha
Componente Hidrotérmico  Acido (g/L) Hidrotérmico Acido (g/L)
(/L) (9/L)
Glicose 0,38 1,85 0,48 0,63
Xilose 4,22 19,29 1,07 1,15
Celobiose 1,15 0,95 0,00 0
Arabinose 1,41 2,00 0,55 1,32
Xilooligbmeros 14,68 1,01 14,01 0
totais
Acido acético 1,67 2,52 1,4 1,15
HMF 0,26 2,25 0,1 0,46
Furfural 1,97 2,33 1,26 0,41
pH do licor 3,5 1,3 3,6 13

Os resultados obtidos para o bagaco estdo coerentes com o esperado, de
acordo com os estudos de Chandel e colaboradores (2021). E possivel perceber que
o hidrolisado acido apresenta maior concentracao de xilose e glicose, devido ao fato
de que os mondmeros se solubilizam na presenca de acido. Além disso, o pré-
tratamento acido gera maior quantidade de inibidores, como furfural e
hidroximetilfurfural, devido a maior severidade associada a este processo, e isso pode
prejudicar o processo de fermentacdo no BPC. Da mesma forma, o valor do pH do
licor acido foi menor do que o hidrotérmico, visto que no primeiro ha adicdo de acido
e no segundo sO se usa agua, ocorrendo somente uma producéo in situ de &cido
acético (MILESSI et al., 2021).

Ja com relacdo a palha, € possivel afirmar que o pré-tratamento acido néo
gerou resultados tdo satisfatérios conforme o esperado, tendo em vista a baixa
concentracao de acucares obtida em comparacdo com os valores obtidos por Moutta
et al., (2012) que obtiveram 14,84 g/L de xilose utilizando 3,5% de acido por 10 min a

110 °C em uma fracéo solido liquido de 1:10. Porém, os autores utilizaram uma
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concentracdo expressivamente mais alta de acido, o que pode explicar o melhor
rendimento do processo. Considerando a baixa concentracdo de acucares do
hidrolisado acido da palha, as elevadas quantidades de inibidores geradas em ambos
os licores acidos, e que o pré-tratamento hidrotérmico é mais sustentivel e ndo gera
residuos toéxicos, optou-se por realizar os ensaios apenas com as fracdes sélidas e

os hidrolisados resultantes do pré-tratamento hidrotérmico.

5.2 Ensaios BPC com o bagac¢o de cana-de-agucar

Foram realizados ensaios BPC com a fracdo sélida resultante do pré-
tratamento hidrotérmico do bagaco em duas condic8es de hidrolisado, sintético e real,
avaliando a atuacdo do congelamento na estrutura das celuligninas e a adi¢do de
proteina de soja na adsor¢cdo das enzimas. Os dados de conversao de aglcares em
funcdo do tempo estéo representados na Figura 4, onde observa-se que ambas as
condicBes estudadas apresentaram comportamento muito semelhante, tendo em
vista que as curvas praticamente se sobrepdem. Dessa forma, a adicdo de proteina
de soja ndo teve grandes impactos na adsorcdo das enzimas. Florencio e
colaboradores (2019) obtiveram aumento na producdo de etanol a partir de bagaco
de cana pré-tratado hidrotermicamente devido a adi¢éo de proteina de soja em seus
cultivos. Os autores tiveram um aumento de 76% na glicose liberada e de 86% na
producao de etanol utilizando 15% de solidos. Tal diferenca pode ser atribuida a maior
carga de solidos utilizada pelos autores. A baixa carga de sélidos (1-2% m/v) utilizada
no presente trabalho pode nédo ter proporcionado uma influéncia significativa da
lignina residual no processo, de forma a ndo ser possivel visualizar a melhoria da

adicao de proteina de soja.
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Figura 4. Converséao de acucares do bagaco em funcao do tempo de fermentacéo
na auséncia de proteina de soja (curvas em azul) e na presenca de proteina de soja
(curvas em laranja), sendo (A) e (B) bagaco em hidrolisado sintético sem e com
tratamento adicional de congelamento, respectivamente, e (C) e (D) bagaco em
hidrolisado real sem e com tratamento adicional de congelamento, respectivamente
(a 35 °C, pH=5,5 e DO=100).
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Em relacdo a diferenca de meio real e sintético, é possivel afirmar que os
comportamentos sao semelhantes, porém o0 meio real apresentou conversdes
menores para 0s ensaios sem congelamento, atingindo valores inferiores a 80%, que
podem estar associados a presenca de inibidores gerados no pré-tratamento. Esses
resultados estdo de acordo com estudos realizados por Nijland e colaboradores
(2020), que afirmam que organismos geneticamente modificados sdo mais sensiveis
aos compostos inibidores. As atividades enziméaticas obtidas a partir do extrato

enzimatico final dos reatores com meio sintético sdo apresentados na Figura 5.



Figura 5. Atividades enzimaticas finais dos cultivos BPC com bagaco em meio
sintético (a 35°C, pH=5,5 e DO0=100).

07
= 0&
— 05
=04
To3
=02
Ty

045

(=]
s

03

0,25

(=]
i

Atividade (UI/mL)
[=]
SR

[=]
o
@ n

B-xilosidade

Padrdo Padrio+saojz Congslada Congelado +

=0j=E

Condigdo do meio

Celulase

Congelado +
z0ja

Padrio Fadrio+soja Congelzdo

Condicio do meio

Atividade (U1/mL)

=

Atividade (UI/mL)

[=]

[
=

045

=]
B

0,35

=
[t}

0,2

==y =]
[=T Vo e Vs B )

-
(X

LT I CO I <]

B-glicosidase

Padrio Padrio+soja Congelado Congelado +
soja

Condicdo do meio

Kilanase

Congelzdo +
s0j3

Fadrdo Fadrio+soja Congelado

Condigdo do meio

33

E possivel afirmar que o congelamento favoreceu a atividade da B-xilosidase

e da xilanase, enquanto que a da B-glicosidase foi desfavorecida, e a atividade da

celulase nédo teve alteracdo significativa. Adicionalmente, a presenca de soja

aumentou a atividade da B-xilosidase e da celulase em todos os cenarios, enquanto

que para a B-glicosidase a atividade s6 aumentou para os cultivos com congelamento

e para a xilanase apenas sem congelamento. A concentracdo de etanol obtida e os

parametros fermentativos dos ensaios realizados estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Etanol produzido e parametros fermentativos obtidos para os cultivos com

bagaco.
Meio Condicéao Etanol (g/L) Qe (g/L/h) Y relativo Viabilidade
(%) (%)
Padréao 11,1+0,8 1,0+0,1 85,616,0 93,3+4,6
Sintético Padrao + soja 11,3+0,8 1,0+0,1 86,5+6,1 97,4+4,8
Congelamento 13,8+0,9 1,3+0,1 97,946,7 94,4+4,7
Congelamento +soja 14,3+1,0 1,3+0,1 98,4+7,9 94,2+4,6
Padréao 10,1+0,7 0,9+0,1 77,315,5 90,2+1,4
Padrao + soja 9,8+0,7 0,9+0,1 75,6+5,2 95,6+4,7
Real Congelamento 14,1+1,0 1,3+0,1 98,3+7,6 94,5+4,5
Congelamento +soja 10,0+0,7 0,9+0,7 76,5+5,7 91,9+2,5
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Os valores de producédo de etanol obtidos para o bagaco com tratamento
adicional de congelamento foram promissores, sendo préximos de 14 g/L tanto para
0 meio real quanto para o meio sintético. Além disso, a produtividade volumétrica
alcancada em todos os cultivos foi superior aos estudos de Santos e colaboradores
(2010), que realizaram experimentos com bagaco pré-tratado hidrotermicamente e
fermentacdo e sacarificacdo simultdneas (SSF) com levedura Saccharomyces
cerevisiae, no qual obtiveram 0,25 g/L/h, enquanto neste estudo obteve-se valores
préximos a 1,0g/L/h, destacando a superioridade do BPC a SSF. Perez (2021)
realizou cultivos com a AC14 em Bioprocessamento Consolidado, com meio sintético
composto por xilose, glicose, celobiose e xilana de sabugo de milho, com as mesmas
condi¢cdes de DO e pH deste trabalho, e obteve concentragao final de etanol por volta
de 25 g/L, mostrando a eficiéncia do BPC e da levedura para a producao de etanol
2G. Ja em meios industriais reais, ha uma escassez de trabalhos na literatura, uma
vez que a grande maioria dos trabalhos focam na construcao da cepa para o BPC.

O rendimento relativo ao etanol foi acima de 80% tanto para 0 meio sintético
guanto para o meio real, com destague para as biomassas congeladas, que
ultrapassaram 97%. Outros estudos ja apontavam a melhora da exposicao das fibras
apos o processo de congelamento. Sun e colaboradores (2022) congelaram palha de
trigo a -80°C por 24 horas e obtiveram 57,1% de hidrélise de celulose na presenca de
20 FPU/g de pB-glicosidase. Smith e colaboradores (2016) congelaram Juncus
maritimus nas mesmas condi¢cdes deste trabalho, na presenca de CellicCTec2, que
consiste em um coquetel enzimatico, e obtiveram uma concentragcdo maxima de

glicose, de 63,8 g/L.

5.3 Ensaios BPC com a palha de cana-de-acucar

Da mesma forma, foram realizados ensaios BPC com a fracdo sdlida e o
hidrolisado resultantes do pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana-de-agucar,
avaliando a atuacdo do congelamento na estrutura das celuligninas e a adi¢do de
proteina de soja para evitar a adsor¢cdo das enzimas. Os dados de conversédo dos

acucares ao longo do tempo estédo apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Conversao de acgucares da palha em funcdo do tempo de fermentacéo
para os cultivos BPC realizados na auséncia de proteina de soja (curvas em azul) e
na presenca de proteina de soja (curvas em laranja), sendo (A) sem tratamento
adicional de congelamento, (B) com tratamento adicional de congelamento e (C)
apenas meio sintético (a 35°C, pH=5,5 e DO0=100).
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Diferentemente do observado para o bagaco, os cultivos com palha foram
beneficiados pela adicdo de proteina de soja, com um aumento de 7,5% na
conversdo. Ja o congelamento da biomassa proporcionou um aumento de 16,5% da

conversao do processo. As atividades enziméticas finais séo apresentadas na Figura
7.
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Figura 7. Atividades enzimaticas em funcdo do tempo para os cultivos com palha
em meio real, a 35°C, pH=5,5 e DO0=100.
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A atividade da [B-xilosidase foi favorecida pelo tratamento de congelamento e
desvaforecida pela adigdo de proteina de soja, enquanto que a B-glicosidase foi
favorecida por ambos, mas o destaque foi para os cultivos apenas com adicdo de
proteina de soja. A atividade da xilanase foi maior para os experimentos sem
congelamento, e a adicdo de proteina de soja favoreceu a atividade enzimatica,
prevenindo a adsorcdo das enzimas. Em contrapartida, € possivel observar um
comportamento interessante nas celulases, uma vez que os cultivos com tratamento
de congelamento foram favorecidos, enquanto que 0s sem congelamento
apresentaram atividades baixissimas. A concentracdo de etanol produzida e os
demais parametros dos cultivos estdo apresentados na Tabela 3. Pratto e
colaboradores (2016) caracterizaram a palha pre-tratada hidrotermicamente, obtendo
58 % de celulose, 8,23 % de hemicelulose e 25 % de lignina. Com base nesses dados,
e considerando a composic¢ao do hidrolisado apresentada na Tabela 1, a quantidade
maxima de etanol que este processo poderia € de 16,3 g/L. Vale ressaltar que para
todos os experimentos a viabilidade celular foi superior a 90 %, apesar da agitacdo
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magneética e da presenca da fracao solida.

Tabela 3. Etanol produzido e parametros fermentativos obtidos para os cultivos com

palha.
Condicéao Etanol (g/L) Qr (g/L/N) Y relativo (%) Viabilidade (%)
Meio sintético 13,8+1,0 1,240,1 86,8+0,9 95,4+2,0
Padrao 12,6+0,8 1,1+0,1 77,4+0,6 98,4+0,8
Padrdo + soja 13,8+1,4 1,2+0,1 84,9+1.4 98,5+0,2
Congelamento 15,3+1,8 1,3+0,1 93,9+1,2 92,9+2,1
Congelamento +soja 14,4+0,4 1,2+0,1 88,6+0,5 96,6+0,7

5.4 Anélise comparativa

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam como o tipo de biomassa
utilizada influencia diretamente na performance do processo e na estratégia de
processamento da biomassa a ser aplicada. O hidrolisado resultante do pré-
tratamento hidrotérmico do bagaco apresentou maior concentracdo de xilose,
celobiose e arabinose do que o hidrolisado resultante do pré-tratamento da palha, o
gue sugere que o bagaco seja mais susceptivel a hidrélise do que a palha,

Quanto aos cultivos BPC, enquanto o congelamento se mostrou interessante
nos ensaios com bagaco, o congelamento e a adicdo de proteina de soja foram
efetivos para aumentar a conversao do processo utilizando palha como substrato. A
Figura 7 mostra os incrementos em porcentagem em relacdo a condicdo padrao (sem
congelamento e sem adicdo de soja) das atividades enziméticas secretadas nos
cultivos utilizando diferentes estratégias de BPC. Nos experimentos com bagaco, as
enzimas B-xilosidase e xilanase foram favorecidas pelo congelamento, enquanto que
a B-glicosidase foi favorecida nas condicbes sem congelamento. JA para 0s
experimentos com a palha, de modo geral, o congelamento favoreceu todas as
enzimas. As celulases apresentaram atividades muito baixas para 0s meios sem
congelamento e foram muito favorecidas pelo congelamento. A atividade da xilanase
foi favorecida pela adicdo de proteina de soja sem congelamento. No geral, para os
experimentos com bagaco, a adicdo de proteina de soja nao afetou significativamente
a adsorcéo das enzimas, enquanto que para a palha, a atividade de xilanase foi muito
favorecida. Ja o congelamento mostrou-se uma alternativa interessante para

aumentar a atividade enzimatica para ambas biomassas.
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Figura 8. Incrementos em porcentagem em relacéo a condicéo padréo (sem
congelamento e sem adicdo de soja) das atividades enzimaticas secretadas nos
cultivos utilizando diferentes estratégias de BPC para o bagaco (A) e para a palha
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Apesar das diferencas observadas quanto as atividades enzimaticas ap0s as
estratégias estudadas, tanto para o bagaco quanto a palha, os cultivos com
congelamento sem presenca de soja alcancaram valores mais altos de producéo de
etanol e produtividade. Assim, pode-se afirmar que o congelamento favorece a
producéo de etanol para cultivos em meios industriais reais, independente da

biomassa utilizada.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Diante da importancia da utilizacédo integral dos co-produtos agricolas para o
desenvolvimento de Biorrefinarias sustentaveis, os resultados obtidos evidenciaram
0 potencial da tecnologia BPC para a producéo de bioprodutos como o etanol 2G a
partir de biomassa lignocelulésica sem a necessidade da utilizacdo de coquetéis
enzimaticos

O uso de proteina de soja como molécula bloqueadora para impedir a adsor¢ao
das enzimas hidrdliticas na lignina ndo favoreceu a atividade enzimatica nas
condi¢cBes estudadas para bagaco. Ja para a palha, uma melhoria no processo foi
observada, evidenciando a influéncia do tipo de biomassa no processo. Porém, o
congelamento da fracdo soélida pré-tratada aumentou a atividade enzimatica do caldo
fermentado, melhorando a hidrélise do material e a producdo de etanol em ambas as
biomassas estudadas, mostrando-se uma técnica importante para o BPC
independentemente da biomassa utilizada.

As informagbes aqui levantadas contribuem de forma importante para o
desenvolvimento do BPC de bagaco e palha de cana, além de contribuir de forma
geral com o BPC de materiais lignocelulésicos reais com potencial de aplicacdo no

contexto da indUstria sucroalcooleira.
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