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Resumo

O Bioprocessamento Consolidado (BPC) é uma tecnologia emergente e promissora para a producao
de bioetanol, onde a producdo de enzimas hidroliticas, a hidrélise da biomassa lignocelulésica e a
fermentacdo ocorrem simultaneamente em um Unico reator. Porém, grande importancia é dada a
construcdo de novas leveduras recombinantes para BPC, enquanto estudos da Engenharia do BPC
sdo escassos, de forma que pouco se sabe sobre o desempenho das linhagens desenvolvidas em
condi¢des industriais. Considerando que a presenca de sdlidos em suspensdo pode influenciar
negativamente o processo, o presente trabalho avaliou a influencia da agitacao na performance do BPC
e na viabilidade das células de levedura recombinante na presenca de solidos suspensos. Para isso,
foram realizados ensaios BPC agitados e estaticos (pH 5,5 e 35°C), utilizando bagaco de cana pré-
tratado 1% (m/v) acida ou hidrotermicamente. A agitacdo e os solidos suspensos da biomassa no BPC
ndo prejudicaram a viabilidade das leveduras, atingindo-se 70% de rendimento em 11h de processo,
de forma que nas condi¢Oes estudades pode-se continuar operando com agitagdo do meio.
Palavras-chave: Bioprocessamento consolidado, Etanol 2G, Cana-de-acgUcar, Levedura
recombinante
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Introducéo

Nas ultimas décadas, muitos esfor¢cos vém sendo realizados buscando viabilizar o aproveitamento
total e integrado dos materiais lignocelulésicos dentro do conceito de Biorrefinaria, para obtencao de
etanol de segunda geracédo (2G) e outros bioprodutos de valor agregado (CHANDEL et al., 2021). No
Brasil, o bioetanol é produzido principalmente a partir de cana-de-agtcar, possuindo como principal
subproduto o bagaco de cana.

Para a producdo de etanol 2G a partir de bagaco, a estrutura complexa da biomassa deve ser
rompida a fim de tornar as fracdes celuldsica e hemicelulésica mais acessiveis a a¢do das enzimas
hidroliticas, viabilizando a liberacao dos aclcares 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, biolégicos ou uma combinacdo desses processos (AGUIAR et al., 2021). Dentre os pré-
tratamentos disponiveis, o pré-tratamento &cido e hidrotérmico se destacam por serem
respectivamente 0 mais estudado e considerado ambientalmente amigavel (MENSAH et al. 2023).
ApOs o pré-tratamento uma etapa de hidrélise enzimatica é necessaria para liberar os agucares
fermentesciveis. Os elevados custos associados aos coquetéis enzimaticos necessarios nesta etapa é
um dos principais gargalos que compromete a viabilidade econémica do processo industrial de
producéo de etanol 2G (PEREZ et al., 2023).
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Neste sentido, o Bioprocessamento Consolidado (BPC) se destaca como uma tecnologia
emergente, na qual a producdo de enzimas, hidrolise da biomassa e fermentagdo dos agucares
liberados ocorrem simultaneamente em um Unico reator (PEREZ et al., 2023). O BPC se caracteriza
pelo uso de microrganismos ou consoércio de microrganismos (fungos ou bactérias) selvagens ou
recombinantes, que apresentem tanto a capacidade de secrecdo de enzimas hidroliticas quanto de
transformacédo dos aclcares liberados nos produtos de interesse, dispensando, desta forma, a
necessidade dos preparados enzimaticos comerciais (OLGUIN-MACIEL et al., 2020).

O desenvolvimento de tecnologia BPC ¢é fundamental, particularmente no contexto da Biorrefinaria
da cana-de-acUcar, de forma que o bagaco seja efetivamente aproveitado para a obtencao ndo apenas
de etanol, mas de outros compostos de maior valor agregado. Até o momento, grande importancia tem
sido dada a construcdo de leveduras recombinantes capazes de secretar enzimas hidroliticas (CLAES
et al., 2023; DAVISON et al., 2019), de forma que os estudos da Engenharia do BPC sdo escassos, ou
seja, pouco se sabe sobre o desempenho das linhagens desenvolvidas para BPC em condi¢cBes
industriais (operacdo em alta carga de células, exposi¢do das células a solidos suspensos etc). Esses
desafios precisam ser enfrentados para a insercdo do BPC no cenario da industria sucroenergética
brasileira.

Neste sentido, a presenca de uma fragcdo sdlida em suspensdo no meio de cultivo, como ocorrera
na conducdo do BPC, pode ocasionar problemas difusionais no processo (SANDRI et al., 2023).
Adicionalmente, existem relatos na literatura de que a presenca de materiais sélidos em sistemas
agitados pode reduzir a viabilidade das células devido a intensificacdo do cisalhamento (KOPPRAM e
OLSSON, 2014; SANDRI et al., 2023; UNREAN et al., 2016). Sendo assim, o presente trabalho teve
por objetivo avaliar a influéncia da agitacdo do BPC na performance do processo e na viabilidade das
células de levedura recombinante de alta eficiencia ha presenca de sélidos suspensos.

Metodologia

Microrganismo e indculo

Os experimentos foram realizados com a levedura geneticamente modificada Saccharomyces
cerevisiae AC14, gentilmente cedida pelo grupo de pesquisa do Prof. Johan M. Thevelein (NovelYeast
bv, Bélgica), a qual foi desenvolvida por Claes et al. (2020), sendo a primeira S. cerevisiae capaz de
expressar e secretar simultaneamente sete enzimas lignoceluloliticas: endoglucanase, - 4 glicosidade,
celobiohidrolase | e Il, xilanase, B-xilosidase e acetilxilano esterase Para o indculo, inicialmente uma
alcada da cultura estoque da cepa AC14 armazenada a -80 °C foi estriada em meio sélido YPAgar
contendo glicose (20 g/L), xilose (20 g/L), xilana de sabugo de milho (10 g/L), celobiose (10 g/L) e
carboximetilcelulose (5 g/L), 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 col6nia foi ressuspendida em 75 uL de
4gua destilada estéril e a suspencao foi espalhada com alga de Drigalski em meio YPAgar contendo
glicose (20 g/L), xilose (20 g/L) e agar (15 g/L) e incubada por mais 24 h a 30 °C, para a formacao de
um “tapete” celular. O “tapete” celular de uma placa de Petri foi totalmente ressuspendido e inoculado
em 300 mL de meio YPDX (20 g/L de glicose e 20 g/L de xilose) em um frasco Erlenmeyer aletado de
1L, sendo deixado em incubadora rotatéria (150 rpm) por 12 h a 30 °C. As células foram recuperadas
por centrifugag&o (2500 rpm e 10 min) a 4 °C.

Pré-tratamentos do bagaco de cana

O bagaco de cana de acucar foi gentilmente cedido pela Ipiranga Agroindustrial (Descalvado/SP).
Inicialmente, o bagaco in natura passou por um processo de moagem, para facilitar a realizacéo dos
pré-tratamentos. Uma parte do bagaco foi destinada ao prétratamento hidrotérmico e outra, ao pré-
tratamento acido. O tratamento hidrotérmico foi realizado em reator de alta pressao Parr modelo 4848
com capacidade de 2L, munido de controle de agitacdo mecénica e aquecimento. Utilizou-se 195°C por
10 min e relagdo solido:liquido de 1:10 (m/v) (MILESSI et al., 2021). J4 o pré-tratamento &cido foi
realizado com H2SO4 1% em autoclave de acordo com Philippini (2012), a 121°C por 20 minutos e
relacéo sdlido:liquido de 1:10 (m/v). Apoés a realizagao de ambos os pré-tratamentos, 0 material obtido
foi filtrado ainda quente e a fragdo solida e o hidrolisado obtidos foram armazenados a 4°C.
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Avaliagdo das condi¢cBes do BPC

Para avaliar o impacto da fracdo sélida no processo, foram conduzidos os seguintes experimentos:
cultivo estatico com soélido em suspenséo e cultivo com agitacdo magnética com sélido em suspensao,
para as fragcdes solidas provenientes de ambos os pré-tratamentos acido e hidrotérmico. Os
experimentos tiveram como substrato o bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado 1% (m/v) de sélido
suplementados com extrato de levedura (10 g/L) e peptona (20 g/L).

Os cultivos foram realizados em mini-reatores de 13 mL equipados com saida de CO2, conforme
descritos por Mesquita et al. (2021). Os BPCs foram monitorados por meio da medida da liberacéo de
massa de CO: na fermentacéo alcoolica, realizando a pesagem dos mini-reatores periodicamente. A
partir desses dados foi possivel acompanhar o andamento dos BPCs, interrompendo os experimentos
quando ocorreu estabilizagdo da massa dos mini-reatores, indicando o fim da fermentagcédo. As
condi¢Bes de fermentacéo foram: pH 5,5, 35°C, 6 mL de volume total e densidade 6ptica (DO) inicial
100 (correspondente a 80 g/L de células). Ao final dos cultivos, o meio foi centrifugado (2500 rpm, 4 °C
por 10 min) e o sobrenadante foi caracterizado quanto a atividade enzimatica e por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Em relacdo aos parametros fermentativos, foram calculados o
rendimento e a produtividade (RAMOS et al., 2023).

Métodos analiticos

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). Para a quantificacdo de acucares e
produtos, as amostras foram tratadas para remocéao 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
liguida de alta eficiéncia (CLAE) em um cromatdgrafo Waters e2695 dotado de detectores de indice de
refracdo e UV-VIS (A= 210 nm). Para quantificar etanol, glicose, xilose, celobiose, arabinose, glicerol,
acido acético, furfural e hidroximetilfurfural foi utilizada a coluna de excluséo i6nica RezexTM ROA-
Organic acid H+, com H2S0O4 5mM como fase mével no fluxo de 0,6 mL/min e temperatura de operacao
65 °C (BATISTA et al., 2019).

As atividades de celulases totais, B-glucosidase, B-xilosidase e xilanases foram quantificadas no
meio fermentado (sobrenadante ap6s a remocdo das células, denominado extrato enzimatico) de
acordo com metodologias detalhadas por Perez et al. (2023). A atividade enzimatica das células totais
foi baseada na liberacéo de glicose do papel de filtro Whatmam n° 1 (15 mm didmetro) a 50 °C e pH
5,0; B-glicosidase foi medida pela liberacdo de glicose a 50 °C e pH 5,5 a partir de celobiose 2%; a
atividade da xilanase foi medida pela velocidade inicial da hidrélise de xilana de faia 1% a 50°C e pH
5,5; e a atividade da B-xilosidase foi medida pela liberacéo de 4-nitrofenol (¢ = 1950 mol/L/cm) durante
a hidrdélise de 4-nitrofenil B-D-xilopiranésido (p-NPX) a 50 °C e pH 5,5.

Resultados

O acompanhamento dos ensaios BPC realizados com bagaco de cana pré-tratado acida e
hidrotérmicamente pode ser observado na Figura 1. Em todas as condicdes as atividades enzimaticas
medidas ficaram em torno de 0,3 Ul/mL (3,75 Ul/gcel) para celulases totais, 0,4 Ul/mL (5 Ul/gcel) para -
glicosidase, 4 UI/mL (50 Ul/gcel) para xilanase e 0,2 Ul/mL (2,5 Ul/gcer) para B-xilosidase. Os parametros
fermentativos obtidos em cada condicao estudada sdo apresentados na Tabela 1.
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Figura 1 - Perfil de conversao dos ensaios de BPC do bagaco de cana-de-agUcar submetido ao pré-
tratamento hidrotérmico (simbolo azul) e acido (simbolo amarelo) utilizando a levedura AC14
(DO =100, 35 °C, pH 5,5). BPC agitado (e), BPC estatico (m). Conversao estimada a partir dos dados
de massa COz2 produzido.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Tabela 1 — Etanol produzido e pardmetros do BPC com a AC14 em bagaco de cana pré-tratado &cido
e hidrotermicamente (DOo = 100, 35 °C, pH 5,5). Letras iguais indicam que os dados néo sdo
significativamente diferentes (teste de Tukey 95% de confianca).

i Condicéo Etanol Qr Y Relativo Viabilidade
Pre-tratamento
(g/L) (g/L/h) (%) (%)
) ) Estatico 8,35+0,44% 0,76x0,07° 64,2+3,4° 97,7 + 3,2¢
Hidrotérmico i

Agitado 8,67+0,36* 0,79+0,03* 66,6+2,8° 100,0 + 0,0¢

Acid Estatico 10,30 0,42% 0,94+0,04> 71,642,9° 97,2 +4,0°

cido

Agitado 8,81+0,14* 0,80+0,07° 61,3+1,0° 95,2 + 3,4¢

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

Fonte: Elaborado pelos autores.

Discusséo

Todas as enzimas quantificadas foram produzidas pela levedura AC14, o que explica a alta
eficiéncia de hidrdlise da biomassa, chegando ao platé da curva de conversdo em 10h de processo
(Figural). A atividade de celulase total quantificada AC14 é superior & observada por Yamada et al.
(2011) (0,234 U/gdcw) usando uma cepa de S. cerevisiae contendo endoglucanase e celobiohidrolase
Il de Trichoderma reesei e B-glicosidase de Aspergillus aculeatus. Por outro lado, Davison et al. (2019)
obteve 15 U/gcel de B-glicosidase, 3.870 U/gcel de endoglucanase e 7.320 U/gcel de celobiohidrolase
| usando uma S. cerevisiae recombinante com B-glicosidase de Saccharomycopsis fibuligera,
endoglucanase de Trichoderma reesei e celobiohidrolase de Talaromyces emersonii. Apesar de no
presente estudo observar-se menores atividades enzimaticas, obteve-se maiores produtividades, uma
vez que os autores obtiveram 4,05 g/L de etanol a partir de sabugo de milho pré-tratado apds 168 h.
Nesse sentido, 0 AC14 se destaca por atingir maior teor de etanol e maiores produtividades (Tabela 1)
provavelmente devido & alta carga de células empregada.

Apesar da elevada producao de inibidores do metabolismo microbiano (hidroximetilfurfural e furfural)
extensamente relatada para o pré-tratamento acido (PANAKKAL et al. 2021), as performances do BCP
nos meios compostos pelas fragBes sélidas resultantes de ambos os pré-tratamentos estudados foi
semelhante. Como esperado, a homogeneizacdo do meio pela agitacdo aumentou a velocidade de
reacao do processo (Figura 1), porém na Tabela 1 é possivel se verificar que a agitagao ndo influenciou

XXVII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIII Encontro Latino Americano de Pds-Graduagdoe 4
Xl Encontro de Iniciacdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2023

DOI: https://dx.doi.org/10.18066/inic0692.23



XXVIl«"tInic XXIII-'IEpg XVII-'IIHICJr IIIﬂEnexun Xlll«"2Inid

Encontro Latino Ar icar Encontro L icano Hv tro aw nu {[gle] ano Encontro Latino Americano
de Iniciacao Cientifica de Pos: Ga0 C hmm L a de Iniciacao a Docencia

A era digital e suas implicacdes sociais:
LI;l IC Desafios e contribuicoes

a producéo final de etanol, nem a produtividade e o rendimento para a carga de sélidos utilizada (teste
Tukey com 95% de confianca). A presenca de solidos nos estudos com agitacdo também nao interferiu
na viabilidade celular. Perez (2021) havia reportado perda de viabilidade utilizando um magneto maior
e velocidade de agitagdo superior a utilizada no presente estudo. Desta forma, a preservacédo da
viabilidade celular pode ser atribuida as condi¢des de agitacdo mais brandas empregadas e a baixa
carga de solidos presente (1%) (SANDRI et al., 2023). Considerando que a agitacdo e os solidos
suspensos da biomassa néo prejudicaram a viabilidade das leveduras nas condi¢des estudadas, pode-
se continuar operando com agitacdo do meio, de forma a favorecer a transferéncia de massa (AZHAR
et al., 2017) e certificar-se que o0 meio esteja homogéneo durante todo o cultivo. Deve-se citar também
que, em etapas futuras de escalonamento, com o0 aumento de volume e de carga de sélido, a agitacao
sera de suma importancia, entdo a incorporacdo desta condicdo de processo nos cultivos em escala
laboratorial é uma estratégia importante.

Concluséo

Diante da importancia da utilizacéo integral dos co-produtos agricolas para o desenvolvimento de
Biorrefinarias, os resultados obtidos no presente trabalho evidenciam o potencial do BPC para a
producéo de bioetanol a partir do bagaco de cana-de-aglicar como substrato para a producéo de etanol
2G. A agitacdo e os solidos suspensos da biomassa nao prejudicaram a performance do BPC e a
viabilidade das leveduras, nas condicbes estudades. Assim, as informacdes aqui levantadas
contribuem de forma importante para o desenvolvimento do BPC de bagaco de cana em escala
industrial, além de contribuir de forma geral com o BPC de materiais lignocelulésicos reais.
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