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Resumo 
O Bioprocessamento Consolidado (BPC) de etanol 2G é promissor na biorrefinaria, pois se baseia na 
produção de biocatalisadores, hidrólisse enzimática e consumo de pentoses e hexoses em um mesmo 
reator. Para isso, busca-se um microrganismo ou um consórcio que consumam, eficientemente, os 
açúcares do material lignocelolósico pré-tratado e que são tolerantes a inibidores e a etanol. Para 
estudar um consórcio microbiano de leveduras recombinantes de alto desempenho, foram realizados 
BPC de bagaço de cana pré-tratados hidrotermicamante em mini-reatores de 5 mL (DO0 = 100; 12 h; 
35ºC; 150 rpm). Foram utilizadas duas cepas de S. cerevisiae (isoladas e em consórcio) que produzem 
7 enzimas hidrolíticas (endoglucanase, celobiohidrolase I e II, β-glicosidase, xilanase, β-xilosidase e 
acetil-xilano esterase) denominadas AC14 e Cellusec 3. Notou-se que a cepa AC14 foi mais eficiente 
do que a Cellusec 3 e estatisticamente semelhante ao consórcio, tendo produzido 12.69 g/L.  Esta cepa 
se mostrou mais robusta com maior viabilidade celular (98%) e produziu mais xilanases (2.2 UI/mL). 
Assim, a AC14 é mais interessante para o BPC de bagaço de cana-de-açúcar.  
 
Palavras-chave: Biorrefinaria. Etanol 2G. Bioprocessamento consolidado. Consórcio microbiano. 
 
Área do Conhecimento: Engenharias. Engenharia Química. 
 
Introdução 
 

A biorrefinaria utiliza a biomassa integralmente por meio de uma ampla gama de tecnologias para a 
produção sustentável de bioprodutos, incluindo os biocombustíveis. É considerada uma estratégia 
importante para a transição da matriz energética global de processos fósseis para sustentáveis (SINGH 
et al., 2022). Por outro lado, desenvolvimentos tecnológicos ainda são necessários para que estas 
tecnologias de segunda geração (2G) se tornem viáveis em larga escala. Considerando a recalcitrância 
dos materiais lignocelulósicos, o alto custo dos coquetéis enzimáticos necessários para liberar os 
açúcares fermentescíveis ainda é um dos principais gargalos do processamento da biomassa (RAMOS 
et al., 2022). 

O Bioprocessamento Consolidado (BPC) de material lignocelulósico é uma tecnologia promissora, 
pois consiste na produção de enzimas, hidrólise de biomassa e fermentação dos açúcares no mesmo 
biorreator. Neste processo, é utilizado um microrganismo ou um consórcio de microrganismos que 
sejam capazes de produzir enzimas hidrolíticas e fermentar hexoses e pentoses, além de serem 
tolerantes a inibidores dos hidrolisados da biomassa e a etanol (PERIYASAMY et al., 2023). Diante 
dessa necessidade, a levedura Saccharomyces cerevisiae AC14 foi desenvolvida por Claes et al. 
(2020) e se destaca por consumir xilose e secretar sete enzimas hidrolíticas, alcançando resultados 
promissores (PEREZ et al., 2023; RAMOS et al., 2023). Paralelamente, a levedura Cellusec 3 é outra 
cepa recombinante desenvolvida pelo mesmo grupo de pesquisa, tendo sido desenvolvida a partir da 
AC14 que produz as mesmas enzimas, mas modificada para super expressar celulases e ter maior 
resistência à inibidores. Porém, a adição de modificações genéticas a uma cepa pode afetar suas 
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características intrínsecas. De acordo com Pupin et al. (2024), a Cellusec 3 é superior na produção de 
celulases, enquanto a AC14 produz hemicelulases de forma mais eficiente.  

Diante do exposto, considerando a necessidade de se utilizar microrganismos de alta eficiência em 
BPC e a necessidade de se utilizar a biomassa como um todo, ou seja, tanto a fração celulósica quanto 
a fração hemicelulósica, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a performance das leveduras 
AC14 e Cellusec 3, assim como o consórcio delas, durante o BPC do bagaço de cana-de-açúcar pré-
tratado hidrotermicamente. 

 
Metodologia 
 

Microrganismo e inóculo: Foram utilizadas duas cepas de S. cerevisiae: AC14 e Cellusec 3. Ambas 
são leveduras industriais tolerantes à inibidores que são capazes de fermentar xilose e que podem 
secretar endoglucanase, celobiohidrolase I e II, β-glicosidase, xilanase, β-xilosidase e acetil-xilano 
esterase (CLAES et al., 2020). O preparo do inóculo seguiu a metodologia de Ramos et al. (2023), onde 
uma alçada da cultura estoque foi espalhada em meio ágar sólido YP-BPC (peptona 20 g/L, extrato de 
levedura 10 g/L, ágar 15 g/L, glicose 20 g/L, xilose 20 g/L, xilana de sabugo de milho 10 g/L, celobiose 
10 g/L e carboximetilcelulos 5 g/L) e incubados a 30ºC por 48 h. Uma única colônia da placa foi 
ressuspensa em 75 μL de água destilada estéril e espalhada com uma alça de Drigalski em uma nova 
placa de meio sólido YPDX-ágar (20 g/L de peptona, 10 g/L de extrato de levedura, 15 g/L de ágar, 20 
g/L de glicose e 20 g/L de xilose) e incubados a 30ºC por 24 h. O “tapete celular” formado na placa de 
Petri foi completamente ressuspenso e inoculado em 300 mL de meio YPDX (YPDX-ágar sem ágar) 
em frascos Erlenmeyer de 1 L e incubado por 12 horas a 30 ºC e 150 rpm. As células de levedura em 
fase de crescimento exponencial foram recuperadas por centrifugação (2500 rpm por 10 min a 4ºC) e 
imediatamente utilizadas nos ensaios fermentativos. 

Ensaios de BPC: Os experimentos de BPC foram realizados em minirreatores de 5 mL equipados 
com saída de CO2, conforme descrito Mesquita et al. (2021). O processo foi monitorado medindo a 
massa de CO2 produzida durante a fermentação. Os experimentos foram encerrados quando a 
estabilização da massa foi alcançada, indicando o fim da fermentação. Os microorganismos 
individualmente ou em consórcio microbiano (DO0 final = 100; razão 1:1 de cada cepa nos consórcios) 
foram adicionados juntamente com as frações líquida (pH 5,5) e sólida (1% m/v) do bagaço de cana 
pré-tratado hidrotermicamente obtido em condições previamente definidas por Perez et al. (2023). Após 
o término de cada experimento, o meio fermentado foi centrifugado, e o sobrenadante coletado para 
quantificar atividade enzimática, substratos e produtos. 

Métodos analíticos: As atividades enzimáticas das celulases totais, xilanase, β-glicosidase e β-
xilosidase foram realizadas conforme descritos por Ramos et al. (2023) pela hidrólise de papel filtro 
Whatmam No. 1, xilana de madeira de bétula, celobiose e 4-nitrofenil β-D-glucopiranosídeo (p-NPX), 
respectivamente, a 50ºC. Para o cálculo das atividades utilizou-se a Equação 1. 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎 (𝑈𝐼/𝑚𝐿) =  
(

∆𝑃
∆𝑡

) × 𝑉𝑅 × 𝐷

𝑀𝑀 × 𝑉𝐸

                                                   (1) 

 
Onde: ΔP/Δt − Coeficiente angular da reta do produto versus tempo de reação (mg.mL-1.min-1); VR 

− Volume reacional (mL); VE − Volume da solução/suspensão enzimática (mL); MM − Massa molar do 
produto (mg.μmol-1); D − Diluição do extrato enzimático. 

A concentração de células livres (Cx) foi determinada por turbidimetria e a viabilidade da levedura 
foi quantificada pelo azul de metileno (SANDRI et al., 2023). As concentrações de etanol, glicerol, xilitol, 
xilose e glicose foram quantificadas por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) conforme Sandri 
et al. (2023).  

Cálculos: Os parâmetros fermentativos (produtividade de etanol - QP; conversão de substrato - X e 
rendimento de etanol - Y,%) foram calculados conforme Equações 2 e 3 (RAMOS et al. 2023). O teste 
de Tukey (nível de confiança de 95%) foi realizado no software Origin®Pro 8.5 para avaliar a 
significância diferenças entre os resultados. 

 
 

𝑌 =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑧𝑖𝑑𝑜

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑜 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜
× 100                                              (2) 
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𝑄𝑃 =
𝐶𝑃𝑓 − 𝐶𝑃𝑖

∆𝑡𝑓

                                                                                  (3) 

 
Onde: CPf - Concentração de produto formado no tempo t (g.L-1); CPi - Concentração de produto no 

início do processo (g.L-1); ∆tf - Tempo de processo (h). Para o cálculo do YP/S, os valores de 
concentração de etanol máximo teórico foram estimados por fatores estequiométricos de etanol para 
mono, di e polissacarídeos (0,511; 0,538 e 0,57 g/g, respectivamente) (BARROS-RIOS et al., 2015). 
 
Resultados 
 

Foram conduzidos três ensaios fermentativos de BPC com bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado 
hidrotermicamente. Os microrganismos utilizados em cada ensaio variaram, sendo: AC14, Cellusec 3 
ou o consórcio de ambos. Na Tabela 1, são apresentadas a concentração de etanol gerado nos três 
sistemas, além do rendimento, produtividade e a viabilidade celular final. Para avaliar os diferentes 
sistemas, foram também quantificadas as atividades enzimáticas que são apresentadas na Figura 1. 

 
 

Tabela 1 – Parâmetros fermentativos dos ensaios de BPC usando diferentes microrganismos (AC14, 
Cellusec 3 ou consórcio). DO0 100, 35 ºC e pH 5,5, 150 rpm. O teste de Tukey foi realizado 

separadamente para cada parâmetro (dados da mesma coluna) e diferentes índices de letras 
significam que os valores são significativamente diferentes (95% de confiança). 

Microrganismos 
Etanol produzido  

(g/L) 
Y  

(%) 
QP  

(g/L/h) 
Viabilidade 
celular final 

AC14 12.69 ± 0.52a 95.18 ± 3.17c 1.06 ± 0.05e  98.15 ± 1.40g 
Cellusec 3 9.83 ± 0.40b 73.73 ± 2.46d 0.82 ± 0.04f  91.89 ± 1.31 h 

AC14+Cellusec 3 13.14 ± 0.53a 98.56 ± 3.28c 1.10 ± 0.05e 92.86 ± 1.32 h 

Fonte: os autores. 
 
 
Figura 1 - Atividades enzimáticas finais dos ensaios de BPC usando diferentes microrganismos 

(AC14, Cellusec 3 ou consórcio). DO0 100, 35 ºC e pH 5,5, 150 rpm.  O teste de Tukey foi realizado 
separadamente para cada parâmetro e diferentes de letras significam que os valores são 

significativamente diferentes (95% de confiança). C3: Cellusec 3. 

 
Fonte: os autores. 
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Ao analisar a produção de etanol 2G nos três sistemas (Tabela 1), nota-se que a concentração 
obtida no BPC com AC14 (12.7 g/L) foi maior que do ensaio com apenas Cellusec 3 e estatisticamente 
igual a concentração obtida pelo consórcio. Diante desses dados, percebeu-se que as três 
conformações são aplicáveis ao BPC, mas que a AC14 foi a mais interessante nas condições 
estudadas. Consequentemente, o mesmo comportamento é observado para os demais parâmetros 
avaliados, rendimento e produtividade. Já a viabilidade celular se manteve satisfatoriamente superior a 
90% em todas as condições estudadas. 

As atividadess enzimáticas finais de cada BPC são dados importantes para comparar os sistemas 
fermentativos. Ao analisar os valores obtidos (Figura 1), de forma geral, também notou-se uma 
superioridade da levedura AC14 na produção de enzimas, exceto na produção de celulases totais uma 
vez que a Cellusec 3 foi modificada para produzir esta enzima mais eficientemente. 
 
Discussão 
 

Dentre as três conformações de BPC estudadas, o processo utilizando apenas a cepa AC14 foi o 
mais interessante. Os dados obtidos com a cepa AC14 corroboram com os dados obtidos por Perez et 
al. (2023) que reportaram 13.0 g/L de etanol a partir do BPC de bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado 
hidrotermicamente. Paralelamente, até onde vai nosso conhecimento, não existe trabalho relatado na 
literatura que aplicou a Cellusec 3 em BPC, principalmente de bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado 
hidrotermicamente, de forma que tal processo pode ser melhor estudado em trabalhos futuros. Alguns 
trabalhos já estudaram consórcios microbianos para BPC. Chen et al. (2018), por exemplo, estudaram 
um sistema composto por duas linhagens de levedura projetadas: Y5/XynII-XylA (co-expressando dois 
tipos de xilanases) e Y5/EG-CBH-BGL (co-expressando três tipos de celulases). O BPC foi com palha 
de milho pré-tratada por explosão a vapor, produzindo 1,61 g/L de etanol, o que atingiu 64,7% do 
rendimento teórico de etanol durante 144 h. Quando utilizaram somente o microrganismo que produz 
celulases, foram gerados 1.19 g/L de etanol. Por outra lado, só com a levedura produtora de xilanases, 
obtiveram 0,26 g/L. Ao comparar os dados obtidos no presente estudo, a concentração de etanol obtida 
aqui foi superior e em menos tempo de processo, sendo bastante interessante para aplicação no BPC. 

A viabilidade celular final das células (Tabela 1) foi alta para os três sistemas fermentativos 
estudados, sendo acima de 90%. Porém, notou-se que a levedura AC14 é mais robusta às condições 
do BPC comparada à Cellusec 3, sendo mais resistente aos inibidores do hidrolisado e ao etanol 
produzido durante o BPC. Por isso, quando foi estudado o consórcio microbiano (AC14+C3), a 
viabilidade foi inferior do que aquela obtida somente com AC14. Na literatura, já foi reportado que a S. 
cerevisae AC14, de fato, é bastante tolerante tanto na forma livre quanto na forma imobilizada (PEREZ 
et al., 2023; RAMOS et al., 2023). Isso pode ser explicada por ser uma cepa recombinante 
engenheirada a partir da cepa industrial Ethanol Red que é uma cepa amplamente usada para produção 
de etanol 1G (CLAES et al., 2020). Por outro lado, a menor robustez da Cellusec 3 pode ter acontecido 
porque modificações genéticas podem modificar características importantes da levedura (MEIJNEN et 
al., 2016). Nesse caso, a superexpressão de celulases devem ter reduzido a resistência da cepa. 

Ao analisar os valores obtidos para as atividades enzimáticas (Figura 1), de forma geral, também 
notou-se uma superioridade da levedura AC14, exceto na produção de celulases totais. As xilanases 
geradas pela AC14 (2.2 UI/mL) foram 3 vezes maior que a Cellusec 3 e 2 vezes maior que o consórcio, 
tendo sido, provavelmente, o principal motivo da superioridade da AC14. A β-xilosidase (1.8 UI/mL)) foi 
estatisticamente igual para todos os ensaios, não tendo influenciado na diferença entre as 
concentrações de etanol produzido. Celulases totais (0.4 UI/mL) foi a única enzima menos produzida 
pela cepa AC14 quando comparado com os outros sistemas fermentativos. A β-glicosidase (0.3 UI/mL), 
por sua vez, foi estatisticamente igual entre as cepas isoladas e superior ao consórcio. Ao analisar 
esses valores, foi notado que a atividade de xilanases foi preponderante para que o BPC com AC14 
fosse mais eficientes do que os outros sistemas. Porém, cabe destacar que o presente estudo foi 
conduzido em baixa carga de sólidos (1%) e que para o BPC ser aplicado industrialmente é preciso 
aumentar esta quantidade de material, aumentando, consequentemente, a concentração de celulose. 
Sendo assim, em trabalhos futuros, a cepa Cellusec 3 pode ser bastante interessante, pois será 
necessária maior atividade enzimática de celulases totais. Adicionalmente, comparando esse estudo 
com outros, as atividades enzimáticas reportadas na literatura têm ordens de grandeza menores do 
que as obtidas aqui. Amoah et al. (2017), por exemplo, desenvolveram uma levedura que secretava 
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celulases e xilanases, obtendo 0,2 e 0,4 UI/g em base úmida, enquanto aqui foram apresentadas 4.7 e 
2.4 UI/g de célula. 

 
Conclusão 
 

Diante da necessidade de se desenvolver um Bioprocessamento Consolidado aplicável 
industrialmente, buscou-se um microrganismo ou um consórcio microbiano mais eficiente na produção 
de etanol 2G a partir de bagaço de cana, comparando as cepas AC14 e Cellusec 3 individualmente ou 
em consórcio. A cepa S. cerevisiae AC14 foi mais eficiente do que a cepa Cellusec 3 e estatisticamente 
semelhante ao consórcio, tendo produzido 12.7 g/L de etanol.  Esta cepa se mostrou mais robusta com 
maior viabilidade celular (98%) e produziu mais xilanases (2.2 UI/mL). Assim, a AC14 é mais 
interessante para o BPC de bagaço de cana-de-açúcar nas condições estudadas, embora a Cellusec 
3 se mostrou uma excelente produtora de celulase, de forma que o consórcio destas leveduras também 
seja aplicável, principalmente em condições com maiores cargas de sólido. 
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