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INTRODUGAO:

Durante anos, o estudo e a implementagdo de biocombustiveis de segunda geragéo (2G) tem focado em um
processo que envolve, inicialmente, um pré-tratamento termoquimico, seguido da hidrélise enzimatica e por fim a fermentagéo
dos agucares em etanol por leveduras. Sendo esse processo caro e operacionalmente desafiador (Lynd et al., 2017; Slupska
etal.,, 2019). Uma estratégia promissora para a superar esse impedimento envolve a produgao de enzimas celuloliticas, hidrélise
de biomassa e fermentagéo dos agucares restantes em produtos desejados, tudo em uma Unica etapa do processo por meio
de um microrganismo celulolitico. Esta estratégia € conhecida como CBP “consolidated bioprocessing” (Lynd et al., 2002).

A estratégia de bioprocessamento consolidado conta com agcdo de uma cocultura de bactérias, sendo elas a
Clostridium thermocellum e Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum. A primeira € uma bactéria anaerébica e termofilica
que produz enzimas enquanto fermenta simultaneamente os agucares provenientes da celulose e hemicelulose em etanol e
outros produtos (Lynd et al., 2022; Paye et al., 2016; Holwerda et al., 2019; Kubis et al., 2022). Ja a segunda, também é uma
bactéria anaerébica e termofilica, com capacidade de fermentar os aguUcares sollveis (Beri et al., 2021). Para diferentes
condicdes, a abordagem proposta pelo CBP se mostrou com rendimentos de solubilizagéo da biomassa lignoceluldsica maiores
em comparagao com o uso de celulase fungica comercial (Zambello et al., 2024).

A bactéria Clostridium thermocellum é incapaz de fermentar pentoses, o que leva a um acumulo de produtos sollveis
da hidrélise de hemicelulose, que podem inibir a atividade de suas celulases. Por esse motivo, propdem-se inserir a
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, que € um microrganismo fermentador de pentoses, para atuar conjuntamente,
formando assim uma cocultura de bactérias (Beri et al., 2021).

Seguindo a mesma ideia, outras bactérias, com a capacidade de fermentar os agucares que advém da hemicelulose,
também se mostraram aptas a atuar nas condi¢des de operacgao desejadas, como: Thermoanaerobacterium saccharolyticum e
Herbinix hemicellulosylitica (Beri et al., 2020). Tais bactérias foram implementadas tanto de forma a complementar a cocultura
(formando uma tricultura), quanto substituindo a T. thermosaccharolyticum, formando novas coculturas.

Vale destacar que a viabilidade econdmica da estratégia em estudo é considerada aceitavel quando se utiliza altas
quantidades de solidos (biomassa), por exemplo, = 15% em peso de sdélidos (Zambello et al., 2024). Porém, o uso de altas
concentragdes de sdélidos apresenta desafios operacionais, como a baixa atividade da agua, dificuldades da homogeneizagao
do meio e acumulo de lignocelulose ao longo da fermentagao.

Nesse contexto, este projeto de iniciacéo cientifica buscou avaliar a eficiéncia do CBP através do uso da cocultura

padrao, formada pelas culturas de C. thermocellum e T. thermoanaerobacterium, e avaliar o impacto de variagdes no modelo
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do CBP, como, alteragdes nas configuragbes dos equipamentos utilizados e implementacdo de novos microrganismos para

atuarem de forma conjunta na fermentagéo.

METODOLOGIA:

1. Bactérias e condi¢des de crescimento

C. thermocellum foi cultivado em MTC conforme descrito em Holwerda et al., 2012. O T. thermosaccharolyticume o T.
saccharolyticum foram cultivados em meio CTFUD contendo (g/L): citrato de sédio tribasico di-hidratado 3, sulfato de aménio
1.3, fosfato monobasico de potassio 1.5, cloreto de calcio di-hidratado 0.13, xilose 5, extrato de levedura 4.5, cloreto de
magnésio hexahidratado 2.6, sulfato ferroso heptahidratado 0.0011, L-cisteina-HCI 0.5, e sal s6dico de MOPS 11.56. O Herbinix
hemicellulosylitica foi preparado usando 50% (v/v) de CTFuD modificado com 1 g/L de xilose ao invés de celobiose e 50% (v/v)
de meio de fermentacao gasto.

As cepas foram cultivadas a 55 °C e em condi¢des anaerodbias purgando frascos selados contendo o meio com 20
ciclos alternados de vacuo e nitrogénio de 45 segundos cada.

2. Processamento da matéria prima

O bagaco foi doado pela Usina IRB, Sao Pedro — SP. O material foi coletado em 16 de junho de 2022. Este foi secos
em temperatura ambiente e local coberto e posteriormente moidos até tamanho de particula final de 0,5 mm em moinho Retsch
(Haan, Germany).

3. Fermentagoes em biorreatores

As fermentacdes foram realizadas em biorreatores de bancada de 500ml da marca Applikon. O esquema a seguir, de

autoria propria, detalha todas as etapas empregadas para realizar a fermentagdo em biorreatores.

Biorreator
Anel de vedagédo Filtro de ar e f‘

------ > Sooood> _r/
» Pesar o bagago; = Adicionar agua ultrafilirada e o bagago; + Fechar o biorreator; « Autoclavar por Th e 30min, a 121°C e 1 atm;
« Registrar o valor; « Calibrar a sonda de pH; « Lacrar as entradas e saidas;

» Ativar a agitagdo, inicialmente
em maior velocidade

sesse—u

+ Envolver o reator com a manta
) térmica

« Conectar o biorreator a torre de controle;
« A torre permite controlar: velocidade de agitacao, adicao
de base, temperatura e fluxo de entrada de do gas Ny;

« Iniciar o processo de purga (overnigth);
« Conectar a saida de gas do biorreator num erlenmeyer com agua
para garantir que a purga esta ocorrendo corretamente;

Thermoanaerobacterium Clostridium thermocellum
thermosaccharolyticum

CTFuD —

e Inocular 1 ml de bactéria (7.termosaccharolyticum) em

50 ml de meio (CTFuD); « Inocular 3 ml do pré-inéculo, que passou a noite no = R/;etirar un}/seném fbotﬂe pegugno ge C/osrri;!iu:jn ;
« Deixar agitando no shaker aquecido até a manha do dia shaker aquecido, em outro serum bottle com 50 ml de thermocellum do frezzer e deixar descongelando ateo
seguinteg a meio CTFuD; momento de inocular o biorreator;
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«+ Com o auxilio de um bico de bulsen portétil, conectar o » Adicionar as solugdes, B, C (Aménia e Uréia), D, E e TE, « Inocular 10 ml de ambas as bactérias, C.thermocelium e
filtro de seringa (22 ym) em uma das entradas do que compdem o meio; Trermosacchgrofﬂtcu:'n, nesta ordem, no biorreator;
biorreator; » As solugdes sdo preparadas conformad descrito por « Conectar a saida de gas do biorreator no medidor de fluxo

« Conectar a garrafinha de base (reservatério de KOH 4N), (ZAMBELLO; HOLWERDA; LYND, 2024); de gés, M. lima flow, e iniciar o sistema de registro de
em oulra entrada; « Adequar o volume de dentro do biorreator com dgua dados deste equipamento;

ultrafiltrada;

Feito todas essas etapas, a fermentagao ocorre ao longo de 10 dias.

Também foram feitas fermentagées em pequenos volumes, em serum bottles de 125 ml. Neste caso, o procedimento
utilizado é semelhante ao descrito nas etapas anteriores, onde as principais diferengas sdo que ndo ha o monitoramento do pH
e temperatura. O frasco, apds ser inoculado, é deixado sob agitagéo e temperatura constantes dentro de um shaker (Thermo),
por 7 dias, a temperatura de 55° e 250 rpm.

1. Diferentes conformagdes dos impelidores
Foram utilizados dois tipos de impelidores, hélice e turbinas de pas retas verticais, apresentados na Figura 1. A

descricdo de cada conjunto de impelidores usadas nas diferentes configuracdes estdo apresentadas na Tabela 1.

Configuragao Tipode impelidor Tamanho Quantidade

1 PRV Unico 1

Heélice Meédia 2

) PRV Unico 2

Hélice Média 1

PRV Unico 1

3 Hélice Média 1

Hélice Grande 1

PRV Unico 2

4 Hélice Grande 1
Tabela 1 - Descricdo de cada configuragdo de impelidores Figura 1 - Foto das variagbes de impelidores usados. O primeiro é um
usados no teste descrito na Figura 4. impelidor de hélice grande. O segundo é um impelidor de hélice

médio. O terceiro é um impelidor de pds retas, de tamanho unico.
4. Métodos analiticos

Os ensaios analiticos realizados sdo de trés protocolos diferentes. A analise da parte soélida, “quantitative
saccharification” (QS), é feita para medir o quanto do substrato adicionado foi solubilizado em agucares soluveis, sendo avaliado
em fragcdo de carboidratos solubilizados, baseados na massa inicial e final. A analise da parte liquida, “liquid quantitative
saccharification” (LQS), é feita para medir o quanto do agucar soltvel disponivel ndo foi consumido, sendo avaliado como
carboidratos solubilizados residuais (g/L). Com a parte liquida também ¢é feita a medigdo da quantidade de cada produto gerado
da apés a fermentagéo, em (g/L). Cada tipo de analise segue um protocolo de preparagéo de acordo com Zambello et al (2024),

onde todas as amostras foram analisadas no HPLC (Shimadzu).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A rodada com o Thermoanaerobacterium saccharolyticum foi realizada em um serum bottle, utilizando bagago de cana-
de-agucar moido como substrato. Nestas condi¢bes, de acordo com a Figura 2, observa-se que a cocultura em teste, C. therm
+ T. sacch (aprox. 35% de FCS), possui uma capacidade de solubilizagdo do substrato inferior em comparagao com a cocultura
padrao, C. therm + T. therm (> 40% de FCS). Referente ao consumo dos agucares solubilizados, a cocultura padréo também
apresentou um maior consumo, restando apenas 0,20 g/L carboidratos soluveis residuais. Quanto a formagao de produtos, ndo

se observou uma diferenca significativa.
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Figura 2 — Dados analiticos do teste de fermentagGo com a bactéria Thermoanaerobacterium saccharolyticum. Nos graficos, tém-se a seguinte abreviagdo:
“C.therm” - Clostridium thermocellum; “T. therm” - Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum; “T. sacch” - Thermoanaerobacterium saccharolyticum.

A rodada com o Herbinix hemicellulosylitica foi realizada nos biorreatores, utilizando bagago de cana-de-agiicar moido
como substrato. Neste cenario, baseado na Figura 3, observou-se que a implementacdo da bactéria Herbinix, tanto como
substituta da T. therm, quanto em conjunto com as demais presentes na cocultura padrdo, ndo resultou em nenhuma alteracéo

significativa nos quesitos analisados.

45,0% 2,50 . 14,0
jar}
g A00% S Lo B2
2 350% g ° 8
5 0 . - 10,0
3 g 00% Z 2150 g
2 §oasom ERC I S 80 W Ethanol
3 NS S DCArabinose £
= =
@ .g 20,0% s T 1,00 = Xilose S 60 W Acetate
e 15,0% " E ] @ Formate
2a S 3 o050 W Glicose S 4,0
S 10,0% -g e ™ § O Lactate
o o
Y 5% 5 000 -§ 20
S )
0,0% C.therme C.therme C.therm, £ 00
C.therm e T.therm C.therm e Herbinix C.therm,T.therme T.therm Herbinix T.therme C.therme C.therme C.therm, T.therm
Herbinix Herbinix T.therm Herbinix e Herbinix

Figura 3 - Dados analiticos do teste de fermentagdo com a bactéria Herbinix hemicellulosylitica. Nos graficos, tém-se a seguinte abreviagdo: “C. therm” -
Clostridium thermocellum; “T. therm” - Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum; “Herbinix - Herbinix hemicellulosylitica.

Ao longo do acompanhamento das fermentagdes da pesquisa, percebeu-se que, para fermentagcdes com grandes
cargas de sdlidos (bagaco de cana-de-aglcar moido), a homogeneizagdo do meio era pouco efetiva. Isto €, grande parte do
bagaco ficava depositado, e praticamente estatico, nas paredes dos biorreatores. Sendo assim, foi proposto adicionar mais um
impelidor no eixo de rotagdo de cada biorreator. Visualmente foi possivel notar que houve de fato uma melhora na
homogeneizagédo do meio. Porém, ao se comparara as porcentagens solubilizagdo do bagago (QS), apresentados na Figura 4,
com a mesma cocultura utilizada, na Figura 3, observa-se que a adigdo de um impelidor resultou em uma reducgéo significativa.
Este comportamento se deve, possivelmente, ao aumento do cisalhamento das bactérias, devido ao aumento da area total das
pas dos impelidores.
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Figura 4 - Dados analiticos do teste de fermentagdo em 4 diferentes configuragdes dos impelidores utilizados na agitagdo interna do biorreator. A cocultura
utilizada neste teste era composta de Clostridium thermocellum e Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum.

CONCLUSOES:

A partir das rodadas de fermentacao feitas, conclui-se que a abordagem de produgao de etanol de segunda geragéo
por meio de um bioprocessamento consolidado utilizando as coculturas de bactérias, Clostridium thermocellum e
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, foi avaliada com sucesso. De fato, o uso da T. thermosaccharolyticum em

conjunto com a C. thermocellum, se mostrou mais apta a solubilizagdo do bagago, em comparagdo com as duas outras
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bactérias, Thermoanaerobacterium saccharolyticum e Herbinix hemicellulosylitica. Além disso, a alteragdo da configuragao
padrao do CBP nao foi capaz de promover uma melhora no desempenho da fermentagédo. Sendo assim, a cocultura padréo se

mostrou ser a melhor opgao para o método de CBP, e uma potencial alternativa para a produgéo de etanol de segunda geragéo.
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