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RESUMO

O mercado de combustiveis é comandado pela gasolina, combustivel altamente poluente,
danoso ao meio ambiente, prejudicial a saude e de dificil extracdo. Como opgéo para reduzir
Seu uso, existe o etanol, um biocombustivel renovavel e de facil producdo. O etanol de 12
geracdo € produzido no Brasil a partir cana-de-agucar, onde o caldo é extraido e fermentado
pela levedura Saccharomyces cerevisiae. Esse processo gera um residual de bagaco de cana, o
qual é aproveitado para gerar energia para a propria usina por meio da queima. No entanto,
ainda existe um excedente sem utilizacdo podendo causar problemas no ambiente e que pode
ser aproveitado como matéria-prima. O percentual de etanol produzido ainda é muito baixo para
suprir ou fazer uma diferenca significativa na diminui¢cdo no uso da gasolina. Portanto, a
solugéo seria aumentar a producdo de etanol. Primariamente, pode-se pensar em aumentar a
area de plantio, entretanto, essa medida acarretaria mais desmatamentos. Sendo assim, a op¢ao
viavel seria ressignificar o residuo gerado na elaboracéo convencional desse biocombustivel. O
etanol de segunda geracdo € produzido a partir do bagaco da cana-de-agucar e possui um grande
potencial energético. Infelizmente, o bagaco é de dificil degradagdo devido ao material
lignocelulésico que o compde. O Thricoderma reesei é um fungo filamentoso de alto potencial
para degradacdo de diversos materiais. Este microrganismo foi descoberto em uma ilha usada
pelo exército norte-americano para armazenar equipamentos durante a Segunda Guerra
Mundial. Apds sua descoberta, o fungo foi isolado em laboratorio e geneticamente modificado,
onde foram avaliadas diversas cepas e seus respectivos potenciais de degradacdo para cada
material. Este trabalho avalia o potencial do fungo Trichoderma reesei na producéao de etanol
de segunda geracdo e seu potencial de degradacao, além de contemplar o0s aspectos bioquimicos
e industriais da fermentacdo alcodlica, além de discutir as dificuldades de aplicacdo na
indlstria. A metodologia utilizada: quanti-qualitativa, fazendo a revisdo bibliografica de
diversos textos cientificos.

Palavras-chave: Trichoderma reesei, etanol 22 geracdo, bagaco de cana, biocombustivel e

hidrolise enzimatica
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1 INTRODUCAO

No mercado de combustiveis temos estabelecido como carro-chefe a gasolina produzida
a base de petrdleo que é uma excelente matéria prima para a producéo de combustiveis e outros
derivados, podendo ter varias utilidades e fungdes. Entretanto, € um combustivel fdssil ndo
renovavel e de dificil extracdo, além de ser extremamente danoso ao meio ambiente e ao ser
humano, cuja queima libera gases como: mondxido de carbono (CO), didxido de carbono
(COy), oxidos de nitrogénio (Nox), hidrocarbonetos (HC), o0xidos de enxofre (SOx), material
particulado (MP) etc (NUNES et al., 2014).

Com o agravamento do aquecimento global e suas consequéncias, a maior discusséo de
uma agenda ambiental positiva impde a sociedade a necessidade de substituicdo dos
combustiveis fosseis, alterando a matriz energética para combustiveis oriundos de fontes
renovaveis. Dentre elas podemos citar: biogés (gases emitidos da decomposi¢do natural de
matéria organica), biodiesel (produzido a partir de Gleos vegetais provenientes da soja e
amendoim), e o etanol (que pode ser produzido a base de cana-de-agUcar, beterraba ou milho)
(NUNES et al., 2014).

O etanol de primeira geracao, que € o bioetanol que conhecemos, é produzido no Brasil
a partir do caldo extraido da cana-de-agUcar através da moagem e/ou do melago. O
detalhamento bioquimico sera dado no primeiro capitulo desta monografia. O caldo, rico em
acucares como sacarose, € direcionado para producdo de etanol ou de aglcar. Essa etapa é onde
pode ser executado um mix da producao, em que a usina definira a quantidade de etanol e aglcar
a ser produzido (SILVA, 2013) preponderantemente com base na dinamica do mercado (lei da
oferta e da procura) para a producdo de etanol, o caldo da cana-de-aclcar é submetido ao
processo de fermentacdo alcodlica, o qual é realizado pela levedura Saccharomyces cerevisae
(S. cerevisiae). Essa etapa dura cerca de oito a doze horas. Este processo dara origem a um
vinho de concentracéo alcoolica variavel entre 7% a 10% e as leveduras séo recuperadas desta
mistura por centrifugacdo. Apos essa etapa, o material é destilado para se obter o etanol
hidratado (93,8% etanol e 6,2 % agua), que é o etanol utilizado em motores que funcionam
especificamente a base da queima de &cool. O etanol hidratado é desidratado para chegarmos
ao etanol anidro (99,3% de etanol e 0,7% de agua), que é um aditivo para a gasolina o qual
aprimora sua octanagem e reduz a emissdo de gases poluentes (SILVA, 2013).

Porém, este tipo de bioetanol n&o é o Unico. E possivel produzir bioetanol a partir de
diversos outros materiais, como milho, beterraba etc. O processo de producao de combustiveis

a base de milho pode ser realizado com os gréos rescém colhidos ou ja armazenados em silos
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(SILVA 2013). Silos séo estruturas geralmente metélicas, muito utilizadas para o

armazenamento de graos, como pode ser observado na figura 1 (CHBAGRO, 2020).

Figura 1: Imagem no campo com um grupo de silos.
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Fonte: CHBAGRO, 2020.
Legenda: Campo com um grupo de silos, equipamento muito utilizado na agricultura para armazenar
graos dentre outras matérias primas.

O grdo é triturado, com o objetivo de expor os tecidos de reserva ricos em amido,
facilitando a extracdo dessa biomolécula (LOZANO, 2018).

Essa mistura é entdo submetida a uma temperatura de 100°C, promovendo assim a
gelatinizacdo das moléculas de amido presentes nos gréos, formando uma pasta, a qual facilita
a acdo das enzimas. As moléculas de amido ndo sdo fermenticiveis, ou seja, ndo é possivel
produzir o etanol pela acdo das leveduras do género S. cerevisiae, nesse caso € realizado o
processo de hidrdlise (hidrdlise é a quebra de uma ou mais moléculas utilizando moléculas de
agua) em glicose, maltose, oligossacarideos, dextrinas etc. Nesse processo € necessaria a adi¢ao
da enzima a-amilase, a qual é responsével por quebrar as ligacbes a-1—4 das moléculas de
amido em temperaturas de 70°- 90°C. Apds esse processo, a pasta de milho é resfriada até 32°C,
e 0 pH ¢ ajustado a 4,5 (LOZANO, 2018). A figura 2 apresenta um trecho da molécula de

amilopectina, onde € possivel identificar as ligacdes lineares a-1—4 e as ramificacles a-1—6.



15

Figura 2: Estrutura do amido.

6 CH,OH

9
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v
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Fonte: DENARDIN et al., 2009.
Legenda: Estrutura do amido que evidencia as ligagdes a-1—4 e a-1—6. Os nimeros em vermelho estao
representado os carbonos.

Ap0s esse processo € adicionada ao mosto, que nada mais é que o suco em fermentagédo
com Saccharomyces cerevisiae de material sacarineo, a enzima glucoamilase, a qual é
responsavel por hidrolizar de forma mais completa as liga¢6es a-1—4 e a-1—6 do amido. Esta
etapa é chamada de sacarificacdo, consiste da hidrolise total das moléculas provenientes da
ligueficacdo em unidades de glicose. Na etapa seguinte, é feita a inoculacdo de leveduras que
dardo inicio ao processo de fermentacdo. Essa acdo ocorera entre 24-48 horas. Apds ser
fermentado, teremos um vinho, o qual é destilado para a recuperacdo do etanol. Diferente da
cana-de-acgUcar, ndo héa o proceso de recuperacdo das leveduras (LOZANO, 2018). Na figura 3
estd apresentado um diagrama de bloco das duas etapas referentes a fermentacao alcodlica do

milho.
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Figura 3: Fluxograma referente a primeira e a segunda etapa de producgéo de etanol

obtido a partir do milho.

Primeira Etapa:

Mosto de Hidrolise
—_—
L = St

Segunda Etapa:

Inoculagao de )

Destilacio

Fonte: Adaptado de LOZANO 2018.

Legenda: Na primeira etapa temos a hidrélise do mosto de fermentacdo, onde as ligagbes a-1—4 e a-
1—6 serdo hidrolisadas o que resultara na sacarificagdo desse mosto. Ja na segunda etapa, ocorre a inoculagéo das
leveduras que depois sdo fermentadas de 24 a 48 horas. O resultado dessa fermentagéo é o vinho que é destilado
tendo assim a recuperacdo do etanol.

Também é possivel produzir o bioetanol feito com beterraba sacarina (popularmente
conhecida somente por beterraba), muito comum na Franga. A beterraba é lavada e fatiada em
chips, e desanaturada até que obtenha 75% de umidade. Depois, o liquido restante passa por
evaporacao a fim de concentrar os agucares, até se tornar um xarope o qual passard por a
fermentacdo continua empregando a levedura S. cerevisae (TAVARES, 2019; FERREIRA et
al., 2015).

Segundo dados do IBGE, em 2021 o Brasil produziu 715.659.212 toneladas de cana-de-
acucar, tendo como maior produtor o estado de Sdo Paulo com 405.000.643 toneladas. O
CEISEbr (Centro Nacional das Industrias do Setor Sucroenergético e Biocombustiveis),
afirmou em 2019 que os Estados Unidos da Ameérica produzem cerca de 35 milhdes de
toneladas de cana-de-agUcar, tendo a Fldrida como principal produtora. Em 2018 foram
produzidos exatos 34.757 milhdes de toneladas, sendo o maior numero desde 2002. Dados da
USDA (U.S. Departament of Agriculture), em 2021 os EUA produziram 69 milhdes de
toneladas de milho, tendo um crescimento médio composto de 7,2% de 2012-2021.

Apo6s a moagem da cana-de-acUcar ha uma grande sobra de material, o bagaco. Cerca
de dois tercos da cana é composta de material lignocelulosico, revelando seu grande poténcial

para producdo energética. A estimativa € de que o aproveitamento do bagaco aumente a
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producéo de alcool de 30 a40% (PACHECO, 2011). A parede celular vegetal da cana é formada
por 48,6% de celulose, 31,1% hemicelulose, 19,1% lignina e 1,2% de cinzas, podem ser
encontradas em menor porcdo pectinas, lipideos e proteinas dependendo da origem da
biomassa. Os polissacarideos encontrados na parede celular sdo heterogéneos e possuem
estrutura complexa (DAL’MAS, 2017). Na figura 4 podemos observar a estrutura da parede

celular que compde o bagaco.

Figura 4: Representacdo da parede celular da cana-de-agucar composta das estruturas

de celulose, hemicelulose, lignina e outros.

Parede celular

Microfibrila

Lignina

Fibrila elementar
= Celobios

U Celulose

Fonte: Adaptado de US DOE 2005.

Legenda: A imagem funciona como um zoom da cana-de-agUcar. Primeiro podemos observar a planta e
sua escala regular, em seguida a parede celular e células vegetais que formam a microfibrila, que por sua vez é
formada por lignina (linhas vermelhas), hemicelulose (azul) que € responsavel por revestir o cristalito, formado
pela fibrila elementar, um conjunto de glicoses ligadas a outras glicoses.

Ha diversas pesquisas que estudam a insercdo da producdo de bioetanol de segunda
geracdo no mercado. Algumas delas sugerem um pré-tratamento que separa a hemicelulose,
ndo destruindo a lignina e a celulose, o que ainda é um grande obstaculo pois requer
microorganismos especificos. A etapa de hidrolise da celulose € realizada através da acéo de

enzimas que produzirdo a glicose a qual é fermentada (PACHECO, 2011).
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As enzimas possuem estruturas distintas, que necessitam de acdes especificas, o que
obriga que cada coquetel enzimatico seja composto por diferentes enzimas que atendam esses
grupos. Um coquetel enzimatico € uma mistura de duas ou mais enzimas produzidas por um ou
mais microorganismos (EMBRAPA 2020). A grande problematica esta no valor dos coquetéis
que custam cerca de dois dolares e setenta centavos por galdo de biocombustiveis (DAL’MAS,
2017).

Um grande problema relativo ao etanol de 12 geragdo (1G) € o residuo oriundo da sua
producdo: sdo necessarias toneladas de cana para se gerar uma quantidade consideravel de caldo
e, ao final do processo, se tem uma grande quantidade de material residual de bagaco de cana,
que atualmente é utilizado para gerar energia elétrica nas proprias usinas de alcool através da
queima. Entretanto, é possivel dar um novo sentido a esse residuo organico. E imprescindivel
que esse material seja parcialmente digerido, de forma a liberar aguicares mais simples possiveis
de serem fermentados. Neste contexto, podemos aplicar o fungo filamentoso Trichoderma
reesei (T. reesei), que possui um grande potencial de degradacGes lignoceluloliticas, e que,
portanto, seria o responsavel pela degradacéo do bagaco e facilitaria posteriormente o processo
de fermentagdo do etanol. Esse etanol é conhecido como etanol de 22 geragdo (2G) (SHIDA;
FURUKAWA; OGASAWARA; 2016).

O T. reesei é um fungo com diversos filamentos (denominados hifas) e pode ser
comumente encontrado em diversos tipos de solo (MATHEUCCI, 1993)
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Figura 5: Trichoderma reesei

Fonte: VARMA, 2022.
Legenda: Imagem do fungo Trichoderma reesei em meio sélido (esquerda) e em microscopio (direita)

Durante a Segunda Guerra Mundial, o fungo T. reesei foi isolado pelos pesquisadores
do exército norte americano Mary Mandels e Elwyn T. Reese, gracas a sua capacidade de
degradar diversos materiais, incluindo os celulésicos (BISCHOF et al., 2016). A partir desse
isolamento, diversas linhagens modificadas foram produzidas com o objetivo de ser um produto
melhor (BUENO, 2018).

O fungo apresenta grande potencial biotecnoldgico devido a sua capacidade de produzir
enzimas, principalmente celulases e hemicelulases. Em relacdo as celulases, o T. reesei é um
6timo aliado da industria por ser de facil cultivo e ndo apresentar riscos ao ser humano, visto
gue ndo produz micotoxinas ou qualquer outra substancia nociva que possa ser liberada durante
seu processo de producdo de enzimas celuloliticas. Desde entdo, vém sido produzidos estudos
isolando o fungo e submetendo-o a muta¢fes com o objetivo de se adquirir uma alta produgéo
de enzimas celuloliticas, para que assim se tenha uma producdo em massa e de baixo custo
deste material para a degradacdo da biomassa celuldsica (presente no bagaco da cana) para a
producéo de etanol (SILVA, 2013).
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1.1.0BJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o potencial do fungo filamentoso Trichoderma reesei na producdo e qualidade

dos biocombustiveis de segunda geracdo produzidos a partir do bagaco da cana-de-agtcar

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Revisar 0s aspectos bioquimicos e industriais da fermentagéo alcodlica.
2) Descrever o fungo Trichoderma reesei e seu potencial para a degradacéo

celuldsica do bagaco-da-cana-de-acucar.
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2. METODOLOGIA

O presente trabalho teve um carater exploratorio de revisdo bibliogréfica de artigos,
teses, monografias, dissertacbes e outros textos cientificos publicados nos ultimos anos,
empregando as seguintes palavras-chave “Trichoderma reesei, etanol 22 geragédo, bagaco de
cana, hidrolise enzimdtica bagaco de cana, biocombustivel ¢ meio ambiente”.

Foi baseado na abordagem metodoldgica quanti-qualitativa utilizando as fontes Scielo,
Google Académico, website do MAPA, da EMBRAPA, BDTD, CAPES, IBGE e Repositorio
da Producdo Cientifica e Intelectual da Unicamp.
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3. CAPITULO 1: DA COLHEITA DA CANA A BIOQUIMICA DA
FERMENTACAO ALCOOLICA NA INDUSTRIA

Neste capitulo sera abordado desde o processo de colheita até a producdo do etanol,
evidenciando etapas importantes que podem afetar o resultado final. O caldo-de-cana é
composto majoritariamente de dgua e sacarose, além de poder conter em sua composi¢ao outras

substancias como agucares redutores e restos de particulas (THIELMANN, 2021).

3.1 ACOLHEITA

Para a producdo de etanol de 1G, a cana é queimada ainda na lavoura. Esse processo é
necessario tanto para colheita de forma manual quanto por maquinas. No primeiro caso a folha
da planta pode ferir os trabalhadores (Figura 6 A). (Figura 6 B) e no segundo caso a cana-de-
acucar ndo madura pode vir a danificar ou diminuir a eficacia do equipamento, além de poder

causar danos a terra com o arraste do solo (THIELMANN, 2021).

Figura 6: Diferentes formas de colher cana

Fonte: BRASIL DE FATO, 2016 e REVISTA CULTIVAR, 2016.
Legenda: (A)Trabalhador rural cortando cana-de-agUcar queimada em um canavial. (B)Maquinas
fazendo a colheita de cana-de-agUcar em um canavial.
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3.2. LIMPEZA DA CANA-DE-ACUCAR

Ao chegar nas usinas, o material € submetido a um processo de limpeza a fim de remover
restos de terra, dentre outras impurezas. Essa etapa apresenta desvantagens, pois durante o
processo de lavagem com &gua, h& perda de aglcares presentes na cana. Para evitar essa perda,
é analisado e pensado o uso de lavagens a seco, utilizando sopradores para remover particulas,
dentre outras técnicas. Em seguida, a cana-de-acucar é cortada, nivelada e esmagada por
martelos giratorios, que forcam a passagem da cana em uma placa desfibradora que abrira as
fibras da mesma, facilitando assim a extracéo dos actcares (FONSECA, 2014). Em seguida, €
utilizado um eletroimd, a fim de remover possiveis particulas metélicas ali presentes
(THIELMANN, 2021).

3.3. EXTRACAO DO CALDO

O processo de extracdo do caldo é feito por meio de moagem, onde a cana é desfibrada
e prensada por rolos em movimentos rotatérios horizontais. Durante esse processo, a cana perde
muita agua, se fazendo necessario umedecer o bagaco com agua quente (entre 70° e 80°C) para
dissolver os agucares ainda presentes em abundancia e obter mais caldo. A taxa de extracdo
final é bem alta, variando de 95% a 98%. Essa moagem também é pensada para produzir um
bagaco seco de rapida combustdo para gerar energia e 0 material apresenta aproximadamente
50% de umidade (FONSECA, 2014).

A extracdo também pode ser feita por lixiviacdo: essa técnica exige um preparo mais
atencioso em relacédo a cana, possuindo uma menor contaminacdo do material e menor custo de
energia, além de ter potencial para extracdo de 99% de sacarose. Sua desvantagem € o alto custo
de investimento inicial, o processo de producdo mais lento e produz um bagaco muito umido,

ainda que seja mais eficiente na extra¢do dos agucares (FONSECA, 2014).
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3.4 TRATAMENTOS FiSICO E QUIMICO

Apds a extracdo, o caldo passa por um tratamento fisico onde o bagacilho (uma parte
muito fina do bagaco), dentre outros compostos solidos que passam para o caldo, serdo
removidos pelos hidrociclones (equipamentos utilizados na separacgdo solido-liquido e liquido-
liguido em campo centrifugo) e filtros (FONSECA, 2014). Na figura 8 temos a representacéo

do funcionamento de um hidrociclone.

Figura 7: representacdo do funcionamento de um hidrociclone.

Overflow

alimentagdo
Vortex Finder

Vortice Primario . .
Vartice Secundario

Underflow

Fonte: SALVADOR, BARROZO e VIEIRA, 2014.

Legenda: Alimentacdo: por onde entra o caldo; Overflow: Saida do liquido-liquido; Vortex finder:
pequeno vortex que se encaixa com o vortex primario; Vértex primario: fluxo em espiral que leva as particulas
presentes no caldo até o apex e underflow (saidas); Vortex secundario: fluxo em expiral responsavel por levar o
liquido-liquido até o overflow.

E comum que nessa etapa de separagio centrifuga seja levada uma parte do agucar, e
faz-se uma segunda lavagem desse material para recuperacdo (FONSECA, 2014). Essa etapa é
de suma importéncia, pois essas impurezas, que sao insollveis, devem ser removidas posto que
prejudicam a fermentacdo podendo causar ac¢6es inibidoras ou mesmo afetar a recuperagédo da
levedura (ALBARELLI, 2013). Ao estar livre de impurezas ndo soliveis, o caldo é

encaminhado para o processo de tratamento quimico (ALBARELLI, 2013).
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A etapa de tratamento quimico, denominada sulfitacdo tem o objetivo de inibir as
reacOes de escurecimento do agucar e auxiliar na clarificacdo do caldo. Este processo consiste
na queima do enxofre para gerar o gas sulfuroso (SO2) que é entdo misturado ao caldo. E
importante ressaltar que neste processo ocorre uma reducdo no pH do caldo devido a
incorporacéo do SO (DIAS, 2008).

Portanto, é necessario que o pH seja corrigido tanto na producéo de agUcar, quanto na
producdo de etanol. Em meio acido, a sacarose é suscetivel a inversdo, decomposi¢do e
hidrolise, responsavel por formar glicose e frutose (agucares redutores), que sdo decompostos
para HMF (hidroxil-metil-furfural), &cidos organicos e gas carbonico. J& em meio alcalino a
sacarose se apresenta estavel em temperaturas de até 80 °C. Se ultrapassada a temperatura,
também ocorrera a decomposicdo da sacarose e se obtém a formacdo de outros compostos

como: dioxiacetona, acido latico, gliceraldeido e outros (DIAS, 2008).

3.5. CORRECAO DE pH

Para corrigir o pH, mantendo-o em uma faixa de 7,0-7,2 s&o adicionados na seguinte
ordem: &cido fosforico, leite de cal (hidroxido de calcio) e polimero floculante que reagem com
os &cidos organicos ali presentes fazendo a coagulacdo e floculacdo das particulas restantes,
que sao decantadas e posteriormente removidas. O &cido fosforico adicionado é calculado com
base na quantidade de fosfato ja presente no caldo. Tem-se uma concentracao total entre 200 e
300 ppm (partes por milhdo) (DIAS, 2008).

3.6. CLARIFICACAO

Apbs a correcdo de pH o caldo é submetido a calagem, onde € adicionado o hidroxido
de célcio (Ca (OH)2). O caldo ¢é aquecido a 70 °C, e depois reaquecido a 105 °C apds a adicao
de leite de cal. Essa etapa consiste em estimular a neutralizacdo de acidos organicos e fosfatos,
que formam um precipitado de sais de calcio insolUveis ap6s o aquecimento (DIAS, 2008). Na

figura 8 esté apresentada o fluxograma da primeira etapa de clarificagéo:
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Figura 8: Esquema da primeira etapa de clarificacéo.

Calagem (adigio de
leite de cal)

l

= M

CorregiodepH ——  Aquecimento (70°C)

Fonte: Adaptado de DIAS 2008.

Legenda: A imagem esquematiza e simplifica a primeira etapa de clarificacéo, onde a correcdo de pH é
realizada bem como as etapas de aquecimento, calagem e reaquecimento que resultam na neutralizacdo de acidos,
fosfatos e sais de célcio insoluveis.

O caldo é aquecido a 105 °C em uma pressdo equivalente a 2,5 bar, posteriormente passa
por um baldo de flash onde ocorre uma reducédo de pressdo para 0,97 bar, que separa parte da
agua. Apds a passagem pelo baldo flash, o caldo receberd um polimero floculante, como a
poliacrilamida de elevada massa molecular, comumente usada, com o objetivo de formar
grandes flocos que facilitam e aceleram o processo de clarificacdo e que diminuem as perdas
de sacarose no filtro. Nesse processo, o contetdo perde entre 7 e 5°C, sendo o controle da
temperatura de suma importancia, pois uma grande variacdo para valores abaixo de 98C° pode
gerar acOGes de microrganismos e, por consequéncia, a perda de aglcares. Essa etapa consiste
em remover todo o ar/gases ndo condensaveis que prejudicariam a etapa de decantacdo, onde a
parte s6lida decantada é mandada para um tanque de coagulacdo. Nesta etapa, 100% dos sélidos
sdo separados e 17% do caldo é transferido junto aos solidos formando um lodo, o qual passa
por filtros rotativos para que o caldo arrastado junto dos sedimentos seja recuperado e volte
para o inicio do processo. Os filtros sdo alimentados com agua de lavagem e bagacilho, que
auxiliam na filtragem com a formacdo de flocos maiores, os quais séo facilmente retidos, e 0
filtrado é devolvido ao caldo apds a adicédo de cal. Esse residuo é chamado de “torta de filtro”
(traduzido do termo em inglés “filter cake”), usado como fertilizante em lavoras (DIAS, 2008;
ALBARELLI, 2013).

Podemos observar no esquema que exemplifica visualmente todo o processo da
clarificacdo (Figura 9). Primeiro, o caldo peneirado é direcionado ao tanque mixturador

(mixturador, pois faz um mix do caldo que ainda ndo passou pelo processo com o caldo
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recuperado do lodo), onde também ¢ adicionado o cal. O caldo € direcionado a um aquecedor,
que recebe vapor vegetal e libera condensado.

Apos esse aquecimento o caldo é submetido ao baldo de flash e liberado no decantador,
onde se é acrescentado o floculante. O produto desse processo é o caldo clarificado, que fica
separado na parte superior do decantador, e o lodo, que fica na parte inferior do equipamento e
transportado para o ciclone de bagacilho. O ciclone tem o objetivo de extrair qualquer particula
restante presente no lodo e, para facilitar esse processo, é adicionado bagacilho, que se une as
particulas menores, as tornando maiores e facilitando sua remocdo. Esse material é
encaminhado para outro tanque de mistura, passando em seguida pelo filtro rotativo a vacuo,
onde o caldo residual extraido do lodo volta para o primeiro tanque mixturador, ja o residuo
sélido € o filter cake ja explicado acima (BAPTISTA, 2023 ADAPTADO)

Figura 9: Segunda etapa de clarificacdo e recuperagéo do caldo.

Caldo Recuperado

Floculante
E
= Clarificado
Balao de Decantador-DRD
Flash
Tanque
Mixturador Filtro Ffotatlvo
a Vacuo
I i |
A
Ciclone d
Bagacillo
Caldo Aquecedor
Peneirado

Tamque de :

I Vapor Vegetal >—
Mistura
Condensado -

Fonte: BAPTISTA, 2023.

Legenda: A imagem esquematiza todo o processo de recuperagdo do caldo. Inicialmente, o caldo
peneirado é dirigido ao tanque mixturador, onde é misturado com o caldo recuperado do lodo. E aquecido em um
dispositivo que recebe vapor vegetal e libera condensado, o caldo passa pelo bal&o de flash, indo para o decantador,
onde ¢ adicionado o floculante. O resultado é o caldo clarificado na parte superior do decantador e o lodo na parte
inferior, que é transportado para o ciclone de bagacilho. O ciclone extrai particulas remanescentes no lodo,
auxiliado pelo bagacilho, facilitando a remocéo. O material resultante passa por um tanque de mistura, seguido
por um filtro rotativo a vacuo. O caldo residual volta para o primeiro tanque mixturador, enquanto o residuo sélido
é o "filter cake".




28

3.7 ESTERILIZACAO E CONCENTRACAO DO CALDO

Apds esses processos, € iniciada a etapa de concentracao e esterilizacdo do caldo (agora
clarificado), para que possa ser fermentado, pois uma baixa concentragdo pode interferir no teor
alcoolico do vinho, ficando abaixo do desejavel (DIAS, 2008). Para aumentar a concentracéo,
o caldo passa por um sistema de evaporadores de multiplo efeito, que podem conter 5 ou 6
estagios. Ha trés tipos de modo de operacdo que podem ser utilizadas para a concentracéo do
clarificado, sendo elas: Co-corrente (costuma ser o método mais utilizado pelas usinas, onde o
caldo e o vapor percorrem em uma mesma direcdo), contracorrente (clarificado e vapor
percorrem em direcOes contrarias) e mista (DIAS, 2008).

O caldo inteiro ndo passa pelo processo de concentracdo: Apenas uma parcela é
submetida a essa etapa, que tem como objetivo obter uma concentragdo final de aglcares no
mosto de aproximadamente 22% °Brix (°Brix nada mais € que a porcentagem de solidos
soluveis dissolvidos no caldo bruto da cana. Um grau Brix (1°Bx) é igual a 1g de agUcar por
100 g de solucéo, ou 1% de acucar), posto que o caldo clarificado possui um °Brix equivalente
a 15. E comum utilizar parte da concentracdo do caldo em até 65% °Brix, o qual é adicionado
juntamente ao caldo clarificado para que seja esterilizado (DIAS, 2008; ALBARELLI, 2013).

Para a esterilizacdo do caldo concentrado, ¢ feito um tratamento denominado “alta
temperatura em curto tempo” (traducao literal para o termo em inglés “High temperature short
time”’). Nesse processo, o caldo é aquecido a vapor e mantido a 130 °C por 30 minutos, e em
seguida passa por um rapido resfriamento até que se atinja a temperatura ideal para a
fermentacdo (por volta de 32°C). Esse processo de resfriamento pode ser feito por trocadores
de placas regenerativos seguido de resfriamento com &gua (DIAS, 2008). H& um grande
controle para que esses processos ndo atinjam uma pressao superior a atmosférica, pois com
uma presséo muito elevada se tem por consequéncia um aumento de temperatura, o que diminui
a qualidade dos acUcares presentes no caldo os quais serdo posteriormente fermentados
(ALBARELLI, 2013).

O caldo, agora clarificado e esterilizado, pode ser enviado para a etapa de producéo de
etanol. E necessario que tenha uma concentragio em °Brix de 19% a 22%, considerado ideal
para o processo de fermentacéo alcodlica. Caso o caldo tenha concentracéo inferior ao desejavel
é adicionado o melaco oriundo da producdo de aclcar. Caso a concentragdo do caldo seja
superior a desejavel adiciona-se agua. Posteriormente a mistura passa por um evaporador

simples, muito utilizado para substancias de baixa viscosidade (ALBARELLI, 2013). Na figura



29

10 podemos contemplar todas as etapas de tratamento do caldo antes da fermentacéo, incluindo

0s processos de caleacao e sulfitacdo.

Figura 10: Tratamento do caldo sulfitacdo com caleacdo simultanea

e cal
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Fonte: FARIAS. J.W, 2019  (https://pt.linkedin.com/pulse/sulfita%C3%A7%C3%A30-com-
calea%C3%A7%C3%A30-simult%C3%A2nea-jos%C3%A9-welligton-farias )

Legenda: Na imagem podemos observar todas as etapas de tratamento do caldo, onde a parte superior
esquerda se observa o tratamento de sulfitacdo do caldo, inferior esquerda a caleag&o, superior e inferior direito as
etapas de clarificacdo e recuperacdo do caldo.

3.8. FERMENTACAO

A etapa de fermentagdo é a mais importante de todo o processo, pois € nessa etapa em
que ocorre a producdo do etanol. Esse biocombustivel é obtido pela acdo de enzimas
encontradas em microrganismos sobre os acglcares presentes no caldo de cana. Dentre 0s
microrganismos produtores de etanol, as leveduras, e mais especificamente, Saccharomyces
cerevisiae convertem a sacarose em etanol com elevado rendimento proximo do tedrico. A
sacarose € um dissacarideo e, para que possa ser prontamente consumido pela levedura, é
necessario que seja hidrolisado. A levedura S. cerevisiae possui a enzima denominada invertase,
responsavel pela hidrélise da sacarose em glicose e frutose que posteriormente sao convertidos
em alcool e CO2 com liberacdo de energia térmica (LIMA, 2019). As duas fases de produgéo

de etanol podem ser observadas nas reacfes estequiometricas abaixo:
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Hidrolise da sacarose: C12H2:011 + H2O —  CgH1206 + CeH1206
(ou inversao) Sacarose Glicose  Frutose

(agucar invertido)

Fermentacdo de cada monossacarideo: CeH1206 —  2CoHsOH + 2CO> + liberacdo energia
(2 ATP)

A levedura S. cerevisiae € anaerdbia facultativa, o que significa que pode crescer tanto
em anaerobiose quanto aerobiose, ou seja, possui a habilidade de modular o seu metabolismo
em funcdo das condigdes ambientais. Em condic¢Ges anaerobias S. cerevisiae fermenta glicose
em etanol. Em condicbes aerdbias ocorre preferencialmente a respiracdo celular, os agucares
séo transformados em acidos carboxilicos insaturados e esterdis que sdo de suma importancia
para a sintese da membrana celular, H20 e CO2 (ALBARELLI, 2013). Entretanto, pode ocorrer
a fermentacdo alcodlica mesmo na presenga de Oz, sendo esse fendmeno denominado de efeito
Crabtree, ou repressdao do metabolismo respiratério por elevadas concentracdes de glicose
presentes no meio que acarretam na repressdo de diversas enzimas do Ciclo dos Acidos
Tricarboxilicos (TCA) (OLIVEIRA, 2020).

A fermentacdo é um processo metabdlico utilizado por alguns microrganismos para
obter energia. Esse processo envolve a quebra da glicose em piruvato, que é convertido em
diferentes produtos, como lactato e alcool etilico, sendo estas as fermentagdes alcoodlica e
lactica. Esse processo ndo necessita de oxigénio, no entanto, € menos eficiente energeticamente
pois gera somente dois ATPs por molécula de glicose (TURA, 2013).

No caso da fermentacdo alcodlica, o processo inicia-se com a glicolise (via de Embden-
Meyerhof-Parnas) seguida pela conversao do piruvato em etanol. Produzido durante a glicolise,
o0 destino do piruvato esta atrelado ao tipo de microrganismo e das rotas metabdlicas envolvidas.
Na presencga de levedura, o piruvato é convertido em etanol e dioxido de carbono em um
processo de dois passos. Primeiro o piruvato sofre descarboxilacdo em uma reacgéo irreversivel
catalisada pela enzima piruvato descarboxilase. Ja na segunda etapa, devido a acdo da enzima
alcool desidrogenase, o acetaldeido é reduzido a etanol na presenca do NADH que por sua vez
atua como um transportador de elétrons hidrossollvel que se associa reversivelmente com as
desidrogenases. Dessa forma, a levedura converte glicose em dioxido de carbono e etanol
(TURA, 2013).

A principal via metabdlica para producdo de etanol empregando leveduras € a

glicolitica, e nela temos a seguinte proporcdo: cada molécula de glicose metabolizada, duas de
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piruvato sdo produzidas dentro do citoplasma da célula (OLIVEIRA, 2020). No total sdo doze
reacOes em sequéncia para transformacdo de aclcar em etanol. Paralelamente ao etanol,
principal produto, sdo formadas e excretadas substancias como glicerol, &cidos orgéanicos,
alcoois superiores, aldeido acético entre outros de menor propor¢do, além da biomassa
(crescimento da levedura) (LIMA, 2019).

Fatores fisicos, quimicos e microbianos influenciam no méximo desempenho da
fermentagdo alcdolica. A levedura S. cerevisiae € um microrganismo mesofilo, portanto a
temperatura ideal para producéo de etanol esta na faixa de 26°C a 35°C.Com relacao aos valores
de pH, os mais adequados se encontram no intervalo de 4,5 a 5,5. No que tange as exigéncias
nutricionais, as leveduras sdo organismos quimioheterotréficos, ou seja, necessitam de uma
fonte de carbono (carboidratos) que forneca energia e carbono para sua estrutura constitucional,
além de vitaminas, nitrogénio, fosforo, enxofre entre outros minerais. Geralmente, o caldo de
cana puro ndo possui todos os nutrientes para o crescimento da levedura, portanto sendo
necessaria a corre¢do cuidadosa daqueles componentes que estdo em concentracdo insuficiente
para 0 bom desempenho da fermentacdo alcodlica. Portanto, a utilizacdo de um meio com
composicdo adequada e condi¢cdes de cultivo 6timas reduzem a formacdo de produtos
secundarios e acarretam no maximo rendimento em etanol (LIMA, 2019).

Essa etapa gera um vinho com teor alcodlico proximo a 7 e 10% em massa (em massa
significa quer dizer a relacdo massa da solucéo e massa do soluto, nesse caso a massa do etanol
em relacdo ao solvente). Para a obtencédo do etanol anidro, a solugao passa por uma série diversa
de etapas de separacdo. Na primeira etapa pode se obter um etanol concentrado de até 93% em
massa, sendo este o etanol hidratado. Essa mistura agua-etanol ainda possui uma grande parcela
de 4gua formando um azeotropo (mistura de duas ou mais substancias que possuem um ponto
de ebulicdo constante e fixo como uma substancia pura, ainda que ndo seja), possuindo 95,6%
em massa (equivalente a 89% de etanol) e 11% de agua, sendo assim necessaria submissao a
um processo de destilacdo ndo simples para que se atinja o etanol anidro superior a 99% em
massa, garantindo assim que o alcool produzido esteja dentro das especificacbes para utilizacao
como &lcool etilico hidratado carburante (ALBARELLLI, 2013; DIAS, 2008).

Existem diversos processos para a producdo de alcool anidro na industria, sendo
adsorcdo em peneiras moleculares e a destilagdo azeotrdpica e heterogéneo as mais utilizadas
(DIAS, 2008).

3.9. DESTILACAO
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O processo de destilagdo realizado nas usinas brasileiras € realizado por um conjunto de
5 colunas, sendo elas: A, Al, B, B1 e D. O processo tem como objetivo gerar um vinho
concentrado com alto teor de etanol com variagdes que estejam dentro de 92,6% e 93,8% em
massa, estdo proximos ao ponto azeotropico para a producéo alcool etilico hidratado carburante
(ALBARELLI, 2013).

Nesse processo, 0 vinho € primeiramente submetido a duas etapas de aquecimento para
que a temperatura correta para destilagéo seja atingida. A primeira etapa do aquecimento ocorre
no topo da coluna B, onde esta localizado um trocador de calor, o qual esquenta o vinho até 60°
C. O segundo aquecimento é realizado por um produto de fundo da coluna A e é aquecido até
a temperatura final ser equivalente a 93° C (ALBARELLI, 2013).

As colunas A, Al e D sdo responsaveis por produzir uma flegma liquida e vapor que
sdo enviados retificacdo. Esse material é recebido pelas colunas B e B1 sendo estas um conjunto
de colunas de esgotador/retificador, a acdo desse conjunto gera o etanol hidratado
(ALBARELLI, 2013). A figura 11 apresenta um esquema representativo das colunas de

destilacdo do etanol.
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Figura 11: Colunas de destilagéo de etanol.
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Fonte: MEIRELLES 2006.
Legenda: Exemplo de colunas de etanol, mais especificamente as citadas no texto (D, Al, A, B e B1)
responsaveis por gerar o etanol anidro.

3.10 DESIDRATACAO

Essa etapa tem como objetivo desidratar o etanol hidratado obtido para que este se torne
etanol anidro. Pode ser realizada com diferentes técnicas, mas de maneira geral, as mais
adotadas consistem em processos que se utilizam de agentes desidratantes, como por exemplo,
o ciclo-hexano e monoetilenoglicol. Entretanto, nos ltimos anos h& o crescimento da adogao
de processos fisicos para a separacao das moléculas de &gua em relacdo as de etanol, utilizando
uma coluna de adsorcao, porém esse equipamento possui um alto investimento financeiro para
sua instalacdo (ALBARELLI, 2013).
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4. CAPITULO 2: ETANOL 2G E TRICHODERMA REESEI

4.1 ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

O etanol é um combustivel de fonte renovavel e sustentavel, visto que mesmo o residuo
de sua matéria prima ainda é utilizado para fornecer energia para a prépria usina, algo que nédo
ocorre no processo de extracao do petrdleo nem nas refinarias para a producédo da gasolina. O
etanol de segunda geracdo é um aliado ao meio ambiente, pois com ele é possivel se utilizar da
mesma unidade de matéria prima duas vezes, ndo sendo necessario o0 aumento de hectares no
cultivo da cana para que seja possivel aumentar a producdo de etanol, além do bagaco poder ser
armazenado por longos periodos, podendo ser utilizado para a producdo de combustivel de 2G
enquanto a cana-de-agucar esta fora da época de colheita (MELO, 2020).

O etanol de segunda geracéo € produzido a partir do bagago ou da palha da cana, para
esse processo 0 material passa por processos fisicos e quimicos a fim de limpar o material e
expor as fibras, tal etapa é denominada como pré-tratamento. Apos esse processo, € realizado a
hidrolise enzimatica, que é responsavel por decompor as fibras vegetais presentes no
bagaco/palha da cana-de-agUcar, além das enzimas especificas, também s&o utilizados alguns
acidos que transformam a matéria sélida em liquida, sendo assim submetido a fermentacéo, seja
por meio de bactérias e/ou leveduras, que fermentam o produto gerando etanol gracas aos
acucares ali presentes (LORENZI, 2019).

4.2 PROCESSOS DA PRODUCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO:

4.2.1 PRE-TRATAMENTO

O pré-tratamento da biomassa é a etapa mais desafiadora de todo o processo de producéo
de etanol de 2G onde se € solubilizado e separado um ou mais componentes do bagago. Gragas
a estrutura cristalina da celulose e a presenca de ligacdes entre celuloses e hemiceluloses
presentes na parede celular vegetal, o pré-tratamento se torna de suma importancia para a
producdo, pois € visada a separacdo da matriz de lignina, neutralizar a cristalinidade da celulose
com o objetivo de aumentar sua parte amorfa e solubilizar a hemicelulose, separando
hidrolisado e celulose, sendo assim mais suscetivel a sofrer os processos de hidrélises quimicas
e bioldgicas (CHEMMES et al., 2013)

Antes de ser realizado o tratamento termoquimico é realizada a secagem, sendo essa

uma das etapas principais para o processamento de residuos lignocelulésicos, tendo como
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objetivo extrair e reduzir a quantidade de &gua presente no material, aumentando a longevidade
para armazenamento da matéria, posto que com a presenca de umidade a deterioracdo ocorre
de maneira mais acelerada além de ser um ambiente favordvel para atividades microbianas
indesejaveis, processos quimicos de oxidacdo e atividades enzimaticas (RODRIGUES et al.,
2017)

O bagaco passa por processo de moagem que reduz o tamanho de suas particulas que
tem como objetivo expandir a &rea de superficie, diminuir a polimerizacdo das moléculas de
celulose para que estas se tornem acessiveis a hidrélise, uniformizar a dimenséo das particulas,
esses processos ajudam no bom desempenho e eficiéncia nos tratamentos que o bagaco é
submetido em sequéncia. O tamanho da particula influencia diretamente no resultado do preé-
tratamento devido a area de contato que se tem exposta que entrard em contado com 0s
reagentes quimicos na estrutura lignocelulosica, sendo estas acdes de superficie. H& diversos
tipos de pré-tratamento sendo eles quimicos, fisicos ou fisico-quimicos (RODRIGUES et al.,
2017; CHEMMES et al., 2013).

4.2.2 PRE-TRATAMENDO FISICO

Os tratamentos fisicos podem ser classificados em micro-ondas e reducdo mecénica. O
método micro-ondas se utiliza do grande desempenho para aquecimento do eletrénico além de
ser de facil manuseio. O método aplicado se utiliza de efeitos térmicos e ndo térmicos para o
micro-ondas em ambientes com presenca de 4gua, onde € gerado calor no interior da biomassa
pela radiacdo do micro-ondas, que vibram as moléculas de &gua presentes alinhadas em um
campo eletromagnético com constantes alteracdes através de feixes de elétrons, criando um
ponto heterogéneo e de calor na parte interna da biomassa. Essa caracteristica propria de
aquecimento cria um efeito de exploséo entre as particulas que auxilia na desestruturacdo das
estruturas recalcitrantes de lignocelulose, além de gerar um ambiente &cido que favorece a auto-
hidrolise. Esse método apresenta um rendimento variavel de 43 a 55% de acUcares redutores
totais disponiveis (SARKAR et. al., 2012).

Ja no tratamento de reducdo mecénica consiste na fragmentacdo da biomassa seja por
moagem, picotagem ou trituracdo, que diminuem a cristalinidade da celulose. H4 também os
processos de moagem Umida, a seco, vibratdria de esferas e compressao. A reducao de tamanho
das particulas da biomassa ajuda no processo, entretanto vale ressaltar que partes muito
pequenas e finas podem atrapalhar os processos seguintes, podendo gerar grandes aglomerados
durante as etapas que envolvem liquidos. (SARKAR et al., 2012; CHEMMES et al., 2013)
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H& também o tratamento de explosdo a vapor que atua quimicamente e fisicamente
(fisico-quimico) no material lignoceluldsico onde a biomassa fica em contato direto com o
vapor saturado e alta pressdo de 2 a 30 minutos e depois sofre a descompressdo rapida pela
pressdo atmosférica, gerando uma explosdo. Esse processo ajuda desfibrar a biomassa com
facilidade, a reduzindo em particulas menores aumentando a superficie de contato e quebrando
a parede celular, facilitando a sacarificacdo. A técnica € de baixo consumo de energia quando
comparada aos demais processos fisicos, possui menor impacto ambiental e menor
investimento financeiro e pode ou ndo utilizar agentes acidos ou alcalinos (MELO, 2020;
OGEDA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2017).

4.2.3 PRE-TRATAMENTO QUIMICO

O tratamento quimico pode ser realizado de duas maneiras, se utilizando de agentes
acidos ou alcalinos (RODRIGUES et al., 2017).

O procedimento com &cidos se apresenta como o mais eficiente na obtencdo da xilose
proveniente da hidrélise da hemicelulose, tendo uma variacdo de 75 a 90% sendo este 0
monossacarideo adquirido em maior quantidade sendo obtidos também, em menor quantidade,
outros agucares como arabinose e glicose. Embora tenha alta taxa de sucesso na recuperacao de
acucares, hd um problema com a formacdo de subprodutos como furfural e acido acético,
indesejaveis para a producéo de etanol por afetarem negativamente os processos fermentativos.
Na industria € utilizado acido diluido como acido cloridrico (HCI), acido fosférico (HsPO.),
acido nitrico (HNO3) e &cido sulfarico (H2SO4, sendo este o0 mais utilizado) e temperaturas até
120 °C a fim de reduzir a formacao desses inibidores (RODRIGUES et al., 2017).

No tratamento com &cido diluido, a producdo de xilose a partir da hemicelulose se
apresenta mais eficiente em condi¢des mais suaves para tratamento devido a estrutura cristalina
da celulose, que so ¢ afetada de maneira significativa em condi¢des mais abruptas. Essa etapa
é realizada de duas formas: rapido — alta temperatura (5 minutos a 180 °C) e lento e baixa
temperatura (30 a 90 minutos a 120 °C). Entretanto, com temperaturas médias (140 °C a 170
°C) pode se obter uma taxa de quase 100% de hemicelulose hidrolisada (RODRIGUES et al.,
2017). O pré-tratamento que utiliza acido diluido pode ser feito em reatores de fluxo de tampéo,
entretanto também podem ser utilizados reatores de contracorrente ou contracorrente continua
(JORGENSEN et al., 2007).

Ha também o tratamento com solventes organicos que tem o propdsito de realizar duas

acOes principais: A deslignificacdo do material lignocelulésico, alcancada pela solubilizacdo da
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lignina e de parte da hemicelulose, resultante da quebra das ligacbes de hidrogénio; e o
aprimoramento da conversao, favorecido pelo aumento da penetracéo do solvente e a dissolucéo
da biomassa. Os solventes comumente empregados, como etanol, metanol, propanol e acetona,
destacam-se por desempenhar funcbes essenciais no transporte de hidrogénio, limitando os
efeitos de difusdo e aprimorando o desempenho da reagdo em compara¢do com meios aquosos
(MELO, 2020).

Organosolv € um tratamento inovador que separa a biomassa vegetal em celulose,
lignina e hemicelulose em um alto grau de pureza utilizando etanol (40-60%) e 4gua aquecidos
de 160 a 200 °C de 30 min a 1 hora, como solventes em um reator batelada. O acido sulfarico
é comumente utilizado como catalizador, uma grande parcela das hemiceluloses é removida e
até certo ponto apresentam degradagdo em furfural por exemplo. Uma de suas vantagens é a
reducdo de etapas no processo de obtencédo de fracbes com alta pureza além de reducéo do custo
total do processo (EMBRAPA; JORGENSEN et al., 2007). Entretanto, ele apresenta
desvantagens, sendo elas: para evitar que a lignina dissolvida se precipite, é necessario que 0s
solidos pré-tratados sejam lavados com solvente organico antes da agua. Além disso, 0s
solventes organicos sdo de custo elevado e precisam ser recuperados 0 maximo possivel, tal
pratica aumenta o consumo de energia e consequentemente o custo da producdo. Outrossim,
este pré-tratamento precisa de um acompanhamento de controle minucioso devido a alta
instabilidade dos solventes (MELO, 2020)

J& o pré-tratamento alcalino tem como principal funcdo sobre a biomassa induzir a
deslignificacdo, que envolve o amolecimento e solubilizacdo da lignina, que resulta na maior
acessibilidade da hemicelulose e celulose a processos de hidrélise subsequente. O uso de
agentes alcalinos provoca o inchaco das fibras, influenciando as ligacdes da hemicelulose e
celulose e, consequentemente, aumentam a porosidade da biomassa (RODRIGUES et al.,
2017).

Os componentes quimicos alcalinos utilizados mais amplamente sdo: aménia, hidroxido
de potassio (KOH) , hidroxido de sddio (NaOH) e hidroxido de calcio (Ca(OH)2), sendo NaOH
(concentracdo de 62 a 65% em solucdo) o mais estudado, contudo, o Ca(OH). se mostra tao
efetivo quanto para tratamento e possui menor custo se comparado ao NaOH. A aménia vem
sendo submetida a diversos testes em residuos e se mostra extremamente seletiva na remogao
da lignina e abertura dos residuos lignoceluldsicos. O pré-tratamento alcalino apresenta
desvantagens como a desacetilacdo da hemicelulose, que resulta na geracdo de acido acético
em solucédo além de desvantagens adicionais, como os longos tempos de tratamento, que podem

variar de horas a dias, e a necessidade de neutralizar o hidrolisado. A amo6nia também tem sido
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submetida a testes em diversos residuos, demonstrando alta seletividade na remocéo da lignina
e abertura do residuo lignoceluldsico. Uma vantagem adicional é a facilidade de recuperacao
da amodnia devido a sua alta volatilidade (RODRIGUES et al., 2017).

O método de Exploséo de Fibra de Amonia (AFEX) apresentou resultados positivos no
pré-tratamento de residuos de milho, palha de arroz e capim. No AFEX, o material
lignocelulosico é submetido a um tratamento com amdnia liquida em temperaturas moderadas
de 90 a100°C e alta presséo de 17 a 20 bar por um periodo de 5 a 10 minutos. Uma caracteristica
Unica do AFEX é sua eficacia no processamento de materiais com teor de matéria seca de até
60%. A aménia utilizada no pré-tratamento pode ser recuperada, e, ao contrario da maioria dos
outros métodos, 0 método AFEX nédo gera uma parte liquida com produtos dissolvidos durante

0 pré-tratamento, uma vez que a amonia € evaporada (JORGENSEN et al., 2007).

4.2.4 PRE-TRATAMENTO BIOLOGICO

No pré-tratamento biolégico sdo utilizados alguns fungos e bactérias. Durante esse
processo 0s microrganismos em contato com a biomassa secretam enzimas extracelulares como
lacases, lignina e peroxidases que auxiliam em boa parte da remocdo da lignina presente na
biomassa. Sua vantagem é baixo custo de valor energético, que é reduzido gracas ao menor
valor operacional, pois 0s microrganismos utilizados estdao submetidos a temperatura e pressdo
amenas e ndo é necessario o uso de agentes quimicos. Entretanto essa técnica exige um
monitoramento rigoroso quando ao crescimento destes microrganismos, possiveis baixas de
hidrélise e a duracdo do pré-tratamento (MELO, 2020).

A degradacdo do complexo lignocelulésico tem como objetivo liberar celulose e pode
ser realizado por fungos de podriddo marrom (grupo de fungos que degradam a celulose),
podriddo branca (capazes de degradar celulose e lignina), e fungos de podriddo mole (que
degradam lignina e hemicelulose). Entre esses, os fungos de podridao branca demonstram maior
eficAcia ao serem utilizados no pre-tratamento. Uma cepa mutante, sem celulase, foi
desenvolvida para degradacgéo seletiva da lignina e preservagdo da celulose, mas em muitos
casos a taxa de hidrolise teve baixo rendimento. Este método € seguro e energeticamente
eficiente devido ao menor suporte mecanico, mas nao é tdo amplamente aplicado devido as
desvantagens citadas acima. Uma pesquisa de pré-tratamento bioldgico de colmos de bambu
com fungos de podriddo branca conduzido em baixas temperaturas (25 °C). No estudo com o

microrganismo marinho Phlebia sp. MG-60, a suplementacdo do substrato com um meio
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nutritivo, como o Meio de Kirk, resultou em melhor delignificacdo em comparagdo com &gua
esterilizada. A biodelignificacdo geralmente demanda periodos prolongados (SARKAR, 2012)

Devido ao baixo rendimento, alguns tratamentos bioldgicos sao realizados em conjunto
com tratamentos fisico-quimicos. Pesquisadores conduziram um pré-tratamento combinado de
Populus tomentosa, utilizando fungos de degradagdo branca e o sistema de dgua quente. A
combinacgdo demonstrou eficacia na remocédo de hemicelulose e facilitou a digestdo da celulose
em comparagcdo com o uso exclusivo do tratamento com &gua quente. A maior remocéo de
hemicelulose (92,33%) foi alcancada pela combinacdo de Lenzites betulina com o tratamento
de 4gua quente, resultando em um aumento de 2,66 vezes no rendimento de recuperacéo de
glicose (RODRIGUES et al., 2017).

4.3 HIDROLISE

4.3.1 HIDROLISE ACIDA

Uma das tecnologias mais avancadas que se tem € a hidrdlise acida. Uma otimizacao na
utilizacdo dos carboidratos presentes em materiais lignocelulésicos é alcan¢ada por meio de um
processo de hidrolise em duas etapas. Na primeira etapa é realizada a hidrélise da hemicelulose
e a conversao da celulose em glicose ocorre na segunda etapa (MELO, 2020).

No método de hidrdlise com hemicelulose, celulose e acido concentrado na biomassa
sdo quebradas em temperaturas baixas (inferiores a 100°C) usando soluc@es aquosas de acidos
fortes, como H3POj4 (acido fosforico), H2SO4 (&cido sulfurico) e HCI (&cido cloridrico). Uma
grande desvantagem é a necessidade de equipamentos altamente resistentes a corrosdo, o que
encarece 0s custos na producdo. Geralmente, a hemicelulose é hidrolisada mais rapidamente
comparada a celulose e 0os monossacarideos liberados ficam expostos ao ambiente reacional por
longos periodos o que resulta na degradacéo e perda desses agucares. A recuperagdo do acido é
fundamental para a preservagdo do meio ambiente e por motivos econdémicos (MELO, 2020).

Na hidrolise acida diluida, &cido sulfirico diluido é adicionado e misturado & biomassa
para hidrolisar a hemicelulose em xilose e outros agucares. A mistura € mantida a uma
temperatura entre 120°C e 220°C por curtos periodos. Assim a parte hemicelulésica da parede
celular da planta é despolimerizada, aumentando a digestibilidade da celulose nos residuos
solidos. No entanto, gracas a altas temperaturas ocorre a degradacdo de boa parcela dos agucares
e lignina solavel, resultando na inibicdo da fermentacdo. Essa é uma desvantagem da hidrdlise

acida diluida, ja que em temperaturas mais elevadas podem gerar inibidores (MELO, 2020)
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4.3.2 HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrolise enzimatica, diferente da &cida, utiliza menos energia e necessita de
condicdes ambientais mais amenas para sua execucao, possui custo acessivel além de ser menos
corrosiva que a hidrdlise &cida e ndo ha formagéo de produto inibitorio que atrapalhe o processo
de fermentacdo. Em contrapartida, as enzimas celulase, responsaveis pela hidrolise, sédo de
extrema especificidade em relagdo ao substrato (SARKAR, 2012).

Aqui, as enzimas celulase e hemicelulase sdo responsaveis por promover a quebra das
ligagBes da celulose e hemicelulose. A celulose contém glucano diferente da hemicelulose
contem diversos tipos de agucar, tais como manana, xilana, glucana, galactana e arabinana. As
enzimas celulase englobam endo, exoglucanase e B-glicosidases. A endoglucanase atua nas
regides que possuem baixa cristalinidade na fibra de celulose, a exoglucanase remove as
unidades de celobiase das extremidades da cadeia livre e as unidades de celobiose séo
hidrolisadas para glicose por meio da b-glicosidase. As enzimas hemiceluloliticas sdo mais
complexas, constituindo uma mistura de pelo menos oito enzimas, sendo elas: endo-1,4-p-p-
xilanases, exo-1,4-B-p xilocur onidases, a -L-arabinofuranosidases, endo-1,4-f-p mananases,
B-manosidases, acetil xilano esterases, o -glucoronidases e a -galactosidases. A celulose é
transformada em glicose, enquanto a hemicelulose origina diversas pentoses e hexoses.
Diversas espécies de fungos, como os do género Trichoderma, Penicillium, Fusarium, dentre
outros sdo capazes de expressar a celulase, mas também podem ser utilizadas bactérias como
Clostridium, Cellulomonas, Thermonospora, Bacillus e outras (SARKAR, 2012).

Trichoderma é uma das cepas fungicas mais estudadas na producdo de celulases e
hemicelulases. Trichoderma tem a capacidade de produzir pelo menos duas celobiohidrolases,
cinco endoglucanases e trés endoxilanases. No entanto, Trichoderma n&o possui atividade de
B-glicosidase, a qual desempenha um papel eficiente na conversédo de polimeros. Por outro lado,
Aspergillus € um produtor muito eficiente de B-glicosidase. A celulase de Trichoderma, quando
suplementada com B-glicosidase adicional, foi estudada em vérias ocasides. A combinacao da
celulase ZU-02 de Trichoderma reesei e celobiase de Aspergillus niger ZU-07 melhorou o
rendimento de hidrdlise para 81,2%, com atividade de celobiase aumentada para 10 CBU/g de
substrato (SARKAR, 2012).

Diversos fatores influenciam os rendimentos de agtcares monoméricos provenientes da
lignocelulose. Temperatura, pH e taxa de mistura sdo os principais fatores na hidrélise
enzimatica de materiais lignoceluldsicos. Podemos observar outros fatores que afetam o

rendimento: concentracdo de substrato, carga enzimatica de celulase e adicdo de surfactante.



41

.....

significativamente para o custo total da tecnologia de etanol lignocelulésico. Portanto, a selecao
de um pré-tratamento eficiente € suma importancia para reduzir a cristalinidade da celulose e
remover a lignina ao maximo, reduzindo o tempo de hidroélise e a carga de celulase (SARKAR,
2012).

4.4 FERMENTACAO

O microrganismo mais amplamente utilizado na fermentagdo alcodlica é a levedura S.
cerevisiae gracas a sua capacidade de integrar a glicose da biomassa lignoceluldsica. Esta
levedura é responsavel pela conversao de glicose em etanol e gas carbdnico, além de apresentar
grande resisténcia ao etanol (como sabemos, o etanol é um lixo organico toxico excretado pelo
microrganismo). Contudo, S. cerevisiae € incapaz de absorver ou de fermentar pentoses como
a xilose (principal componente do bagaco-de-cana). Multiplos fatores podem causar impactos
negativos referente ao rendimento em etanol durante a etapa de fermentagédo, sendo eles:
temperatura, a quantidade de nutrientes, a presenca de inibidores e o tipo de microrganismo
fermentador. Nas leveduras, a eficacia do processo fermentativo é diretamente afetada pela
concentracdo do indculo, espécie e linhagem. A utilizacdo de concentragcBes mais elevadas de
inoculo possibilita a realizacdo de fermentacbes mais rapidas, resultando em uma maior
produtividade de etanol e menor probabilidade de contaminag&o por bactérias (TURA, 2013).

Apbs o processo de fermentacdo ser concluido, o produto gerado é submetido a
destilacdo em colunas de destilagdo. Com peneiras moleculares o etanol é desidratado e €

produzido o etanol anidro que possui uma concentracao de 99,6% (MELO, 2020).

4.5 COMPOSICAO DO BAGACO

O bagago de cana é o residuo gerado apds a moagem para a extra¢do do caldo cana-de-
acucar durante o processo de obtencdo de acUcar. No Brasil, a producdo de agucar e etanol
resulta em volumes significativos de bagago. Na safra 2010/2011, mais de 625 milhdes de
toneladas de cana-de-acucar foram processadas, gerando aproximadamente 208 milhdes de
toneladas de bagaco. Esse residuo da producdo de etanol possui diversas aplicagdes, como por
exemplo: forragem na alimentacdo de animais e na queima para fornecer de energia elétrica
para a propria usina de etanol. Para evitar o descarte desse residuo e reduzir os impactos

ambientais, ha pesquisas voltadas para sua utilizagc&o na producéo de etanol de segunda geracao,
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dada a presenca significativa de celulose e outros componentes de interesse para a industria de
biorrefinaria (NUNES et al., 2014).

A celulose ¢ um polimero de mondémeros de glicose reunidos por ligagdes f-1,4. Sua
degradacéo € complexa devido as pontes de hidrogénio entre os residuos de glicose, assim como
ligacBes covalentes entre diferentes compostos, que é responsavel por criar estruturas cristalinas
insoltveis. Na celulose ha algumas regides de fibras nao-cristalina, sendo estas amorfa e
desorganizadas, o que a faz ser mais dificil de ser hidrolisada (DAL’MAS, 2017). Segue abaixo
na figura 12 a representacdo da fibra de celulose e da estrutura quimica da celulose

respectivamente:

Figura 12: Estrutura da celulose.

Cellulose fibers

Cellulose structure

Fonte: Imagem adaptada de OpenStax Biology.
Legenda: Representagdo das estruturas das fibras de celulose (parte superior). Estrutura quimica da
celulose com seus monémeros de glicose reunidos por ligacdes -1,4 (parte inferior).
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Figura 13: Estruturas e processos de hidrolise na celulose.
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Legenda: Na figura A podemos observar a estrutura da celulose, bem como suas zonas amorfas, as cadeias
de celulose e nanofibras de celulose. Ainda na primeira imagem, € possivel ver as regides cristalinas, que apés o
processo de hidrolise viram nanaocristais de celulose. J4 na imagem B, é possivel uma representacao da celulose

pos processo de hidrdlise, onde as zonas amorfas sdo expostas e se tornam pontos flexiveis e apds uma segunda
hidrélise as zonas amosfas se tornam ndo mais acessiveis e se obtém um nanocristal de celulose.

A hemicelulose também é um polissacarideo heterogéneo e formado por diversos
aclicares como a xilose, glicose, manose e galactose. E extremamente ramificada e sua

classificacdo é feita de acordo com o residuo que a compde, sendo estes: xilano, xiloglucano e
galactomanano (DAL’MAS, 2017).
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Figura 14: Estrutura quimica da hemicelulose
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Fonte: SANTOS et al., 2012.
Legenda: Acima podemos ver a estrutura quimica da hemicelose formada por glicose, manose, xilose e
galactose.

O xilano é o polissacarideo encontrado em maior quantidade na hemicelulose de
monocotileddneas (Figura 16). E formado por cadeias centrais de xilose agrupadas por ligacdes
glicosidicas B-1,4, das quais costumam possuir arabinose ligados a sua cadeia, que passa a ser
chamado de arabinoxilano. Esta é a hemicelulose dominante na cana-de-agticar (DAL’MAS,
2017).

Figura 15: Estrutura quimica do xilano.
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Fonte: https://www.plantasyhongos.es/glosario/xilano.htm
Legenda: Na figura acima podemos observar a estrutura quimica do xilano e suas ligagdes.

O xiloglucano possui uma cadeia central de glicose com ramificacdes de xilose, frutose
e galactose, ja o galactomanano é formado por uma cadeia central de manose com ramificaces
de galactose (DAL’MAS, 2017).


https://www.plantasyhongos.es/glosario/xilano.htm
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A lignina é uma macromolécula amorfa com grande resisténcia a degradacéo quimica e
biolégica. E constituida por 3 &lcoois aromaticos, sendo eles coniferilico, cumarilico e
sinapilico. Ele fornece alta resisténcia a planta a protegendo dos fatores externos. Sua presenca
é desvantajosa no processo de producao de etanol visto que seus compostos fenolicos ao serem
liberados atrapalham o processo de fermentacéo, impedindo que 0 mesmo ocorra (DAL’MAS,
2017).

Figura 16: Representacdo quimica esquematica na lignina da cana-de-agucar.
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Fonte: TAVARES, 2023.
Legenda: Na figura acima podemos observar a estrutura das ligagdes quimicas que formam a lignina na
cana-de-acucar, a qual é formada por H,CO (metanal), CH,OH (&lcool benzilico) dentre outros.

Para a desconstrucdo desse material lignoceluldsico é necessaria a acdo de diversas
enzimas como [-glicosidases, [-xilosidases, o-glucoronidases, a-arabinofuranosidases,
peroxidases, lactases dentre outras, também classificadas como celulases, hemicelulases e
oxidativas. A celulose precisa ser clivada pelas endoglucanases para que sejam gerados 0s
oligossacarideos que terdo novas extremidades. Assim as celobiohidrolases hidrolisam a
celulose gerando a celobiose. As B-glicosidases serdo encarregadas de degradar a celobiose em

glicose para que se tornem monémeros facilmente metabolizaveis (DAL’MAS, 2017).
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Figura 17: Estrutura da parede celular e estrutura da parede celular pos pré-tratamento.
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Fonte: BALAT, 2011

Legenda: Na figura acima podemos observar a estrutura da parede celular da cana-de-aglcar antes do pré-
tratamento (esquerda) e da parede celular p6s pré-tratamento onde a celulose e hemicelulose sdo expostas expostas
expostas (direita).

4.6 TRICHODERMA REESEI

O custo elevado das enzimas lignoceluloliticas continua sendo um desafio significativo
para a viabilidade comercial da producdo de biocombustiveis. Em contextos industriais e de
pesquisa, é crucial compreender como T. reesei controla a expressdo de uma ampla variedade

de substancias responsaveis pela degradacdo da biomassa (CHEN et al., 2014).
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Figura 18: Trichoderma harzianum, reesei e atroviride.

Trichoderma harzianum Trichoderma reesei Trichoderma atroviride

Fonte: FAPESP, 2018
Legenda: Na imagem podemos observar 3 placas de petri onde em cada uma delas foi cultivado um tipo
diferente de Trichoderma.

Trichoderma reesei € um fungo ascomiceto, que pertencente ao filo Ascomycota
mesofilico (ou seja, que tem como temperatura ideal para crescimento a ambiente, entre 20° C
e 40 C) filamentoso e saprotréficos (heterotroficos que se alimentam através da absorcdo de
matéria organica). Descoberto pelo exército americano na segunda guerra mundial, o fungo
filamentoso tem grande capacidade para hidrolisar, os polissacarideos presentes na parede
celular vegetal. Diferente de seu ancestral Hypocrea jecorina, o T. reesei. possui uma
reproducéo assexual (MARTINEZ, 2008; KUHLS, 1996; BISCHOF, 2016).
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Legenda: Na imagem podemos observar Hypocrea jecorina no tronco de uma arvore na natureza.

Possuem 0 mesmo agrupamento genético, de forma geral. Entretanto um agrupamento
diferente na zona ITS (Internal Transcribed Spacer, espaco transcrito interno na traducao livre)
, zona onde estdo localizados os genes 18SrDNA e 28SrDNA, geram fungos de sequéncias
quase idénticas, 0 que sugere que sejam de mesma especie. Porém, gracas a essa pequena zona
de sequéncia diferente alguns terdo reproducédo sexuada e outros assexuada, como por exemplo:
Trichoderma longibarchiatum (assexual) e Hypocrea schweinitzii (sexuada). Além do interesse
em utiliza-lo na producdo de biocombustiveis, também héa aplicacdes em antibioticos e como
agente de controle bioldgico (MARTINEZ, 2008; KUHLS, 1996; BISCHOF, 2016).

O fungo T. reesei foi 0 primeiro a ser sequenciado, permitindo que se gerassem diversas
outras cepas de T. reesei para biocontrole e producdo de enzimas (SCHMOLL 2016). A
descoberta e disponibilidade dessas sequéncias genémicas foram fundamentais para a
investigacdo aprofundada acerca dos mecanismos de agéo e regulacéo das vias de concentracao
da resisténcia sistémica das plantas, colonizacdo entre outros. Estudos indicam que o género
deste fungo evoluiu ha 66 milhdes de anos. Durante esse processo, houve um grande ganho
genético, mas também perdas no genoma central de 7.000 genes. Este genoma central é o

responsavel por diversos genes ligados ao metabolismo como modificacdo pds-traducdo,
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renovacdo de proteinas acompanhantes, transcri¢do e transporte e metabolismo de carboidratos
além de fatores de transcricao e hidrolases glicosidicas (SCHALAMUN et al., 2022).

Segundo o levantamento feito pelas pesquisadoras Monika Schmoll e Miriam
Schalamun em julho de 2022, o navegador de taxonomia NCBI cita mais de 400 espécies do
género Trichoderma, além de 30 espécies de mesmo género aguardando sequenciamento.

O fato do T. reesei conseguir degradar a parede vegetal esta atrelado a uma questéo
genética. Seu genoma possui um numero inferior de celulases comparado aos demais
ascomicetos (SCHALAMUN et al., 2022).

Com o T. reesei, a regulacdo do gene da celulase acontece no nivel transcricional.
Indicios apontam que os principais genes da celulase e hemicelulase séo ativados de maneira
coordenada pela presenca de celulose ou de moléculas soltveis, como a lactose. Ao comparar
os filtrados nédo processados da cultura com misturas reconstituidas de componentes isolados
de celulase, é possivel notar uma diminuicéo na eficacia da hidrolise de celulose nos coquetéis.
Pode se deduzir que a acdo sincronizada de elementos adicionais é indispensavel para a
decomposic¢do completa da celulose (CHEN et al., 2014).

Pesquisas que utilizaram técnicas avancadas de perfil de expressdo génica em todo o
genoma, como marcacdo de sequéncia expressa, hibridizacdo subtrativa de supressdo e
microarray (técnica de biologia molecular que permite a analise simultanea da expressdo génica
de diversos genes), identificaram varias enzimas e/ou proteinas com potencial para facilitar a
degradacdo da biomassa. No entanto, devido as limitagcdes particulares a essas tecnologias e as
sequéncias genémicas disponiveis, ainda existem muitas proteinas de baixa abundancia a qual
o0 papel na degradacao eficiente da biomassa celulésica ndo foi completamente decifrado em T.
reesei. Para investigar o possivel papel dessas proteinas menos abundantes na degradacéo da
celulose, destaca-se a importancia de obter um perfil preciso e extenso das enzimas ativas. Esse
destaque inclui a énfase na expressdo quantitativa dessas enzimas por meio de tecnologias
transcriptdmicas altamente sensiveis e reprodutiveis (CHEN et al., 2014).

De forma geral, a regulacdo da expressdo génica associada a utilizacdo da biomassa
vegetal em fungos ocorre através da ativacdo de genes em resposta a presenca de indutores
especificos. Este processo opera em equilibrio com a repressao da expressdo génica por meio
da Carbon Catabolite Repression (CCR, traducéo literal: pressdo catabdlica de carbono). A
deteccdo dos indutores desencadeia uma via de sinalizacdo que leva a ativacdo de reguladores
transcricionais, resultando na producgdo de enzimas responsaveis pela degradacdo da biomassa
vegetal, bem como nas vias metabdlicas necessarias para utilizar os monémeros de agucar

acumulados. O controle da expressdo genética desempenha um papel fundamental ao
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determinar a composi¢cdo das misturas enzimaticas produzidas, sendo de importancia crucial
para diversas aplicagdes. Isso tem instigado pesquisas aprofundadas em diversas espécies, como

Aspergillus spp., T. reesei, Neurospora crassa e Penicillium oxalicum (BENOCCI et al., 2017).

Figura 20: Aspergillus spp

Fonte: AGROCERES
Legenda: Na imagem podemos observar Aspergillus spp colorido quimicamente para que pudesse ser
visualizado no microscapio.

4.7 COQUETEIS ENZIMATICOS

Para a degradacéo da parede celular vegetal, é necessaria uma grande gama de enzimas
distintas, as quais sdo produzidas por microrganismos lignoceluloliticos. Das classes
enzimaticas responsaveis pela realizacdo da hidrélise da biomassa lignocelulosica, destacam-
se as celulases, responsaveis por catalisar a quebra do polimero de celulose através da acao
sinérgica de trés grupos principais de enzimas. As Endoglucanases realizam clivagens aleatérias
nas ligacdes B-1,4 das areas amorfas da celulose, gerando novos terminais redutores e néo
redutores. Essas enzimas sdo categorizadas em diversas familias CAZy (Carbohydrate-active
enzymes, ou na traducdo livre, enzimas de carboidrato ativo), como GH5, GH7, GH12 e GH45,
compartilham uma estrutura em comum que inclui uma parte contendo aminodcidos cataliticos.
As enzimas Celobiohidrolases (CBH) liberam celobiose a partir de ambas as extremidades,

redutoras (GH7) e ndo redutoras (GH6) dos fragmentos de celulose produzidos pelas
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endoglucanases. Por fim, as betaglucosidases (GH1 e GH3) hidrolisam celobiose ou celo-
oligossacarideos em glicose. Essas enzimas sdo caracterizadas pelo seu arranjo que permite a
identificacdo dos terminais ndo redutores e a clivagem em unidades de aglcares (FLORENCIO,
2016).

O T.ressei € um grande nome para a producéo de celulases, suas cepas de aplicacdo na
industria atingem niveis de enzimas que superam 100g/l . Entretanto, em cepas convencionais
de T. reesei é necesséario o uso de indutores como por exemplo lactose, celulose pura ou
soroforese, que sdo componentes de alto custo e que encareceriam desnecessariamente a
producdo de etanol de segunda geragdo. Outro aspecto relevante sobre as cepas convencionais
¢ que necessitam de atividades de B-glicosidase e hemicelulase em quantidades consideraveis
para que seja possivel obter um bom desempenho na hidrélise da biomassa que recebeu o pré-
tratamento. Estudos apontam uma maior eficacia quando ha combinacéo de culturas de T.reesei
com enzimas secretadas por outros fungos que possuem niveis mais elevados, como por
exemplo Aspergillus spp (ELLILA et al., 2017).

Seria desejavel que fosse necessario somente 0 uso de um microrganismo, para isso, 0
T.reesei poderia sofrer mutagdes genéticas artificiais para que o mesmo produzisse mais
celulases. Alguns fatores de transcricdo importantes nesse quesito sdo CRE1, ACE1, ACE2,
HAP2/3/5 e 0 XYRL1 sendo o mais responsavel pelos niveis de expressdo das hemicelulases.
Com a descoberta desse fator foi desenvolvida a cepa Rut-C30, que tem altos niveis de producéo
de celulase (ELLILA et al., 2017).

Para viabilizar a conversao de biomassa lignoceluldsica em agUcares fermentesciveis, é
de suma importancia ndo apenas reduzir o custo de producdo das enzimas, mas também
aprimorar a eficiéncia dos coquetéis de hidrolise. Uma alternativa eficaz para lidar com o alto
custo das enzimas hidroliticas € a imobilizagdo dessas enzimas, que as mantém estaveis e
funcionando o que permite a posterior recuperacdo e reutilizacdo das enzimas, reduzindo os
custos no processo de producdo de biocombustiveis de segunda geragdo. Além disso, 0s
surfactantes tém se destacado, posto que séo aditivos mais comuns para evitar a adsor¢cdo nao
produtiva (inespecifica) de enzimas ao substrato, contribuindo assim para melhorar a hidrolise
(SCARCELLA, 2020).



52

5. CONSIDERACOES FINAIS

As conclusbes do presente trabalho sdo: Com relacdo aos aspectos bioquimicos, a
levedura S. cerevisiae possui o “maquinario” ezimatico capaz de converter sacarose em etanol
com elevado rendimento proximo do teérico. A concentracdo de glicose e condi¢des de aeracao
causam efeitos de repressao e desvio do metabolismo celular que influenciam no rendimento
em etanol.

A producdo industrial de etanol 1G consiste em muitas etapas desde a colheita da cana
até obtencdo do etanol hidratado e anidro. No caso do etanol 2G obtido a partir do excedente
de bagaco de cana € necessaria uma etapa adicional de hidrolise para que possam ser liberados
os acucares fermentesciveis. No entanto, apresenta muitas vantagens como aumento da
producdo de etanol sem necessidade de expandir a area plantada de cana de agucar, do ponto
de vista ambiental, além de agregar valor aos residuos agroindustriais.

O uso do fungo filamentoso Trichoderma reesei para aplicagdes nas etapas que
antecedem a fermentacdo alcodlica para a producdo de etanol de segunda geracao sdo viaveis,
posto que suas cepas mutantes apresentam um bom desempenho na degradacdo do material
lignocelulésico que compde boa parte da parede celular vegetal da cana-de-agUcar. Entretanto,
ainda com o uso de cepas que produzam volumes maiores de celulases, ndo é possivel utiliza-
lo de maneira isolada nesse processo, sendo assim necessaria a aplicacdo de outros
microrganismos e enzimas. O uso de T. reesei € vantajoso pois reduz o custo de producdo com

a diminuicdo de algumas enzimas que séo substituidas pelo fungo.
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