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RESUMO

Devido a crescente demanda por combustiveis e as cada vez mais presentes politicas voltadas
a reducdo das emissdes de didxido de carbono da matriz energética, o etanol vem despontando
como alternativa renovavel aos combustiveis fésseis. As duas principais matérias primas a nivel
mundial para a producédo de etanol sdo o milho e a cana-de-agucar, sendo o Brasil o segundo
maior produtor mundial de etanol e utilizando majoritariamente a cana-de-aglcar para essa
producéo. Na producéo do etanol convencional, denominado de primeira geracao, € gerado um
volume expressivo de residuos lignocelulésicos, oriundos da palha e bagaco da cana-de-agucar,
que podem ser empregados para a producéo de etanol de segunda geracao ou etanol celulésico.
Para essa producdo sdo necessarias enzimas para a conversdao da celulose e hemicelulose
presentes nos residuos lignoceluldsicos para agucares fermentesciveis que, apds o processo de
fermentac&o e destilacdo, dardo origem ao etanol combustivel. O presente trabalho enfocou o
cultivo em estado solido para a producdo dessas enzimas pelo fungo Penicillium ucsense
utilizando a linhagem S1M29, empregando como substrato bagaco de cana-de-aclcar (BC) e
farelo de trigo (FT), acrescidos de solucdo de sais, em tambor rotativo de 5,7 litros, com a
aplicacdo de pulsos de pressao e descompresséo de ar, como mecanismo adicional para controle
da temperatura do biorreator. Os resultados mostraram eficiéncia do processo de aplicacédo de
pulsos de pressdo para alteragcdo da temperatura do biorreator. Os melhores resultados nos
cultivos com auséncia de pulsos de pressdo foram com a proporcdo de 65 BC: 35 FT,
alcancando para celulases totais 16 FPU g de massa seca, 78 U g* de massa seca para
endoglicanases, 96 U g de massa seca para p-glicosidases e 324 U g de massa seca para
xilanases. J& os cultivos na presenca de pulsos de pressédo os resultados de FPA e endoglicanases
foram superiores para 50 BC: 50 FT, alcan¢ando 17 FPU g de massa seca e 90 U g™ de massa
seca respectivamente, e para p-glicosidases e xilanases foram melhores com 65 BC: 35 FT,
alcancando valores 121 U g de massa seca de 277 U g de massa seca, respectivamente. Os
dados apresentados que mostraram a producdo de celulases e xilanases em cultivo no estado
solido, em biorreator de bancada, abrem a possibilidade de realizacdo de estudos em escala
piloto.

PALAVRAS-CHAVE: etanol de segunda geracéo; Penicillium ucsense; celulases; bagacgo de
cana-de-acucar.



ABSTRACT

Due to the growing demand for fuels and the increasing presence of policies aimed at reducing
the emissions of carbon dioxide the energy matrix, ethanol is emerging as a renewable
alternative to fossil fuels. The world's two main raw materials for ethanol production are corn
and sugar cane, with Brazil being the world's second largest ethanol producer and mostly using
sugar cane for this production. In the production of conventional ethanol, known as first-
generation ethanol, a significant volume of lignocellulosic waste is generated from sugar cane
straw and bagasse, which can be used to produce second-generation ethanol, or cellulosic
ethanol. For this production, enzymes are needed to convert the cellulose and hemicellulose
present in lignocellulosic waste into fermentable sugars, which after the fermentation and
distillation process will give rise to fuel ethanol. This work focused on solid-state fermentation
to produce these enzymes by the fungus Penicillium ucsense using the S1IM29 strain, employing
sugar cane bagasse (SCB) and wheat bran (WB) as substrates, plus a salt solution, in a rotating
drum with 5,7 liters, with the application of pressure pulses and air decompression, as an
additional mechanism for controlling the temperature of the bioreactor. The results show the
efficiency of the process of applying pressure pulses to change the temperature of the
bioreactor. The best results in the cultivations without pressure pulses were with the ratio of
65 SCB: 35 WB, achieving 16 FPU g* of dry mass for total cellulases, 78 U g of dry mass for
endoglycanases, 96 U g of dry mass for p-glucosidases and 324 U g* of dry mass for
xylanases. For the cultivations in the presence of pressure pulses the results for FPA and
endoglycanases were higher for 50 SCB: 50 WB, reaching 17 FPU g dry mass and 90 U g*
dry mass respectively, and for B-glucosidases and xylanases were better with 65 SCB: 35 WB,
reaching values of 121 U g dry mass and 277 U g dry mass respectively. The data showed
the production of cellulases and xylanases in solid-state cultivation in a benchtop bioreactor,
open the possibility of carrying out pilot-scale studies.

KEYWORDS: second generation ethanol; Penicillium ucsense; cellulases; sugar cane

bagasse.
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1 INTRODUCAO

As necessidades humanas quanto a locomocdo e transporte vém demandando cada vez
maior volume de combustiveis. A Agéncia Nacional do Petr6leo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP), no anuério estatistico de 2023, relatou o consumo de 2,5 milhdes de
barris de petrdleo por dia no Brasil no ano de 2022 (dados do ano de 2023 ainda ndo
disponiveis). Considerando apenas os combustiveis, a comercializagcdo de gasolina C pelas
distribuidoras foi de 43 bilhdes de litros e de diesel foi de 63,2 bilhdes de litros em 2022. Para
o etanol hidratado, no mesmo periodo, a comercializacdo foi de 15,5 bilhdes de litros pelas

distribuidoras (Agéncia Nacional do Petréleo, 2022, 2023).

O etanol brasileiro vem despontando como alternativa aos combustiveis fosseis devido
ao seu balanco energético positivo na producdo, onde para cada unidade de energia oriunda de
combustiveis fosseis usada na producdo do etanol sdo geradas 8 a 9 unidades de energia
renovavel. Assim, o etanol torna-se uma alternativa viavel do ponto de vista das emissfes de
gases do efeito estufa tanto quando consumido internamente quando exportado, ja considerando

as emissOes geradas no transporte (Antero et al., 2019).

No Brasil a principal matéria-prima para a producdo do etanol é a cana-de-agucar,
representando perto de 80% do etanol produzido na safra 2023, seguida do milho que representa
quase a totalidade restante (Imprensa, 2023). O processo tem como base a fermentagdo dos
acucares por leveduras, usualmente Saccharomyces cerevisiae, sendo que na cana-de-agucar a
sacarose esta disponivel para as leveduras ap6s a moagem, tendo em vista que 0s aglcares estdo
presentes no caldo extraido do colmo da cana-de-agUcar, enquanto no milho é necessario um
prévio processo hidrolitico, de modo a converter o amido do cereal em glicose e possibilitar a

fermentacao.



Ambas as biomassas utilizadas geram um volume elevado de residuos lignoceluldsicos
durante o processamento, 0s quais possuem alto teor em polissacarideos e que, devidamente
hidrolisados, originardo acUcares fermentesciveis. O etanol produzido a partir desses residuos
é designado de etanol de segunda geracdo (E2G), sendo um dos maiores desafios para a sua

producdo o processo de hidrdlise, que pode ser &cida ou enzimatica (Florencio et al., 2017).

As principais enzimas empregadas nesse processo sao as celulases e as xilanases, sendo
as celulases responsaveis pela quebra das ligagdes glicosidicas p-1-4 da celulose, resultando na
liberacdo de glicose, enquanto as xilanases atuam sobre as xilanas que compdem a
hemicelulose, resultando na liberacdo xilose. Para a producao das celulases e xilanases, uma
espécie de fungo que se destaca é o Penicillium ucsense (anteriormente definido como
Penicillium echinulatum), respondendo bem tanto ao cultivo em estado sélido (CES) quanto ao

cultivo submerso (CSm) (Dillon et al., 2006).

O CSm ¢ caracterizado pelo cultivo em biorreator com meio liquido suplementado com
nutrientes e sob agitacéo e aeracao, onde as células estdo dispersas de forma homogénea, sendo
0 processo mais utilizado a nivel industrial para a producdo de enzimas. Entretanto, apresenta
como desvantagem a necessidade de etapas de processamento downstream visando a
recuperacdo, concentragdo e em determinados casos a purificacdo das enzimas. JA o CES
consiste no crescimento do microrganismo em substrato s6lido com umidade suficiente para
manter o crescimento e metabolismo do microrganismo (Florencio et al., 2022). Apresenta
como vantagem em relacdo ao CSm a utilizagdo a tecnologia do E2G a possibilidade de néo
necessitar a recuperagdo e concentracdo das enzimas, devido a similaridade do substrato do
CES aos residuos lignoceluldsicos utilizados para produgédo do E2G, possibilitando a utilizacao
de todo o volume do meio reacional para aportar as enzimas produzidas, reduzindo custos de

processamento downstream e o custo final com enzimas para 0 processo.



Como desvantagem o CES apresenta maior dificuldade para o escalonamento do
processo, em se tratando do emprego de biorreatores do tipo tambor, uma vez que a dissipagéo
de calor ocorre apenas pelas paredes do biorreator e pelo fluxo de aeragdo, causando aumento
da temperatura na parte interna como consequéncia do metabolismo microbiano. Uma
alternativa para otimizar a dissipagéo de calor seria 0 uso de pulsos de presséo, que pelo maior
volume de ar injetado e sua expansao decorrente de descompressdo, permitem a remogao de
calor do interior do biorreator, inclusive das partes mais internas do meio reacional. Esse maior
controle de temperatura possibilitaria um incremento na produgéo de enzimas nos CES devido

a manutencdo das condiges ideais de temperatura (Florencio et al., 2022).

Assim, no presente trabalho, a estratégia de aplicacdo de pulsos de pressdo foi
empregada em biorreator experimental de tambor rotativo, em conjunto com a variacéo da fonte
de carbono, para a producdo de celulases utilizando a linhagem S1M29 de P. ucsense visando
a obtencdo de mais altos valores de atividade de celulases totais (Filter Paper Activity - FPA na

sigla em inglés) e xilanases, para aplicacdo em processos de producao de E2G.



2 OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho teve como objetivo a producéo de celulases e xilanases, a partir do fungo

filamentoso P. ucsense S1M29, via cultivo em estado so6lido, com a aplicacdo de pulsos de

pressao, tendo como objetivos especificos:

verificar a melhor relacdo entre bagago de cana-de-agucar e farelo de trigo para a
producéo de celulases e xilanases;

adaptar o biorreator para a aplicacdo de pulsos de pressao;

desenvolver sistema de controle para realizacdo dos pulsos de pressdao no biorreator;
verificar os efeitos de pulsos de pressdo realizados em biorreator em relagdo a atividade
enzimatica de celulases e xilanases;

comparar as temperaturas ao longo dos cultivos com e sem pulsos de pressao.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Etanol

Devido a demanda por fontes renovaveis de energia a producdo de etanol tem
aumentado mundialmente, tanto para uso como combustivel quanto na industria quimica. Os
Estados Unidos da América (EUA) se destacam como 0s maiores produtores globais, com
58 bilhdes de litros em 2022, utilizando majoritariamente milho para a produgao, seguido pelo
Brasil, com 28 bilhGes de litros em 2022, sendo a principal matéria prima a cana-de-agUcar.
Juntos Brasil e EUA responderam por 80% da producdo global de etanol (Renewable Fuels

Association, 2024).

Na producéo do etanol a partir da cana-de-aclcar, 0 processo consiste em sua moagem
para extracdo do caldo, cujos aclcares sdo convertidos a etanol via fermentacdo alcodlica e,
apos a destilacdo, a obtencdo do etanol hidratado ou etanol anidro. Para a producéo de etanol a
partir do milho, processo que esta ganhando espago no Brasil, com crescimento estimado no
periodo 2020 a 2028 de 400%, ¢é realizada a conversdo do amido presente no cereal a glicose,
normalmente utilizando rota enzimatica, que é entdo fermentada a etanol (Neves et al., 2021;

Clifford, 2023).

O principal uso do etanol é na forma de combustivel, como etanol anidro, utilizado
principalmente para adi¢do na gasolina, ou hidratado, utilizado diretamente para combust&o nos
motores de ciclo Otto. Com a pandemia da COVID-19 o uso de etanol como sanitizante
aumentou expressivamente, tendo um aumento de 1400% entre dezembro de 2019 e fevereiro
de 2020, sendo um mercado com expectativa de duplicar o faturamento entre 2019 e 2027

(Aggarwal & Kumar, 2022).



Além do uso para transportes e como sanitizante, o etanol é uma matéria prima para
diversos processos industriais, como a producdo de acetaldeido, etileno, butadieno e acido
acetico. Ainda ha o uso do etanol como matéria prima para a produgdo de acidos organicos e
aminoéacidos, como o acido L-glutdmico e a L-lisina, mostrando que o etanol pode ser utilizado
tanto em processos quimicos tanto em processos biotecnoldgicos para a produgdo de compostos

de maior valor agregado (Aggarwal & Kumar, 2022).

3.2 Biomassas lignocelulésicas e etanol de segunda geracéo

As duas principais matérias-primas para a producdo de etanol no Brasil geram residuos
ricos em material lignocelulésico: palha e bagaco na cana-de-agUcar e palha e sabugo no milho
(Maller et al., 2019). Os residuos do processo a partir da cana-de-agucar sdo tradicionalmente
utilizados no Brasil para a producdo de energia, tanto vapor quanto geracdo de eletricidade O
milho gera coprodutos no processamento como graos secos (Dried Distillers Grains) e Umidos
de destilaria (Wet Distillers Grains) (DDG e WDG na sigla em inglés), utilizados para nutricdo
animal, e os residuos lignoceluldsicos provenientes ndo sdo utilizados comercialmente,
servindo apenas como cobertura vegetal para o plantio direto (Antero et al., 2019). Estes
residuos lignocelulésicos gerados tém em torno de 60 a 70% de polissacarideos na sua
composicdo e, como forma alternativa de aproveitamento, processos de conversédo destas
biomassas em agUcares fermentesciveis vém sendo desenvolvidos. Tais agucares, por sua vez,
por fermentacdo tanto das hexoses quanto das pentoses, podem originar etanol (Pereira Jr. et

al., 2008; Mdiller et al., 2019).

Atualmente, no Brasil, duas empresas operam na producéo e comercializacdo de E2G:
a GranBio (Sao Paulo, Brasil), com sua planta industrial localizada em Sao Miguel dos Campos

(AL) e inaugurada em 2014, sendo a primeira empresa do hemisfério sul a produzir E2G,



contando com uma capacidade de 30 milhdes de litros do combustivel por ano (Granbio, 2021);
e a Raizen (Séo Paulo, Brasil), uma join-venture entre a Shell e a Cosan, com uma capacidade
de producéo de 120 milhdes de litros de E2G anuais. A producdo de E2G da Raizen conta com
duas unidades industriais, inauguradas em 2014 e 2024, ambas integradas a unidades produtoras
de etanol de primeira geracdo (E1G), possuindo ainda sete unidades em fase de construcdo e
um plano de expansdo com previsdao de 20 unidades nos proximos 10 anos. No processo
produtivo da Raizen, é utilizado como matéria-prima bagaco e palha de cana-de-agUcar,

utilizando pré-tratamento acido e termico com hidrolise enzimética (Raizen, 2023).

A tecnologia de uso de biomassa lignocelul6sica para a producdo de E2G compreende
as etapas de pré-tratamento, hidrolise, fermentacdo e destilagdo, como pode ser visto no
esquema apresentado na Figura Figura 1. O objetivo do pré-tratamento é quebrar a estrutura
fisica da biomassa e aumentar a area de contato, facilitando o acesso a celulose e hemicelulose

na etapa seguinte, a hidrdlise, que pode ser enzimatica ou quimica (Karp et al., 2013).

Biomassa lignocelulésica

Pré-tratamento Celulose e Hidrolise enzimatica M_unémems de g:;ﬁll:zt;ogao ¢ Etanol de
——— ~—— | Hemicelulose | glicoseefiutose — segunda geragio

Figura 1. Esquema do processo de producédo do etanol de segunda geracéo.

Fonte: O autor.

A hidrdlise quimica, apesar de viavel para o processo, gera alguns subprodutos que sao
indesejaveis para a subsequente fermentacao, por isso normalmente é utilizada apenas no pré-
tratamento do material, de forma mais branda, para auxiliar na exposicao das fibras de celulose
e hemicelulose para o ataque das enzimas na hidrdlise enzimética (Megala et al., 2020). A
hidrolise enziméatica emprega celulases e xilanases para a quebra do material e a liberacdo dos

mondmeros de agUcares e € um processo conduzido em condi¢des brandas de temperatura e



pressdo, 0 que possibilitaria que o processo de fermentacdo ocorresse simultaneamente ao
processo de hidrélise, embora comumente ocorram em etapas separadas. O processo de
fermentacdo e sacarificacdo simultaneas reduz a inibi¢do da hidrolise pelo acimulo de glicose

no meio, ja que a mesma é fermentada a etanol (Costa et al., 2021).

A etapa de fermentac&o alcodlica é tradicional a indUstria e ja utilizada para a producéo
do E1G, tanto de cana-de-agucar quanto de milho, onde é empregada a levedura S. cerevisiae
na metabolizagdo de sacarose e glicose, respectivamente, sendo que para a producdo do E2G
com rendimentos elevados h& a demanda por leveduras adicionais vinculadas a conversdo das
pentoses, as quais ndo sdo metabolizadas por cepas selvagens de S. cerevisiae (Martins et al.,
2018). Rech et al. (2022) estudaram fermentacdes associando S. cerevisiae CAT-1 e
Spathaspora hagerdaliae UFMG-CMY-303, obtendo rendimentos satisfatorios em etanol na
fermentacdo de hidrolisados enzimaticos de bagaco de cana-de-aglcar (BC). A utilizacdo de
engenharia metabolica em S. cerevisiae também tem se mostrado um potencial para

fermentacao conjunta de glicose e xilose (Nijland & Driessen, 2020).

Alguns estudos buscam ndo apenas integrar as etapas de hidrélise e fermentacdo, mas
uni-las. Em pesquisa conduzida por Procopio (2017), parte do genoma de Acremonim strictum,
microrganismo isolado do cerrado brasileiro, foi empregado na geracao de vetor adicionado a
cepa de S. cerevisiae. O vetor agiu para a expressao das celulases produzidas pelo fungo na
levedura, expressando, assim, celulases durante a fermentacdo alcodlica e atingindo valores
superiores de producdo de etanol em meios contendo polissacarideos nao diretamente

fermentesciveis.

Assim, tendo em vista 0 aumento do volume de etanol produzido integrando a producéo
de E1G e E2G, faz-se relevante o aproveitamento das biomassas lignocelul6sicas por meio da
sua conversdo a etanol. A producéo total de etanol, somando o E1G e E2G, com 0 mesmo

volume de cana-de-agUcar, pode aumentar em até 40% utilizando a biomassa das variedades



atualmente cultivadas (Pacheco, 2011). Se considerado o uso de outras variedades de cana-de-
acucar, como a Flex | e Flex 11 da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA)
ou as variedades de cana energia da GranBio, com maiores teores de sacarose na planta ou
maiores valores de biomassa lignocelulésica, o volume final de etanol pode ser ainda mais

elevado (Ramos, 2022).

3.3 Enzimas celuloliticas e xilanoliticas

Na etapa de hidrolise para a producdo de E2G diversos grupos enzimaticos estdo
envolvidos. O principal grupo € o das celulases, que na classificacdo EC (Enzyme Commission)
pertencem ao grupo EC 3.2.1.x, onde o “x” varia conforme a enzima avaliada (NC-IUBMB,
2024). Sao responsaveis pela quebra da celulose no material lignocelul6sico e podem ser

divididas em trés grupos que atuam de forma sinérgica sobre o substrato (Florencio et al., 2017).

As endoglicanases (EC 3.2.1.4) atuam de forma aleatdria no interior da estrutura amorfa
da celulose, liberando oligossacarideos de diferentes tamanhos. As exoglicanases atuam nas
extremidades da celulose e dos oligossacarideos liberados pelas endoglicanases e sdo divididas
em celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) e glucano-hidrolases (EC 3.2.1.74) (Lynd et al., 2002). As
glucano-hidrolases liberam como produto de sua reagdo mondmeros de glicose. Ja as
celobiohidrolases liberam como produto celobiose, que é um dissacarideo formado por
mondmeros de glicose ligados por ligagGes B-1,4. A celobiose, por sua vez, sofre a acdo do
terceiro grupo das celulases, as B-glicosidases (EC 3.2.1.21), que também possuem ac¢do sobre
outras celodextrinas, liberando mondmeros de glicose (Lynd et al., 2002). Uma representagéo

esquematica desse processo pode ser vista da Figura Figura 2.
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Figura 2. Representacdo esquematica do ataque enzimatico das celulases.

Fonte: Adaptado de LYND et al., 2002.

Apesar da importancia das celulases para o processo, sendo a celulose o principal
constituinte dos materiais lignocelulésicos, as xilanases também se destacam na hidrdlise do
complexo, devido ao seu importante papel na degradacdo das hemiceluloses (Silva, 2014). As
duas principais enzimas desse grupo sdo as endoxilanases (E.C.3.2.1.8), responsaveis pela
quebra aleatéria da molécula de xilana em oligbmeros de xilose, e as pB-xilosidases
(E.C.3.2.1.37), responsaveis pela hidrolise dos xilooligbmeros em monémeros de xilose. A

Figura Figura 3 representa esse ataque das xilanases ao substrato.
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Figura 3. Representacdo esquematica do ataque enzimatico das xilanases.

Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2015

3.3.1 O fungo Penicillium ucsense

Dentre as linhagens de fungos promissoras para a produgdo de celulases estdo os
mutantes da linhagem selvagem 2HH de P. ucsense, que passou por programa de melhoramento
genético visando aumentar a producao das celulases, sendo o ultimo mutante descrito 0 SIM29,
tendo como caracteristica a mais alta producdo de celulases e celobiohidrolases desta espécie
(Dos Reis et al., 2013; Dillon et al., 2011; Dillon et al., 2006; Dillon et al., 1992). A linhagem
S1M29, tal como a 9A02S1, apresenta relagao favoravel entre a atividade de B-glicosidases e

FPA para permitir a hidrélise da celulose (MARTINS et al., 2008; DILLON et al., 2011).

De modo geral, a maioria dos processos de hidrolise de material lignoceluldsico utilizam
celulases produzidas por T. reesei, apesar de sua parcial deficiéncia em B-glicosidases (Lynd et
al., 2002). Para contornar este obstaculo, pode-se recorrer a utilizacdo de cepas de Aspergillus
spp. ou de Penicillium spp. como substitutos para o T. reesei (Vaishnav et al., 2018). Ainda,

com o advento das técnicas de analise gendbmica, a compara¢do do genoma e secretoma da
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linhagem 2HH de P. ucsense com o seu mutante S1M29 pode apontar estratégias para aumentar
a expressao de genes vinculados a producdo de celulases (Lenz, 2020). Assim, além do uso de
espécies promissoras a producdo de enzimas, ha a possibilidade de obtencdo de cepas ainda

mais promissoras através de mutacgdes especificas induzidas.

3.4 Principais formas de cultivo para a producdo de enzimas

A maioria das enzimas comercializadas sdao produzidas a partir de CSm, devido a
escalabilidade do processo e facilidade no controle a nivel industrial, sendo o CES empregado
majoritariamente para a producdo de alimentos fermentados. O CES estd sendo pesquisado
como alternativa ao CSm para a producdo de enzimas, principalmente oriundas de fungos
filamentosos, ja que o meio s6lido € mais proximo a condicdo selvagem do fungo, esperando-

se assim atingir maior producgéo de enzimas (Soccol et al., 2017).

O CES tem sido considerado também devido a possibilidade de utilizacdo de residuos
lignoceluldsicos oriundos de matérias-primas de custo reduzido ou, inclusive, sem valor
comercial, como residuos do setor agropecuario, a exemplo do BC, quando néo utilizado para
a producdo de eletricidade, cascas de arroz, bem como capim-elefante (Sisti et al., 2021; Behera
& Ray, 2016; Aggarwal & Kumar, 2022). Assim, o CES agrega valor aos residuos agricolas
ndo utilizados, além de minimizar problemas de polui¢cdo advindos da deposicdo destes no
ambiente, tornando a producao de enzimas mais econémica do que no CSm (Singhania et al.,

2015).

Tsao et al. (2000) utilizaram uma associacdo de espiga de milho moida, FT e solu¢édo
mineral para a produgéo de B-glicosidases por CES utilizando Aspergillus niger. Foram obtidos

valores de atividade de B-glicosidases de 215 U g de substrato sélido.
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Ja Latifian et al. (2007) utilizaram farelo de arroz como suporte e nutriente para estudos
de CES e determinacdo de FPA, com Trichoderma reesei QM9414 e T. reesei MCG7, mutante
da cepa QM9414. Para a linhagem QM9414, o valor maximo de FPU observado foide 1,2 U g*
de substrato seco, com o pH inicial de 5,0, umidade de 70% no meio e temperatura de 30 °C;

enquanto para a MCG?7 foi verificado FPU de 2,3 U g%, também com pH inicial de 5,0.

Oberoi et al. (2010) verificaram o uso de bagaco de Kinnow, citrus cultivado na Asia,
com residuos abundantes, mas com baixo teor de celulose se comparado a cana-de-agucar,
isoladamente ou suplementado com FT, como substrato para CES visando a produgédo de
celulases com T. reesei RUT C30. Quando a proporg¢éo de Kinnow e FT foi 4:1 (m/m), FPU de

13,4 U g de massa seca foi atingida.

Roussos et al. (1991) estudaram o aumento de escala para CES com Trichoderma
harzianum utilizando como substrato BC e FT (8:2 (m/m)), com e sem a utilizacdo de pre-
tratamento. Foram determinadas FPA e endoglicanases, com os maiores resultados de atividade
enzimatica de 16,1 FPU e 204,4 U g de massa seca, respectivamente, no tempo de 48h com a

utilizacdo de pré-tratamento.

Camassola & Dillon (2010) realizaram CES associando BC in natura e FT, além de
solugédo mineral, na producéo de celulases com Penicillium echinulatum 9A02S1. Com excecao
das endoglicanases, as maiores atividades foram encontradas no terceiro dia de cultivo, sendo
45 FPU g* de massa seca obtido na proporcéo 6:4 (m/m) (BC: FT), p-glicosidases de 40 U g*
de massa seca para a propor¢do 0:10 (m/m) e de 29 U g* de massa seca para proporgdo de
2:8 (m/m) e xilanases de 36 U g™ de massa seca na proporcdo 6:4 e 37 U g de massa seca na
proporcao de 4:6 (m/m). As endoglicanases apresentaram maiores atividades no quarto e quinto
dia de fermentacéo, atingindo para a proporcéo de 6:4 (m/m) 290 e 276 U g de massa seca,

respectivamente.
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Em 2024, Boondaeng e colaboradores utilizaram Aspergillus sp. IN5 em CES para a
producdo de celulases, otimizando os parametros de cultivo, sendo o substrato residuos de soja,
temperatura de incubacdo 35°C, pH 7,0 e tempo de cultivo de 5 dias. Como resultados foram
obtidos 0,26 U g* substrato para celulases totais, 3,32 U g para endoglicanases e 196,09 U g*

para B-glicosidases.

3.5 Biorreatores utilizados para cultivo em estado s6lido

Dentre os modelos de reatores para CES, os que mais se destacam sdo os de bandejas e
tambores, possuindo diferentes variacdes de cada um desses modelos. Um modelo de reator de
bandeja, mostrado na Figura Figura 4, apresenta as bandejas do reator perfuradas, permitindo a
transferéncia de massa. Além desse sistema proposto por Manan & Webb (2020) também
existem sistemas cujas bandejas possuem sistema de troca térmica, para além da troca de ar,

como patenteado por Durand (2003).
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Figura 4. Esquema de biorreator de bandejas. 1. Compressor de ar. 2. Rotametro. 3. Filtro de
ar. 4. Banho de agua. 5. Tanque de umidificagdo. 6. Entrada de ar. 7. Bocal de aeracéo. 8.
Bandeja de malha. 9. Substrato. 10. Saida de ar. 11. Silica gel. 12. Analisador de gases. 13.
Registrador de dados. 14. Termopar do tipo K. 15. Registrador de dados de temperatura. 16.
Computador.

Fonte: Adaptado de Manan & Webb, 2020

Os modelos de biorreatores do tipo tambor constituem-se de cilindros onde a
fermentacdo ocorre no interior dos mesmos e sdo distribuidos em dois grupos, estaticos ou
rotativos, sendo que nos modelos estaticos podem existir agitadores internos, normalmente do
tipo pas. Um exemplo de tambor estatico dotado de pas para agitacdo é mostrado na Figura
Figura 5. Segundo Durand (2003), o CES a nivel piloto e em escala industrial s&o menos
comuns devido a quantidade critica do volume de substrato, o que implica na dificuldade de
remocdo de calor gerado. O meio solido torna-se compactado ou cria canais preferenciais de ar,
fatores que interferem na transferéncia de massa. Ainda é importante a resisténcia dos
microrganismos a agitacdo mecanica, especialmente para tambor com pas, devido a agitacédo

promovida pelo biorreator.
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Figura 5. Esquema de tambor com pas. 1. Entrada de ar. 2. Sensor de temperatura.
3. Jaqueta de &gua. 4. Pés. 5. Saida de ar. 6. Motor para agitacdo. 7. Biorreator.
8. Meio sdlido. 9. Eixo de agitacéo.

Fonte: Adaptado de Durand, 2003

O equipamento empregado para 0s experimentos, mostrado na Figura 6, possui registro
de modelo de utilidade no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI), sob o registro
MU 891075-2 (Polidoro et al., 2009), sendo constituido por biorreator tipo tambor rotativo de
5,7 L, dotado de chicanas para melhor homogeneizar o meio, sendo o tambor removivel do
equipamento para possibilitar sua esterilizacdo em autoclave e inoculagdo em capela de fluxo
laminar. Possui sistema de controle de temperatura por banho termostatico, onde uma
resisténcia elétrica mantém a temperatura da 4gua do banho-maria que, por sua vez, transmite
calor por conveccdo para o reator, possuindo ainda controle de rotacdo, permitindo variar a

velocidade de rotacdo do tambor e o tempo que ele permanece rotacionando.
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Figura 6. Biorreator utilizado neste projeto.

Fonte: O autor

3.5.1 Pulsos de pressdo durante o cultivo em estado sélido

Devido a cinética de transferéncia de calor e de massa, com a admissdao de oxigénio
necessario ao microrganismo e a retirada do gas carbOnico produzido, alteracdes na
configuracdo do biorreator sdo necessarias com o aumento de escala em processos de CES.
Zhang et al. (2003) buscaram otimizar a transferéncia de calor e massa durante CES em reator
cilindrico vertical de &cido inoxidavel com placa perfurada na base para aeracao. Para tanto, foi
testado a adicdo de oscilacdo de pressao e a introducdo de ar forgado através do meio sélido
constituido de palha de trigo (explodida a vapor) e farelo de trigo (FT) na proporcdo de
9:1 (m/m). A aeracdo forcada e 0 aumento da pressao foram obtidos por abertura e fechamento
periddico das valvulas de entrada e saida (Figura 7). A pressao foi obtida pela abertura da
entrada de ar e fechamento da saida, sendo que pressdo decrescia e atingia rapidamente a
pressdo atmosférica quando era aberta a saida de ar. Empregando a linhagem Penicillium

decumbens JUA10, foram analisados FPA e B-glicosidases, que atingiram 15 FPU e 51 U g
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de meio seco, respectivamente, para os cultivos com presenca de pulsos de presséo e 10 FPU e

24 U g* de meio seco, respectivamente, para os cultivos controle (Zhang et al., 2003).
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Figura 7. Diagrama birreator de 3 L para CES equipado com aeracdo forcada e oscilacdo de

pressdo. 1. Compressor de ar. 2. Separador de 6leo. 3. Filtro de ar. 4. Humidificador de ar.

5. Dispositivo de aquecimento de ar. 6. VValvula de entrada de ar. 7. Valvula de saida de ar.
8. Biorreator. 9. Sensor de temperatura. 10. Manémetro. 11. Controlador. 12. Vapor.

Fonte: Zhang et al., 2003

O uso de pulsos de pressédo ou descompressdo, apesar de ndo ser usual no cultivo de
fungos, € um processo ja estabelecido na industria enoldgica. Na termovinificacdo, por
exemplo, ha um aquecimento da uva desengacada a 85 °C para facilitar a extracdo da cor e dos
compostos fendlicos. Sobre esse processo existem variantes, como a “Flash détente”, sistema
onde a uva, ap6s aquecimento e maceracgao de 30 min, é submetida a um pulso de vacuo, onde
ela acaba por sofrer uma fragmentacédo e fragilizacdo das estruturas celulares, facilitando a
liberagdo dos compostos fendlicos, taninos e antocianinas. Tal fragilizacdo se deve a
vaporizagdo e expansdo instantanea da 4gua da uva, concomitantemente ao arrefecimento das

uvas até 30 °C (Escudier, 2002).
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Outro processo similar ¢ a “Thermo-détente”, onde neste processo, na sequéncia do
aquecimento das uvas na termovinificagdo tradicional, ocorre uma compresséo das mesmas em
cilindros, originando uma presséo de 3 a 5 bar. Apds um periodo de retencdo sob pressdo de 30
a 45 min, esses cilindros sdo submetidos a subita descompressao. Os objetivos sdo 0s mesmos
da “Flash détente”, apresentando normalmente maiores rendimentos de compostos fenolicos,

antocianinas e taninos (Davaux & Oubart, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagem

A linhagem utilizada no presente trabalho, P. ucsense S1MZ29, classificada
anteriormente como P. echinulatum (Lenz et al., 2022), foi obtida a partir da linhagem 9A02S1
(Dillon et al., 2011), ambas mutantes provenientes do programa de melhoramento genético da
linhagem parental 2HH, isolada do trato intestinal de Anobium punctatum em 1979 (Carrau et
al., 1981). S1IM29 faz parte da colecdo de microrganismos do Laboratério de Enzimas e

Biomassas do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul.

4.2 Meio de cultivo

4.2.1 Meio de manutencdo da linhagem

O meio de manutengdo da linhagem (MML) consiste em meio sélido que contém
1,25% (m/v) de celulose intumescida, 2% (m/v) de agar, e 10% (v/v) de solugdo de sais de
Mandels & Reese concentrada 10 vezes. Esta ultima inclui (m/v): 2% de KH2POa, 1,4% de
(NH4)2S04, 0,3% de CO(NH3)2, 0,3% de MgSO4 7H20 e 0,3% de CaCl,, dissolvidos em agua
destilada e acrescidos de 0,1% (v/v) de solucdo de micronutrientes, composta por (m/v): 5% de
FeSO4 7H20, 1,56% de MnSO4 H,0, 1,48% de ZnSO4 7H20 e 2% de CoCl, em agua destilada

(Dillon et al., 2006).

4.2.2 Meio para producéo de celulases

O meio para producdo de celulases (MPC) foi formulado com diferentes concentragcfes
de BC e FT, acrescido de solucédo de sais de Mandels & Reese, concentrada 20 vezes. As
concentragfes de BC e FT foram variadas durantes os cultivos nas proporcGes de 50 a

80% (m/m) para 0 BC, com a massa total de solidos fixada em 200 g para os cultivos de modo
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a permitir espaco suficiente no interior do reator para agitacdo do meio durante as rotacgoes,
sendo adicionado 1 mL da solucdo de sais para cada grama de substrato seco. O meio foi
autoclavado no reator de cultivo, de modo a esterilizar tanto o tambor quanto o meio, por 45 min
a 121 °C e 1 atm, sendo que o in6culo consistiu em suspensdo de esporos em agua destilada,
realizado logo apo6s o resfriamento em capela de fluxo, utilizando a abertura da tampa lateral

do reator, sendo a umidade do meio no momento da inoculagéo de 66%.

O BC utilizado foi proveniente da destilaria Casa Bucco (Bento Gongalves, Brasil),
sendo a cana-de-agUcar organica da variedade caiana. O bagaco obtido ap6s a moagem foi seco
a sombra e triturado em moinho de facas elétrico (marca Trapp®, Jaragua do Sul, Brasil) até a
granulometria desejada. O FT foi obtido em comeércio local de Caxias do Sul, Rio Grande do

Sul.

4.3 Condigdes de cultivo

Para o crescimento e producdo de enzimas por P. ucsense utilizou-se trés formulagdes
do meio MPC, baseadas nas propor¢oes de biomassa: 50% de BC e 50% de FT; 80% de BC e
20% de FT; e 65% de BC e 35% de FT, proporcdes estas baseadas em cultivos preliminares no
biorreator com resultados ndo divulgados, sendo os cultivos realizados na presenca e auséncia
de pulsos de pressdo. Portanto, existiram seis condi¢fes de cultivo, sendo os experimentos
realizados em duplicata. Fixou-se uma rotacdo de 5 RPM por 5 min ap0s a inoculacdo, para
homogeneizacdo do meio, seguida por rotacdes periodicas a cada 30 min, 5 RPM por 1 min,
durante as primeiras 48 h, conforme testes preliminares, ndo publicados, no biorreator de

tambor. A temperatura dos ensaios foi mantida a 30 °C.

O in6culo foi obtido do crescimento da linhagem S1M29 de P. ucsense em tubos

inclinados contendo meio MML, durante sete dias, a 30 °C. Suspensao de esporos em agua foi
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preparada e inoculada em meio MPC, conforme descrito no item 4.2.2, de modo a atingir a
concentragdo de 1 x 10° esporos g™ de meio seco. A aeragio para o cultivo foi definida em
1L min?, sendo o ar injetado no reator apds a passagem em filtro Acro® 50, de
Politetrafluoroetileno (PTFE) com tamanho de poro de 0,2 um (Pall Corporation, North
Hempstead, EUA) e umidificado com umidificador de ar Unitec (S&o Paulo, Brasil), através de

borbulhamento em agua destilada esterilizada antes da introducdo no biorreator.

Os pulsos de pressao foram produzidos utilizando sistema composto por duas valvulas
solenoides, comandadas via software, responsaveis pelo cambio da fonte de ar do sistema,
alternando entre a aeracao convencional e os pulsos de pressdo. A pressdo para os pulsos foi
definida em 180 kPa e o tempo do reator sob pressdo definido em 30 s, sendo que o reator
recebeu adaptacGes para melhorar o sistema de vedagdo, as quais serdo discutidas nos

resultados.

A Figura Figura 8 apresenta os dois caminhos possiveis para a alimentacdo de ar no
reator, sendo que o ar ao sair do compressor passa por um regulador de pressao, fixado no nivel
de 180 kPa de pressao manomeétrica utilizada para os pulsos, seguindo entdo para o filtro. O ar
filtrado entdo segue o fluxo de acordo com o posicionamento das valvulas, sendo a primeira
possibilidade a aeragdo convencional, onde ele passa entéo por rotametro para controlar a vazéo
de ar a ser injetada no reator e entdo umidificado, ingressando no reator. A segunda
possibilidade é quando o ar é direcionado para a criacdo de pulsos de pressao, onde o ar ingressa
diretamente no reator, sendo realizada a alternancia entre as valvulas de entrada e o fechamento
da valvula de saida do reator durante os 30 s de duracdo do pulso, sendo novamente aberta a

vélvula de saida ao final do pulso e reestabelecido a via da aera¢do convencional.
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Figura 8. llustracdo do sistema de aeracdo do reator.

Fonte: O autor

O software para comando das valvulas e aquisi¢do de dados foi desenvolvido por mim
como parte deste projeto, sendo programado em Python, estando disponivel em anexo,
utilizando um microcontrolador Arduino (lvrea, Italia), modelo Leonardo, para interface. O
sistema foi responsavel pala aquisicdo de dados de temperatura, estando o sensor de temperatura
tipo PT100 localizado no interior do biorreator, proximo a linha do eixo e deslocado para o lado
da saida de ar, sendo o sensor fixo da tampa do biorreator, sendo as leituras de temperatura
realizadas a cada 10 s durante os periodos de aeracdo e 05 s durante os pulsos de pressdo. O
software também realizou o controle da agitacdo do biorreator, acionando a rotacdo do tambor
no tempo previsto e 0 acionamento das valvulas para alternancia entre aeracao convencional e

pulsos de presséo.

O tempo de cultivo foi definido como 108 h, quando ocorreram as coletas para a
determinacdo das atividades enzimaticas, baseado em trabalhos do grupo de pesquisa com o
mesmo microrganismo (Menegol et al., 2017; Basso et al., 2014; Camassola & Dillon, 2010;
Scholl et al., 2015). A agitacao foi realizada durante as primeiras 48 h, periodo em que o fungo

apresenta menor crescimento e menor chance de danificar o micélio pela agitacdo, e
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permanecendo estaticos nas 60 h restantes. Os pulsos de pressdo foram aplicados apenas a partir

de 48 h, quando j& existia a producdo de calor pela massa flngica.

4.4 Determinacéo das atividades enzimaticas

4.4.1 Extracdo enzimética e determinacdo da umidade

O meio apo6s o cultivo (massa umida) foi congelado para armazenagem até o final do
experimento. Para a extracdo das enzimas o meio foi descongelado, sob refrigeracéo, e a
extracdao da enzima ocorreu em frascos Erlenmeyer (250 mL), em duplicata, sendo adicionado
8 g da massa Umida homogeneizada, 30 mL de agua destilada e 51 mL de tampéo citrato de
sddio 0,05 mol L, pH 4,8. O meio permaneceu em repouso por 12 h e foi agitado em agitador
reciproco por 30 min, sendo o sobrenadante centrifugado. Para a determinacdo da umidade 1,5 g
de amostra foram secas em estufa a 105 °C, até massa constante, e calculada a umidade pela

diferenca da massa inicial e final, que corresponde a agua evaporada.

4.4.2 Determinacao da atividade total de celulases

Para a determinacdo da atividade total das celulases utilizou-se o ensaio de FPA,
adaptada a partir da metodologia desenvolvida por Mandels et al (1976) (Camassola & Dillon,
2012). As reacOes foram conduzidas em placas de polipropileno de 96 pogos (com volume
individual de 1,5 mL), onde foram adicionados 50 pL do extrato enzimético diluido 5 vezes e
100 pL de tampéo citrato de sodio 0,05 mol L, pH 4,8. Essa mistura foi incubada a 50 °C por
10 min, para ambientacéo e, entdo, feita a adicdo de 5 mg de papel filtro Whatman n°® 1, em
tiras de 1 cm x 0,6 cm. As microplacas permaneceram incubadas por 60 min para a reacao

enzimatica.
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A interrupcdo da reacao foi realizada com a adi¢éo de 300 pL do reagente DNS (acido
3,5-dinitrosalicilico), seguida de incubacdo a 100 °C por 5 min para ocorréncia da reacdo. Apds
o resfriamento, 100 pL da reagdo foi adicionado em microplacas contendo 200 pL de agua
destilada, sendo analisada a absorbancia em espectrofotdbmetro (A=545 nm). A atividade
enzimatica foi quantificada utilizando curva padréo de glicose de 0-2 mg mL™ (Miller, 1959).
As amostras foram analisadas em triplicata e utilizaram a Equagdo 1 para a quantificacdo da
atividade enzimatica, onde na equacéo a e b sdo coeficientes da equacdo da reta e FD o fator de
diluicéo.

abs—a

Ul = ( ).FD.0,185 mmol mint mL™?

Equacéo 1: Determinagéo de atividade de celulases totais.

4.4.3 Determinacao de endoglicanases

A atividade enzimaética das endoglicanases foi determinada em placas de polipropileno
de 96 pocos (com volume individual de 1,5 mL), onde foram adicionados 2 uL do extrato
enzimatico diluido 20 vezes e 48 L de tampéo citrato de sodio 0,05 mol L, pH 4,8. Apds
ambientacdo a 50 °C por 10 min foi adicionado 50 pL de solucdo de carboximetilcelulose
2% (m/v), diluida no mesmo tampao. A reacdo enzimatica foi realizada a 50 °C por 30 min, com
interrupcdo pela adicdo de DNS, tal como consta no item 4.4.1 A absorbancia das amostras foi
analisada em espectrofotdmetro (A=545 nm) e a atividade enzimatica determinada por regressdo
linear utilizando curva padréo de glicose idéntica ao item anterior (Ghose, 1987; Miller, 1959).
A equacdo utilizada para determinacdo da atividade enzimatica € apresentada na Equacéo 2,

onde a e b sdo os coeficientes da equacéo da reta e FD o fator de diluicao.
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abs—a
b

Ul =( ).FD.0,185 mmol mint mL™

Equacdo 2: Determinacdo de atividade de endoglicanases.

4.4.4 Determinacdo de B-glicosidases

Para a determinacdo da atividade enzimatica das B-glicosidases, utilizou-se como
substrato o p-nitrofenil-p-D- glicopiranosideo. Mistura contendo 90 pL do substrato (4 mg mL™*
em tamp#o citrato de sddio 0,05 mol L%, pH 4,8) e 10 pL do extrato enzimatico diluido 5 vezes
foi incubada por 30 min a 50 °C, em microplaca de 96 pocos, com a reac¢do interrompida pela
adicdo de 200 pL de solugdo de carbonato de sodio a 10% (m/v) e a absorbancia das amostras
medida em espectrofotdmetro (A=405 nm). A determinacdo da atividade enzimatica das
B-glicosidases presentes no extrato foi feita por regressao linear utilizando o p-nitrofenol para
a construcdo da curva padrdo, com concentragio de 0-2 mmol L™ (Ahmed et al., 2018). A
Equacdo 3 foi utilizada para determinagdo da atividade enzimatica, sendo os valores a e b 0s
coeficientes da reta, FD o fator de diluigédo, Vr 0 volume da reagdo, t o tempo da reagdo e Ve 0

volume da enzima.

4529) Fp.vi

ur = E)eove

tVEg

mmol mint mL?

Equacdo 3: Determinacéo de atividade de B-glicosidases.

4.45 Determinacdo de xilanases

O ensaio para a determinacdo da atividade enzimatica das xilanases foi realizado em
placas de polipropileno de 96 pocos (com volume individual de 1,5 mL)contendo 10 pL da
solucdo enzimatica diluida 5 vezes e 90 pL de solucdo de xilana a 1% (m/v), preparada em

tampéo citrato de sodio 0,05 mol L, pH 4,8. A mistura foi incubada a 50 °C por 5 min, sendo
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interrompida com adi¢do de DNS conforme o item 4.4.1 (Bailey et al., 1992; Miller, 1959). A
absorbancia das amostras foi analisada em espectrofotdmetro (A=545 nm) e a atividade
enzimatica determinada por regresséo linear utilizando curva padrdo de xilose (0-10 mmol L)

e utilizando a Equagéo 4, sendo os valores a e b os coeficientes da reta e FD o fator de diluigéo.

abs—a FD
Ul = % 10 mmol mint mL*

Equacdo 4: Determinacdo de atividade de xilanases.

4.5 Analise estatistica dos resultados

Os dados dos cultivos para as atividades enzimaticas foram representados em graficos
de barra com a visualizacdo do desvio padrdo e utilizacdo do teste t de Student, para a

comparagao entre os tratamentos, para um nivel de significancia p<0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho constitui-se nos primeiros dados de producédo de celulases em biorreator
de tambor rotativo, com uma linhagem de P. ucsense, onde até entdo os cultivos sélidos com
esta espécie haviam sido realizados apenas em tubos de cilindricos de base plana (12 X 3 cm),
vidro, contendo 2 g de substrato seco, umedecido com meio de sais para 67% umidade, como

descrito em Dillon et al (2006), Camassola & Dillon (2007) e Dillon et al (2008).

Para o desenvolvimento do trabalho, o biorreator utilizado corresponde ao modelo de
utilidade UM 8901075-2. Este passou por modificacdes na sua estrutura fisica, de modo a
permitir a aplicacdo dos pulsos de pressdo, além da construcdo de sistema de monitoramento e

registro da temperatura do cultivo. O sistema de monitoramento foi necessario para o
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acompanhamento das variagdes de temperatura durante os pulsos de pressdo, de modo a obter

o perfil de como ocorre a variacdo da temperatura durante a ocorréncia do pulso.

Para avaliar a influéncia da aplicacdo de pulsos de pressao e seus efeitos na producao
de enzimas do complexo das celulases e xilanases, em biorreator de cultivo solido, foram
realizados ensaios com o meio formulado com as diferentes proporcdes de BC e FT descritas

no item 4.2.2.

5.1 AdaptacOes no biorreator e desenvolvimento de software de monitoramento

O modelo de biorreator utilizado tem o corpo do cilindro rotativo de vidro, com as
tampas laterais confeccionadas em polimero autoclavavel. No centro das tampas, como pode
ser observado na Figura 9 e na Figura 10, estdo situadas as ligagdes para a alimentacdo de ar e
a conexdo do sensor de temperatura, sendo na Figura 9 apresentado o sistema antigo, onde havia
apenas o encaixe de vedacao do eixo no disco da lateral do biorreator. Na Figura 10 verifica-se
a modificacdo realizada, onde foi adicionado um retentor de modo a evitar a fuga de ar pelo
eixo do biorreator quando na presenca de pulsos de pressdo. Ainda é possivel visualizar na
Figura 10 o sensor de temperatura do tipo PT100, localizado no Gltimo quarto do reator, para o
lado da saida de ar. Além do retentor foi desenvolvido um sistema de trava para o eixo, que
utiliza uma chaveta fixada na parte interna, como visto na Figura 11, que no momento do pulso

de presséo impede que o eixo seja deslodado da posicéo.
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Figura 9. Eixo do biorreator antes da modificagdo. 1. Rolamento do eixo do biorreator.

Fonte: O autor

Figura 10. Eixo do biorreator apds as modificacfes de vedagdo. 1. Retentor para vedagéo do
eixo do biorreator. 2. Sistema de fechamento atualizado, pela parte externa do biorreator.
3. Parafusos selando o antigo sistema de fechamento do biorreator. 4. Sistema de aeracdo do
biorreator. 5. Sensor de temperatura do tipo PT100.

Fonte: O autor
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Figura 11. Vedacdo interna biorreator com manta de silicone e chaveta no eixo do biorreator.
1. Manda de silicone para vedacéo do vidro/corpo do biorreator. 2. Chaveta para fixacdo do
eixo do biorreator nos momentos dos pulsos de pressdo. 3. Vedacdo do sistema antigo de
fechamento do biorreator.

Fonte: O autor

O fechamento do corpo cilindrico em vidro do biorreator com as tampas laterais foi
modificado como pode ser visto na Figura 12 e na Figura 11. Na Figura 12, verifica-se o
sistema antigo de vedagdo do biorreator, onde existe um anel tipo O-ring para realizar a

vedacdo do corpo de vidro do biorreator junto a tampa. Esse anel ndo apresentava vedacao
suficiente, sendo que mesmo sem a presenca de pulsos de pressdo, apenas aeragao
convencional, havia fuga de ar neste local, como pode ser visto na Figura Figura 12. Vedacao
interna por O-ring do biorreator. 1. Anel tipo O-ring para fechamento do biorreator (antigo
sistema). 2. Bolhas de ar com biorreator submerso e submetido a aeragéo. 3. Sistema antigo de
fechamento do biorreator.

Fonte: O autor, no lado esquerdo do reator, onde vemos bolhas de ar com o reator
submerso e submetido a aeracdo convencional. O fechamento era realizado por meio de
parafusos que fixavam a parte interna do biorreator (conjunto metalico dotada de chicanas) as

tampas, pressionando-as contra o corpo de vidro e sustentando o conjunto interno.



31

Figura 12. Vedacdo interna por O-ring do biorreator. 1. Anel tipo O-ring para fechamento do
biorreator (antigo sistema). 2. Bolhas de ar com biorreator submerso e submetido a aeracéo.
3. Sistema antigo de fechamento do biorreator.

Fonte: O autor

Na Figura 11 verifica-se o novo sistema de vedagéo do biorreator, que utiliza uma manta
de silicone cortada em forma de anel, abrangendo todo o rebaixe da tampa do biorreator de
modo a permitir que ela vede completamente junto ao corpo cilindrico de vidro. Também pode
ser observado que os antigos orificios de fechamento, na parte interna da tampa, foram fechados
e selados. Na Figura 10 é possivel observar o novo sistema de fechamento do biorreator, onde
foram utilizadas barras do comprimento do biorreator para permitir que o fechamento seja num

sistema de compressao das tampas contra o corpo do biorreator.

Também houve a adicdo de valvulas solenoides para o controle do fluxo de ar conforme
a Figura 8, sistema para regular a pressdo de entrada de ar no reator e troca do sensor de

temperatura que estava com os cabos danificados.
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Para 0 monitoramento das temperaturas durante o cultivo, rotacdo do biorreator e
realizacdo dos pulsos de pressédo de forma controlada e padronizada foi desenvolvido um
software para controle desses processos, que € apresentado no anexo 1. Esse software realiza a
leitura da temperatura no interior do biorreator a cada 10 s, controla o sistema de rotagdo para
que ele seja desligado apds 48 h de cultivo e a partir de 48 h de cultivo realizada um pulso de
presséo de 30 s a cada 30 min, reduzindo o intervalo de leitura da temperatura para 5 s durante

a ocorréncia do pulso de presséo.

5.2 Caracterizacdo das matérias primas

Para a caracterizacdo do BC foram avaliados os teores de celulose, hemicelulose,
lignina, extraiveis e cinzas. Os dados sdo apresentados na Tabela 1, condizentes aos citados em
literatura (Vivian et al., 2022; Rezende et al., 2011; Pessoa et al., 1998). Enquanto o teor de
celulose fica bastante proximo ao citado para BC in natura, parte da hemicelulose pode ter sido
degrada durante o armazenamento, pois 0 bagaco imido sofreu fermentacao natural durante o
processo de secagem, o que pode também explicar o valor ligeiramente mais alto de extraiveis
obtido no presente trabalho. Os teores mais baixos de cinzas observados no presente trabalho
podem ser devidos ao BC ser oriundo de uma pequena destilaria, onde o processamento é
realizado de forma diferente, reduzindo drasticamente as impurezas como poeira, solo e outras

particulas oriundas do processo de colheita e transporte.
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Tabela 1. Composicéo lignocelulésica do bagaco de cana-de-agucar.

Componente Porcentagem (%)
Celulose 32,9
Hemicelulose 17,5
Lignina 18,1
Extraiveis 26,1
Cinzas 0,9

Fonte: O autor

A analise granulométrica foi realizada tanto para o BC quanto para o FT, utilizando
peneiras de tecido metalico com as seguintes malhas: 1,7 mm, 1,18 mm, 600 pum, 250 pum,
125 um e fundo. As peneiras utilizadas sdo de marca Didatica SP (Guarulhos, Brasil) e o
agitador eletromagnético marca Bertel (Caieiras, Brasil). Os resultados obtidos sdo

apresentados na Tabela Tabela 2 para o BC e na Tabela Tabela 3 para o FT.

Tabela 2. Andlise granulométrica do bagaco de cana-de-agucar.

Dimenséo da malha Porcentagem (%)
1,7 mm 33
1,18 mm 3
600 pum 20
250 pm 32
125 pm 8
Passante/Fundo 4

Fonte: O autor



34

Tabela 3. Andlise granulométrica do farelo de trigo.

Dimensédo da malha (mm) Porcentagem (%)
1,7 mm 6
1,18 mm 11
600 pm 35
250 pm 32
125 pum 15
Passante/Fundo 1

Fonte: O autor

Essa distribuicédo fica dentro do esperado para os substratos, sendo a distribui¢do do FT
mais homogénea, principalmente devido ao fato do mesmo ser processado industrialmente e o
BC como foi processado apenas em moinho, sem etapas posteriores de peneiramento e
reprocessamento de algumas fracGes, tem sua granulometria mais variada. Para os cultivos essa
variacdo nao possui implicacBes grandes, pois apesar da variacdo dentro das distribuicfes das
peneiras, a granulometria geral é similar. Também é positivo a parcela mais grossa do BC pois

ajuda na estruturacdo do meio para o CES.

5.3 Atividade de celulases totais

A partir de amostras extraidas dos cultivos solidos (Figura 13) verifica-se que, embora
ndo tenha existido significancias estatisticas, que as médias das atividades enzimaticas das
amostras, apos 108 h de cultivo, foram superiores nos ensaios onde ocorreram pulsos de pressao
nas condigdes 4 em relacdo a 1 (50 BC: 50 FT) e 5 em relagdo a 2(80 BC: 20 FT). Para as
condigdes 3 e 6 (65 BC: 35 FT), verifica-se que aparentemente ndo houve alteracéo nos valores

médios de FPA, quando da aplicacdo de pulsos de presséo.
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Figura 13. Atividades enzimaticas sobre papel de filtro obtidas em biorreator de cultivo sélido,
com ou sem pulsos de pressdo, a partir da linhagem S1M29 de P. ucsense. Condicbes 1
(50 BC: 50 FT), 2 (80 BC: 20 FT) e 3 (65 BC: 35 FT) realizadas sem pulsos de presséo.
Condigoes 4 (50 BC: 50 FT), 5 (80 BC: 20 FT) e 6 (65 BC: 35 FT), realizadas com pulsos de
pressdo. BC: bagago de cana-de-agUcar, FT: farelo de trigo, U g*: unidade grama de matéria
seca. As condicBes 1x4, 2x5, 3x6 ndo diferirem entre si pelo teste de Student a 5%.

Em relagéo a influéncia das combinagdes das fontes de carbono sobre a FPA, verifica-
se que as condicdes 2 e 5 (80 BC: 20 FT), com menor propor¢do de FT, apresentaram 0s
menores valores médios de FPA, independente da presenca de pulsos de pressao, sugerindo a
importancia do FT para a producdo enzimatica possivelmente como consequéncia do

desenvolvimento fungico.

Comparando a condicdo 1 (50 BC: 50 FT) e a condicdo 3 (65 BC: 35 FT), ambas sem
pulso de pressao, é possivel verificar que a condi¢do 3 apresenta maior valor médio de FPA que
a condicdo 1, embora sem significancia estatistica, mas podendo sugerir que ha um valor limite
para o beneficio do FT para o crescimento do fungo e producdo de enzimas. Comparando 0s
resultados de FPA das condi¢cbes 4 (50 BC: 50 FT) e 6 (65 BC: 35 FT), onde estiveram presentes
os pulsos de pressdao, com os valores de FPA das condicdes 1 (50 BC: 50 FT) e

3 (65 BC: 35 FT), podemos verificar que os valores de FPA para 4 e 6 ficaram mais préximos,
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sugerindo que a menor atividade para a condi¢do 1 pode ser resultante de maior compactacéo

do meio de cultivo.

Essa compactacdo pode ser devida ao maior teor de FT, pela distribuicdo granulométrica
com particulas menores do FT e pela presenca de amido, que contribui para essa compactacao
sendo esse efeito possivelmente reduzido pela presenca do pulso de pressdo na condicao 4. Ja
a menor diferenca entre as médias de FPA entre as condic¢des 3 e 6 (65 BC: 35 FT) pode ser
justificada por um balanco mais adequado entre FT e BC, levando a um meio com baixa
compactacao que favoreceu o crescimento do fungo mesmo na auséncia de pulso de pressao. A

Tabela 4 apresenta os resultados para FPU para melhor comparacao.

Tabela 4. Atividade de FPU obtidas no estudo.

Condicéo FPU g de massa seca
1 (50 BC: 50 FT) sem pulso de pressio 10,1
2 (80 BC: 20 FT) sem pulso de presséo 4.1
3 (65 BC: 35 FT) sem pulso de pressio 16,3
4 (50 BC: 50 FT) com pulso de pressio 16,9
5 (80 BC: 20 FT) com pulso de pressio 11,0
16,5

6 (65 BC: 35 FT) com pulso de pressao

Fonte: O autor

O valor de 17 FPU g de massa seca, maior média de FPA desde estudo, obtida na
condicio 4, é inferior aos 20 FPU g* de massa seca obtidos por Dillon et al em 2006, em CES
com FT, com o mutante 9A02D1 de P. ucsense, e inferiores aos 33 FPU g de massa seca
obtidos por Camassola e Dillon em 2007, em CES contendo BC e FT (1:1), com o mutante
9A02 de P. ucsense. Entretanto, a atividade enzimaética obtida nesse trabalho foi superior aos

10 FPU g de massa seca obtidos por Dillon et al 2008, com FT como fonte de carbono,
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empregando a linhagem BP2, um produto de fusdo de protoplastos entre P. ucsense e

T. harzianum.

Os menores valores de FPU g de massa seca, comparativamente aos dados de Dillon
et al, (2006) e de Camassola & Dillon (2007), podem ser devidos ao sistema de cultivo
empregado, pois a linhagem S1M29 foi avaliada inicialmente para a producdo enzimatica em
CSm e ndo em CES. Ainda assim, os dados do presente trabalho corroboram a existéncia de
grande potencial do emprego de linhagens de P. ucsense para a producdo de enzimas
celuloliticas, visto que os CES desde trabalho foram realizados com biorreator de tambor
rotativo e uma quantidade de solidos de mais de 500 vezes as utilizada por Dillon et al, (2006)
e Camassola e Dillon (2007), deixando ainda espaco para otimizagdes neste sistema de cultivo

para elevar a producao enzimatica.

Quando os resultados do presente trabalho sdo comparados com dados publicados por
diferentes pesquisadores, tanto CES quanto CSm, observamos o potencial das linhagens de
P. ucsense para a producgéo de celulases, ja que a FPU obtida neste trabalho esta proxima as

obtidas anteriormente, como visto na Tabela 5.

Tabela 5. Estudos de producdo de celulases em cultivos solidos

Microrganismo Fontes de carbono  FPU g Referéncias
S1M29 P. ucsense BC e FT (50:50) 17 Presente trabalho
9A02S1 P. ucsense FT 20 Dillon et al (2006)
9A02S1 P. ucsense BC e FT (50:50) 32,89 Camassola e Dillon (2007)
BP2 fusionante de P FT 10 Dillon et al (2008)

ucsense e T. harzianum

CCM F-470 T. harzianum BC e FT (80:20) 20 Roussos et al (1991)
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T. harzianum PT e FT (80:20) 18 Deschamps et al (1985)
P. decumbens PT e FT (90:10) 15,2 Mo et al (2004)
ATCC 26921 T. reesei CS 4 Brijwani e Vadlani (2011)
MCGT77 T. reesei FT 2,3 Latifan et al (2007)
Rut C-30 T. reesei PM 13 Oberoi et al (2008)
QM9414 T. reesei FA 11,6 Salimi e Hamidi-Esfahani
23 (2009)
CECT 2414 T. reesei FA, CAePA (1:1:1) 1,4 Darabzad et al (2018)

BC (bagago de cana-de-agucar); FT (farelo de trigo); PT (palha de trigo); CS (casca de
soja); FA (farelo de arroz); CA (casca de arroz); PA (palha de arroz); PM (polpa de
mandarina) Fonte: O autor

Diferentes pontos ndo foram avaliados pela impossibilidade de retirar amostras durante
o cultivo com este modelo de biorreator, visto que as condi¢des internas de temperatura seriam

alteradas, prejudicando os estudos para o efeito da indugéo de presséo e descompressao.

5.4 Atividade de endoglicanases

Tal como para FPA, a andlise dos dados de atividade de endoglicanases (Figura 14),
embora tenham ocorrido grandes desvios nos tratamentos, também sugere uma influéncia
positiva do uso de pulsos de presséo aplicados ao biorreator, visto que as médias das atividades
de endoglicanases foram superiores nos cultivos de mesma composicdo de substrato. O
destaque fica para a comparacao entre o valor das médias das condi¢fes 1 e 4 (50 BC: 50 FT),
e 2e5 (80 BC: 20 FT). AS condicdes 3 e 6 (65 BC: 35 FT) apresentaram valores médios

semelhantes.
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Figura 14. Atividades enzimética de endoglicanases obtida em biorreator de cultivo sélido,
com ou sem pulsos de presséo, a partir da linhagem S1M29 de P. ucsense. Condi¢Ges 1
(50 BC: 50 FT), 2 (80 BC: 20 FT) e 3 (65 BC: 35 FT) realizadas sem pulsos de pressao.

Condicdes 4 (50 BC: 50 FT), 5 (80 BC: 20 FT) e 6 (65 BC: 35 FT), realizadas com pulsos de
pressdo. BC: bagaco de cana-de-aglcar, FT: farelo de trigo, U g™*: unidade grama de matéria
seca. As condigOes 1x4, 2x5, 3x6 ndo diferirem entre si pelo teste de Student a 5%.

Embora sem diferencas estatisticas, nota-se comparando as médias da condicdo 1
(50 BC: 50 FT) e condicgdo 3 (65 BC: 35 FT), ambas sem pulso de pressdo, que a condi¢éo 3,
de menor proporcado de FT, apresenta maior valor médio de endoglicanases, reforcando a ideia
de gue exista um valor limite de concentracdo do FT para que exista um beneficio a atividade
enzimatica em cultivos sem pulsos de pressdo. Ja comparando as condicdes 4 (50 BC: 50 FT)
e 6 (65 BC: 35 FT), mesmas proporcdes de BC e FT das condicdes 1 e 3, mas com presenca de
pulsos de pressdo, verifica-se que as médias de endoglicanases ficaram mais proximas,
sugerindo que as médias mais baixas da condicdo 1 podem ser devidos a maior compactacao
do meio, pelo maior teor de FT, sendo esse efeito reduzido pela presenca do pulso de pressao

na condicdo 4.

As condicdes 2 e 5 (80 BC: 20 FT), com menor propor¢do de FT, apresentaram 0S

menores valores médios de endoglicanases, independente da presenca de pulsos de presséo,
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apoiando a sugestdo da importancia do FT para o desenvolvimento do fungo. Essa suposicao
fica mais evidente quando comparados os resultados obtidos para as condi¢cdes com presenca
de pulsos de pressdo, onde os cultivos 4 e 6, com maiores teores de FT, mostraram-se
estatisticamente diferentes (p<0,05) em relacdo ao cultivo 5, com menor teor de FT. Os

resultados podem ser vistos na Tabela 6.

Tabela 6. Atividade de endoglicanases obtidas no estudo.

Condicéo U g de massa seca
1 (50 BC: 50 FT) sem pulso de presséo 57,4
2 (80 BC: 20 FT) sem pulso de pressao 40,9
3 (65 BC: 35 FT) sem pulso de pressédo 78,2
4 (50 BC: 50 FT) com pulso de pressao 90,6
5 (80 BC: 20 FT) com pulso de pressao 64,6
6 (65 BC: 35 FT) com pulso de pressao 87,0

Fonte: O autor

Quando os resultados de atividade de endoglicanases obtidos nesse trabalho, de 91 U g*
de massa seca, sdo comparados com os valores apresentados na literatura, como visto na Tabela
7, observamos que as atividades enzimaticas sdo mais baixas em relagio aos 198 g de massa
seca obtidas por Deschamps et al (1985), e as 282 U g de massa seca obtidas por Camassola
& Dillon (2007), resultado esse obtido com outra cepa do mesmo microrganismo. Ainda assim,
a atividade de endoglicanases ainda ficou superior ou similar a obtida por outros pesquisadores,
como as 45 U g* de massa seca obtidas por Brijwani & Vadlani (2011) ou as 17 U g de massa

seca obtidas por Oberoi et al (2008).
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Tabela 7. Estudos de producdo de endoglicanases em cultivos sélidos

Microrganismo Fontes de carbono Ugt Referéncias
S1M29 P. ucsense BC e FT (50:50) 91 Presente trabalho
9A02S1 P. ucsense BC e FT (50:50) 282 Camassola e Dillon (2007)

CCM F-470 T. harzianum BC e FT (80:20) 60 Roussos et al (1991)
Aspergillus sp. IN5 Residuos de soja 3 Boodaeng et al (2024)
T. harzianum PT e FT (80:20) 198 Deschamps et al (1985)
ATCC 26921 T. reesei CS 45 Brijwani e Vadlani (2011)
Rut C-30 T. reesei PM 17 Oberoi et al (2008)
QM9414 T. reesei FA 20e 94  Salimi e Hamidi-Esfahani
(2009)

BC (bagaco de cana-de-acgucar); FT (farelo de trigo); PT (palha de trigo), CS (casca de
soja); FA (farelo de arroz); CA (casca de arroz); PA (palha de arroz); PM (polpa de
mandarina) Fonte: O autor

5.5 Atividade de B-glicosidases

Para a atividade das B-glicosidases (Figura 15) verifica-se a existéncia de influéncia
positiva dos pulsos de pressdo para a producdo da enzima (p<0,05), quando comparados 0s
cultivos com as mesmas proporc¢des de BC e FT (1x4, 2x5 e 3x6), tal qual foi sugerido quando

da comparacéo das médias nos cultivos de celulases totais (FPA) e endoglicanases.
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Figura 15. Atividades enzimatica de B-glicosidases obtida em biorreator de cultivo solido,
com ou sem pulsos de presséo, a partir da linhagem S1M29 de P. ucsense. Condi¢Ges 1
(50 BC: 50 FT), 2 (80 BC: 20 FT) e 3 (65 BC: 35 FT) realizadas sem pulsos de pressao.

Condicdes 4 (50 BC: 50 FT), 5 (80 BC: 20 FT) e 6 (65 BC: 35 FT), realizadas com pulsos de
pressdo. BC: bagaco de cana-de-aglcar, FT: farelo de trigo, U g™*: unidade grama de matéria

seca. As condicOes 1x4, 2x5, 3x6 diferirem entre si pelo teste de Student a 5%.

O aumento de atividade mais expressivo em decorréncia da presenca dos pulsos de
pressao é observado para as condi¢es 1 e 4 (50 BC: 50 FT), condi¢cdo com maior proporcao de
FT. Para essas condicdes, tanto a atividade de celulases totais quando a de endoglicanases,
como visto anteriormente, haviam sugerido que o mais alto teor de FT promovia uma
compactacdo do meio, podendo aparentemente os pulsos de pressdo reverter esse efeito de

compactacao, como também pode estar ocorrendo para B-glicosidases, resultando em maiores

atividades enzimaticas.

Ja as condicgdes 2 e 5 (80 BC: 20 FT), com menor proporcdo de FT, apresentaram menor
variacdo entre os cultivos com presenca e auséncia de pulsos de pressdo, sugerindo que para
proporgdes baixas de FT, para as B-glicosidases, a influéncia dos pulsos de pressao é reduzida.
Para as condicOes 3 e 6 (65 BC: 35 FT) observamos um aumento nos valores de B-glicosidases

no cultivo com presenca de pulso de pressdo, sendo o cultivo 6 0 que apresentou a maior
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producdo enzimatica (p<0,05), 121 U g* de massa seca. As atividades enzimaticas para todos

0S ensaios podem ver vistos na Tabela 8.

Tabela 8. Atividade de B-glicosidases obtidas no estudo.

Condicéo

U g de massa seca

1 (50 BC: 50 FT) sem pulso de presséo
2 (80 BC: 20 FT) sem pulso de pressao
3 (65 BC: 35 FT) sem pulso de pressédo
4 (50 BC: 50 FT) com pulso de pressao
5 (80 BC: 20 FT) com pulso de pressao

6 (65 BC: 35 FT) com pulso de pressao

443
87,1
96,5
107,0
97,1

120,6

Fonte: O autor

Quando comparados os resultados obtidos com os valores da literatura, conforme

apresentado na Tabela 9, vemos que a atividade de B-glicosidases foi superior aos valores da

literatura para a maioria dos cultivos.

Tabela 9. Estudos de producéo de B-glicosidases em cultivos sélidos

Microrganismo Fontes de carbono Ug? Referéncias
S1M29 P. ucsense BC e FT (50:50) 121 Presente trabalho
Aspergillus sp. IN5 Residuos de soja 196 Boodaeng et al (2024)
9A02S1 P. ucsense FT 22 Dillon et al (2006)
9A02S1 P. ucsense BC e FT (50:50) 59 Camassola e Dillon (2007)

BP2 Fusionante de P FT 42 Dillon et al (2008)

ucsense e T. harzianum
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T. harzianum PT e FT (80:20) 18 Deschamps et al (1985)
P. decumbens PT e FT (90:10) 51 Mo et al (2004)
ATCC 26921 T. reesei CS 1 Brijwani e Vadlani (2011)
Rut C-30 T. reesei PM 1 Oberoi et al (2008)

BC (bagaco de cana-de-agucar); FT (farelo de trigo); PT (palha de trigo), CS (casca de
soja); FA (farelo de arroz); CA (casca de arroz); PA (palha de arroz); PM (polpa de
mandarina). Fonte: O autor

Para a condi¢do 1 (50 BC: 50 FT), sem pulsos de pressdo, temos uma atividade de
44 U gt resultado proximo aos valores encontrados na literatura, enquanto os demais
resultados se apresentam superiores, atingindo até os 121 U g de massa seca da condico 6.
Importante salientar a grande diferenca entre as massas empregadas nos meios de producao
entre os trabalhos, pois todos apresentaram menos de 18 g de meio Umido, enguanto o presente

trabalho realizou-se com 200 g de meio seco.

5.6 Atividade de xilanases

Os dados de atividade enzimética das xilanases (Figura 16) sugerem que ndo houve
alteragdo devido aos pulsos de pressdo nos cultivos. Comparando as condicGes 1 e 4
(50 BC: 50 FT) as médias de atividade enzimatica ficaram muito proximas, para as condi¢es
2 e 5 (80 BC: 20 FT) houve aumento da média de atividade, enquanto para as condicGes 3 e 6

(65 BC: 35 FT) houve reducdo da média de atividade de xilanases.
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Figura 16. Atividades enzimatica de xilanases obtida em biorreator de cultivo solido, com ou
sem pulsos de presséo, a partir da linhagem S1M29 de P. ucsense. CondicGes 1
(50 BC: 50 FT), 2 (80 BC: 20 FT) e 3 (65 BC: 35 FT) realizadas sem pulsos de pressao.
Condicgoes 4 (50 BC: 50 FT), 5 (80 BC: 20 FT) e 6 (65 BC: 35 FT), realizadas com pulsos de
pressdo. BC: bagaco de cana-de-aglcar, FT: farelo de trigo, U g*: unidade grama de matéria
seca. As condicOes 1x4, 2x5, 3x6 diferirem entre si pelo teste de Student a 5%.

Por sua vez, levando em conta apenas as fontes de carbono e comparando as condic¢des
1 (50 BC: 50 FT), 2 (80 BC: 20 FT) e 3 (65 BC: 35 FT) ou 4 (50 BC: 50 FT), 5 (80 BC: 20 FT)
e 6 (65 BC: 35 FT), verifica-se que a menor média de atividade enzimatica ocorreu nos cultivos
2 e 5, com 80% BC e 20% FT, indicando que para a atividade enzimatica de xilanases a fonte
mais rica em proteinas (FT) apresenta maior relevancia. As atividades de xilanases sdo

apresentadas na Tabela 10.
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Tabela 10. Atividade de xilanases obtidas no estudo.

Condicéo

U g* de massa seca

1 (50 BC: 50 FT) sem pulso de presséo
2 (80 BC: 20 FT) sem pulso de presséo
3 (65 BC: 35 FT) sem pulso de pressao
4 (50 BC: 50 FT) com pulso de pressédo
5 (80 BC: 20 FT) com pulso de pressao

6 (65 BC: 35 FT) com pulso de pressao

225,0
127,4
324,0
228,2
182,4

277,5

Fonte: O autor

Na Tabela 11, para proposito de comparacédo, encontram-se alguns valores de atividade

de xilanases descritos na literatura, maiores ou menores em relacdo ao presente trabalho,

possivelmente consequéncia da linhagem de fungo, mas também do processo de cultivo

envolvendo o meio de cultivo e o sistema de fermentacéo utilizado.

Tabela 11. Estudos de producgéo de xilanases em cultivos solidos

Microrganismo Fontes de carbono Ugt Referéncias
S1M29 P. ucsense BC e FT (50:50) 324 Presente trabalho
9A02S1 P. ucsense BC e FT (50:50) 10 Camassola e Dillon (2007)

T. reesei LCB 48 BSS e FT (50:50) 548 Silva (2019)

S1M29 P. ucsense CE,FAeFS 415 COSTA et al., (2021)
(91,7:5:3,3)

T. reesei RUT C30 CE,FAeFS 60 COSTA et al., (2021)
(91,7:5:3,3)

BC (bagaco de cana-de-acUcar); FT (farelo de trigo); PT (palha de trigo), CS (casca de
soja); FA (farelo de arroz); CA (casca de arroz); PA (palha de arroz; BSS (bagaco de sorgo

sacarino). Fonte: O autor
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5.7 Variagéo da temperatura durante o cultivo

A variacdo da temperatura durante os cultivos foi monitorada durante todo o periodo,
em intervalos de 10 s durante aeragdo convencional e 5 s durante os pulsos de pressdo, sendo
apresentados os graficos da duplicata de cultivo, tendo entdo para condicdo dois graficos,
cultivo 1 e cultivo 2. Néo € possivel identificar uma relacdo direta entre a atividade enzimatica

obtida e as temperaturas dos cultivos.

Para a condicédo 1 (50 BC: 50 FT) a variacdo na temperatura € apresentada na Figura 17
e Figura 18, onde verifica-se que existe uma variacdo da temperatura ao longo do experimento.
No cultivo 1 podemos ver que a temperatura ficou um pouco abaixo dos 30 °C, sendo a media
para o cultivo de 27 °C, enquanto para o cultivo 2 a temperatura ficou mais proximo dos 30 °C,
sendo a média para o cultivo de 29 °C. Para todas as atividades enzimaticas, com excecao de

B-glicosidases, as atividades no cultivo 2 foram superiores ao cultivo 1.
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Condicao 1 - Cultivo 1
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Figura 17. Temperatura ao longo do primeiro cultivo para a condi¢do 1 (50 BC: 50 FT) em
biorreator de cultivo solido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. BC: bagaco de
cana-de-acucar, FT: farelo de trigo.
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Figura 18. Temperatura ao longo do segundo cultivo para a condi¢do 1 (50 BC: 50 FT) em
biorreator de cultivo sélido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. BC: bagaco de
cana-de-acUcar, FT: farelo de trigo.

Para a condic¢do 2 (80 BC: 20 FT) a variacdo na temperatura é apresentada na Figura
19Figura 17 e Figura 20Figura 18, onde também pode-se verificar variacdo da temperatura no
decorrer dos cultivos. Nesses cultivos o0 comportamento da temperatura diferiu da condicéo de

um modo que o cultivo 1 ficou com a temperatura mais proxima de 30 °C, sendo a média para
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o cultivo de 28 °C, enquanto para o cultivo 2 a temperatura ficou mais baixa, sendo a média
para o cultivo de 26 °C. Na condicéo 2, as atividades enzimaticas ficaram mais proximas entre

si mas ainda ligeiramente superiores no cultivo 2 em relacdo ao cultivo 1.

Condicao 2 - Cultivo 1
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Figura 19. Temperatura ao longo do primeiro cultivo para a condi¢do 2 (80 BC: 20 FT) em
biorreator de cultivo s6lido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. BC: bagaco de
cana-de-acucar, FT: farelo de trigo.
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Figura 20. Temperatura ao longo do segundo cultivo para a condic¢éo 2 ((80 BC: 20 FT) em
biorreator de cultivo s6lido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. BC: bagaco de
cana-de-acucar, FT: farelo de trigo.
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Para a condigdo 3 (A65 BC: 35 FT) a variagdo das temperaturas ao longo do cultivo sdo
apresentadas na Figura 21Figura 17 e Figura 22Figura 18, onde também verifica-se variacdo da
temperatura no decorrer dos cultivos. No cultivo 1 podemos ver uma maior variacdo que no
cultivo 2, apesar de ambas as médias da temperatura ficarem em 28 °C. As atividades
enzimaticas também ficaram proximas entre os cultivos, com uma maior variagao apenas para

xilanases.

Condicao 3 - Cultivo 1
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Figura 21. Temperatura ao longo do primeiro cultivo para a condi¢édo 3 (65 BC: 35 FT) em
biorreator de cultivo sélido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. BC: bagaco de
cana-de-acucar, FT: farelo de trigo.
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Condicao3 - Cultivo 2
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Figura 22. Temperatura ao longo do segundo cultivo para a condi¢do 3 (65 BC: 35 FT) em
biorreator de cultivo solido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. BC: bagaco de
cana-de-acucar, FT: farelo de trigo.

Para condicdes 4, 5 e 6, que ocorreram com 0 uso de pulsos de presséo para retirada do
calor gerado pelo metabolismo do fungo no decorrer do cultivo, a partir do tempo de 172800 s
(48 h) podemos ver um comportamento diferente da temperatura nos cultivos, apresentando,
como esperado, oscilagcBes mais intensas na temperatura, causadas pela presencga dos pulsos de
pressao. Um controle de temperatura similar foi aplicado por Mo et al. (2004) em cultivo sé6lido
para producgéo de celulases por P. decumbens, onde a pressdo obtida pela aeragdo forgada,
seguida de descompressao aplicado em um leito fixo foi utilizada para o controle de temperatura
do cultivo. Apesar do uso de pulsos de presséo para controle de temperatura, 0s autores nao
monitoraram a temperatura numa escala pequena de tempo, tal como realizado no presente

trabalho.

A condicdo 4 (50 BC: 50 FT), apresentada nas Figuras Figura 23 e Figura 24, demostra
bem o comportamento de maior oscilacdo a partir do inicio do uso dos pulsos de pressdo. Apesar
desse sistema de controle adicional de temperatura através dos pulsos de pressdo, ainda se

verifica variacdo da temperatura que foi apresentada nas condicdes 1 a 3. As médias de
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temperatura com o uso dos pulsos de pressdo ndo parecem sofrer alteragdo, j4 que para o
primeiro cultivo da condicéo 4 a temperatura media ficou em 28 °C e para o segundo em 29 °C.
As atividades enziméticas para essa condicdo ficaram similares para B-glicosidases e
endoglicanases, superiores no cultivo 2 para xilanases e superiores no cultivo 1 para FPU, o
que reforca a ndo interferéncia da diferenga na média da temperatura na atividade enzimética

obtida.
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Figura 23. Temperatura ao longo do primeiro cultivo para a condi¢édo 4 (50 BC: 50 FT) em
biorreator de cultivo solido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. Presenca de pulsos de
pressao a partir de 172800 s (48 h). BC: bagaco de cana-de-agUcar, FT: farelo de trigo.
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Condicao 4 - Cultivo 2
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Figura 24. Temperatura ao longo do segundo cultivo para a condicdo 4 (50 BC: 50 FT) em
biorreator de cultivo solido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. Presenca de pulsos de
pressdo a partir de 172800 s (48 h). BC: bagaco de cana-de-acucar, FT: farelo de trigo.

Para a condicdo 5 (80 BC: 20 FT), os cultivos apresentam uma média de temperatura de
28 °C. As oscilacdes provocadas pela presenca de pulsos de pressdo sdo mais presentes no
cultivo 1, como visto na Figura 25 que no cultivo 2, visto na Figura 26, ainda que isso nao altere
a média de temperatura do cultivo, seguindo como nos demais muito proximas as médias de
temperaturas. As atividades enzimaticas, de forma similar as demais condi¢des, foram proximas
para endoglicanases, ligeiramente superiores no cultivo 1 para FPU e superiores no cultivo 2

para B-glicosidases e xilanases.
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Figura 25. Temperatura ao longo do primeiro cultivo para a condi¢cdo 5 (80 BC: 20 FT) em
biorreator de cultivo solido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. Presenca de pulsos de
pressao a partir de 172800 s (48 h). BC: bagaco de cana-de-acuUcar, FT: farelo de trigo.
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Figura 26. Temperatura ao longo do segundo cultivo para a condi¢do 5 (80 BC: 20 FT) em
biorreator de cultivo solido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. Presenca de pulsos de
pressao a partir de 172800s (48h). BC: bagaco de cana-de-acUcar, FT: farelo de trigo.

Para a condicdo 6 (65 BC: 35 FT) podemos ver na Figura 27 (cultivo 1) e na Figura 28
(cultivo 2) a variagdo na temperatura ao longo do CES. A anélise dos dados das temperaturas

obtidas pelo monitoramento revela que o cultivo 1 da condicdo 6 foi o cultivo que apresentou
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0 maior pico de temperatura, de 36,62 °C, no tempo de 130274 s (36,18 h), apesar de outros
cultivos também atingiram temperaturas proximas. Mesmo com esse pico de temperatura, a
média do cultivo ficou proxima aos demais, em 28 °C, sendo a média para o cultivo 2 de 27 °C.
Nessa condic¢do, com excecdo das xilanases, que foram ligeiramente superiores para o cultivo

2, as atividades enzimaticas foram muito similares.
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Figura 27. Temperatura ao longo do primeiro cultivo para a condi¢éo 6 (65 BC: 35 FT) em
biorreator de cultivo sélido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. Presenca de pulsos de
pressao a partir de 172800 s (48 h). BC: bagaco de cana-de-agucar, FT: farelo de trigo.
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Condicao 6 - Cultivo 2
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Figura 28. Temperatura ao longo do segundo cultivo para a condicdo 6 (65 BC: 35 FT) em
biorreator de cultivo solido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. Presenca de pulsos de
pressdo a partir de 172800 s (48 h). BC: bagaco de cana-de-acucar, FT: farelo de trigo.

A elevacdo da temperatura a valores de 36 °C e sua detec¢do mostra a importancia do
acompanhamento da temperatura e emprego de pulsos de pressdo, como alternativa para o
controle de temperatura. Apesar do volume do biorreator ser maior que 0s ensaios anteriores,
ndo é provavel a presenca de pontos com temperatura muito diferente da registrada pelo sensor
de temperatura em microclimas no interior do biorreator, por conta da aeracdo constante e
tamanho do mesmo, sendo que em biorreatores maiores seriam necessarios mais pontos para

medicdo da temperatura.

5.8 Variacdo da temperatura durante os pulsos de pressdo

Como pode ser visto avaliando a varia¢do da temperatura ao longo do cultivo, quando
na ocorréncia dos pulsos de pressdo a temperatura do biorreator sofreu uma oscilacdo mais
pronunciada. Essa oscilacdo foi plotada em um grafico especifico para melhor visualizacédo de
como a temperatura no interior do biorreator se comportou em decorréncia dos pulsos de

pressdo. Para esses graficos os pulsos foram plotados em paralelo (o tempo O representa o inicio
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de cada pulso de pressdo do cultivo), de modo a mostrar como a temperatura oscilou no
biorreator durante os pulsos. Assim, é possivel visualizar a alteragdo da temperatura durante
cada pulso de presséo do cultivo, vendo que a temperatura teve um perfil de variagdo similar

durante cada pulso, independentemente do tempo de cultivo em que o pulso foi aplicado.

Esses graficos demonstrando os pulsos de pressdo sdo apresentados nas Figuras Figura
29 a Figura 34, onde nos 30 segundos iniciais do grafico esta representado o pulso de pressao,
onde o reator recebe 0 ar a pressdo elevada e € mantido a pressdo de 180 kPa. Nesse periodo
ocorreu elevacdo da temperatura, na ordem de 2 a 3 °C, que pode ser explicada pela
homogeneizacao do calor, que estava presente na parte interna do substrato — antes impedido
da dissipacédo pela baixa troca gasosa promovida pelo substrato, seguido de queda de forma
pouco acentuada, 1 a 2 °C, até o final dos 30 s da aplicacdo do pulso. Apos os 30 s onde a
pressdo foi mantida no interior do biorreator, no momento da descompressao do mesmo, houve
rapida queda na temperatura, 4 a 5 °C em 5 s, seguido de aumento gradual durante o ciclo de

aeracdo até a faixa dos 30 °C.
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Figura 29. Temperaturas observadas em cada ocorréncia de pulso de pressdo em biorreator de
cultivo sélido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. Cada linha representa um pulso de
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pressao do cultivo 1 da duplicata da condicéo 4 (50 BC: 50 FT). BC: bagaco de
cana-de-acUcar, FT: farelo de trigo.

Condigao 4 - Cultivo 2

N
Y]

///7

N
~N

Temperatura (2C)

0 50 100 150 200

Tempo apos inicio do pulso (s)

Figura 30. Temperaturas observadas em cada ocorréncia de pulso de pressédo em biorreator de
cultivo sélido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. Cada linha representa um pulso de
pressédo do cultivo 2 da duplicata da condicéo 4 (50 BC: 50 FT). BC: bagaco de
cana-de-acucar, FT: farelo de trigo.
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Figura 31. Temperaturas observadas em cada ocorréncia de pulso de pressd@o em biorreator de
cultivo sélido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. Cada linha representa um pulso de
pressdo do cultivo 1 da duplicata da condicédo 5 (80 BC: 20 FT). BC: bagaco de
cana-de-acUcar, FT: farelo de trigo.
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Figura 32. Temperaturas observadas em cada ocorréncia de pulso de pressdo em biorreator de
cultivo sélido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. Cada linha representa um pulso de
pressdo do cultivo 2 da duplicata da condicédo 5 (80 BC: 20 FT). BC: bagaco de
cana-de-acUcar, FT: farelo de trigo.
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Figura 33. Temperaturas observadas em cada ocorréncia de pulso de pressdo em biorreator de
cultivo sélido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. Cada linha representa um pulso de
pressao do cultivo 1 da duplicata da condicéo 6 (65 BC: 35 FT). BC: bagaco de
cana-de-agUcar, FT: farelo de trigo.
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Figura 34. Temperaturas observadas em cada ocorréncia de pulso de pressd@o em biorreator de
cultivo s6lido com a linhagem S1M29 de P. ucsense. Cada linha representa um pulso de
pressdo do cultivo 2 da duplicata da condicéo 6 (65 BC: 35 FT). BC: bagaco de
cana-de-acucar, FT: farelo de trigo.

A queda de temperatura observada no momento de descompressao do biorreator poderia
ser explicada pela primeira lei da termodinamica, onde devido a rapida descompressdo do
sistema ele tem um comportamento similar ao de uma expanséo adiabatica, onde a temperatura
do ar diminui pela diminui¢do da energia interna e energia cinética média das moléculas, além

do arraste de calor pelo ar aquecido saindo do biorreator.

Desta maneira, nas Figuras Figura 29 a Figura 34 estd demostrado as variagdes de
temperaturas citadas causadas pelos pulsos de pressdo. Para a condigéo 4 (50 BC: 50 FT),
conforme as Figuras Figura 29 e Figura 30, verificam-se comportamentos bem similares entre
si e bem claro o fendmeno descrito anteriormente. Ja a condigdo 5 (80 BC: 20 FT) (Figuras
Figura 31 e Figura 32), existe uma diferenga no comportamento entre as duplicatas, sendo a
Figura 31 mais similar ao comportamento apresentado na condi¢do 4 e a Figura 32 com
comportamento mais proximo ao apresentado na condicao 6 (65 BC: 35 FT), que pode ser vista

nas Figuras Figura 33 e Figura 34.
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Finalizando, embora ndo tenham existido diferencas estatisticamente diferentes, e
mesmo assim assumindo a possibilidade de poder existir atividades enzimaticas maiores nos
cultivos com pulso de presséo, em relacéo as condi¢gdes em que estes ndo foram empregados,
verificado pelas maiores médias para algumas enzimas, pelo menos trés hipoteses podem ser
propostas. A primeira é que o resfriamento do meio, principalmente da parte mais interna,
favoreceu o metabolismo que resultou na maior producdo de celulases por P. ucsense. A
segunda é que a pressdo exercida sobre as células, ou a rapida descompressdo, acabou por
promover algum dano ou stress as mesmas, ativando algum mecanismo que levou ao aumento
da producdo enzimatica. J& a terceira hipdtese se refere a possibilidade de os pulsos de pressao
de alguma forma facilitarem o desprendimento da enzima, aumentando a solubilizagcdo das

mesmas durante a fase de extragao.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no desenvolvimento do presente trabalho demostram a
possiblidade de producdo de celulases e xilanases, a partir do fungo filamentoso P. ucsense
S1M29, em biorreator de laboratorio de cultivo no estado solido, utilizando diferentes
proporcdes de BC e FT e a aplicacdo de pulsos de pressdo para o controle do calor interno do

equipamento, com algumas conclusdes adicionais.

e A melhoria da vedacdo do biorreator no presente trabalho permitiu o uso de pulsos de
pressao;

e O sistema de controle e tomada de dados foi efetivo e permitiu um monitoramento
continuo do CES, obtendo dados mais significativos que o sistema original do biorreator
e com menor erro humano;

e O uso de pulsos de pressdo pode ser positivo para atividade enzimatica de celulases e
xilanases para algumas combinacdes de BC e FT;

e Embora ndo confirmado pela estatistica, a proporcéo de 65 BC: 35 FT proporcionou as
maiores médias de atividades de celulases e xilanases para os cultivos na auséncia de
pulsos de pressao;

e Nos cultivos com presenca de pulsos de pressdo os valores médios para atividade
enzimética de celulases totais e de endoglicanases foram similares para as propor¢des
de 65 BC: 35 FT e 50 BC: 50 FT, enquanto para as B-glicosidases e xilanases na
proporcdo de 65 BC: 35 FT os valores medios foram superiores.

e Os pulsos de pressdo embora nao tenham resultado em mudanca na temperatura media
dos cultivos quando comparados aos cultivos controle, provocaram mudanca da
temperatura na ocasido da aplicacdo, com possiveis reflexos positivos na atividade

enzimatica medida.
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Os resultados obtidos nos cultivos mostraram que é possivel diminuir a temperatura do
cultivo solido no fermentador através da aplicacdo de pulsos de pressdo. Como sugestdo para
trabalhos futuros pode ser avaliado um controle com pulsos de pressdo mais frequentes,
modificaces no biorreator que permitam amostragens, determinacdo dos parametros cinéticos
do microrganismo, submeter o fungo a um pulso de vacuo parcial, além de avaliar através de
uso de pressdes mais elevadas o possivel mecanismo de estresse celular causado pelo aumento

da presséo.
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ANEXOS

1. Cadigo desenvolvido para o controle do reator.

#Carregar firmata no Arduino
#Importar bibliotecas e médulos
import pyfirmata

import time

import yagmail

#Criando a placa do Arduino no codigo
try:

placa = pyfirmata.Arduino('COM3’) #Verificar qual porta esta conectado
except:

print (Erro: Verificar conexao ou porta USB.")

#500.000 segundos em 6 dias (aproximadamente)
hora_inicial = time.time()

hora_atual = time.time()

pt_in =0 #PT 100 na entrada do reator
pt_inl = 0 #Auxiliar 1 do PT 100 de entrada
pt_in2 = 0 #Auxiliar 2 do PT 100 de entrada
pt_in3 = 0 #Auxiliar 3 do PT 100 de entrada
pt_out = 0 #PT 100 na saida do reator
pt_outl = 0 #Auxiliar 1 do PT 100 de saida
pt_out2 = 0 #Auxiliar 2 do PT 100 de saida
pt_out3 = 0 #Auxiliar 3 do PT 100 de saida

a_aux = 0 #Porta analdgica para filtrar a leitura. Ligado diretamente no terra.
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pulso_ativo = "Pulso_Ativo" #Auxiliar para sinal do pulso

pulso_inativo = "Pulso_Inativo" #Auxiliar para sinal do pulso

#Criacdo do .txt para gravar os dados

with open(’leituras_entrada_pt_100.txt','w") as txt_entradas:
txt_entradas.write('Hora real; Tempo transcorrido;Leitura PT100\n")

with open('leituras_saida_pt_100.txt','w") as txt_saidas:

txt_saidas.write('"Hora real; Tempo transcorrido;Leitura PT100\n")

#Logando ao servidor do e-mail
email = yagmail.SMTP(user="email.mestrado.paulo@gmail.com’, password="XxXxxxxxx")

num_email =1

#Criacdo do contador para envio do e-mail
#NUmero para loop que seja mais ou menos igual a meia hora de codigo rodando.
#Configurar de acordo com o bloco de leitura. 1800 e 500000 para uma leitura por segundo
loop=0
loops =]
while loop <= 500000:
loops.append(loop)
loop += 360
#print(loops)
loop=0

pulso=0
pulsos =[]
while pulso <= 500000:
pulsos.append(pulso)
pulso += 181 #Numero impar sé para acontecer menos de na mesma volta e-mail e pulso
#print(loops)
pulso =181
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#Fazer a leitura do PT100

it = pyfirmata.util.lterator(placa)

it.start()

#Habilitando a leitura
placa.analog[0].enable_reporting()
placa.analog[2].enable_reporting()
placa.analog[5].enable_reporting()
#placa.digital[8].enable_reporting()
#placa.digital[9].enable_reporting()
#placa.digital[10].enable_reporting()

print(‘Inicializando conexao’)

time.sleep(5)

print (‘Conexao iniciada’)

placa.digital[2].write(0) #Seta o pino digital 2 para alto para abrir/ativar relé de agitacdo do
reator

while (hora_atual - hora_inicial) <= 20: #172800 corresponde a dois dias, tempo inicial da
fermentagao sem pulso

hora_atual = time.time()

time.sleep(1)

pt_inl = (placa.analog[5].read()) #Recebe duas vezes a leitura como forma de descartar a
primeira leitura

time.sleep(1)
pt_inl = (placa.analog[5].read())
time.sleep(1)
pt_in2 = (placa.analog[5].read())
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time.sleep(1)
pt_in3 = (placa.analog[5].read())
pt_in = ((((pt_inl + pt_in2 + pt_in3) / 3) - 0.2) * 125)

with open('leituras_entrada_pt_100.txt','a’) as txt_entradas:

txt_entradas.write('{};{};{}\n".format(hora_atual,(hora_atual - hora_inicial),pt_in))

time.sleep(1)

a_aux = (placa.analog[2].read()) #Leitura para evitar interferéncia. Pino ligado ao terra.

time.sleep(1)

pt_outl = (placa.analog[0].read()) #Recebe duas vezes a leitura como forma de descartar a
primeira leitura

time.sleep(1)

pt_outl = (placa.analog[0].read())

time.sleep(1)

pt_out2 = (placa.analog[0].read())

time.sleep(1)

pt_out3 = (placa.analog[0].read())

pt_out = ((((pt_outl + pt_out2 + pt_out3) / 3) - 0.2) * 125)

with open(’leituras_saida_pt 100.txt','a’) as txt_saidas:

txt_saidas.write('{};{};{}\n".format(hora_atual,(hora_atual - hora_inicial),pt_out))

time.sleep(1)

a_aux = (placa.analog[2].read()) #Leitura para evitar interferéncia. Pino ligado ao terra.

#print('Leitura entrada:{} Leitura saida:{}".format(pt_in,pt_out))

#Enviar email com os .txt

loop +=1

pulso +=1
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for i in loops:
if i == loop:
try:

email.send(to="email.mestrado.paulo@gmail.com’, subject="Fermentacdo Xx-x de
xx/xx/xx, email n® {}'.format(num_email), contents=""Fermentagédo x-x

200 g de meio sendo xx/xx, xxg de bagaco e xxg de farelo
200 ml sol de sais 20x

1x10na6 esporos por grama de meio, em 200ml de 4gua
vazdo de ar, 11 por minuto

agitacdo em 5rpm a cada 30min por dois dias

agitado 5 min inicial™, attachments=['leituras_entrada_pt_100.txt',
'leituras_saida_pt_100.txt7)

num_email += 1
#print (Email enviado’)
except:
print('Email n° {} ndo enviado'.format(num_email))
else:
pass
else:

pass

placa.digital[2].write(1) #Seta o pino digital 2 para baixo para fechar/desligar relé de agitacdo
do reator

while (hora_atual - hora_inicial) >= 20: #172800 corresponde a dois dias, tempo inicial da
fermentacgdo sem pulso

#Aplicar o pulso de pressdo
for i in pulsos:
if i == pulso:

hora_atual = time.time()

time.sleep(1)
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pt_inl = (placa.analog[5].read()) #Recebe duas vezes a leitura como forma de descartar
a primeira leitura

time.sleep(1)

pt_inl = (placa.analog[5].read())

time.sleep(1)

pt_in2 = (placa.analog[5].read())

time.sleep(1)

pt_in3 = (placa.analog[5].read())

pt_in = ((((pt_inl + pt_in2 + pt_in3) / 3) - 0.2) * 125)

with open('leituras_entrada_pt_100.txt','a’) as txt_entradas:

txt_entradas.write('{};{};{};()\n".format(hora_atual,(hora_atual -
hora_inicial),pt_in,pulso_ativo))

time.sleep(1)

a_aux = (placa.analog[2].read()) #Leitura para evitar interferéncia. Pino ligado ao terra.

time.sleep(1)

pt_outl = (placa.analog[O].read()) #Recebe duas vezes a leitura como forma de
descartar a primeira leitura

time.sleep(1)

pt_outl = (placa.analog[0].read())

time.sleep(1)

pt_out2 = (placa.analog[0].read())

time.sleep(1)

pt_out3 = (placa.analog[0].read())

pt_out = ((((pt_outl + pt_out2 + pt_out3) / 3) - 0.2) * 125)

with open('leituras_saida_pt 100.txt','a") as txt_saidas:

txt_saidas.write('{};{};{};0\n".format(hora_atual,(hora_atual -
hora_inicial),pt_out,pulso_ativo))

time.sleep(1)
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a_aux = (placa.analog[2].read()) #Leitura para evitar interferéncia. Pino ligado ao terra.

pulso +=1

placa.digital[5].write(0)
time.sleep(0.5)
placa.digital[9].write(1)
time.sleep(0.5)

for j in range(3):

hora_atual = time.time()

time.sleep(1)

pt_in1 = (placa.analog[5].read()) #Recebe duas vezes a leitura como forma de
descartar a primeira leitura

time.sleep(1)

pt_inl = (placa.analog[5].read())

time.sleep(1)

pt_in2 = (placa.analog[5].read())

time.sleep(1)

pt_in3 = (placa.analog[5].read())

pt_in = ((((pt_inl + pt_in2 + pt_in3) / 3) - 0.2) * 125)

with open('leituras_entrada_pt 100.txt','a") as txt_entradas:

txt_entradas.write('{};{};{};(\n".format(hora_atual,(hora_atual -
hora_inicial),pt_in,pulso_ativo))

time.sleep(1)

a_aux = (placa.analog[2].read()) #Leitura para evitar interferéncia. Pino ligado ao
terra.
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time.sleep(1)

pt_outl = (placa.analog[0].read()) #Recebe duas vezes a leitura como forma de
descartar a primeira leitura

time.sleep(1)

pt_outl = (placa.analog[0].read())

time.sleep(1)

pt_out2 = (placa.analog[0].read())

time.sleep(1)

pt_out3 = (placa.analog[0].read())

pt_out = ((((pt_outl + pt_out2 + pt_out3) / 3) - 0.2) * 125)

with open('leituras_saida_pt 100.txt','a’) as txt_saidas:

txt_saidas.write("{};{};{};O\n".format(hora_atual,(hora_atual -
hora_inicial),pt_out,pulso_ativo))

time.sleep(1)

a_aux = (placa.analog[2].read()) #Leitura para evitar interferéncia. Pino ligado ao
terra.

pulso +=1

placa.digital[5].write(1)
time.sleep(0.5)
placa.digital[9].write(0)
time.sleep(0.5)

hora_atual = time.time()

time.sleep(1)

pt_inl = (placa.analog[5].read()) #Recebe duas vezes a leitura como forma de descartar a
primeira leitura

time.sleep(1)
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pt_inl = (placa.analog[5].read())

time.sleep(1)

pt_in2 = (placa.analog[5].read())

time.sleep(1)

pt_in3 = (placa.analog[5].read())

pt_in = ((((pt_inl + pt_in2 + pt_in3) / 3) - 0.2) * 125)

with open('leituras_entrada_pt_100.txt','a") as txt_entradas:

txt_entradas.write('{};{};{}\n".format(hora_atual,(hora_atual - hora_inicial),pt_in))

time.sleep(1)

a_aux = (placa.analog[2].read()) #Leitura para evitar interferéncia. Pino ligado ao terra.

time.sleep(1)

pt_outl = (placa.analog[0].read()) #Recebe duas vezes a leitura como forma de descartar
a primeira leitura

time.sleep(1)

pt_outl = (placa.analog[0].read())

time.sleep(1)

pt_out2 = (placa.analog[0].read())

time.sleep(1)

pt_out3 = (placa.analog[0].read())

pt_out = ((((pt_outl + pt_out2 + pt_out3) / 3) - 0.2) * 125)

with open('leituras_saida_pt _100.txt','a’) as txt_saidas:

txt_saidas.write('{};{};{}\n".format(hora_atual,(hora_atual - hora_inicial),pt_out))

time.sleep(1)

a_aux = (placa.analog[2].read()) #Leitura para evitar interferéncia. Pino ligado ao terra.

#print('Leitura entrada:{} Leitura saida:{}".format(pt_in,pt_out)) #Comentar depois no
codigo oficial



80

#Enviar email com os .txt

loop +=1

for i in loops:
if i == loop:
try:

email.send(to="email.mestrado.paulo@gmail.com’, subject='"Fermentacdo x-x de
xX/xx/xx, email n® {}'.format(num_email), contents=""Fermentagédo x-X

200 g de meio sendo xx/xx, xxg de bagaco e xxg de farelo
200 ml sol de sais 20x

1x10na6 esporos por grama de meio, em 200ml de &gua
vazao de ar, 1l por minuto

agitacdo em 5rpm a cada 30min por dois dias

agitado 5 min inicial™, attachments=['leituras_entrada_pt_100.txt',
'leituras_saida_pt_100.txt7)

num_email +=1
#print (‘Email enviado')
except:
print('Email n° {} ndo enviado'.format(num_email))
else:

pass

pulso +=1

else:

pass

#Desabilitando a leitura
placa.analog[0].disable_reporting()
placa.analog[2].disable_reporting()
placa.analog[5].disable_reporting()
time.sleep(0.5)



#Fechando conexdo com a placa
placa.exit()

print('Placa desconectada’)
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