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RESUMO

A producdo de celulases é de grande interesse para aumentar a viabilidade econémica do
etanol de segunda geracdo. Esse complexo contém trés enzimas principais: endoglicanases,
exoglicanases e B-glicosidades. Fungos filamentosos podem ser produtores eficientes de
celulases, sendo um desses microrganismos Penicillium echinulatum. Celulases séo
produzidas geralmente em cultivos submersos e diferentes estratégias podem ser adotadas
para aumentar a produtividade. Estudos anteriores mostram que a adicdo de um substrato
indutor em regime descontinuo alimentado pode aumentar as atividades das celulases, assim
como o pH 6timo. Foi reportado para outros fungos que quando ndo ha controle de pH, o
meio se acidifica enquanto a celulose € consumida e o pH aumenta quando ha falta de
substrato. Dessa forma, o pH do meio pode ser utilizado para controlar a adi¢do de celulose.
Nesse projeto, um sistema automatico de alimentacdo controlado pelo pH do meio foi
desenvolvido para adicionar celulose em cultivos de Penicillium echinulatum S1M29 em
regime descontinuo alimentado. O sistema foi desenvolvido utilizando um controlador
universal de processos Novus N1100 conectado a um sistema de controle de pH Rovitec
DosaMini 100 e um temporizador conectado a um alimentador cilindrico contendo celulose.
Os resultados do presente trabalho demonstram que o sistema de alimentacdo automatico
funcionou adequadamente e quatro condigdes puderam ser testadas, obtendo atividades
méximas de 1,4 U.mL™ (FPA), 11,5 U.mL™ (endoglicanase), 5,1 U.mL™ (exoglicanase), 5,1
U.mL* (B-glicosidase) e 25,8 U.mL™ (xilanase). Uma relacio inversa entre a concentragdo de
celulose e o pH do meio foi observada, indicando que o pH pode estar relacionado ao
metabolismo do fungo. As condic¢des testadas ndo permitiram que alimentacfes mdltiplas
ocorressem, e baixos valores de pH e concentracdo de celulose interferiram negativamente nas
atividades enzimaticas. Novas condi¢des precisam ser testadas para aumentar a quantidade e a
frequéncia de adicdo de celulose. O controle da queda do pH também deveria ser feito para
melhorar as atividades enzimaticas.

Palavras-chave: Penicillium echinulatum, regime descontinuo alimentado, celulase, pH



ABSTRACT

The production of cellulases is of major interest in order to increase economic viability of
second generation ethanol. This complex contains three major enzymes: endoglucanases,
exoglucanases and B-glucosidades. Filamentous fungi can be efficient cellulase producers,
one of this microorganisms being Penicillium echinulatum. Cellulases are usually produced in
submerged fermentation and different strategies can be adopted in order to increase
productivity. Previous studies show that the addition of an inducer substrate in fed-batch can
improve cellulase activities, so can the optimal pH. It has been reported for other fungi that
when there is no pH control, the medium acidifies while cellulose is being consumed and the
pH raises when there is lack of substrate, therefore, the pH of the medium can be used to
control cellulose addition. In this project, an automatic feeding system controlled by the pH of
the medium was developed to add cellulose in fed-batch submerged fermentation of
Penicillium echinulatum S1M29. The system was developed using a universal controller
Novus N1100 with a pH controlling system Rovitec DosaMini 100 and a timer connected to a
cellulose cylindrical container. The results presented by this work demonstrate that the
automatic feeding system controlled by the pH of the medium functioned properly and four
different conditions could be tested, obtaining maximum enzymatic activities of 1.4 U.mL™
(FPase), 11.5 U.mL™ (endoglucanase), 5.1 U.mL™ (exoglucanase), 5.1 U.mL? (B-
glucosidase) and 25.8 U.mL™ (xylanases). An inverse relation between cellulose
concentration and medium pH was observed, indicating that the pH can be related to the
fungus metabolism. The tested conditions did not allow multiple feedings to happen, and low
pH values and cellulose concentration interfered negatively in enzymatic activities. New
conditions need to be tested in order to increase the amount and frequency of cellulose
addition. Controlling pH decrease should also be performed to improve enzymatic activities.

Keywords: Penicillium echinulatum, fed-batch, cellulase, pH
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1. INTRODUCAO

O complexo enzimatico das celulases consiste em um conjunto de enzimas
encontradas de forma individualizada ou associada em fungos e bactérias. Além de permitir
que esses seres vivos fagcam o aproveitamento da celulose como fonte de energia, as celulases
apresentam interesse biotecnologico com varias aplica¢des industriais como na industria de
alimentos, téxtil e papel e celulose.

Atualmente, o maior interesse do uso dessas enzimas € sua aplicacdo na producdo de
etanol lignocelul6sico. De acordo com The International Energy Association (IEA, 2017), o
investimento em energias renovaveis deve crescer 150% ao ano, de 2015 a 2050, para atingir
a meta do Acordo de Paris de assegurar um aumento médio de temperatura global abaixo de 2
°C até 2050, o que assegura que os investimentos em etanol de segunda geracdo devem
aumentar nos proximos anos.

Para a viabilidade préatica e econdmica da producdo de etanol lignocelulésico sdo
importantes o custo da matéria-prima, a eficiéncia do processo de pré-tratamento da biomassa
e a producdo e a atividade das enzimas. Até 2014, o custo das enzimas em escala industrial
para producdo de etanol lignocelulosico foi estimado como sendo de sete a dez vezes maior
que o dispendido na producéo de etanol a partir da hidrélise do amido de milho. O decréscimo
desse valor é esperado com melhorias continuas na producdo e na atividade das enzimas pelos
fabricantes (SOUZA et al, 2015).

Os produtos comerciais, disponibilizados por Danisco A/S, DSM™, Novozymes® e
Verenium™, principais empresas produtoras de celulases, tratam-se de coquetéis enzimaticos
concentrados contendo celulases, B-glicosidases, hemicelulases, pectinases e outras proteinas
acessorias, sendo as celulases obtidas principalmente de Trichoderma reesei. Embora os
preparados comerciais apresentem elevada capacidade hidrolitica, novas melhorias na
produtividade e no rendimento sdo determinantes para a reducdo dos custos de fabricacéo.

Em todas as empresas mencionadas, o processo de producdo das enzimas utilizado ¢
0 cultivo submerso em biorreatores agitados. Para a producdo das celulases, o substrato
indutor é de grande importancia. A prépria celulose, uma substancia insoltvel, é o substrato
indutor natural das celulases. Outras fontes de carbono, principalmente dissacarideos como:
lactose, celobiose, soforose, gentibiose e sacarose também tém sido avaliadas. No processo de
producdo das enzimas, aumentos de produtividade podem ser obtidos com emprego de

maiores concentracdes de indutor. Porém, concentracfes elevadas do substrato indutor podem
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influenciar negativamente a reologia do meio ou aumentar a liberacdo de glicose, causando
repressao catabolica.

Para diminuir o impacto de altas concentracbes do substrato indutor, estudos
mostram que a adicdo intermitente ou fracionada de celulose em regime descontinuo
alimentado € capaz de aumentar a produtividade enzimatica. O controle da adi¢do da celulose
pode ocorrer manualmente ou por adi¢do automatica.

Cultivos com T. reesei mostraram que sem controle externo de pH o meio se acidifica,
chegando a 2,4 (STERNBERG, 1976). Ao controlar o pH com adi¢do de NH4OH, observou-
se que o consumo de NH," foi proporcional a quantidade de celulose adicionada. Ao final dos
cultivos, houve aumento na concentracdo de NH,", resultante do catabolismo de proteinas
internas, sinalizando caréncia de substrato (STERNBERG e DORVAL, 1979). Esse
comportamento do pH, com queda durante o consumo de substrato e posterior estabilizacéo,
seguida de alta ao ocorrer esgotamento da fonte de carbono também foi observado por Bailey
e Tahtiharju (2003) e utilizado como critério para alimentacdo de substrato em regime
continuo, com T. reesei. Estudos como este indicam que a adicdo de fonte de carbono
indutora em regime descontinuo alimentado pode ser dependente do pH do meio, pois 0
mesmo pode ser um dos indicadores do estado metabodlico do microrganismo.

Alguns géneros de fungos filamentosos estdo descritos como produtores das enzimas
do complexo celulolitico como Trichoderma, Humicola, Aspergillus, Penicillium e
Myceliophthora, sendo Trichoderma o mais explorado comercialmente nos dltimos 30 anos.
(VAISHNAV et al., 2018). Verifica-se que além de Trichoderma, linhagens de Aspergillus e
Penicillium estdo presentes em 52% das publicacGes em revistas cientificas sobre o tema, com
um total de 62212 resultados, sendo 3276 publicados apenas em 2017 (PASSOS et al., 2018).

Linhagens mutantes de Penicillium echinulatum vém sendo estudadas, demonstrando
uma caracteristica catalitica vantajosa em relagdo a T. reesei, que consiste em apresentar
maior propor¢do de B-glicosidases em relagdo a atividade FPA (MARTINS et al., 2008). Ja
foram avaliadas as produtividades de celulases por P. echinulatum em meios solido e liquido
e em regimes descontinuo e descontinuo alimentado.

Uma vez que os beneficios da utilizacdo do regime descontinuo alimentado (RDA) ja
sdo amplamente conhecidos, ja existindo inclusive resultados com melhora na produtividade
das celulases em linhagens de P. echinulatum utilizando RDA, no presente trabalho é
apresentado um novo aporte ao processo de producgédo de celulases por esse fungo. A nova
estratégia consiste na alimentagdo do substrato indutor ser controlada pelo pH do meio,
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permitindo adi¢des de acordo com as necessidades metabdlicas do fungo, visando aumentar a
producdo enzimatica.

Embora esta ideia ndo seja original, ndo ha relatos da utilizacdo do pH para controle
de adicdo automatica de celulose sélida e insolivel na producdo de celulases em regime

descontinuo alimentado.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um prot6tipo de um sistema de alimentagdo automatico condicionado
ao pH para produzir celulases de Penicillium echinulatum em biorreator de agitagdo mecénica

operado em regime descontinuo alimentado.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenvolver um sistema de controle que permita que o mecanismo de alimentagdo de
celulose ao biorreator seja controlado pelo valor do pH do meio.

2. Realizar estudos de caso, produzindo celulases por Penicillium echinulatum em biorreator
em regime descontinuo alimentado com adicédo de celulose controlada pelo pH.

3. A partir dos estudos de caso, determinar valores de pH para o controle da adicdo de

celulose ao meio.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. MATERIAL LIGNOCELULOSICO E O COMPLEXO ENZIMATICO DAS
CELULASES E HEMICELULASES

A composi¢do dos materiais lignocelulosicos é variada, mas inclui principalmente trés
tipos de polimeros: celulose, hemicelulose e lignina. A celulose e a hemicelulose, na parede
da célula vegetal, estdo incorporadas juntamente com a lignina constituindo matriz complexa
que torna esta biomassa altamente recalcitrante (CHUNDAWAT et al, 2011; SHOWALTER,
1993).

A celulose é um polimero linear de alto peso molecular, formada por unidades de D-

glicopiranose, unidas por ligagdes B-1,4-glicosidicas. Devido as suas unidades glicosil, a
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macromolécula celulose apresenta ligagdes de hidrogénio inter e intramoleculares, produzindo
arranjos altamente cristalinos (PARK et al., 2010; O'SULLIVAN, 1997).

As celulases sdo enzimas hidroliticas relacionadas a degradacdo da celulose, sendo
constituidas de celobiohidrolases (EC 3.2.1.91 e EC 3.2.1.176), endoglicanases (EC 3.2.1.4) e
B-glicosidases (EC 3.2.1.21). As endoglicanases clivam a celulose aleatoriamente, gerando
oligossacarideos. As exoglicanases, ou celobiohidrolases, agem nesses oligossacarideos
liberando glicose ou celobiose, um dimero de glicose, podendo também agir em celulose
microcristalina. As B-glicosidases hidrolisam a celobiose, liberando glicose. Esse sistema
enzimatico ndo é apenas um conjunto das trés enzimas, mas possui uma capacidade de agir de
maneira coordenada e eficiente para hidrolisar essa matéria-prima (LYND et al., 2002). O

mecanismo de acdo do complexo enzimatico das celulases é mostrado na Figura 1.

Celobiases ' celobiose

()

n

glucose

Figura 1. Mecanismo de acdo do complexo enzimatico de celulases (DILLON e CAMASSOLA,
2014).

A hemicelulose (Figura 2) trata-se de um polimero heterogéneo caracteristicamente
rico em pentoses do tipo B-D-xilose e a-L-arabinose e hexoses (f-D-manose, -D-glicose, a-
D-galactose), além de acidos urdnicos (a-D-glicoronico, a-D-4-O-metilgalacturénico e a-D-
acido galacturénico). Na cadeia principal, os acUcares estdo ligados por ligaces p-1,4, mas
podem ser encontradas ligagdes do tipo B-1,3-glicosidicas (SANCHES, 2009; JEFFRIES,
1994).
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As enzimas que contribuem para a despolimerizacdo da hemicelulose sdo
principalmente as endoxilanases, B-xilosidases e as arabinofuranoses. Estas enzimas, além da
producdo de etanol de segunda geracdo, também apresentam potencial biotecnoldgico para
biobranqueamento da polpa de celulose, ao remover as hemiceluloses e para industria de
alimentos, na producéo de xilitol (KUMAR e SHUKLA, 2016).

Pt Ho 8 HO._

J‘-.,.-'O_

OH
(4)

Figura 2. Monossacarideos constituintes das hemiceluloses. D-Glucose (1), D-Galactose (2), L-
Avrabinose (3), D-Xilose (4), D-Manose (5), 4-O-Metil-D-Glucuronico (6) e L-Ramnose (7)
(SJOSTROM e WESTERNARK, 1999).

As endoxilanases (XYN - EC 3.2.1.8) estdo envolvidas na hidrélise da xilana por
clivagem de ligagdes glicosidicas B-1,4, liberando xilooligossacarideos (XOs) (COLLINS et
al., 2005; KUMAR e SHUKLA, 2016). As B-xilosidases (XYL) atacam as extremidades ndo
redutoras dos XOs para liberar xilose ou outros oligossacarideos. As XYLs ndo somente
degradam as XOs, mas também desempenham um papel importante na degradacao da xilana,
removendo a Xilobiose (POLIZELI et al., 2005). As XYLs também sdo capazes de mediar
reacOes de transxilosilacdo (DILOKPIMOL et al., 2011; BENASSI et al., 2013; NIETO-
DOMINGUEZ et al., 2015; PAN et al., 2001; XIA et al., 2015).

As o-L-arabinofuranosidases (ABFs - EC 3.2.1.55) clivam as ligagcbes o-L-
arabinofuranosidicas entre os residuos de arabinofuranose e xilose da cadeia central da xilana,
de forma sinérgica para a completa hidrélise da fracdo de hemicelulose (NUMAN e
BHOSLE, 2006).

O outro componente dos materiais lignocelulosicos é a lignina, um heteropolimero
amorfo, insollvel, composto por unidades de fenil-propano unidos por diferentes tipos de
ligacdo. O principal objetivo da lignina é oferecer a planta suporte, impermeabilidade e
protecdo contra agentes externos (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). A presenc¢a da lignina
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forma uma matriz hidrofébica que dificulta o acesso de &gua e de enzimas aos demais

polissacarideos constituintes da biomassa vegetal (I'YAMA et al., 1994).

3.2. PRODUCAO DE CELULASES E HEMICELULASES

As celulases séo enzimas produzidas por diversos organismos, sendo as de origem
microbiana, produzidas por bactérias e fungos, intensamente estudadas. As celulases
microbianas sdo obtidas industrialmente pela inducdo da secrecdo da enzima por
microrganismos. Porém, elevadas concentracBes de indutores podem causar repressao
catabdlica. Dessa forma, para aumentar a produtividade dessas enzimas e, consequentemente
torna-las viaveis economicamente, diversos parametros devem ser avaliados. Dentre essas
variaveis, incluem-se as modificacbes genéticas dos organismos, o desenvolvimento do
processo, os diferentes regimes, substratos e formulacGes de meio e os parametros de controle
como pH, temperatura e oxigénio dissolvido. (DILLON e CAMASSOLA, 2014).

3.2.1. Escolha do substrato indutor

As celulases sdo um complexo enzimatico induzivel. A celulose é reconhecida por ser
o melhor indutor do complexo enziméatico como um todo, mas diversas fontes de carbono ja
foram testadas e reportadas na literatura a fim de encontrar diferentes indutores (RYU e
MANDELS, 1980)

Mandels et al. (1962) verificaram a capacidade indutora da soforose para Trichoderma
viride, e essa fonte de carbono mostrou ser 2500 vezes mais ativa que a celobiose. Rho et al.
(1982) avaliaram 21 carboidratos como indutores para a producdo de celulases e
hemicelulases por Schizophyllum commune. Desses 21, tiocelobiose, carboxi-metil-celulose,
celobiose e xilana induziram as trés enzimas testadas (carboxi-metil-celulases, B-glicosidades
e xilanases), sendo a tiocelobiose o indutor que apresentou melhores resultados. Ja a
gentibiose e a tiogentibiose foram avaliadas como indutoras em Penicillium purpurogenum
(KURASAWA et al., 1992), e a gentibiose fez o papel tanto de indutor quanto de fonte de
carbono, enquanto a tiogentibiose apenas apresentou fungéo indutora, ndo sendo consumida
pelo microrganismo.

A producéo de celulases por Penicillium echinulatum ja foi avaliada utilizando lactose
como substrato em cultivo submerso (SEHNEN et al., 2006). A lactose, por ser soltvel, ndo

interferiu na reologia do meio e ndo causou repressao catabdlica, porém a atividade FPA s
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atingiu valores de 0,1 U.mL™, enquanto combinacdes de celulose e lactose chegaram &
atividade de 1,5 U.mL™. Camassola e Dillon (2007) produziram celulases e xilanases em
cultivo em estado solido, tendo bagaco de cana e farelo de trigo como substrato, obtendo
atividades FPA de 32,89 U.g™\. Reis (2017) analisou diferentes materiais lignocelulésicos para
substituir 50% da celulose empregada em cultivos. Foram testados o bagago de laranja,
bagaco de cana-de-agUcar, sabugo de milho e capim elefante em frascos, e o bagaco de laranja

e o capim elefante se destacaram como potenciais substitutos.

3.2.2. Efeito do pH

Sternberg (1976) verificou que 12 horas ap6s a inoculacdo de T. reesei, em
biorreatores com meios contendo 2% (m/v) de celulose, o meio se acidifica, podendo chegar a
pH 2,5 se ndo ocorrer controle. Adicionalmente, verificou que o controle do pH permitiu
aumentar os titulos enzimaticos. Entretanto, o pH ideal para maior atividade FPA nao foi o
mesmo para maior atividade de -glicosidases.

Sternberg e Dorval (1979) realizaram cultivos em T. reesei utilizando concentracfes
de até 8% (m/v) de celulose, com pH controlado pela adicdo de NH,OH. A dosagem de NHj
no meio mostrou que quanto maior a concentracao de celulose, maior a sua deple¢do no meio.
Ao final dos cultivos, houve liberagdo de NH4" pelo fungo, resultante do catabolismo de
proteinas internas, sinal de falta de substrato, ocasionando aumento do pH do meio.

O efeito do pH foi estudado por Tangnu et al. (1981) em relacdo a producdo de
celulases pela linhagem T. reesei RUT C30 em biorreator com pH controlado. Foi observado
gue numa faixa de pH de 4,0 a 6,0 ndo ocorreu efeito significante na taxa de producdo, mas
houve alteracdo na atividade de B-glicosidases. Com valores de pH de 4,0 e 5,0, a atividade de
B-glicosidases aumentou gradualmente até o oitavo dia de cultivo.

Estudos da variacdo da expresséo de celulases e xilanases em P. echinulatum S1M29
em funcdo do pH foram relatados por Reis et al. (2014) em frascos e em biorreator. Os dados
obtidos nos dois casos foram compativeis, apresentando maior atividade de FPA,
endoglicanases e xilanases em pH entre 5,5 e 7,0, e para B-glicosidases, em pH entre 4,0 e
6,0. Porém, esse estudo apenas avaliou o pH oOtimo de produgdo das enzimas, nédo
demonstrando a relacéo entre o pH do meio e a quantidade de substrato disponivel. Para P.
echinulatum 9A02S1, foram avaliados o uso de tampdes citrato e acetato e foi determinado
que o pH 6timo para obtencdo de maiores atividades FPA foi de 4,8 e de [-glicosidases entre
4,0e 4,5 (CAMASSOLA et al., 2004).
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3.2.3. Produgéo de celulases em regime descontinuo alimentado

A adicdo fracionada de substrato em biorreator, que caracteriza o regime descontinuo
alimentado, € uma estratégia para o aumento da produtividade de enzimas, uma vez que
diminui as inibicdes por substrato e produto, bem como problemas de agitacdo e aeracéo, se
comparado ao regime descontinuo. (ESTERBAUER et al., 1991)

Hendy et al. (1982) utilizaram esse regime para diminuir o efeito da alta concentracéo
de celulose na transferéncia de massa. Essa limitacdo permitia que a atividade enzimatica
aumentasse proporcionalmente em relacdo a concentracdo de celulose apenas até uma
concentracdo de 50 a 60 g.L™, como reportado por Sternberg e Dorval (1979). Nos
experimentos, os cultivos submersos, nas primeiras 48 horas, foram feitos em regime
descontinuo com uma concentracdo inicial de 20 g.L™ de celulose (Solka Floc). Apds 48
horas, foi adicionada Solka Floc para atingir concentracdes maiores que 20 g.L™*, com adices
se repetindo a intervalos de 10 a 20 horas. Nesta sistematica, adi¢des totalizando 150 g.L™ de
Solka Floc foram feitas, resultando em valores de FPA préximos de 30 U.mL™, apés 12 dias
de cultivo.

Watson et. al (1984) aperfeicoaram o regime descontinuo alimentado desenvolvido
por Hendy et. al. (1982). Uma etapa inicial em regime descontinuo também foi empregada,
por 42 horas com 20 g.L™ de celulose. Trés vazdes de alimentacio foram desenvolvidas, com
oxigenacdo sempre acima de 20% da saturacéo e controle do pH acima de 4,0 pela adicéo de
NH,OH 4 mol.L™. As alimentacdes foram feitas adicionando pequeno volume do meio do
cultivo na celulose em pé e adicdo da mistura ao fermentador assepticamente. Ocorreram
adicBes duas vezes ao dia em intervalos de 8 e 16 h, para as vazdes de 0,25 e 0,50 g.L.h™,
respectivamente, e para a vazdo de 1 g.L ™ .h™ as adicBes ocorreram a cada 8 h. Nesse trabalho
as atividades méximas alcangadas superaram as obtidas por Hendy et. al. (1982), chegando a
valores de 57. U.mL™

Reis et al. (2013) realizaram estudo comparativo entre regime descontinuo e regime
descontinuo alimentado com 20, 40 e 60 g.L™ de celulose em cultivos com P. echinulatum.
Os resultados indicaram claramente que o processo de regime descontinuo alimentado
provocou aumento nos titulos enzimaticos de FPA, que chegaram a 8,3 U.mL™ para o cultivo
que totalizou 40 g.L™ de celulose. Em regime descontinuo, para a mesma concentragdo de
celulose, a atividade foi de apenas 4,0 U.mL™. No mesmo estudo, os autores observaram que
a atividade de [-glicosidases ndo apresentou diferenca nos regimes descontinuo ou

descontinuo alimentado para a mesma concentracao de celulose. Tal observacdo também foi
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feita por Kim et al. (1997), uma vez que o regime descontinuo alimentado ndo aumentou a
atividade de [-glicosidases para A. niger.

No estudo de Reis et al. (2013), a alimentacdo foi realizada de forma manual. Dessa
forma, Reis (2017) desenvolveu um sistema de alimentacdo automatico, conectando o
alimentador a um temporizador, que realizava adi¢cbes de celulose periodicamente. As
atividades maximas obtidas para FPA, endoglicanases, exoglicanases, [-glicosidases e
xilanases foram, respectivamente, de 14 U.mL™?, 116 U.mL™?, 10,8 U.mL™, 4,7 U.mL™ e 1032

U.mL* para cultivos em pH controlado em 6,0 e um total de 60 g.L™ de celulose adicionados.

3.2.4. Sistemas de alimentacéo condicionados ao pH

Observacdes feitas em cultivos em regime descontinuo para producdo de celulases
mostraram que a producdo mais eficiente de enzimas por T. reesei ocorreu durante a
diminuicdo da concentragdo de substrato e, a0 mesmo tempo, a tendéncia de acidificacdo do
meio diminuia, passando a haver um aumento no pH do meio nesse momento. Bailey &
Tahtiharju (2003) basearam-se nessas observacdes para automatizar a adigdo de meio rico em
lactose em cultivo em regime continuo. Para isso, foi criado um diagrama de controle que
calculava a variacdo da quantidade de base adicionada a cada 5 minutos. Quando esse valor
estava abaixo de um valor de controle, mais meio com lactose era adicionado. Ao aumentar a
variacdo, a adicdo do meio era interrompida. A estratégia resultou em producéo continua até
150 h, sendo a eficiéncia do processo comprometida apds esse periodo devido a constante
oscilacdo do metabolismo do fungo entre as fases de crescimento e esgotamento de substrato.

Além do trabalho com celulases, essa estratégia de alimentacdo foi observada por
outros autores. Suzuki et al. (1990) avaliaram o crescimento de Protomonas extorquens sp. K
adicionando metanol como substrato quando o pH do meio ultrapassasse o valor de 7,0,
notando que a estratégia de alimentacdo funcionava, porém, maiores valores de crescimento
s0 eram obtidos quando a quantidade de metanol alimentada era de 5 g por pulso. A produgéo
de 2,3-butanodiol em regime descontinuo alimentado com adicao de sacarose controlada pelo
pH foi avaliada por Silveira et al. (1998), a fim de evitar inibicdo pelo substrato em Klebsiella
pneumoniae, atingindo maiores concentragdes de produto, produtividade e conversdo. Kim et
al. (2004) combinaram a alimentacdo exponencial com a alimentacdo controlada pelo pH,
adicionando glicose a cultivos de E. coli, resultando em elevada concentracdo de células.
Todavia, nesse estudo, a adicdo controlada pelo pH precisou ser combinada com a
alimentacdo exponencial, uma vez que apenas a adicdo pelo pH causava elevada producéo de

acetato, que inibia o crescimento.
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Considerando os resultados obtidos pelos autores na literatura analisada, verifica-se
que a alimentacdo em regime descontinuo alimentado condicionada ao pH pode ser uma
estratégia valida. Entretanto, ndo foram encontradas informacgdes sobre desenvolvimento de
um sistema automatico de alimentacéo de celulose sélida controlada pelo pH do meio, que foi

a proposta desenvolvida no presente trabalho.

4. METODOLOGIA
4.1. LINHAGEM FUNGICA

Para a produgéo de celulases e xilanases foi utilizada a linhagem S1M29 (DILLON
et al, 2011) de Penicillium echinulatum obtida a partir da linhagem 9A02S1, depositada no
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM 18942).

4.2. MEIOS DE CRESCIMENTO E MANUTENCAO DE LINHAGENS

Para a manutenc¢do da linhagem foi utilizado o meio &gar-celulose (C-agar), 40 mL
de celulose intumescida, 10 mL de solucdo salina; 0,1g proteose peptona (Oxoid L85); 2 g
agar e 50 mL de agua destilada.

O meio liquido para a producgdo de inéculo foi constituido de 5 g.L™ de celulose
Celuflok; 1 g.L™ de sacarose; 1,4 g.L™* sulfato de amdnio; 2 g.L™ de farelo de soja; 5 g.L™ de
farelo de trigo; 0,5 g.L™ de extrato de levedura Prodex®; 1 mL.L™ de surfactante Tween 80;
50 mL.L™" da solugdo mineral de Mandels & Reese (1957) e agua destilada para completar o
volume de 100 mL. (REIS et al., 2013).

Os frascos foram autoclavados a 120 °C e 1.10° Pa por 20 minutos antes da

inoculacéo.

4.3. CULTIVO EM FRASCOS SOB AGITACAO RECIPROCA PARA OBTENCAO
DE INOCULOS

Os inbculos foram crescidos por 48 horas em frascos Erlenmeyer de 500 mL,
contendo 100 mL do meio liquido inoculados com 1 mL de 1 x10 conidios.mL™, mantidos a
28°C, com agitacdo reciproca a 180 rpm (REIS et al., 2013). Apos as 48h, cinco frascos

foram adicionados ao cultivo em biorreator, representando 10% do volume total do reator.
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4.4. CULTIVO EM BIORREATOR

O biorreator utilizado nos cultivos foi desenvolvido em parceria entre a Universidade
de Caxias do Sul e Senai/Mecatronica. Ele apresenta cuba de vidro com volume operacional
de 5L e 28 cm de altura e 20 cm de diametro. A agitacdo ocorre por meio de uma turbina feita
de a¢o inoxidavel, em forma de “U”, com 15,3 cm de altura e 12,6 cm de largura, e apresenta
aletas em seu corpo. O biorreator possui trés chicanas. Sua tampa, que permite a conexao do
alimentador, eletrodos, turbina, antiespumante, bombas acido e base e outras entradas e
saidas, também é confeccionada em aco inoxidavel.

O alimentador automatico foi desenvolvido por Reis (2017), € composto de um
cilindro de inox e apresenta uma rosca transportadora e um eixo de mistura, ambos ligados a
um motor elétrico e acionados por um temporizador (Figura 3). Quando acionado, o
temporizador movimenta tanto a rosca transportadora, que é responsavel pela adicdo de
celulose no cultivo, quanto o eixo de mistura, que impede que a celulose se acumule apenas
em uma regido do cilindro de inox. O temporizador é configurado definindo o tempo de
alimentacdo e o tempo de intervalo entre as alimentacdes. No presente trabalho, o tempo de
alimentacéo selecionado foi de 3 s e o intervalo entre as alimentacdes de 60 min. Na conexao
do alimentador com o biorreator é colocada uma resisténcia com a finalidade de impedir que a

celulose acumulada na saida do alimentador absorva umidade e cause entupimento do

sistema.
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Figura 3. Esquema do alimentador, mostrando (1) o eixo de mistura, (2) a rosca transportadora, (3) a
conexdo do alimentador no biorreator, onde é colocada a resisténcia elétrica, e (4) local em que séo
conectados os motores elétricos, regulados pelo temporizador. (REIS, 2017).
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Os ensaios no biorreator foram feitos em regime descontinuo alimentado. Os meios
para 0s ensaios no biorreator tiveram a mesma composi¢cdo que 0 meio para obtengdo do
indculo, observadas as proporcfes para um volume final de 5 L. Apenas a concentracao
inicial de celulose variou entre cada cultivo, sendo de 5 g.L™ nos cultivos 1 e 2, nenhuma
celulose inicial adicionada no cultivo 3 e 10 g L™ no cultivo 4. O reator e o alimentador
contendo a celulose a ser adicionada foram autoclavados a 120 °C e 1.10° Pa por 1h.

O cultivo foi alimentado com quantidades variadas de celulose Celuflok, utilizando o
alimentador em funcdo do pH. O pH do meio foi acompanhado por pHmetro Rovitec
DosaMini com eletrodo de vidro e foi o determinante para o acionamento ou desligamento do
temporizador. A escolha da faixa de pH para alimentagéo, presenca ou auséncia de controle
externo de pH e momento do inicio da alimentacdo foi baseada no proprio comportamento do
pH em cada cultivo, visando melhorias na quantidade de alimentacdes e tempo de resposta.
Dessa forma, os critérios estabelecidos foram:

e Cultivo 1: faixa de alimentacao entre os pHs 6,0 e 4,0, sem controle externo de pH por
bombas de acido e base, com a alimentag&o iniciada no tempo 0.

e Cultivo 2: faixa de alimentacao entre os pHs 6,0 e 5,0, sem controle externo de pH por
bombas de acido e base, com a alimentagdo iniciada somente quando o pH do meio
atingiu o valor de 6,0.

e Cultivo 3: faixa de alimentagdo fixa no pH 6,0, sem controle externo de pH por
bombas de acido e base, com a alimentacdo iniciada somente quando o pH do meio
atingiu o valor de 6,0.

e Cultivo 4: faixa de alimentacéo fixa no pH 6,0, pH fixo em 6,0 nas primeiras 48h por
adicOes de &cido e base com bombas externas de pH, com o alimentador conectado
somente em 48h e alimentacéo iniciada somente quando o pH do meio atingiu o valor
de 6,0.

A frequéncia dos agitadores mecanicos do biorreator foi variada entre 150 e 250 rpm
e a aeragdo entre 0,5 e 2,0 vvm a fim de manter uma concentragdo de oxigénio dissolvido
entre 30% e 100% da saturacdo (REIS et al., 2013). A temperatura foi estabelecida na faixa de
28 +1°C. Aos cultivos foi adicionado antiespumante a base de silicone a fim de controlar a
formacdo de espuma, sendo inicialmente adicionadas algumas gotas, antes do inicio do
cultivo e, posteriormente durante o cultivo, adicionado conforme a necessidade.

Os cultivos no biorreator foram mantidos por um periodo de 7 dias, conforme

experimentos prévios (REIS et al., 2013), tendo sido observados seus padrfes de variacdo de
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pH e frequéncia de alimentagéo para determinar o encerramento. Sendo assim, o Cultivo 1 foi
encerrado em 164 h, o Cultivo 2 em 160 h e os Cultivos 3 e 4 em 168 h. Foram feitas duas
coletas de 12 mL diariamente, armazenadas em tubos de centrifuga com 1pL de azida sédica

20% (m/v) por mL de amostra para conservacao sob congelamento.

45. METODOS ANALITICOS PARA QUANTIFICACOES DE CELULOSE E
ENZIMAS

A concentracdo de celulose nas amostras foi obtida pelo método de Updegraff
(1969), porém em vez de quantificar a celulose por meétodo espectrofotometrico, a
quantificacdo foi feita por método gravimétrico, conforme modificado por Ahamed et al.
(2008). Dessa forma, um volume de 10 mL de amostra foi centrifugado a 4000 rpm por 30
minutos e apos remocdo do sobrenadante, os pellets do precipitado foram suspensos em
solucdo com acido acético e acido nitrico, permanecendo em banho por 30 min a 100 °C. Os
pellets foram lavados com duas por¢des de 10 mL de &gua destilada, apds resfriamento, em
um papel filtro seco com massa previamente determinada. Para determinar a massa da
celulose, o papel foi seco a 50 °C por 48 h e pesado novamente. Assim, desconta-se o valor
inicial do papel e a quantidade em gramas é convertida em g L™.

Para determinacdo de FPA, foi utilizado o procedimento descrito por Ghose (1987)
modificado conforme Camassola e Dillon (2012). Em placa de polipropileno com pocos de
capacidade de 1,5 mL cada, foram adicionados 10 pL de solu¢do enzimatica e 140 pL de
tampéo citrato de sodio 0,05 mol.L™* pH 4,8. Apds banho em 50 °C por 10 minutos, foram
adicionados a cada po¢o 5 mg de papel filtro, e a placa permaneceu em banho de 50 °C por
mais 60 minutos. A reacao foi interrompida com 300 uL. de DNS e colocada em banho de 100
°C por 5 minutos. A absorbancia foi medida em 545 nm em placa de poliestireno com 96
pocos de capacidade de 0,4 mL, apds adicao de 100 uL da solugdo, foi completado o restante
do volume com &gua. A determinacdo da atividade foi feita a partir de construgédo de curva de
calibracéo de glicose com concentragdes de 0 a 2,0 mg.m.L™.

Para a atividade de endoglicanases, também se utilizou a metodologia descrita por
Ghose (1987), modificada por Camassola e Dillon (2012), de maneira semelhante a
determinacdo por FPA, sendo a diferenca, a adigdo de 50 pL de solugdo de
carboximetilcelulose 2% (m/v), previamente aquecida a 50°C, sendo as placas de
polipropileno de 1,5 mL, mantidas por 30 minutos em banho a 50°C, com posterior dosagem

dos aguUcares redutores utilizando DNS.
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A atividade das exoglicanases foi determinada utilizando-se a metodologia de
Deshpande et al. (1984), empregando o p-nitrofenil-B-D-cellobiosideo (pNPC) como
substrato. Foram adicionadas em placas de poliestireno de 96 po¢os, com volume de 0,4 mL,
10 pL da solucdo enzimatica e 90 UL de pNPC 1 mg.m.L™. As placas foram incubadas a 50°C
por 30 minutos, com interrupcdo por adicdo de 200 pL de Na,COs; a 100 g. .L™.
Posteriormente, foi feita a leitura da absorbancia de p-nitrofenol, em 405 nm, para
quantificacéo espectrofotométrica.

Para quantificar a atividade de B-glicosidases foi empregada a metodologia descrita
por Chahal (1985), com modificagdes nos volumes. A mistura reacional consistiu de 10 pL de
solugio enzimatica, 40 uL de tampé&o citrato de sodio 0,05 mol.L™* pH 4,8 e 50 uL da solugdo
de salicina 1% (m/v) que foram adicionadas em pocos de placa de poliestireno de 96 pocos
com volume de 0,4 mL. As placas contendo essas soluc¢des foram colocadas em banho a 50°C,
por 30 minutos. Posteriormente houve a adi¢ao de 300 uL de solucdo do reagente DNS que
interrompeu a reacdo, e a placa foi colocada em banho a 100°C, por 5 minutos. Apds o
resfriamento em temperatura ambiente, foi feita a leitura de absorbancia em
espectrofotdbmetro a 545 nm. A determinacdo da atividade ocorreu como para FPA.

A determinacéo da atividade de xilanases foi realizada empregando 90 uL de solucéo
de xilana (oat spelts) 1% (m/v), a qual permaneceu sob agitacdo em banho a 50 °C em placa
de polipropileno de 96 pocos com capacidade de 1,5 mL cada. Ao poco foi acrescentado mais
10 uL da solugdo enzimatica para um tempo de reacdo de 5 minutos. Apos, a reagdo foi
interrompida com a adicdo de 300 pL da solucdo do reagente DNS e os pogos foram
colocados em banho a 100°C, por 5 minutos. As amostras foram diluidas e medidas como
para FPA. Os agucares redutores liberados foram dosados com o uso do reagente DNS e a
absorbancia das preparacdes foi medida em espectrofotdmetro a 545 nm. As concentracdes de
xilanases presentes nas amostras foram determinadas através de curva de calibragdo
construida a partir de uma solugéo 0,01 M, conforme Bailey et al. (1992).

As unidades de FPA, endoglicanases, exoglicanases, [B-glicosidases e Xxilanases
foram definidas como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 UM de agUcar redutor por
minuto (MILLER, 1959).
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4.6. ANALISE DOS RESULTADOS

Os calculos das atividades enziméticas foram elaborados numa planilha do Excel, e
os gréaficos, utilizando-se o software PrismGraphPad. N&o foi possivel a analise de variancia,

pois 0s experimentos em biorreator nao tiveram repeticao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DESENVOLVIMENTO DE ALIMENTADOR AUTOMATICO REGULADO
PELO pH

Baseando-se nos trabalhos de Sternberg e Dorval (1979) e Bailey & Tahtiharju
(2003), utilizando o alimentador descrito por Reis (2017), foi desenvolvido um sistema de
alimentacéo controlado pelo pH.

Dessa forma, foi necessaria a introducdo de um Controlador Universal de Processos
N1100 da marca Novus, para relacionar o pH medido por um sistema de controle de pH
Rovitec DosaMini 100 ao temporizador do alimentador. O pH era medido pelo pHmetro,
enviando um sinal elétrico para o controlador que, dependendo da configuracdo escolhida,

ativava ou desativava o temporizador do alimentador. O esquema do sistema é apresentado na

Figura 4.
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Figura 4. Sistema de alimentacdo controloda pelo pH, contendo (1) o biorreator, (2) o alimentador, (3)
a sonda de pH, (4) o controlador de pH Rovitec DosaMini 100, (5) o controlador universal de
processos Novus N1100 e (6) o temporizador do alimentador.
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Para configurar o controlador, foi utilizado o software NConfig, em um computador.
Utilizando o programa, foi possivel estabelecer valores de pH em que o temporizador do
alimentador funcionava ou ndo. Para isso, primeiramente foi escolhido um valor de pH para
controle (setpoint), que € o valor minimo de pH necessario para iniciar o acionamento do
temporizador. Ao estabelecer-se um valor de controle, o funcionamento do sistema era
simples: se o pH estivesse acima desse valor, o temporizador do alimentador funcionava
normalmente; se estivesse abaixo, o temporizador era desativado, ndo ocorrendo alimentacao.

Além do valor de controle, um limite inferior também poderia ser estabelecido.
Dessa forma, a alimentacdo ocorria em uma faixa de pH, ndo apenas em um valor fixo. Se o
pH do meio estivesse acima do valor de controle, ou em queda, entre o valor de controle e o
limite inferior, o temporizador era ativado. Ao atingir o limite inferior, o temporizador era
desativado e sO voltava a ser acionado quando o pH do meio atingisse novamente o valor de
controle.

Dentre as limitacGes do controlador do sistema, a primeira é que os valores medidos
ndo sdo registrados. Dessa forma, algumas variacdes de pH ou mesmo algumas alimentacdes
podem passar despercebidas, caso ndo sejam acompanhadas. Logo, o perfil de pH do cultivo,
bem como as frequéncias de alimentacdo tém seu registro limitado aos horérios de coletas de
amostras.

O acoplamento do controlador impediu o funcionamento das bombas de acido e base
do sistema de controle de pH. Sendo assim, as alimentacGes ocorreram em pH livre. Reis et
al. (2014) relataram a variacdo de pH em funcdo do tempo para cultivos de P. echinulatum em
frascos, e observaram que nas primeiras 48 h o pH tende a cair, atingindo valores abaixo de
3,0. Isso pode acarretar baixos valores de atividades enzimaticas, uma vez que no mesmo
trabalho o pH 6timo para producdo de enzimas do complexo das celulases em biorreator foi
estabelecido como sendo entre 5,5 e 6,5.

Por fim, como a alimentagéo € dependente do pH e 0 meio se encontra em pH livre,
ndo hd como prever quando a alimentacdo ira ocorrer, podendo ocasionar longos periodos
sem ativacdo do temporizador. No mesmo biorreator utilizado no presente trabalho, Reis
(2017) observou entupimento no sistema quando ocorria um longo tempo de espera para a
alimentacdo, uma vez que a celulose na saida do alimentador absorve umidade do meio. O
entupimento ocorre mesmo com a resisténcia instalada em volta do bocal do alimentador, com
0 proposito de prevenir a absorcdo de umidade. Dessa forma, se 0 meio de um cultivo levar

muitas horas para atingir o valor de controle, o controlador ativard o temporizador do
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alimentador, mas pouca celulose poderd ser adicionada devido a essa limitacdo do
equipamento.

Para testar o funcionamento do sistema, bem como sua aplicabilidade em cultivos
longos e avaliar a resposta do P. echinulatum a cultivos em regime descontinuo alimentado
em pH livre com alimentacdo dependente do pH, foram realizados quatro cultivos em
biorreator. O valor de controle em todos os cultivos foi estabelecido em pH 6,0, pois é o pH
Otimo de producdo das enzimas. O limite inferior, a concentracao inicial de celulose e as
condicdes para inicio da alimentacdo foram variados de acordo com o perfil de pH

apresentado, sendo os resultados desses cultivos discutidos nos proximos itens.

5.2. CULTIVO EM REGIME DESCONTINUO ALIMENTADO COM ADICAO DE
CELULOSE NA FAIXA DE pH 6,0-4,0 (CULTIVO 1)

5.2.1. Perfil de pH e concentracédo de celulose (Cultivo 1)

Em um primeiro cultivo no biorreator, cujos dados de pH constam na Figura 5, a
faixa de pH entre 4,0 e 6,0 foi escolhida para o acionamento da alimentacdo. A concentragdo
inicial de celulose no biorreator foi de 5g.L™, ndo havendo controle externo do pH por adic&o
de &cido e base. O alimentador foi conectado e acionado no tempo 0, permanecendo em
funcionamento até o pH atingir um valor abaixo de 4,0, que ocorreu em 24h. Novas
alimentagBes ndo voltaram a ocorrer até o encerramento em 164h. A quantidade total de
celulose adicionada durante as alimentacgdes foi de 112 g, dessa forma, o cultivo totalizou 27,4

g.L™ de celulose.
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Perfil de pH cultivo 1
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Figura 5. Perfil de pH em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de Penicillium
echinulatum em resposta a adigdo de celulose (Cultivo 1).

Verifica-se que houve queda do pH de seu valor inicial de 5,4 até o valor de 2,9, em
72h, mostrando que, conforme relatado para T. reesei (STERNBERG & DORVAL, 1979), o
metabolismo da celulose por P. echinulatum acarreta queda do pH. Apo6s a queda do pH,
observou-se seu aumento ate o valor 3,8, em 96h. Posteriormente uma nova queda até 3,4 em
120h e elevacdo até 4,1 em 160h, quando o cultivo foi encerrado. Como o pH do meio ndo
voltou a atingir 6,0, ndo ocorreu nova alimentacao.

As variacbes do pH observadas na Figura 5 sdo indicacdes da possibilidade de
controlar a adicdo de celulose pelo pH durante cultivos em regime descontinuo alimentado
com celulose para a producéo de celulases por P. echinulatum.

Ao observar-se a concentracdo de celulose no cultivo 1 (Figura 6), a maior
concentrac&o ocorre em 24h, de 15 g L™. Esse resultado pode ser explicado, pois neste cultivo
o sistema de alimentacg&o j& funcionou no tempo 0 indo até as 24h, quando o meio atingiu pH
inferior a 4,0, interrompendo a alimentagdo. Logo, em 24h, além da celulose inicial (5 g.L™)
presente no meio, também havia celulose adicionada pelo alimentador. Apds o periodo de 24h
iniciais de cultivo, ndo havendo mais adicéo de celulose, a concentracgdo decresceu, devido ao
consumo pelo fungo. O méximo de celulose em 24 h é justificado, tanto pelas adigdes de
celulose, quanto pelo consumo paralelo de sacarose, ndo havendo um consumo proporcional a
celulose adicionada. Conforme relatado por Reis et al. (2013), a sacarose, quando adicionada
no meio de cultivo de P. echinulatum em biorreator em regime descontinuo e descontinuo

alimentado, é consumida praticamente em sua totalidade nas primeiras 24 h de cultivo. Dessa
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forma, somente apds grande parte da sacarose ser consumida, 0 microrganismo passa a

consumir a celulose em maior quantidade.
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Figura 6. Concentracdo de celulose e valores de pH em regime descontinuo alimentado da linhagem
S1M29 de Penicillium echinulatum (Cultivo 1).
Ao analisar-se 0 pH em conjunto com a concentragcdo de celulose no Cultivo 1

(Figura 6), observa-se que hd uma tendéncia inversa entre o0s dois parametros. No tempo de
24h, onde ha o maximo da concentracdo de celulose, também ha queda do pH do meio, de 5,2
em 16h para 4,1 em 24h.

Apbs 90 h a concentracdo de celulose permanece inferior a 5 g.L™, com pequenas
oscilagbes. Enquanto essa concentra¢do permaneceu num nivel menor, o pH comecou a subir.
Esse perfil de variacdo sugere que em um cultivo de P. echinulatum sem controle de pH, a
queda do pH esta relacionada a um consumo de celulose, e que a elevagdo é consequéncia da
caréncia de celulose.

Essa relagdo ja foi descrita por Bailey & Tahtiharju (2003), em que os autores
afirmam que fungos filamentosos, durante seu crescimento e consumo da fonte de carbono,
apresentam queda de pH no meio e, ap6s 0 esgotamento dessa fonte, o pH volta a subir. Esse
mecanismo é exatamente o que pode viabilizar a alimentacdo condicionada pelo pH: o sistema
sO receberd mais celulose quando o pH subir a um determinado nivel estipulado, como
consequéncia do consumo da celulose.

O tempo de resposta do pH no presente cultivo foi elevado. Uma queda mais rapida
do pH interromperia a alimentagédo, causando menor acimulo de celulose no meio. Da mesma

forma, um brusco aumento do pH exigiria alimentacoes antes das 160h.
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5.2.2. Atividades enzimaticas (Cultivo 1)
As atividades enzimaticas maximas observadas no Cultivo 1 e seus respectivos

tempos sao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Atividades enzimaticas em cultivo da linhagem S1M29 de Penicillium echinulatum (Cultivo
1)

FPA Endoglicanases  Exoglicanases  B-glicosidades Xilanases
(U.mL™ (U.mL? (U.mL™ (U.mL™ (U.mL™
\{al_or 1,2 11,5 3,1 51 13,4
Maximo
Tempo (h) 112 148 148 148 112

A variacdo da atividade FPA no Cultivo 1 é mostrada na Figura 7, verificando-se que
as enzimas responsaveis pela atividade FPA tiveram aumento consideravel na sua producéo a
partir de 24h. Apds encerramento da alimentacdo, o crescimento permaneceu, com oscilagdes
até 0 maximo de 1,2 U.mL™, momento em que o pH do meio estava em 3,5. A partir de 112h,

a atividade tendeu a diminuir até 160h, com excecdo de um pequeno aumento em 148h.
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Figura 7. Atividade FPA em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de Penicillium
echinulatum (Cultivo 1).

Ao compararem-se as atividades FPA obtidas no presente trabalho com atividades ja
reportadas de P. echinulatum em RDA, Reis (2017) obteve 14 U.mL™, em 216 h, pH
controlado em 6,0 e concentracdo de celulose totalizando 60 g.L™. J& Reis et al. (2014), ao

variar o pH em cultivos em regime descontinuo com concentracao de celulose chegando a 10
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g.L™ (1% m/v) obtiveram valores maximos de atividade FPA 1,81 U.mL™ com pH 6,0 em 96
h. Porém, ao observarem-se os resultados em pH 4,0, préximo ao pH da atividade maxima do
Cultivo 1, a atividade maxima reportada foi de 0,43 U.mL™. Dessa forma, verifica-se que
tanto o pH 6timo quanto maiores concentracdes de celulose induzem maior atividade FPA.
Porém, mesmo em pH desfavoravel, o Cultivo 1 apresentou melhores atividades do que
cultivos em RD na mesma faixa de pH.

Considerando as atividades de endoglicanases no cultivo (Figura 8), constata-se um
aumento em 48h com posterior crescimento de forma gradual, com oscilagdes, apresentando
seu maximo de 11,5 U.mL™, em 148h, com pH do meio em 3,8 e sendo a maior atividade de
endoglicanases de todos os cultivos.
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Figura 8. Atividade de endoglicanases em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 1).

Considerando as atividades obtidas nos cultivos em RD em diferentes pHs e
concentracéo de celulose em 10 g.L™ realizados por Reis et al. (2014), o cultivo 1 superou 0s
valores tanto no pH préximo de 4,0 (5,4 U.mL™ em 92h), quanto no pH 6timo de 6,0 (10,2
U.mL™ em 96h), sugerindo que o regime descontinuo alimentado causa maior indugdo dessa
enzima, mesmo em pH desfavoravel. Porém, a atividade maxima obtida por Reis (2017) em
RDA com pH controlado em 6,0 e concentracéo total de celulose de 60 g.L™ foi de 116 U.mL"
! em 208 h, verificando a importancia de uma adic&o continua de substrato durante o regime
descontinuo alimentado.

Para as exoglicanases (Figura 9), a atividade comeca a crescer em 48h, atingindo seu

méximo de 3,1 U.mL™ em 148h, com pH do meio em 3,8. Uma vez que a atividade das
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exoglicanases é liberar celobiose a partir dos fragmentos de polimeros gerados pelas
endoglicanases (LYND et al., 2002), a baixa produgédo dessas enzimas nas primeiras 48h de
cultivo é esperada, visto que a producao de endoglicanases nesse periodo também foi baixa.
De uma maneira geral, ambas enzimas apresentaram perfis semelhantes de atividade,

apresentando, inclusive, seus picos em 148h.
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Figura 9. Atividade de exoglicanases em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 1).

As exoglicanases ndo foram avaliadas em regime descontinuo em diferentes pHs por
Reis et al. (2014), ndo sendo possivel fazer comparagdes com as atividades em diferentes
faixas de pH. Porém, em RDA chegando a 60 g.L™ de celulose e pH controlado em 6,0, a
atividade de exoglicanases foi de 10,8 U.mL™ em 216h (REIS, 2017). A elevada concentracio
de celulose certamente foi de grande importancia para a obtencdo de maiores produtividades
de exoglicanases, pois, uma vez que mais celulose foi adicionada, maiores producdes de
endoglicanases ocorreram, acarretando a liberacdo de substratos para a agdo da exoglicanases.

Dessa forma, embora a atividade das exoglicanases ndo seja exercida diretamente
sobre a celulose ndo hidrolisada, a adicdo de celulose provoca indugdo de producdo de
endoglicanases, que liberam o substrato necessario para a atividade das exoglicanases,
tornando a atividade desse grupo de enzimas dependente, de forma indireta, da adicdo de
celulose.

A atividade de B-glicosidades (Figura 10) mostrou-se pequena nas primeiras 48h.
Apos as 48h, a atividade das B-glicosidases comegou a aumentar, justamente quando as

endoglicanases ja estdo com atividades elevadas (Figura 9) e ja existindo atividade de
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exoglicanases (Figura 8). As B-glicosidades também atingiram seu méximo de 5,1 U.mL™ em
148h, com pH do meio em 3,5.
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Figura 10. Atividade de B-glicosidades em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 1).

Ao avaliarem a atividade de B-glicosidases em diferentes pHs, Reis et al. (2014)
obtiveram atividade maxima de 0,67 U.mL™ em pH 5,5 em 96h e 10 g.L™* de celulose. Ao
variarem a concentracio de celulose, Reis et al. (2013) alcancaram atividades de 5,8 U.mL™
com concentragdes de celulose em 60 g.L™, tanto em RD quanto em RDA, em 168h. J& nos
cultivos em RDA de Reis (2017), em que as demais enzimas apresentaram atividades muito
maiores do que as do presente trabalho, a atividade maxima de B-glicosidases foi de 4,7
U.mL™ em 216h com total de 60 g.L™ de celulose.

A condugéo dos cultivos com controle da adi¢do de celulose pelo pH pode trazer
vantagens nos processos de producdo de B-glicosidases, uma vez que os valores obtidos no
presente trabalho (5,1 U.mL™) ocorreram com menor dispéndio de celulose e sem controle
externo de pH. Além disso, 0 maximo de atividade de B-glicosidases foi anterior, pois ocorreu
em 148h, em comparacdo com 168h observados em Reis et al. (2013) e 216h em Reis (2017).
Em tempo similar de 135h, Li et al. (2013) obtiveram atividade de 4,5 U.mL™ com T. reesei,
porém a quantidade de celulose alimentada totalizou 80 g.L™.

Quanto as xilanases (Figura 11), ha inicio de producdo em 24h, apresentando uma
queda em 48 e 64h e voltando a crescer em 72h até seu maximo de 13,4 U.mL™" em 112h,
momento em que o pH do meio estava em 3,5, com oscilagdes, mas tendéncia de queda até o

final do cultivo.
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Figura 11. Atividade de xilanases em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 1).

Comparando os resultados do Cultivo 1 com cultivos em RD em diferentes pHs (Reis
et al., 2014), observa-se que no pH 6timo de 6,0 a atividade maxima foi de 33,5 U.mL™ em
96h, e no pH préximo (4,0) de 13,1 em 68h, ambos com concentracéo de celulose de 10 g.L™.
J4 em RDA, Reis (2017) obteve atividades de 1032 U mL™ em 216h e 60 g.L™ de celulose.
Assim como para atividade FPA, também se observa que para as Xilanases tanto o pH 6timo
guanto maiores concentracfes de celulose no meio beneficiam sua producéo, sendo esses dois
fatores potenciais justificativas para produc¢des enzimaticas inferiores as ja reportadas para P.
echinulatum em cultivo submerso em biorreator.

5.3. CULTIVO EM REGIME DESCONTINUO ALIMENTADO COM ADICAO DE
CELULOSE NA FAIXA DE pH 6,0-5,0 (CULTIVO 2)

5.3.1. Perfil de pH e concentracéo de celulose (Cultivo 2)

Em um segundo experimento, cujos dados de pH sdo apresentados na Figura 12, a
faixa de pH 6,0-5,0 foi escolhida para alimentacdo, para que houvesse interrupcdo da adigéo
de celulose ja em pH 5,0, visando diminuir a quantidade de substrato alimentada, provocando
uma resposta mais rapida do sistema, em relagdo ao experimento anterior.

A nova alimentacédo foi programada para ocorrer somente quando o pH atingisse 6,0,
na tentativa de iniciar a alimentacdo com maior consumo da celulose ja adicionada ao meio.
Neste segundo cultivo, a concentracdo inicial de celulose foi 5 g.L™* e ndo houve controle de

pH por sistemas de bombas para alimentagdo de acido e base. A quantidade total de celulose



35

adicionada durante as alimentacdes foi de 38 g, dessa forma, o cultivo totalizou 12,6 g.L™ de

celulose.

Perfil de pH cultivo 2
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Figura 12. Perfil de pH em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de Penicillium
echinulatum em resposta a adi¢éo de celulose (Cultivo 2).

A analise da Figura 12 também mostra a existéncia de uma queda do pH até o valor
3,3 em 40h, que reforca a tese de que o consumo de celulose do meio leva a queda do pH.
Verificou-se uma elevacdo no pH a partir de 50h, apresentando pH 4,3 em 72h, ocorrendo
uma nova medida apenas em 90h, quando entdo o pH estava no valor 4,2. A queda do pH
entre 72 e 90h pode ser explicada pelo consumo da celulose cristalina ap6s o uso da celulose
amorfa. Esse comportamento ocorre, pois primeiramente 0 microrganismo consome a
celulose amorfa, por estar mais disponivel no meio, e somente apds o esgotamento dessa
forma de celulose, passa a consumir a celulose cristalina.

A partir de 90h verificou-se uma elevagdo no pH e em 140 h o pH voltou a atingir o
valor de controle, acionando o temporizador e o alimentador. Em 144h, o pH ja estava abaixo
do limite inferior de 5,0 (4,6) e, portanto, com alimentagdo ja interrompida. Neste
experimento o cultivo foi encerrado em 160 h.

A ocorréncia de queda no pH nas primeiras 40h no Cultivo 2 (Figura 13) foi
acompanhada pela diminui¢do geral da concentracdo de celulose, embora graficamente haja
eventuais oscilagcdes. A partir de 48h, a concentracéo de celulose permaneceu baixa, mas o pH
comecou a subir, mais uma confirmacdo de que a variacao do pH pode ser relacionada com o

consumo ou a auséncia de substrato no meio.
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Figura 13. Concentracgdo de celulose e valores de pH em regime descontinuo alimentado da linhagem
S1M29 de Penicillium echinulatum (Cultivo 2).

Ja em 140h, momento em que foi observada a chegada do pH ao valor de controle,
ndo foi coletada amostra. As coletas foram realizadas em 136 h (3,4 g.L™") e 148 h (1,9 g.L™).
As explicacBes para ndo se observar esse aumento seriam, o entupimento do sistema,
conforme relatado nas limitacdes do sistema de alimentacdo, ou o consumo do substrato
adicionado, que teria ocorrido antes da préxima amostragem.

Ao fim desse cultivo, observou-se que uma menor concentracdo de celulose foi
adicionada e o comportamento ciclico do pH foi demonstrado. Porém, mesmo ao estabelecer a
adicdo de celulose somente ao atingir o valor de controle e reduzir o limite inferior, ndo foi
possivel obter uma resposta mais rapida do sistema. Esses dados indicam que a concentracao
inicial de celulose demora muito para ser consumida pela pequena concentracdo microbiana

presente nas primeiras horas do cultivo.

5.3.2. Atividades enzimaticas (Cultivo 2)

As atividades enzimaticas maximas observadas no Cultivo 2 e seus respectivos tempos
sdo mostradas na Tabela 2.
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Tabela 2. Atividades enziméticas em cultivo da linhagem S1M29 de Penicillium echinulatum (Cultivo
2)

FPA Endoglicanases  Exoglicanases  B-glicosidades Xilanases

(U.mL™) (U.mL™) (U.mL™) (U.mL™ (U.mL™)
Valor
Méaximo 0,8 10,3 3,1 4 18,9
Tempo (h) 120 148 160 136 160

A atividade FPA (Figura 14) foi quase inexistente até 48 horas. Como observado
anteriormente, esse cultivo apresentou queda mais acentuada de pH nas primeiras 48 horas. A
baixa atividade de FPA esta de acordo com as observacdes de Li et al. (2013), que
verificaram para T. reesei um pH favoravel de 4,5 para as enzimas responsaveis pela atividade
FPA, ou seja, valores inferiores a 4,5 poderiam ser desfavoraveis. Dessa forma, a atividade
enzimatica s6 comecou a aumentar apos as 48h, paralelamente a elevacdo do pH, atingindo

seu valor maximo de 0,8 U.mL™ em 120h, quando o pH do meio estava em 4,8.
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Figura 14. Atividade FPA em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de Penicillium
echinulatum (Cultivo 2).

No Cultivo 2, a atividade FPA reportada foi semelhante a obtida por Reis et al.
(2014), com 10 g.L™" de celulose em RD em pH 5,0, que foi 0,7 UmL™ em 112 h. Ao
comparar-se a atividade FPA no pH 6timo de 6,0 (1,81 U.mL™ em 96h) relatada no mesmo
trabalho, ou a obtida em RDA (REIS, 2017) com pH controlado em 6,0 e 60 g.L™ de celulose
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(14 U.mL™, em 216h), novamente observa-se a importancia do pH 6timo, bem como de
maiores concentragdes de celulose para a atividade FPA.

Para as endoglicanases (Figura 15) o cultivo apresentou um crescimento linear na
atividade até 112h, com queda em 120 e 136h e novo aumento em 148h e esse aumento
ocorreu justamente apds a alimentacéo, entre 136 e 144h. O maximo é atingido em 148h, com
atividade de 10,3 U.mL™ e pH no meio de 4,0
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Figura 15. Atividade de endoglicanases em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 2).

Da mesma forma que observado no Cultivo 1, a atividade méaxima obtida superou
tanto a atividade no pH préximo de 5,0 (7,9 U.mL™ em 116h), quanto no pH 6timo de 6,0
(10,2 U.mL™* em 96h) reportados por Reis et al. (2014) em RD com 10 g.L™* de celulose.
Novamente, o resultado foi menor que em RDA com 60 g.L™ de celulose (REIS, 2017), que
atingiu 116 U.mL™ em 208h.

Ja para as exoglicanases (Figura 16) o Cultivo 2 apresentou um padrdo de
crescimento gradual de atividade, havendo um aumento mais evidente apds a alimentacdo em

140h até atingir seu valor maximo de 3,1 U.mL™ em 160h com pH do meio em 4,0.
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Figura 16. Atividade de exoglicanases em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 2).

As atividades novamente iniciaram somente ap0s certa atividade de endoglicanases
ja ser observada, como ocorreu no Cultivo 1, retrato do mecanismo de acdo das enzimas do
complexo das celulases. Mais uma vez, ao comparar-se a atividade obtida de 10,8 U.mL™ em
216h com RDA em pH 6,0 controlado e 60 g.L™ de celulose (REIS, 2017), verifica-se a
dependéncia da concentracdo de celulose para producdo de exoglicanases.

A atividade de B-glicosidases (Figura 17) foi baixa nas primeiras 48h, comegando a
crescer até 96h, tendo um aumento mais pronunciado até seu maximo em 136h de 4,0 U.mL™
com pH do meio em 5,9. Ndo foi observado um aumento de atividade de B-glicosidases
relacionado com as alimentac@es. Tal resultado para P. echinulatum havia sido observado por
Reis et al. (2013), uma vez que os valores maximos de atividade de [-glicosidases foram o0s
mesmos para a mesma concentracdo de celulose, independentemente de ser RD ou RDA. Para
Kim et. al. (1997) o regime descontinuo alimentado também néo provocou aumentos de

rendimentos de B-glicosidases com A. niger.
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Figura 17. Atividade de B-glicosidades em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 2).

Nesse cultivo, a atividade méaxima das B-glicosidases também superou a atividade
méxima de 0,67 U mL™ em pH 5,5 e 96h, obtida por Reis et al. (2014), em RD com 10 g.L™
de celulose. Porém, néo alcancou a atividade de 5,8 U.mL™ reportada por Reis et al. (2013),
com concentracdes de celulose em 60 g.L™, tanto em RD quanto em RDA, nem os 4,7 U.mL™
em RDA obtidos por Reis (2017), com total de 60 g.L™ de celulose em RDA.

Por fim, para as xilanases (Figura 18), o cultivo s6 iniciou a producdo ap6s 72h,
mantendo a atividade de xilanases em crescimento até o fim do cultivo, quando atingiu seu
valor maximo de 18,9 U.mL™ (160 h), com pH do meio em 4,0. N&o foi observado, apés a

alimentacdo, um destaque no crescimento da atividade das xilanases.



41

201

154

10 A

Xilanases (U/mL)

0 === T T T T T T

0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo (h)

Figura 18. Atividade de xilanases em regime descontinuo alimentado da linhagem S1IM29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 2).

Assim como no Cultivo 1, o Cultivo 2 apresentou maior atividade que a obtida em
pH 4,0 em RD com 10 g.L™ de celulose reportada por Reis et al. (2014) (13,1 U.mL™ em
68h), mas ndo superou a atividade méxima obtida no pH 6,0 (33,5 U.mL™ em 92h), muito
menos a atividade de 1032 U mL™"em 216h e 60 g.L™ de celulose em RDA (REIS, 2017).

5.4. CULTIVO EM REGIME DESCONTINUO ALIMENTADO COM ADICAO DE
CELULOSE COM VALOR DE CONTROLE EM pH 6,0 (CULTIVO 3)

5.4.1. Perfil de pH e concentracéo de celulose (Cultivo 3)

No Cultivo 3, cujos dados de pH sédo apresentados na Figura 19, ndo foi estabelecido
um limite inferior de pH, apenas utilizou-se o valor de controle 6,0 para adicdo de celulose,
novamente na tentativa de que um menor tempo de alimentagdo diminuisse o tempo de
resposta do pH do meio. Outra tentativa de obter um tempo de resposta mais rapido foi néo
adicionar celulose a0 meio no tempo inicial. Dessa forma, as concentracdes de celulose
iniciais sdo apenas provenientes do indculo e dos farelos de soja e trigo adicionados ao meio.
No Cultivo 3 também ndo houve controle de pH por sistemas de bombas para adi¢do de acido

e base.
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Figura 19. Perfil de pH em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de Penicillium
echinulatum em resposta a adigdo de celulose (Cultivo 3).

Observando-se a Figura 19, nota-se que a queda do pH foi menos brusca do que a
observada nos Cultivos 1 e 2, o que ¢ explicado pela baixa concentracéo de celulose no meio
no inicio do cultivo. O pH atingiu o valor de 4,4 em 24h e voltou a subir, sendo registrado o
valor de 6,0 em 48h, momento em que ocorreu alimentacdo. Esse comportamento inicial
demonstra que utilizar menores concentracdes de celulose no inicio do cultivo pode ser uma
estratégia para reduzir o tempo de resposta do pH do meio. Porém, apds a alimentacdo em
48h, o pH volta a cair, atingindo seu minimo de 3,6 em 72h. A estabilizacdo do pH ocorreu
entre 72 e 96h e ap6s, em 112h, um novo aumento foi observado. Essa tendéncia permaneceu
até o fim do cultivo, em 168h, porém, o pH ndo chegou a atingir o valor de controle
novamente a ponto de ocorrer nova alimentagéo.

Observando a relagdo entre o pH e a concentracdo de celulose (Figura 20), é possivel
perceber que nas primeiras 48h a concentracdo de celulose foi baixa e constante. Apds a
alimentacdo em 48h, a concentracdo passou de 2,0 g.L™ para 4,3 g.L™, em 64h, que coincide

com a queda mais brusca do pH.
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Figura 20. Concentragdo de celulose e valores de pH em regime descontinuo alimentado da linhagem
S1M29 de Penicillium echinulatum (Cultivo 3).

Na Figura 20, também é valido observar que no Cultivo 3, apds a alimentacdo em
48h até o consumo da maior parte da celulose (90h), o pH permanece estavel e baixo,
mostrando, mais uma vez, que durante o consumo da celulose ha uma tendéncia de
acidificacdo do meio. Finalmente, percebeu-se que apesar da estratégia inicial de ndo
adicionar celulose ao meio ter sido eficiente para reduzir o tempo de resposta do pH do meio,
apos a adicdo de celulose pelo alimentador, o tempo de resposta voltou a se elevar, ndo sendo

possivel observar mais de uma alimentacdo durante as 168h do cultivo.

5.4.2. Atividades enzimaticas (Cultivo 3)
A Tabela 3 mostra as atividades enzimaticas maximas e seus respectivos tempos,

observados no Cultivo 3.

Tabela 3. Atividades enzimaticas em cultivo da linhagem S1M29 de Penicillium echinulatum (Cultivo
3)

FPA Endoglicanases  Exoglicanases  B-glicosidades Xilanases
(U.mL™?) (U.mL™ (U.mL™?) (U.mL™) (U.mL™)
valor 14 10,3 3,0 44 16,5
Maximo
Tempo (h) 112 96 168 136 160

A atividade FPA (Figura 21) s6 comecou a ser significativa apos a alimentacédo em

48h, apresentando um crescimento gradual, com oscilacdo em 96h, até seu valor maximo de
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1,4 U.mL" em 112h, quando o pH do meio estava em 4,0. Posteriormente, foi observado um

decréscimo, seguido de novo aumento em 160h, voltando a cair ao final do cultivo, em 168h.
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Figura 21. Atividade FPA em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de Penicillium
echinulatum (Cultivo 3).

Neste cultivo, a atividade FPA superou a reportada por Reis et al. (2014), com 10
g.L™" de celulose em RD em pH 4,0, que foi 0,43 U.mL™ em 96h. Entretanto, assim como
observado nos Cultivos 1 e 2, a atividade FPA do Cultivo 3 ndo atinge nem os valores em pH
6timo de 6,0 reportado por Reis et al. (2014) (1,81 U.mL™) nem em RDA com pH controlado
em 6,0 e 60 g.L" de celulose, reportada por Reis (2017) (14 U.mL™).

Para as endoglicanases (Figura 22), hd um aumento da atividade a partir de 24h,
sendo observado um importante incremento apds a alimentacdo em 48h. O cultivo apresenta

seu maximo de 10,3 U.mL™ em 96h, com pH do meio em 3,7.
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Figura 22. Atividade de endoglicanases em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 3).

No que diz respeito as endoglicanases, o Cultivo 3 apresentou resultados semelhantes
aos reportados por Reis et al. (2014) no pH o6timo de 6,0, em que a atividade de
endoglicanases foi de 10,2 U.mL™ em 96h, em RD empregando 10 g.L™ de celulose. De
forma semelhante aos cultivos anteriores, a atividade de 116 U.mL™ em 208h obtida em RDA
com 60 g.L™ de celulose (REIS, 2017) nio foi superada.

Ja a atividade de exoglicanases (Figura 23) também mostrou comportamento
semelhante aos cultivos anteriores, tendo apenas um aumento expressivo apés ja haver certa
atividade de endoglicanases, ocorrendo justamente apds a alimentacdo em 48h. A atividade
continuou aumentando até 96h, momento em que oscilacbes comecaram a ocorrer, até atingir

o maximo de 3,0 U.mL™ em 168h, com pH do meio em 5,2.
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Figura 23. Atividade de exoglicanases em regime descontinuo alimentado da linhagem S1IM29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 3)

Outra vez, a atividade de 10,8 U.mL™ em 216h em RDA com pH controlado em 6,0
e 60 g.L de celulose (REIS, 2017) superou a do Cultivo 3.

Quanto as B-glicosidases (Figura 24), a atividade apresentou um aumento gradual e
sensivel até 72h, com maiores valores a partir de 90h, até atingir seu méaximo de 4,4 U.mL™
em 136h, com pH do meio em 4,5.
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Figura 24. Atividade de B-glicosidades em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 3)
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Assim como no Cultivo 2, ndo foi observado um aumento na atividade em funcéo da
alimentacdo, conforme j& discutido. A atividade maxima das B-glicosidases obtida por Reis et
al. (2014), em RD com 10 g.L™ de celulose, foi de 0,67 U mL™ em pH 5,5 e 96h, sendo
superada pelo Cultivo 3. J4 as atividades de 5,8 U.mL™ (REIS et al., 2013), obtidas tanto em
RD quanto em RDA, com concentraces de celulose em 60 g.L™" e a de 4,7 UmL™ (REIS,
2017) em RDA também com 60 g.L™ de celulose, foram maiores que a obtida no presente
trabalho, nessas condicdes.

Finalmente, para as xilanases (Figura 25), a atividade comecou ser significativa apds
a alimentacdo em 48h. Apos, apresentou um crescimento gradual, com leve oscilagdo em
148h, até atingir o méximo de 16,5 U.mL™ em 160h com pH do meio em 5,1.
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Figura 25. Atividade de xilanases em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 3)

Ao contrario dos Cultivos 1 e 2, o Cultivo 3 ndo apresentou maior atividade que a
obtida por Reis et al. (2014) (17,5 U.mL™ em 40 h) em pH 5,0 e RD com 10 g.L™ de celulose.
Adicionalmente, também apresentou atividades menores que a méaxima obtida no mesmo
trabalho em pH 6,0 (33,5 U.mL™ em 92h), e que a de 1032 U mL™ em 216h relatada por Reis
(2017) em RDA e 60 g.L™ de celulose.
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5.5. CULTIVO EM REGIME DESCONTINUO ALIMENTADO COM ADICAO DE
CELULOSE COM VALOR DE CONTROLE EM pH 6,0 E pH CONTROLADO
POR 48 H (CULTIVO 4)

5.5.1. Perfil de pH e concentracéo de celulose (Cultivo 4)

No quarto cultivo, foi adotada uma estratégia para o controle de adicdo de celulose
em que o cultivo teve o pH controlado em 6,0 nas primeiras 48 h. A estratégia foi escolhida
visando a uma velocidade de resposta mais rapida de alteracdo do pH, ja que o aumento da
guantidade de massa microbiana poderia proporcionar um consumo mais rapido da celulose
adicionada. Dessa forma, as primeiras 48h do cultivo ocorreram em regime descontinuo,
sendo o alimentador conectado apenas ap6s 48h. O valor de controle foi novamente
estabelecido como 6,0 sem limite inferior e a concentracao inicial de celulose inicial foi de 10

g.L™. Os valores de pH do cultivo 4 sdo apresentados na Figura 26.

Perfil de pH cultivo 4
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Figura 26. Perfil de pH em regime descontinuo alimentado da linhagem S1IM29 de Penicillium
echinulatum em resposta a adigdo de celulose (Cultivo 4).

Observando os valores de pH (Figura 26), percebe-se que assim que o alimentador
foi conectado em 48h, ja ocorreu alimentacdo, uma vez que o pH do meio estava controlado
em 6,0, coincidindo com o valor de controle. J& em 64h, houve uma queda para 4,1 voltando a
subir a partir de 72h, até atingir novamente o valor de 6,0 em 112h, indicando a ocorréncia de
nova alimentacdo entre 96 e 112h. Posteriormente, o pH permaneceu em queda até 144h,
apresentando um leve aumento em 168h, momento em que o cultivo foi encerrado.

Ao avaliar a concentragéo de celulose em paralelo com os valores de pH (Figura 27),

é possivel visualizar que nas primeiras 48h com pH fixo, a celulose foi consumida pelo fungo.
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Apos o desligamento do controle de pH, o mesmo comegou a cair, paralelamente com a
continuidade do consumo da celulose inicial, juntamente com a celulose alimentada em 48h.
A partir de 72h, a concentracdo geral da celulose caiu ainda mais, fenbmeno acompanhado
pelo aumento do pH. Também foi observado um aumento da concentracdo de celulose em
112h, sendo esse aumento provocado pela alimentacdo. Nas horas finais do cultivo, a
concentracdo de celulose ndo sofreu grandes variacbes e o pH mostrou novamente um
comportamento de queda, estabilizacdo e aumento.
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Figura 27. Concentracgao de celulose e valores de pH em regime descontinuo alimentado da linhagem
S1M29 de Penicillium echinulatum (Cultivo 4).

Analisando esses parametros, é possivel constatar que a estratégia de manter o
cultivo sob pH controlado, para aumentar a massa fangica e diminuir o tempo de resposta,
provocou um intervalo entre alimentacdes de 64h. Porém, esse tempo de resposta novamente

ndo foi pequeno o suficiente para possibilitar um maior nimero de alimentagdes.

5.5.2. Atividades enzimaticas (Cultivo 4)

As atividades méaximas das enzimas do complexo das celulases observadas no
Cultivo 4 e seus respectivos tempos sdo reportadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Atividades enziméticas em cultivo da linhagem S1M29 de Penicillium echinulatum (Cultivo
4)

FPA Endoglicanases  Exoglicanases  B-glicosidades Xilanases

(U.mL™) (U.mL™ (U.mL™) (U.mL™ (U.mL™
Valor 11 10,0 5.1 5.1 25.8
Maximo
Tempo (h) 148 148 136 136 148

A atividade FPA (Figura 28) iniciou seu crescimento ap6s as 16h, apresentando um
crescimento gradual, com algumas oscilagcbes. Um aumento na atividade foi observado entre
96 e 112h, ao ter ocorrido alimentacdo. A atividade maxima obtida foi de 1,1 U.mL™ em

148h, momento em que o pH do meio era de 4,9.
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Figura 28. Atividade FPA em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de Penicillium
echinulatum (Cultivo 4).

Da mesma forma que observado nos trés cultivos anteriores, a atividade FPA
méxima do Cultivo 4 supera a de 0,7 U.mL™ em 112h em RD e pH 5,0 com 10 g.L* de
celulose (REIS et al., 2014), mas ndo alcancou a atividade de 1,8 U.mL™ obtida em pH 6,0 e
96h, nem a de 14 U.mL™ em 216h relatada por Reis (2017), em RDA com pH controlado em
6,0 e um total de 60 g.L™ de celulose adicionadas.

Para as endoglicanases (Figura 29), a atividade apresentou maior crescimento a partir

de 24h. Assim como nos Cultivos 2 e 3, ap0s a alimentacdo (entre 96 e 112h) é possivel
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observar um aumento de atividade dessas enzimas, em 120h. O maximo foi alcancado em
148h, com pH do meio em 4,9 e atividade de 10,0 U.mL™,
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Figura 29. Atividade de endoglicanases em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 4).

Nesse cultivo, a atividade maxima superou a obtida por Reis et al. (2014) em RD,
com 10 g.L™* de celulose em pH 5,0 (7,9 U.mL™ em 116 h), e chegou préximo & obtida em pH
6,0 (10,2 U.mL™ em 96h), mas n&o superou a atividade obtida por Reis (2017) em RDA, com
total de 60 g.L™ de celulose adicionada, que chegou a 116 U.mL™ em 208h.

As exoglicanases (Figura 30), por sua vez, também iniciaram o crescimento da
atividade em 24 h, apresentando um aumento na atividade entre 96 e 112h, coincidindo com a
alimentacdo e atingiram seu valor maximo de 5,1 U.mL™ em 136h, com pH do meio em 5,1.
O Cultivo 4 também ndo atingiu a atividade de 10,8 U.mL™ reportada em RDA com pH 6,0 e
uma quantidade total de 60 g.L™ de celulose (REIS, 2017)
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Figura 30. Atividade de exoglicanases em regime descontinuo alimentado da linhagem S1IM29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 4).

Ja a atividade de B-glicosidades (Figura 31) comecgou a ser significativa apos 48 h,
atingindo seu méximo de 5,1 U.mL™ em 136h, com pH do meio em 5,1

P-glicosidases (U/mL)

0 1 I 1 I 1 I 1

0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo (h)

Figura 31. Atividade de B-glicosidades em regime descontinuo alimentado da linhagem S1M29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 4).

O Cultivo 4, assim como o Cultivo 1, se destacou por apresentar maiores atividades
que as obtidas por Reis et al. (2014) de 0,64 U.mL™* em 96h em RD, com 10 g.L™ de celulose
em pH 6timo de 5,5, e a obtida por Reis (2017) de 4,7 U.mL™ em 216h com total de 60 g.L™

de celulose com pH controlado em 6,0. Somente o trabalho de Reis et al. (2013) reportou
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atividades maiores que a obtida nesse cultivo (5,8 U.mL™ com 60 g.L™ de celulose, tanto em
RD quanto em RDA, em 168h)

A atividade de xilanases (Figura 32) apresentou valores maiores a partir de 24h,
permanecendo em crescimento até 64h, com posterior estabilizacdo até 120h, voltando a

crescer em 136h e atingindo seu maximo de 25,8 U.mL™ em 148 h com pH do meio em 4,9.

30
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Figura 32. Atividade de xilanases em regime descontinuo alimentado da linhagem S1IM29 de
Penicillium echinulatum (Cultivo 4).

De forma semelhante aos Cultivos 1 e 2, o Cultivo 4 registrou atividade superior a de
17,5 U.mL™ em 40h em pH 5,0 e RD com 10 g.L™ de celulose (REIS et al., 2014), mas n4o
atingiu a atividade de 33,5 U.mL™ em 92h em pH 6,0 nem a de 1032 U mL™ em 216h em
RDA e 60 g.L™ de celulose (REIS, 2017).

5.6. COMPARACAO ENTRE OS CULTIVOS 1,2,3E4

5.6.1. Perfil de pH e concentragéo de celulose

Conforme relatado em cada cultivo individualmente, o comportamento do pH
apresentou algumas semelhancas. Nos quatro cultivos, houve primeiramente uma acidificagéo
do meio, com uma posterior estabilizacdo e, finalmente, um aumento do pH do meio.

O Cultivo 1 foi o0 que atingiu menores valores de pH, chegando a 2,9 em 64h. Foi
também o cultivo que apresentou maior tempo de resposta, uma vez que seu pH atingiu o
valor de 4,0 em 24h, e so voltou a apresentar esse valor em 164h, fazendo com que 0 meio
ndo alcancasse o pH necessario para que fosse realizada uma nova alimentacdo até o fim do

cultivo.
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J& o Cultivo 2 teve uma queda menos brusca no pH, atingindo o valor minimo de 3,3
em 40h, porém seu tempo de resposta também foi elevado, uma vez que apresentou pH 5,7 no
tempo O e s6 chegou a valores semelhantes (5,9) em 136h. Entretanto, neste cultivo foi
observada uma alimentacao, pois o pH do meio atingiu o valor de controle.

Por sua vez, o Cultivo 3 apresentou a queda de pH menos acentuada e o menor tempo
de resposta nas primeiras 48h, sendo o cultivo que atingiu o valor de controle mais cedo entre
todos. Todavia, ap6s a adicdo de celulose, a queda de pH foi mais brusca e o tempo de
resposta aumentou, ndo havendo novas alimentacgdes até o fim do cultivo.

Finalmente, o Cultivo 4 teve o pH controlado nas primeiras 48h, mas apds o
encerramento do controle, também apresentou queda brusca. Seu tempo de resposta foi mais
rapido que os Cultivos 1 e 2, tendo queda, estabilizacdo e aumento ocorrido em 96h (entre
48h e 144h), mas ainda com tempo de resposta maior que as 48h do cultivo 3.

Ao considerar a concentracdo de celulose, juntamente com o pH do meio, ha uma
tendéncia inversa entre os dois parametros em todos os cultivos. Este comportamento indica
que a variacdo do pH pode refletir o consumo do substrato pelo microrganismo. A queda do
pH durante o consumo da celulose pode ser explicada pelo consumo paralelo de NH,*, como
relatado por Sternberg e Dorval (1979) em experimentos com producdo de celulases por T.
reesei. Outra explicacdo para 0 aumento da acidez é o efluxo de prétons mediado pela
membrana plasmatica, com participacdo de ATPases com consumo de ATP, como visto em
fungos e leveduras (PENA et al., 2015; AMBESI et al., 2000). Ja 0 aumento de pH quando a
concentracdo de celulose esta mais baixa pode ter sido causado pela liberacdo de NH; pelo
fungo no meio, conforme observado por Sternberg e Dorval (1979).

Avaliando os comportamentos de pH e concentracdo de celulose de cada cultivo,
juntamente com o tempo de resposta, é possivel perceber que, embora o pH tenha
demonstrado o comportamento esperado, com queda, estabilizagdo e aumento, e que essas
variacoes estejam relacionadas com a concentragédo de celulose, a quantidade de alimentacGes
ocorridas ndo foi satisfatdria. Diferentes abordagens foram adotadas com o objetivo de
aumentar a quantidade de alimentagdes, gerando variag0es de pH e tempos de resposta
distintos, mas nenhuma dessas abordagens foi suficiente para que as alimentagdes fossem
mais frequentes. Dessa forma, uma estratégia ndo avaliada nesse trabalho, mas que poderia
aumentar a frequéncia das alimentagdes seria estabelecer um valor de controle mais baixo.
Estudos de crescimento microbiano também podem ser Uteis para estabelecer o pH étimo de

crescimento, caso a estratégia do Cultivo 4 seja repetida com um valor de controle mais baixo.
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5.6.2. Atividades enzimaticas
A relacdo das atividades enzimaticas maximas em cada cultivo, e seus respectivos

tempos, sdo mostradas na Tabela 5, com os melhores valores destacados em negrito.

Tabela 5. Atividades enzimaticas em cultivo da linhagem S1M29 de Penicillium echinulatum
(Cultivos 1, 2,3 e 4)

Cultivol Cultivo2 Cultivo3  Cultivo 4

FPA méx (U.mL™) 1,2 0,8 1,4 1,1

t FPA max (h) 112 120 112 148
Endoglicanases max (U.mL™) 11,5 10,3 10,3 10,0
t Endoglicanases méax (h) 148 148 96 148
Exoglicanases méax (U.mL™) 3,1 3,1 3,0 51
t Exoglicanases max (h) 148 160 168 136
B-glicosidades max (U.mL™) 5,1 4,0 4,4 5,1
t B-glicosidades max (h) 148 136 136 136
Xilanases max (U.mL™) 13,4 18,9 16,5 25,8

t Xilanases méax (h) 112 160 160 148

O Cultivo 4 apresentou um maior numero de atividades méaximas. Esse
comportamento pode ser justificado pela maior concentracdo de celulose inicial e pelo pH
controlado em 6,0, nas primeiras 48h. O segundo cultivo a apresentar maior quantidade de
atividades maximas foi o Cultivo 1, que recebeu alimentagdo nas primeiras 24h, resultando
em concentracOes de celulose mais elevadas. A maior atividade FPA foi observada no Cultivo
3 que, embora possuisse as menores concentracdes de celulose de todos os cultivos, foi 0 que
apresentou quedas menos bruscas de pH e, uma vez que pHs baixos podem influenciar
negativamente a atividade FPA, essa maior atividade observada pode ser justificada por esse
comportamento. O Cultivo 2 ndo apresentou a maior atividade em nenhuma das enzimas.

Como foi discutido individualmente em cada cultivo, as atividades obtidas néo
superaram as atividades relatadas anteriormente por Reis et al. (2013), Reis et al., (2014) e
Reis (2017) para P. echinulatum. As menores atividades obtidas podem ser explicadas tanto

pela concentracdo de celulose menor, quanto pelo pH, que se afastou muito do pH étimo para



56

producdo das enzimas. Para melhorar as atividades e contornar esses fatores negativos, 0
aumento da frequéncia de alimentagOes pode trazer resultados positivos, e, conforme
discutido no item 5.6.1, estabelecer um menor valor de controle pode ser uma possibilidade
para aumentar o numero de alimentacdes em cada cultivo. Além disso, um sistema de controle
de pH adicional poderia ser utilizado para que a acidificagdo do meio ndo prejudicasse as
atividades enziméticas. Afim de que o controle de pH ndo interfira no controle da

alimentacéo, o pH estabelecido no limite inferior deve ser menor que o valor de controle.

6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os resultados do presente trabalho permitem retirar as seguintes conclusoes:

o foi possivel desenvolver um sistema de alimentagdo automético de celulose em
biorreator condicionado aos valores de pH do meio;

e 0 consumo de celulose durante o cultivo de P. echinulatum resultou em queda no pH,
que pode chegar a valores inferiores a 4,0;

e a concentracdo de celulose no meio apresentou tendéncia inversa ao pH, permitindo,
dessa forma, a possibilidade de o sistema de alimentacdo proposto atender as
necessidades de substrato do fungo;

e cultivos de P. echinulatum em biorreator com controle automatico da adicdo de
celulose pelo pH sdo passiveis de resultar na secrecdo de FPAses, endoglicanases,
exoglicanases, B-glicosidades e xilanases;

e as atividades enzimaticas respondem diferentemente a variacdo dos niveis de pH
utilizados para controle da adicdo de celulose durante o cultivo com P. echinulatum;

e 0 controle da adicdo de celulose pelo pH resulta em altas atividades de -glicosidades
quando comparado com dados da literatura para cultivos com P. echinulatum, mas
inferiores para as demais enzimas estudadas;

e sd0 necessarios ajustes no equipamento para registrar todas as alimentaces de
celulose, o perfil de pH e reduzir o ganho de umidade pela celulose localizada no
alimentador, que resulta em entupimento;

e a baixa frequéncia das alimentagdes fez com que a concentracdo de celulose
permanecesse baixa no meio, 0 que, consequentemente, resultou em atividades
enzimaticas que nao atingiram valores anteriormente reportados para 0 mesmo fungo

em trabalhos anteriores, quando maiores concentracfes de celulose foram empregadas;
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e existe a necessidade de um controle de limite inferior de pH para ndo permitir quedas

a valores que causem inativacdo do microrganismo e de suas enzimas.
Como perspectivas para a continuidade do trabalho indica-se:

e ajustar o equipamento para registrar todas as alimentacdes de celulose e o perfil de pH;

e reduzir o ganho de umidade pela celulose localizada no alimentador, para diminuir a
existéncia de entupimento;

e acrescentar um sistema de controle de pH durante as alimentagdes, apenas para
impedir que 0 meio atinja pHs que possam prejudicar a producdo e atividades das
enzimas;

e estabelecer um valor de controle de pH em niveis menores aos utilizados, a fim de
permitir um maior nimero de alimentacdes.

o realizar estudos de cinética de crescimento microbiano, a fim de compreender se ha
diferenca de pH 6timo para crescimento e para producédo de enzimas, uma vez que tais
informacdes sdo importantes para estabelecer novos valores de pH, ao considerar as

novas estratégias propostas.
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