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Denise Maria Guimaraes Freire

Programa: Engenharia Quimica

O objetivo deste trabalho foi a produgdo em biorreator de biossurfactantes do
tipo ramnolipideo por Pseudomonas aeruginosa PA1. Para viabilizar essa fermentagao
aerdbia, um contactor de membranas foi usado para o controle da concentracdo de
oxigénio dissolvido no meio. Um sistema automatizado com o uso de um Controlador
Logico Programavel foi desenvolvido para o controle dessa concentragdo. Assim, foi
possivel a condu¢do de testes com e sem a adi¢do suplementar de nitrogénio, além de
testes em batelada simples e alimentada. Os resultados indicaram a viabilidade deste
processo produtivo, sendo possivel a obtencdo de até 16,9 g/L. de ramnolipideos, com
produtividade volumétrica de 44,3 mg/L.h e rendimento de substrato em produto de
0,34. A partir dos dados do sistema de oxigenagdo, foi possivel avaliar a taxa especifica
de consumo de oxigénio destes microorganismos. Foi interessante notar a variacao desta
taxa ao longo do tempo, tendo seu valor elevado durante a fase exponencial do
crescimento celular, atingindo até 85,0 miligramas de oxigénio por grama de célula por
hora. Outro ponto foi a estabilizagdo deste valor em torno de 20,0 mg/g.h, quando na
fase estaciondria de crescimento, onde a producdo de ramnolipideos ¢ méaxima. O
sistema desenvolvido ainda apresenta a possibilidade de ser utilizado na condugdo de

varios processos fermentativos, com microorganismos diversos.
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RHAMNOLIPID PRODUCTION BY PSEUDOMONAS AERUGINOSA PA1 IN A
BIOREACTOR OXYGENATED BY A MEMBRANE CONTACTOR
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The aim of this work was to produce rhamnolipid type biosurfactant in a bench
scale bioreactor by Pseudomonas aeruginosa PAl isolated from oil environments. In
order to make this aerobic fermentation possible, a membrane contactor oxygenation
device was developed. A Programmable Logic Controller was used to set the dissolved
oxygen concentration. Then, it was possible to evaluate the influence of the supplement
addition of the nitrogen source and to carry out tests in simple and fed batches. The
results indicated the viability of this production process, making the scale-up possible.
A concentration of 16.9 g/L of rhamnolipids was obtained, as well as a volumetric
productivity of 44.3 mg/L.h and a substrate to product yield of 0.34. Using the data
stored in a computer and the predetermined characteristics of the oxygenation device, it
was possible to evaluate the specific oxygen uptake rate (SOUR) of this microorganism.
The SOUR presents an increase from an initial value of 60.0 milligrams of oxygen per
gram of cells per hour up to 85.0 mg/g.h, diminishing later to a value around 20.0
mg/g.h, at the stationary phase of growth. This system can still be used in the

conduction of several other fermentative processes, with different microorganisms.
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1. Introducdo e Objetivos

Os avangos em ciéncia e tecnologia desde a revolugdo industrial vém
aumentando constantemente a possibilidade da exploracdo dos recursos naturais. Essa
exploragdo tem gerado disturbios nos ciclos elementares globais. A introducdo de
produtos quimicos exogenos a determinado local pode sempre sobrepujar sua
capacidade de auto remediagdo, resultando no acumulo danoso destes produtos.
Contaminagdes por hidrocarbonetos em derramamentos de petréleo e seus derivados
tém causado sérios problemas ambientais e atencdo extra estd sendo dispensada ao
desenvolvimento e implementagdo de novas tecnologias para a devida limpeza.
Diversos métodos de remediacao de solos e ambientes impactados com petréleo e seus

derivados estdo sendo desenvolvidos como alternativas ambientalmente corretas.

A degradacdo completa de petroleo cru requer a agdo simultanea de diferentes
grupos microbianos, ja que uma simples espécie ndo ¢ capaz de degradar todos os seus
componentes. O principal fator que limita a biodegradacao destes poluentes ¢ a sua
limitada disponibilidade aos microorganismos. Hidrocarbonetos geralmente se agregam
a componentes do solo, sendo de dificil remog¢ado ou degradacdo. Compostos tensoativos
reduzem as tensdes superficial e interfacial através de seu acimulo na interface de
fluidos imisciveis ou de um fluido e um soélido, levando ao aumento de sua
disponibilidade e subseqiiente biodegradacao. Estes compostos podem ser produzidos

por via quimica ou bioquimica e sdo denominados surfactantes.

Estas substancias sao utilizadas industrialmente com diversos objetivos, mas por
muitos anos vem sendo sintetizadas quimicamente. Os compostos biologicos
tensoativos, denominados biossurfactantes, que comecaram a ser utilizados nas ultimas
décadas, sdo produzidos por algumas cepas bacterianas que degradam ou transformam
os componentes do petroleo (RAHMAN et al., 2002a, RAHMAN et al., 2003). Estes
biossurfactantes estdo ganhando notoriedade ja que podem ser utilizados em vérias
importantes aplica¢des industriais, devido as suas vantagens de biodegradabilidade,
producdo a partir de fontes renovaveis e funcionalidade sob condi¢des extremas

(BANAT, 1995).



Microorganismos se mostram capazes de produzir varios produtos com
excelentes propriedades tensoativas. Entretanto, seu uso em determinadas aplicagdes
depende do custo de produgdo e purificagcdo para atividades especificas, se comparados
aos surfactantes sintéticos correspondentes. Deste modo, a maior parte dos trabalhos
estd concentrada na identificacdo de potenciais surfactantes, na avaliacdo de suas
propriedades € na otimizacdo dos processos fermentativos para sua producdo

(PARKINSON, 1985).

No momento, os biossurfactantes ainda ndo sdo capazes de competir
economicamente no mercado com os compostos sintetizados quimicamente, devido aos
altos custos de producdo. Isso ¢ resultado da metodologia ineficiente do
bioprocessamento, da baixa produtividade das cepas microbianas e da necessidade do
uso de substratos de custo elevado. Conseqilientemente, para que os biossurfactantes
atinjam uma parcela significativa do mercado, ¢ necessario que haja um maior
conhecimento e habilidade tanto para a manipulacdo do metabolismo das cepas
produtoras, como para a possibilidade do uso de substratos de menor custo, e o

aperfeicoamento tecnologico do processo de produgdo (HABA et al., 2000).

Uma grande variedade de surfactantes ¢ conhecida e, com o aumento da lista dos
organismos produtores de biossurfactantes, o espectro de suas propriedades fisicas e
quimicas ird se ampliar, levando a descoberta de compostos apropriados para aplicagdes
especiais. O aperfeicoamento da caracterizacdo das cepas pode abrir caminho para a
manipulac¢do genética dos organismos, possibilitando o seu ajuste para um desempenho

otimo.

Em adicdo ao custo crescente e incerteza no abastecimento de petroleo, que ¢
inclusive utilizado como matéria-prima para a producdo de surfactantes por via quimica,
o carater prontamente biodegradavel dos biossurfactantes indica que eles podem ser
utilizados para remediar solos impactados com hidrocarbonetos sem a geragao de outros
problemas ambientais (FIECHTER, 1992) — um aspecto que ird apresentar maior
importincia nos processos industriais conforme a imposi¢cdo de controles legislativos

mais rigorosos.



O continuo aumento no consumo ¢ producao de produtos derivados de petroleo
leva a um maior risco de acidentes ambientais resultantes de falhas nos sistemas de
producgdo e distribuicdo. Nos ultimos anos, vérios acidentes com derramamentos de
petréleo tém resultado na contaminagdo de ambientes terrestres e aquaticos. Entre os
mais significativos, estdo o derramamento de 40.000 metros ctbicos de petroleo do
navio Exxon Valdez, no Alasca, em 1989, e¢ o vazamento de 300.000 metros cubicos de
6leo do petroleiro Braer, no Reino Unido, em 1993. No Brasil, podem ser citados o
derramamento de 1.300 metros cubicos de 6leo na Baia de Guanabara, no Rio de
Janeiro e o vazamento de 4.000 metros ctbicos de 6leo no Estado do Parana, ambos em
2000 (SANTOS, 2003). Mais recentemente, no dia 26 de abril de 2005, apés um
acidente ferroviario, houve o derramamento de 100 metros cubicos de 6leo diesel no rio
Caceribu, considerado um dos mais bem conservados que desembocam na Baia de
Guanabara, atingindo também a Area de Protegio Ambiental de Guapimirim
(ECOAGENCIA SOLIDARIA DE NOTICIAS AMBIENTAIS, 2005). Estes fatos,
juntamente com a ado¢do de uma legislacdo mais rigorosa em termos de preservacao
ambiental, revelam a necessidade do desenvolvimento de técnicas eficientes para o

controle e reparo dos danos resultantes.

Outra importante questdo relacionada a producao de biossurfactantes esta ligada
a economia do processo produtivo. Os compostos sintetizados bioquimicamente devem
apresentar baixos custos produtivos. Estes custos estdo diretamente relacionados a
produtividade da cepa microbiana selecionada, as matérias-primas utilizadas e aos
processos de separacdo e purificagdo do produto final. Ainda, a concentragdo do produto

necessaria nas aplicagdes deve ser levada em consideracao.

O crescente interesse nas aplicacdes potenciais de compostos tensoativos
microbianos ¢ baseado em suas variadas propriedades funcionais, que incluem
emulsificagdo, desemulsificagdo, separagdo de fases, molhamento, formagdo de
espumas, solubilizagdo e reducao de viscosidades de 6leos pesados. Portanto, had muitas
areas de aplicagdes industriais onde os surfactantes quimicos podem ser substituidos
pelos biossurfactantes em campos tdo diversos como a agricultura, a construgdo civil,

indtstrias alimenticias, téxteis, de papel e de petroleo. As notaveis vantagens dos



biossurfactantes sobre os compostos tensoativos sintetizados quimicamente incluem
suas novas caracteristicas estruturais e propriedades fisicas, a produgdo a partir de
substratos renovaveis, a capacidade de serem modificados (através de técnicas de
engenharia genética, biologia ou bioquimica) para atender a requerimentos especificos
e, provavelmente a mais importante, a biodegradabilidade. Muitos surfactantes quimicos
causam problemas ambientais devido a sua resisténcia a biodegradacdo e a sua
toxicidade quando se acumulam em ecossistemas naturais. Comparados aos surfactantes
quimicos, os biossurfactantes sdo muito seletivos, necessarios em pequenas quantidades

e efetivos sob varias condi¢des de uso (FIECHTER, 1992).

Apesar de todas essas vantagens, o uso industrial de biossurfactantes ¢ limitado,
até o momento, a aplicacdes na industria de petréleo, com especificagdes minimas de
pureza, de forma que o meio fermentado possa ser usado sem tratamento prévio.
Diversas pesquisas vem sendo realizadas na aplicagdo de biossurfactantes para a
recuperacdo microbiana melhorada de petroleo (MEOR — Microbial Enhanced Oil
Recovery), ja que se estima que somente de 30 a 50% do petréleo pode ser recuperado
das jazidas naturais com as técnicas convencionais de bombeamento. Diferentes
técnicas como recuperacdo melhorada com vapor e inundagdo com fogo podem ser
bastante eficientes, porém a reducdo da tensdo interfacial entre 4gua e 6leo no solo ¢ um
fator de extrema importancia a ser levado em consideracdo. Deste modo, os
biossurfactantes podem substituir os sulfonatos ou lignosulfonatos de petréleo, de custo
elevado, que sdo atualmente usados para este fim. A producao de biossurfactantes in
situ pela adicdo de uma cultura produtora sob o solo seria desejavel, entretanto, isto iria
requerer a utilizagdo de cepas produtoras anaerobias facultativas, termofilicas e

barofilicas de dificil cultivo e obtencao.

Biossurfactantes também s3o usados para facilitar o transporte de fragdes
pesadas de petréleo em tubulagdes, porque sua capacidade de reduzir a viscosidade
contribui para a redug¢ao nos custos de transporte. Também ja foram descritas aplicagdes
bem sucedidas de biossurfactantes para a limpeza de tanques de 6leo (FIECHTER,

1992).



A remedia¢ao microbiana de solos contaminados com hidrocarbonetos ¢ uma
tecnologia emergente envolvendo a aplicacdo de biossurfactantes. A biodegradagao de
hidrocarbonetos pelas populacdes microbianas nativas ¢ o mecanismo primario pelo
qual estes compostos sdo removidos do meio ambiente e a adicdo de biossurfactantes
estimula essa degradagdo. A habilidade dos biossurfactantes de emulsificar misturas de
hidrocarbonetos e agua aumenta significativamente a sua degradagdo e assim, ¢
potencialmente util para o gerenciamento de derramamentos de petréleo em ambientes
aquosos. Os biossurfactantes também sdo uteis na biorremediagdo de locais
contaminados com metais pesados toxicos, como uranio, cadmio e chumbo (MILLER,

1995).

Na industria alimenticia, compostos tensoativos sdo usados como emulsificantes
para o processamento das matérias-primas. A emulsificacdo tem um importante papel na
formagdo da consisténcia e textura corretas, assim como na dispersdo das fases. Na
agricultura, estes compostos sdo necessarios para a obtencdo de boa molhabilidade de
solos e também para se atingir uma distribuicao uniforme de fertilizantes. Outra grande
area de aplicacdo encontra-se na industria de cosméticos, onde os tensoativos sao

utilizados em xampus e outros produtos (FIECHTER, 1992).

Muitos biossurfactantes e seus processos produtivos foram patenteados, mas
somente alguns foram comercializados. Atualmente alguns produtos com base em
biossurfactantes podem ser encontrados no mercado internacional, como o PD5"
(PENDRAGON HOLDINGS LTD), vendido como um aditivo para combustiveis
baseado em uma mistura de biossurfactantes do tipo ramnolipideo e enzimas, o EC-
601° (ECOCHEM ORGANICS CO), comercializado como dispersante de
hidrocarbonetos insoluveis em 4gua (ramnolipideos) e os produtos JBR® (JENEIL
BIOSURFACTANT COMPANY), ramnolipideos em solu¢des aquosas com diferentes

graus de pureza ou em uma forma semi-sélida.

O custo de producao de biossurfactantes ¢ aproximadamente de 3 a 10 vezes
maior do que o de surfactantes quimicos. Geralmente os biossurfactantes sdo produzidos

durante o crescimento dos microorganismos em hidrocarbonetos, que normalmente sdo



caros, aumentando o custo total do processo. Contudo, outros substratos mais baratos e
soluveis em agua, como a glicose, o glicerol e o etanol vem sendo utilizados. Na busca
por matérias-primas mais econdmicas para a produgdo de biossurfactantes, os efluentes
industriais e os residuos agroindustriais se mostram como uma excelente op¢ao (DESAI

e BANAT, 1997).

Foram realizadas algumas tentativas de aumentar a produtividade de
biossurfactantes através da manipulagdo de condigdes fisiologicas e da composi¢ao do
meio. Também foram descritas tentativas de aumentar o rendimento produtivo e a
possibilidade da producdo de biossurfactantes com a utilizagdo de substratos diversos
através da manipulacdo genética. Recentemente, alguns genes responsaveis pela
producado de biossurfactantes foram isolados e caracterizados. Assim, cepas microbianas
com elevadas produtividades poderdo ser construidas com o uso da engenharia genética
para a producdo de biossurfactantes em grande quantidade e com o uso de diversos

substratos (DESAI e BANAT, 1997).

Muitas das aplicagdes potenciais consideradas para os biossurfactantes
dependem de sua producdao de forma econOmica. Assim, muito esfor¢o ainda ¢
necessario para a otimizacdao do processo em niveis de biologia e engenharia. Ademais,
aspectos legais, como normas mais severas relativas a poluicdo do meio ambiente por
atividades industriais e a saude, também influenciardo as chances dos biossurfactantes

substituirem seus equivalentes quimicos (FIECHTER, 1992).

De acordo com GRUBER et al. (1993), os pré-requisitos para a producao
competitiva de biossurfactantes sdo a obten¢do de produtos com grande atividade,
produzidos a partir de substratos baratos através de processos economicamente viaveis €
com alto rendimento. Um aspecto favoravel economicamente para a producgdo de
biossurfactantes no Brasil, a partir de substratos de baixo custo, foi a san¢do da Lei
11.097 de 13 de janeiro de 2005, que autoriza a introducdo do biodiesel na matriz
energética brasileira. A lei estabelece que até o ano de 2008 sera autorizada a adi¢ao de
2% (B2) de biodiesel ao diesel de petrdleo. A partir desse ano, a mistura sera obrigatdria

neste percentual e serd elevada para 5% a partir de 2013. Assim alguns projetos



privados ja estdo em andamento para a producao desse biocombustivel, com capacidade
instalada total acima de 100.000 metros ctbicos por ano. Como o principal subproduto
da produgdo de biodiesel ¢ o glicerol, este pode ser utilizado a um baixissimo custo para
a produgdo de biossurfactantes, que deverd passar da condi¢do de commodity para
rejeito de baixo custo (MA e HANNA, 1999, MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA,
1995). O maior desafio entdo recai no desenvolvimento tecnologico de um processo
produtivo eficiente, de alto rendimento, e na reducdo das etapas posteriores de

recuperacdo e purificagdo do produto.

A maioria dos microorganismos produtores de biossurfactantes conhecidos
necessita de condigdes aerdbicas para a producdo dos mesmos de modo eficiente. Mas o
uso da aeracdo submersa convencional pode levar a formagdo de espumas muito
estaveis, causando sérios problemas operacionais. E isso ¢ particularmente valido para a
producdo de biossurfactantes do tipo ramnolipideo. A elevada produc¢dao de espumas
ainda ¢ aumentada pela presenga de proteinas extracelulares e pelas proprias células
microbianas, resultando em grandes gastos para o controle das mesmas e muitas vezes
inviabilizando o processo produtivo. Quebradores de espuma mecanicos nao sdo muito
eficientes e agentes anti-espumantes quimicos podem alterar a qualidade do produto e o

potencial poluente do efluente final do fermentador (GRUBER et al., 1993).

Para superar essa dificuldade, um contactor de membranas pode ser utilizado
para promover a transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a fase liquida sem a
dispersdo dessas fases (SANTA ANNA et al., 2004). Este processo ja foi descrito por
GRUBER et al. (1993) e um processo semelhante, para utilizagdo em fermentagdes

alcodlicas, esta patenteado pela L’Air Liquide (CUTAYAR et al., 1990).

Um dos compostos biossurfactantes mais investigados sdo os ramnolipideos
produzidos por Pseudomonas aeruginosa. Os ramnolipideos ja se mostraram eficientes
na lavagem e biorremediacdo de solos impactados com compostos oleosos, sendo
utilizados em baixas concentracdes (SANTA ANNA et al., 2004, SANTA ANNA et al.,
2007).



A producgdo de biossurfactantes do tipo ramnolipideo a partir de uma cepa de
Pseudomonas aeruginosa, PA1, isolada em pogos de petréleo, ja vem sendo estudada ha
cerca de 8 anos pelo Laboratério de Biotecnologia Microbiana (LaBiM) em associag¢do
com o CENPES/Petrobrés. Entretanto, diversos problemas operacionais derivados da
formagao abundante de espuma durante o processo, inviabilizaram a producdo destas
substancias em fermentadores convencionais de aeragdo por borbulhamento sem a

adigdo de agentes anti-espumantes (SANTOS, 2003).

Sistemas integrando processos biotecnoldgicos e processos com membranas ja
vem sendo alvo de estudos nos ultimos anos. DI LUCCIO (2001) investigou a producao
de etanol e frutose em processo continuo integrado a processos com membranas,
utilizando uma cepa de Saccharomyces cerevisiae. O etanol produzido era
continuamente removido por pervaporagdo, enquanto que a frutose era removida por
dialise através do uso de membranas liquidas. A remocao dos produtos leva ao maior

consumo do substrato, maior rendimento e maior produtividade volumétrica.

FERRAZ et al. (2001) estudaram o acoplamento de uma unidade de eletrodialise
a um reator onde acido gluconico e sorbitol eram produzidos por células de Zymomonas
mobilis imobilizadas em um moddulo contendo fibras ocas microporosas de
policarbonato. A unidade de eletrodidlise permitiu uma eficiente remogao do acido
gluconico, mantendo o pH do meio constante, evitando a inibicdo enzimatica sem a

necessidade da adi¢ao de compostos basicos.

Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento do
processo de produ¢do de ramnolipideos em um biorreator acoplado a um contactor de
membranas, empregado para a oxigenacao do meio de cultura, possibilitando o aumento
da produtividade e a minimiza¢do dos problemas operacionais existentes. A produ¢do
destes biossurfactantes foi realizada com o emprego de um residuo de baixo custo como
fonte de carbono, o glicerol. Além disso, o estudo possibilita a abertura do leque de

utilizacao deste bioprocesso para diversos outros produtos biotecnolédgicos.



Uma etapa inicial compreendeu a realizacdo de uma modelagem matematica e
simulacao do sistema de oxigenagdo, com o objetivo de ampliar a compreensao sobre os
efeitos das variaveis envolvidas nesse processo. Em seguida, foram avaliados os
contactores que foram utilizados na oxigenagdo. No biorreator, foram avaliadas as

condi¢des de oxigenacdo e o modo de condugdo do processo.

Nos capitulos a seguir serdo apresentados uma revisdo concisa dos principiais
trabalhos lidando com o tema e seus aspectos correlatos, os principais materiais e
metodologia empregada no desenvolvimento do trabalho experimental, os resultados
alcancados e sua discussdo, finalizando com as principais conclusdes e sugestdes para

os trabalhos futuros em producdo de biossurfactantes.

Este trabalho recebeu o Prémio Petrobras de Tecnologia 2007 — Tecnologia de
Preservacdo Ambiental, na categoria Doutorado, e foi divulgado parcialmente nos

seguintes veiculos:

- KRONEMBERGER, F. A., SANTA ANNA, L. M. M., FERNANDES, A. C. L. B,,
MENEZES, R. R., BORGES, C. P., FREIRE, D. M. G., 2007, “Oxygen Controlled
Biosurfactant Production in a Bench Scale Bioreactor”, Applied Biochemistry and

Biotechnology — Artigo aceito para publicacao.

- SANTA ANNA, L. M. M., SEBASTIAN, G. V., SORIANO, A. U., GOMES, A. C,,
VOLPON, A., FREIRE, D. M. G., PEREIRA JR, N., BORGES, C. P,
KRONEMBERGER, F. A., MENEZES, E. P., 2004 (deposito), 2007 (publicagdo),
“Biossurfactante ¢ uso do mesmo em remediacdo de solos impactados por 6leo”,

Patente PI 0405952-2, Brasil.

- KRONEMBERGER, F. A., SANTA ANNA, L. M. M., FREIRE, D. M. G., BORGES,
C. P, 2007, “Hollow Fiber Membrane Contactor for Oxygenation Controlled
Biosurfactant Production”, NAMS (North American Membrane Society) Meeting,

Orlando, EUA — Trabalho apresentado com a divulgagao de seu resumo.



- KRONEMBERGER, F. A., SANTA ANNA, L. M. M., FERNANDES, A. C. L. B,
FREIRE, D. M. G., BORGES, C. P., 2007, “Controle da Oxigenagao na Producao de
Biossurfactantes em Biorreator”, Congresso {bero-Americano em Ciéncias e Tecnologia

de Membrana - Citem, Campina Grande, Brasil — Trabalho apresentado com sua

divulgagao digital (CD Citem 2007).

- KRONEMBERGER, F. A., SANTA ANNA, L. M. M., FREIRE, D. M. G., BORGES,
C. P., 2004, “Contactores de Membrana para Oxigenacdo de Meios de Cultivo”, XV
Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica, Curitiba, Brasil - Trabalho apresentado

com sua divulgagao digital (CD Cobeq 2004).
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2. Revisdo Bibliogrdfica

Neste capitulo, sdo apresentadas a defini¢do e as classificagcdes dos compostos
biossurfactantes. O enfoque maior recai sobre o estudo dos ramnolipideos, com uma
revisdo sobre suas utilizacdo e producdo. Também serdo abordados os contactores, com
sua definicdo e algumas aplicacdes, além do equacionamento da transferéncia de

oxigénio da fase gasosa para uma fase liquida em algumas membranas.

2.1. Biossurfactantes: Definicido e Classificaciao

Os surfactantes sao moléculas anfipaticas com porg¢des tanto hidrofilicas quanto
hidrofobicas (geralmente hidrocarbonetos) que se repartem preferencialmente na
interface entre fases fluidas, através de diferentes graus de polaridade e ligacdes de
hidrogénio, como as interfaces entre 6leo e adgua ou agua e ar. Essas propriedades
conferem aos surfactantes a capacidade de reduzir tensdes superficiais e interfaciais e de
promover a formagdo de microemulsdes, onde dgua pode solubilizar hidrocarbonetos.
Estas caracteristicas conferem excelentes propriedades detergentes, emulsificantes,
espumantes e dispersantes, que fazem dos surfactantes alguns dos mais versateis

produtos quimicos.

Quase todos os surfactantes em uso sdo quimicamente derivados de petroleo.
Estes compostos vém sendo usados na industria do petréleo para auxiliar a limpeza,
como no caso de derramamentos, ¢ para melhorar a recuperagdo de oOleo dos
reservatorios. Porém, estes compostos ndo sao biodegradaveis e podem ser toxicos para
o meio ambiente. Ja4 os biossurfactantes demonstram equivalentes propriedades
emulsificantes e sdo biodegraddveis. Assim, hd um crescente interesse na possibilidade
do uso de biossurfactantes no transporte de petréleo em tubulagdes, no gerenciamento
de derramamentos de o6leo, na limpeza de tanques de armazenagem de o6leo, na
biorremediacdo de solos e na recuperacdo melhorada de petroleo (MEOR — microbial
enhanced oil recovery). Ademais, o interesse em surfactantes de origem microbiana

cresce continuamente devido a sua diversidade, a possibilidade de sua producdo por
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meios fermentativos a partir de substratos renovaveis, e suas potenciais aplicagdes na

industria alimenticia (DESAI e BANAT, 1997).

Um biossurfactante ¢ definido como uma molécula tensoativa produzida por
células vivas, na maioria dos casos, por microorganismos. Uma das principais fungdes
fisiologicas dos biossurfactantes ¢ permitir o crescimento dos microorganismos em
substratos imisciveis em agua, através da reducdo da tensdo interfacial entre as fases,

tornando o substrato disponivel para a sua assimilagdo e metabolizacao.

Vérios biossurfactantes sao conhecidos e seu tipo, quantidade e qualidade sao
influenciadas pelo microorganismo produtor, pela natureza do substrato disponivel, pela
concentragdo de ions com nitrogénio, fosforo, magnésio, ferro e manganés no meio e
pelas demais condi¢des de cultura, como pH, temperatura, agitagcdo, oxigenagdo e taxa

de dilui¢io (BANAT, 1995).

A atividade de um biossurfactante pode ser avaliada através do acompanhamento
de mudancas nas medidas de tensdes superficiais e interfaciais, na estabilizacdo ou
desestabilizacdo de emulsdes e no balanco hidrofilico-lipofilico. A tensdo superficial
pode ser facilmente medida com o uso de um tensidmetro. A tensdo superficial de dgua
destilada ¢ aproximadamente igual a 72 mN/m, mas a adi¢do de surfactantes pode

reduzir este valor para até 30 mN/m (DESAI e BANAT, 1997).

Diferentemente dos surfactantes quimicamente sintetizados, que sdo
classificados de acordo com a natureza de seus grupos polares, os biossurfactantes sdo
classificados principalmente por sua composi¢do quimica e sua origem microbiana. Em
geral, sua estrutura inclui uma por¢do hidrofilica composta de aminoacidos ou
peptideos, anions ou cations ou mono, di ou polissacarideos. A por¢do hidrofobica ¢
normalmente formada por é4cidos graxos saturados, insaturados ou hidroxilados. As
maiores classes de biossurfactantes incluem glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas,

fosfolipideos e acidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados.
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Embora haja um grande numero de relatos sobre a sintese de biossurfactantes
por microorganismos que degradam hidrocarbonetos, alguns biossurfactantes podem ser
obtidos a partir de compostos soliveis em agua, como glicose, sacarose, glicerol e

etanol, e os microorganismos produtores estao distribuidos em varios géneros.

Os biossurfactantes mais conhecidos sdo os glicolipideos, que consistem de
carboidratos combinados com &cidos alifaticos ou hidroxialifaticos de cadeia longa.
Entre os glicolipideos, os mais investigados sdo os ramnolipideos, os trealolipideos e os

soforolipideos (DESAI e BANAT, 1997).

2.2. Ramnolipideos

Os ramnolipideos sdo os glicolipideos mais estudados. Sao formados por uma ou
duas moléculas de ramnose ligadas a uma ou duas moléculas de acido [-
hidroxidecanoico. A producdo de glicolipideos contendo ramnose por Pseudomonas
aeruginosa foi primeiramente relatada por JARVIS e JOHNSON (1949). Os principais
glicolipideos produzidos por P. aeruginosa sdo os ramnolipideos dos tipos 1 e 2, L-
ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato e L-ramnosil-L-ramnosil-3-
hidroxidecanoil-f-hidroxidecanoato, respectivamente. Suas estruturas podem ser vistas
na Figura 2.1. A formag¢ao de ramnolipideos dos tipos 3 e 4, contendo uma molécula de
acido B-hidroxidecandico e uma ou duas unidades de ramnose, respectivamente, metil-
ésteres derivados dos ramnolipideos 1 e 2 e ramnolipideos com outras cadeias de acidos

graxos também ja foram previamente reportadas (DESAI e BANAT, 1997).

A composi¢do da mistura de ramnolipideos pode influenciar bastante suas
propriedades fisico-quimicas. Uma mistura de ramnolipideos dos tipos 1 (CysHas09, 504
g/gmol) e 2 (Cs,Hsg013, 650 g/gmol) pode reduzir a tensdo superficial da dgua para 29
mN/m, quando em concentragdo superior a concentracdo micelar critica. Essa
concentragdo foi determinada por SANTA ANNA et al. (2002), apresentando um valor
de apenas 19 mg/L. Esse biossurfactante pode ser considerado ndo volatil, estavel a

temperatura ambiente € a 121°C por pelo menos 1 hora. Entretanto, essa mistura ¢é
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instavel sob valores extremos de pH, devido a hidrélise da ligagdo glicosidica entre o
acgucar ¢ o lipideo. Ela ¢ rapidamente biodegradavel e apresenta graduagdo minima na
classificagdo HMIS (Hazardous Materials Identification System) em todos os quesitos:

saude, inflamabilidade e reatividade (JENEIL BIOSURFACTANT COMPANY).

Figura 2.1: Estrutura dos ramnolipideos tipos 1 ¢ 2 (HELVACI et al., 2004).

2.2.1. Utilizagao

Vérios trabalhos vem sendo publicados na literatura acerca do uso de
ramnolipideos, tanto no estudo da degradacdo de compostos originarios do petréleo
quanto na lavagem e solubilizacgdo dos mesmos. Em termos de lavagem, os
ramnolipideos foram utilizados com sucesso na remoc¢do de O6leo de cascalho
contaminado no acidente com o navio Exxon Valdez no Alasca (DESAI ¢ BANAT,

1997).

RAHMAN et al. (2003) estudaram possiveis métodos para aumentar a taxa de
biodegradacdo de borra de petroleo, reduzindo o tempo necessario para a
biorremediacao. Os autores observaram que o pré-tratamento de solo contaminado com
hidrocarbonetos usando ramnolipideos aumentou a disponibilidade destes compostos

para o consorcio microbiano usado na biorremediagao.
Outro estudo sobre a biodegradacdo de petroleo cru, com uso de bactérias da

espécie Pseudomonas aeruginosa em presenga de ramnolipideos, foi reportado por

GUO-LIANG et al. (2005). Em uma fermentagdo com o uso de petrdleo como unica
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fonte de carbono, inicialmente ndo foi observado crescimento celular ou producao de
ramnolipideos. J4 com a adi¢cdo de ramnolipideos no inicio de outra fermentagao, para
uma concentragdo de 0,22g/L, ou de glicerol, uma fonte de carbono facilmente
utilizavel para a produgdo dos biossurfactantes, foi reportada uma degradacao superior a
58 % de todo o petroleo alimentado. Os ramnolipideos, fornecidos direta ou
indiretamente, facilitaram o acesso das bactérias ao petrdleo, estimulando a sua

biodegradagao.

URUM et al. (2004) investigaram a remog¢ao de petrdleo de amostras de solo
com o uso de ramnolipideos e de um surfactante sintético (SDS — dodecil-sulfato de
so0dio). A remocao de petrdleo das amostras usando os dois tipos de surfactante foi
considerada dentro da mesma faixa de reprodutibilidade experimental. Assim, os
autores recomendaram o uso dos ramnolipideos por suas vantagens de

biodegradabilidade e menor toxicidade.

SANTA ANNA et al. (2002, 2007) testaram a toxicidade do ramnolipideo
produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1 e compararam com a de um surfactante
quimicamente sintetizado, o Corexit”. Este surfactante quimico, com uma caracteristica
anidnica idéntica a dos ramnolipideos produzidos, apresentou toxicidade 10 vezes

superior a do biossurfactante.

NOORDMAN et al. (2002) determinaram a influéncia de ramnolipideos na
degradagdo de hexadecano por uma cepa de Pseudomonas aeruginosa. O
biossurfactante atuou estimulando a assimilacdo deste substrato pelas células
aumentando sua degradagdo a um nivel maior do que qualquer surfactante sintetizado
quimicamente testado nesse trabalho, nas mesmas concentragdes. Em outro trabalho,
BAI et al. (1997) estudaram um biossurfactante aniénico monoramnolipidico produzido
por Pseudomonas aeruginosa em termos de seu potencial para a remocgdo de
hexadecano residual de colunas de areia. Foi observado um aumento na solubilizagdo
deste alcano em agua com diferentes concentracdes de ramnolipideo. O uso de uma
solu¢do de ramnolipideos aumentou a eficiéncia da lavagem de uma coluna de areia

impactada com hexadecano, se comparado ao uso de Adgua pura ou de outros
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surfactantes quimicamente sintetizados normalmente usados em experimentos de

remediagao.

A capacidade de diversos surfactantes em formar espuma para a remogao de
pentaclorofenol — um agente preservativo de madeiras altamente téxico — do solo foi
estudada por MULLIGAN e EFTEKHARI (2003). O surfactante JBR425, do tipo
ramnolipideo, produzido pela empresa Jeneil Biosurfactant, apresentou a capacidade de
gerar espumas de altas qualidade e estabilidade. A injecdo dessa espuma nas amostras

contaminadas resultou na remog¢ao de até 68 % de pentaclorofenol.

Quanto a remoc¢do de metais pesados, MULLIGAN et al. (2001) utilizaram
experimentos de lavagem em batelada para avaliar a possibilidade do uso de
biossurfactantes para a remog¢ao destes de sedimentos. Comparado a lavagem com agua
pura, o uso de uma solucdo 0,5% de ramnolipideos com pH 10,0 levou a uma remocao

de 38 vezes mais cobre e 4 vezes mais zinco.

JUWARKAR et al. (2007) avaliaram a remog¢ao de caddmio ¢ chumbo de solos
artificialmente contaminados. A lavagem destes solos com agua pura levou a remogao
de apenas 2,7 % de cadmio e 9,8 % de chumbo, enquanto que a lavagem com uma
solugdo com 0,1 % de ramnolipideos de Pseudomonas aeruginosa possibilitou a
remocao de 92 % de cadmio e de 88 % de chumbo em experimentos com 36 horas de
duragdo. Estes trabalhos indicam que os ramnolipideos podem ser usados com grande

eficiéncia na remocao de metais pesados de solos contaminados.

Outro grande mercado para os biossurfactantes ¢ a polimerizacdo em emulsdes
para tintas e revestimentos industriais. Outros usos ainda podem ser o téxtil, na
fabricacdo de fibras, além do tratamento de metais, escavacdes, tratamento de aguas e
como agentes preservativos para madeiras. Biossurfactantes também s3o usados nas
industrias alimenticia e cosmética, na limpeza industrial ¢ em produtos quimicos
agricolas, para diluir e dispersar fertilizantes e pesticidas, além de elevar a penetragao

dos compostos ativos nas plantas (BANAT et al., 2000).
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Dependendo de suas especificagdes, os biossurfactantes podem ser empregados
em uma série de aplicagdes distintas, desde a estabilizacdo de nanoparticulas ao
tratamento de queimaduras. Como reportado por XIE et al. (2006), os ramnolipideos
podem ser utilizados para a estabilizacdo de nanoparticulas de prata, evitando sua
agregacao por interacdes eletrostaticas. E de acordo com STIPCEVIC et al. (2006), em
testes em ratos, o tratamento de queimaduras com solucdo de ramnolipideos a 0,1 %
possibilitou o fechamento do ferimento com 35 dias, enquanto os que ndo foram
tratados com os biossurfactantes ainda apresentavam ferimentos abertos com 35, e até

com 45 dias.

2.2.2. Producao

Os biossurfactantes sdo produzidos por uma variedade de microorganismos,
secretados extracelularmente ou anexados a partes da célula, predominantemente
durante crescimento em substratos imisciveis com a agua. Mutantes de Pseudomonas
aeruginosa que nao produziam biossurfactantes apresentaram pequeno crescimento em
n-parafina e hexadecano e a adicdo de ramnolipideos ao meio restaurou o crescimento
destas bactérias. Do ponto de vista fisiologico, a produgdo de uma quantidade grande de
uma substancia polimérica seria um desperdicio, se ndo apresentasse nenhuma funcao.
A producdo dos biossurfactantes favorece o crescimento de microorganismos em
substratos imisciveis em agua, além de poder ser utilizado como reserva energética, na
regulacdo do acoplamento/desacoplamento do microrganismo em superficies, na
regulacdo do transporte de metais pesados, como fator de viruléncia e como agente anti-

microbiano (DESAI e BANAT, 1997).

Entre os parametros influenciando o tipo e a quantidade de biossurfactante
produzido, estdo a natureza da fonte de carbono, possiveis limitacdes nutricionais e
outros parametros fisicos e quimicos, como oxigenagdo, temperatura e pH. Além disso,
um fator primordial ¢ a identidade do microorganismo ou cepa usada no processo
produtivo. Em muitos casos, as sinteses das por¢des hidrofilica e hidrofobica do
surfactante fazem parte do metabolismo primario, mas estdo relacionadas a duas

diferentes rotas de degradacdo de carboidratos e hidrocarbonetos. Na maioria dos casos,
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o crescimento em hidrocarbonetos induz a sintese de biossurfactantes, mas isso ndo ¢
um pré-requisito para todos os organismos. A mudanga no substrato freqiientemente
altera a estrutura do produto, alterando assim as propriedades do surfactante. A escolha
da fonte de carbono ¢, entdo, determinada pela aplicacdo especifica pretendida. A fonte
e a concentracdo de nitrogénio, assim como a relagdo carbono/nitrogénio também

influencia a sintese de biossurfactantes (GUERRA-SANTOS et al., 1984).

Uma contribui¢do adicional para se alcancar excelentes produtividades e
rendimentos pode ser fornecida pela engenharia genética com as cepas produtoras.
Através do maior conhecimento das rotas metabodlicas de producdao, os genes que
codificam as enzimas envolvidas podem ser expressos em hospedeiros para permitir o
uso de substratos mais baratos e facilitar a recuperacdo do produto, além de substituir

produtores patogénicos, como as bactérias da espécie Pseudomonas aeruginosa.

Grande parte dos estudos estd direcionada para o aumento da eficiéncia e da
viabilidade econdmica dos bioprocessos para permitir a competicao dos biossurfactantes
com o0s compostos tensoativos quimicamente sintetizados. Até o momento, poucos
sistemas de produgdo economicamente vidveis para biossurfactantes foram reportados.
O esperado desenvolvimento das aplicagdes dos biossurfactantes ¢ dificultado pelos
altos custos de produgdo, pela falta de aceitagdo de algumas cepas produtoras e pelos
altos graus de pureza requeridos para o uso nas industrias farmacéutica, alimenticia e de

cosméticos (FIECHTER, 1992).

A maxima producdo de ramnolipideos ¢ normalmente verificada no fim da fase
exponencial de crescimento, sendo descrita por alguns autores como uma produgdo nao

associada ao crescimento (VENKATA RAMANA, 1991).

BENINCASA et al. (2002) estudaram a produgdo de ramnolipideos por uma
cepa de Pseudomonas aeruginosa, isolada em solo contaminado com petrdleo, a partir
de um residuo do processamento de oleo de girassol. O meio utilizado na producao
continha nitrato, fosfatos, fontes de magnésio, potassio, ferro e calcio, extrato de

levedura e tracos de boro, cobre, manganés, molibdénio e zinco. Foi observado um
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aumento na producdo do biossurfactante depois de esgotada a fonte de nitrogénio. Na
producdo em batelada em um fermentador, foi observado que o aumento no
fornecimento de oxigénio elevou a concentracdo final obtida de ramnolipideos.
Também foi reportado o efeito de uma realimentagdo (batelada alimentada) das fontes
de carbono e nitrogénio. Houve um pequeno aumento na concentracdo de biomassa
acompanhado de um aumento significativo na producdo de ramnolipideos. A

produtividade obtida foi de 0,2 g/L.h com uma concentracao final de 15,9 g/L.

GUERRA-SANTOS et al. (1984) investigaram um processo continuo para a
producdo de biossurfactantes por Pseudomonas aeruginosa a partir de glicose. Foi
proposta uma relacdo carbono/nitrogénio 6tima e igual a 18 com o uso de nitrato como
fonte de nitrogénio. A concentracdo maxima de ferro, FeSO4.7H,0, recomendada pelos
autores foi de 27,5 pg por grama de glicose, e foi observado que uma razdo
carbono/fosfato abaixo de 16 maximiza a producao de ramnolipideos, sendo necessario
certo excesso de fosfato para a formacdo de ramnolipideos. A otimizacdo elaborada
neste estudo levou a um aumento de quase 10 vezes na concentracdo final de
biossurfactante produzido, chegando a 1,5 g/L de ramnolipideos no processo continuo.
Contrariamente, MULLIGAN et al. (1989) reportaram o aumento na produgdo em
batelada do biossurfactante por uma cepa de Pseudomonas aeruginosa a partir de

glicose em um meio limitado em fosfato.

Posteriormente, REILING et al. (1986) desenvolveram um processo em escala
piloto para a produ¢do continua de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa, dando
continuidade ao trabalho de GUERRA-SANTOS et al. (1984). O volume reacional
utilizado era de 23 litros e foi obtida uma produtividade de 147 mg/L.h, correspondendo
a uma producdo didria de 80 gramas de biossurfactante, além de um rendimento de 77
mg por grama de glicose. A purificagdo e o enriquecimento consistiam em uma
cromatografia de adsor¢do seguida de uma cromatografia de troca ionica. Foi obtida

uma recuperagao acima de 60 % do produto com 90 % de pureza.

HABA et al. (2000) investigaram a possibilidade da produgdo de ramnolipideos

a partir de residuos de oleos de fritura, ja que o uso deste tipo de substrato de baixo
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custo ¢ um dos pré-requisitos para a producdo economicamente competitiva de
biossurfactantes. O aumento da concentragdo inicial da fonte de nitrogénio, nitrato,
causou um aumento na concentracdo de biomassa e na produ¢do de ramnolipideos. A
maior produtividade foi obtida com uma relagdo carbono/nitrogénio igual a 8, atingindo

2,7 g/L, expressos em ramnose.

GRUBER et al. (1993) também reportaram a necessidade na limitacdo nas
concentragdes de nitrogénio e ferro para a produgdo de ramnolipideos por Pseudomonas
aeruginosa. Utilizando um reator do tipo CSTR, com reciclo de células e um contactor
de membranas para a oxigenagdo e retirada de géas carbonico, foi obtida produtividade
volumétrica de até 545 mg/L.h de ramnolipideos a partir de glicose, com produtividade

especifica de 41 mg/g.h quando usada taxa de diluigio igual a 0,18 h™'.

Nos ultimos anos, alguns resultados relevantes também foram obtidos pelo
LaBiM (Laboratorio de Biotecnologia Microbiana, IQ/UFRJ) e pelo CENPES e
publicados na literatura. SANTOS et al. (2002) investigaram a producdo de
ramnolipideos pela cepa PA1 de Pseudomonas aeruginosa. Utilizando glicerol como
substrato, foi obtido um aumento de 62% na produtividade volumétrica com o aumento
da concentracdo inicial de células de 0,32 para 3,0 g/L, atingindo 23,2 mg/L.h. Outro
parametro investigado foi a relacdo carbono/nitrogénio. Os melhores resultados foram
obtidos com maiores relagdes C/N, corroborando os demais resultados reportados na
literatura que indicam um aumento na produtividade em condi¢des limitantes de
nitrogénio. Quanto a fonte de carbono, os resultados indicaram o uso do glicerol. O uso
desse substrato levou a produgdo de 3,34 g/L. do biossurfactante expressos em ramnose,
enquanto que a utilizacdo de etanol, 6leo de oliva ou de soja, resultou em valores de
2,02, 1,61 e 1,59 g/L, respectivamente, em iguais condi¢cdes de fermentacdo. Também
foi investigada a propor¢do entre as espécies de ramnolipideos produzidas. Com o uso
de glicerol como substrato, foram produzidos aproximadamente 85% de
diramnolipideos ¢ 15% de monoramnolipideos (ramnolipideos dos tipos 2 e 1,

respectivamente).
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SANTA ANNA et al. (2002) também estudaram a producdo de ramnolipideos
por Pseudomonas aeruginosa PA1. A comparacao entre a utilizagdo de n-hexadecano,
6leo parafinico, 6leo de babassu e glicerol, como fontes de carbono, confirmou o fato de
o glicerol ser uma fonte mais facilmente assimilavel pelos microorganismos, resultando
em maior produtividade. Com o uso de 1,0% de glicerol, a fase estacionaria da
fermentagdo foi atingida apds 40 horas. Nesse ponto, houve um significativo aumento
na produ¢do de ramnolipideos, revelando o comportamento tipico de um metabdlito
secundario. Como fontes de nitrogénio, foram testados o nitrato de sdédio, o sulfato de
amonio e a uréia. Os experimentos revelaram que o uso do nitrato de so6dio foi mais
efetivo na produgdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa PA1. Este resultado

esta de acordo com outros reportados na literatura.

Em outros trabalhos do mesmo grupo de pesquisa, foram investigadas as
influéncias das concentragdes nos ions ferro e fosfato e do pH do meio de cultivo. Ao
contrario do observado por GUERRA-SANTOS et al. (1984), a variagdo na
concentragio do ion Fe™ ndo resultou em mudanga significativa na produtividade
volumétrica de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa PAl. Entretanto, foi
observada a diminui¢ao da producdo de proteinas extracelulares com o aumento da
concentragdo de ferro. Considerando que essas proteinas estdo em grande parte
relacionadas com fatores de viruléncia dessa bactéria, foi recomendado a utilizagdao de
meios com concentragdo de ferro em torno de 30 umol/L. A variagdo na concentragao
de ions fosfato ndo apresentou efeitos significativos na produgdo de ramnolipideos ou
de proteinas extracelulares. Optou-se entdo pelo uso da concentragao de 62 mmol/L de
PO, garantindo o tamponamento do meio de cultivo ¢ a disponibilidade do fosforo
como nutriente essencial. O valor de pH igual a 7,0 se destacou como a melhor

condicdo para a produ¢do de ramnolipideos (SANTOS, 2003).

Ainda neste grupo, TAVARES (2007) investigou a producao de biossurfactantes
por Pseudomonas aeruginosa PA1l em biorreator com o controle da formacdo de
espuma realizado com a adi¢do de um agente anti-espumante. A condu¢do de uma
batelada simples resultou na produtividade de 44,0 mg/L.h de ramnolipideos. A

alimentacdo extra da fonte de nitrogénio com 24 e 48 horas de fermentagdo levou ao
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aumento substancial da concentragdo celular no biorreator e, consequentemente, elevou

a produtividade em cerca de 75 %, para 77,1 mg/L.h.

Recentemente, com a busca pelo uso de substratos de baixo custo para a
produgdo de biossurfactantes, diversos trabalhos foram publicados sobre a producao de
ramnolipideos a partir de diversos 6leos, como os de soja (RAHMAN et al., 2002b,
RAZA et al., 2007, CHA et al., 2007), de oliva (WEI et al., 2005) e de castanha do Para
(COSTA et al., 2006). Nestes trabalhos, as fermentagdes foram conduzidas em frascos
agitados com pequenos volumes e com o uso de diferentes cepas de Pseudomonas
aeruginosa, com excecdo de RAZA et al. (2007), que utilizaram uma cepa de
Pseudomonas putida submetida a mutagénese com raios gama. Quando 6leo de soja foi
utilizado como principal fonte de carbono, os valores de produtividade volumétrica de
ramnolipideos obtidos pelos autores variaram entre 15 mg/L.h (RAHMAN et al.,
2002b) e 50 mg/L.h (CHA et al., 2007). Quando a fonte de carbono foi 6leo de oliva, a
produtividade obtida foi de 26 mg/L.h (WEI et al., 2005). O melhor resultado foi obtido
por COSTA et al. (2006) com a utilizagdo de 6leo de castanha do Pard como fonte de
carbono. Foi obtida uma concentragdo de 9,9 g/ de ramnolipideos, com uma

produtividade igual a 83 mg/L.h.

2.2.3. Bioquimica da Produciao de Ramnolipideos

A biossintese dos ramnolipideos se baseia em uma seqiiéncia de reacoes de
transferéncia do grupo glicosil, catalisadas por enzimas ramnosiltransferases
especificas. Na sintese do monoramnolipideo, a enzima ramnosiltransferase 1 (Rtl) ¢é
responsavel pela transferéncia de uma timidina difosfo-L-ramnose (TDP-ramnose) para
o [B-hidroxidecanoil-pB-hidroxidecanoato (-hdd). Ja na sintese do diramnolipideo, a
enzima Rt2 ¢ responséavel pela transferéncia de mais uma molécula de TDP-ramnose
para o monoramnolipideo formado anteriormente. Os  genes que codificam a
biossintese, regulacdo e inducdo da enzima Rtl estdo organizados em um grupo génico
denominado rh/ABRI, localizado no cromossoma de Pseudomonas aeruginosa. Os
genes que codificam a enzima Rt2, por sua vez, ndo se encontram caracterizados ainda

(SANTA ANNA, 2000). A via de produg¢ao dos ramnolipideos estd relacionada a
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producao de polihidroxialcanoatos, os PHA. Estes compostos sdo utilizados como
reserva energética por diversas bactérias. Especificamente nas bactérias da espécie

Pseudomonas aeruginosa, os polimeros de [-hidroxidecanoato sdo armazenados

(SANTOS, 2003).

A sintese dos acidos graxos dos ramnolipideos se difere da via biossintética
normal de Pseudomonas aeruginosa no nivel da reducdo ceto-acil (CAMPOS-GARCIA
et al., 1998) A enzima responsdvel por retirar os precursores dos acidos graxos
presentes nos ramnolipideos de vias biossintéticas normais ¢ chamada RhIG. Esta ¢
especificamente envolvida na producdo de ramnolipideos e também afeta a sintese de
PHA (poli-hidroxi alcanoato). Foi recentemente descrito que RhlG estd envolvida no
fornecimento de ACP (proteina carreadora da porgdo acil) para precursores de acidos
graxos. O comprimento da cadeia da por¢ao de acidos graxos dos ramnolipideos parece
menos afetada pelo meio de cultura ou fonte de carbono do que o PHA. E sugerida uma
origem em comum entre PHA e ramnolipideos e, recentemente, foi reportada evidéncia
direta experimental em suporte a esta relagdo metabolica (SOBERON-CHAVEZ et al.,
2005a). O inicio do ciclo produtivo dos ramnolipideos ¢ apresentado nas Figuras 2.2 e

2.3.

gliceral

glicerol quinase

dTOP-L-ramnose (TOP-r)

F
glicerol-3-fosfato
l RmIC, RmilD
dTDP-B-deoxi-D-4-hexulose
l F
l RmIB
frutose-6-fosfato dTOP-D-glicose
F
fosfoglicose isomerase RmIA
. AlgC .
glicose-B-fosfatn ————— glicose-1-fosfato

Figura 2.2: Esquema da biossintese de precursores de ramnolipideos (adaptado de

SOBERON-CHAVEZ et al., 2005b).

23



SACP

+]

w2

NAD *
4
NADH + H - -//F:hl

SACP

Fa-h-:;/f MADPH + H *

Faba

FabZ
F -
H

OH SACP MADP +

n

Q OH
(SN ) (8] +]

0<|' CHy ?

oH O

o o]

CHy
OH OH

rhi2

ToP

(ﬂ

2 | |

TODR-¢

o] OH
o, 0 o +]
GECH, >
OoH OH
rhl1

FaN’ COL+ ACP-SH
FabF
0

o SACP

6)JW¢ 6Mc-

o

Ve I
HiG—C—5CoA

FabH |

0, + COA-SH
SACP Q SACP
| S
|+] |+]
o] SACP

/\/\/\‘)'K)\O

s MADPH + H +

RhIG

[
\ MADP *+ OH SACP

PP N

/ Cod-SH
1
I\» ACP-SH

SCoA
HO o]
CoA-=H
-
PhaC -
o SCoA
HO Q o}
Rt1
B ——
SN
TDOP TOP-r B-hdd
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O ciclo apresentado na Figura 2.3 ¢ catalisado pela enzima FabH, que utiliza
acetil-CoA para formar aceto acetil-ACP. Na etapa seguinte, ocorre a condensacao de
malonil-ACP com acil-ACP, catalisada pelas enzimas FabF e FabB. O [(-cetoéster
resultante ¢ reduzido a B-hidroxiacil-ACP, com a enzima FabG. A proxima etapa do
ciclo ¢ catalisada pelas enzimas FabA ou FabZ, enquanto que a ultima etapa consiste na
conversao do trans-2-enoil-ACP, resultante da etapa anterior, em acil-ACP, pela acdo da
enzima Fabl. A cada volta do ciclo, o composto resultante ¢ alongado em uma unidade
acila. Quando o B-hidroxidecanoato ¢ finalmente sintetizado, ele ¢ reduzido pela enzima
RhIG, de forma similar a reacdo catalisada pela enzima FabG, na produgdo de [3-
hidroxiacidos. Os B-hidroxiacidos sdo polimerizados com a Coenzima A ligada a acidos
graxos que atuam como substratos para a enzima PhaC. O p-hidroxidecanoil-f3-
hidroxidecanoato produzido serve entdo como base para a producdo no
monoramnolipideo (CAMPOS-GARCIA et al., 1998). A biossintese de L-ramnose
toma como precursores a glicose, na forma de glicose-6-fosfato, ou o glicerol, na forma

de manose-6-fosfato (SANTOS, 2003).

2.3. Contactores Gas/Liquido

O objetivo primario das operagdes de transferéncia de massa ¢ colocar duas fases
em contato para a eficiente transferéncia de uma ou mais espécies entre elas. As taxas
de transferéncia de cada componente sdo afetadas diretamente pela a area de contato
estabelecida entre as fases e pelos coeficientes de transferéncia de massa das espécies
em cada fase (KOVVALI e SIRKAR, 2003). Operacdes de contato gas/liquido e
liquido/liquido sdo tradicionalmente realizadas em algum recipiente funcionando como
uma coluna de simples estagio ou multiestagios com as fases circulando em
contracorrente (WINSTON e SIRKAR, 1992). Normalmente, o maior desafio em
relacdo ao projeto e a operacdo dos equipamentos para este fim ¢ maximizar a
transferéncia de massa através do aumento da area de contato entre as fases. Em colunas
empacotadas, por exemplo, isso implica em uma criteriosa sele¢do do material utilizado
como recheio e na distribui¢ao uniforme dos fluidos. Em outros equipamentos, o desafio

recal em minimizar o tamanho e maximizar o nimero de bolhas/gotas da fase dispersa.
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O fato das fases estarem diretamente em contato causa alguns problemas, como a
formagdo de emulsdes e espumas. Uma tecnologia alternativa que evita estes problemas
e ainda oferece substancialmente mais area interfacial ¢ o contato das fases através de

uma membrana (GABELMAN e HWANG, 1999).

Um contactor de membrana ¢ um artefato que propicia a transferéncia de massa
entre duas fases fluidas sem a dispersdo de uma fase em outra. Essa transferéncia ¢
obtida através do escoamento dos fluidos em lados opostos de uma membrana
microporosa ou densa, ¢ ocorre pela difusdo através da interface, como em um
equipamento tradicional. Em um contactor de membrana, a separagdo por membranas
estd completamente integrada com outras tecnologias de separa¢do, como a extragdo ou
a absor¢cdo. Membranas oferecem a possibilidade de se ter um equipamento com grande
eficiéncia energética, além de ser um processo modular, facilitando seu escalonamento.
Ja a extracdo ou a absor¢ao oferecem alta seletividade e altas for¢as motrizes para o
transporte, mesmo quando operadas em condi¢gdes de baixas concentragdes

(KLAASSEN et al., 2003).

Os contactores de membrana ainda apresentam valores bem maiores para os
coeficientes volumétricos de transferéncia de massa, se comparados aos equipamentos
tradicionais, e também uma faixa mais ampla para os valores possiveis de fluxo. Novas
aplicagdes de membranas como contactores de fases estdo sendo rapidamente
desenvolvidas em diversos setores. Como a variedade de aplicagdes se expande, a
demanda por materiais adequados as novas necessidades também aumenta. Para
algumas aplicagdes, a superficie da membrana ¢ modificada para atender as condi¢des
quimicas e hidrodindmicas impostas. A formacdo de uma fina camada de um novo
material sobre a membrana ¢ investigada para aumentar a estabilidade da interface entre
as fases ou para fornecer resisténcia quimica ou resisténcia a formagao de incrustagdes

ou bloqueamento de poros (“fouling”’) (KOVVALI e SIRKAR, 2003).
Operacdes com contactores gas/liquido sdo usados em diversos setores, com

variadas aplicagdes, como a gaseificacdo/degaseificacio de liquidos, a

absorcado/dessor¢cdo de vapores, entre outras. Esses processos utilizam normalmente
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membranas microporosas hidrofobicas na forma de fibras-ocas, que, quando em
operagdo, apresentam seus poros preenchidos com gas/vapor. Durante a operagdo, uma
mistura gasosa escoa em um dos lados da membrana a uma pressao menor ou igual a da
fase aquosa, que escoa pelo outro lado da membrana. Um fator de grande importancia
na boa opera¢do de um contactor gas/liquido ¢ a resisténcia a intrusdo nos poros da
membrana, mesmo a um alto valor para a diferenca de pressao entre as fases envolvidas,
evitando que haja a dispersdo da fase liquida, garantindo a for¢a motriz para a
transferéncia de massa. Isto ¢ alcangado através do controle da distribuicdo de tamanho
de poro da membrana. A equagdo de Young-Laplace mostra que pequenos poros levam
a um alto valor da pressao necessaria para a intrusao de liquido na membrana. Assim,
contactores utilizando membranas que apresentam distribuicdo uniforme de pequenos
poros podem ser operados com grande diferenca de pressdo entre as fases (KOVVALI e

SIRKAR, 2003).

Com a interface imobilizada na entrada dos poros, uma ou mais espécies gasosas
podem ser absorvidas na fase liquida ou retiradas desta. Essa operacdo nao-dispersiva
do contactor de membrana apresenta varios beneficios. As vazdes das correntes gasosa e
liquida podem ser variadas de forma independente, sem os inconvenientes
caracteristicos dos contactores baseados na dispersdo das fases, como a formagdo
excessiva de espumas e o transbordamento de colunas. A area interfacial ¢ conhecida a
partir dos valores da area e da porosidade superficial da membrana. Nesse tipo de
contactor, a membrana microporosa atua como uma barreira de fases, prevenindo a fase
liquida de entrar nos poros que contém a fase gasosa e também prevenindo o
aparecimento de bolhas na fase liquida. A membrana ndo atua como uma barreira
seletiva de espécies, mas sim como uma imobilizadora da interface gas/liquido

(KOVVALI e SIRKAR, 2003).

O uso de membranas na forma de fibras-ocas como contactores leva a uma grande
diminui¢do do volume total dos equipamentos utilizados. Outra vantagem ¢ a
disponibilidade do valor da area de contato. Assim, os coeficientes volumétricos de
transferéncia de massa (Kpra) podem ser diretamente convertidos nos coeficientes

tradicionais de transferéncia de massa (Ki), o que ndo acontece nos equipamentos para
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contatos dispersivos tradicionais sem um grande esforco para a determinagdo da

distribuicao de tamanhos de bolhas ou gotas.

Contactores de membrana podem ser aplicados em quase todos os sistemas que
apresentam operagdes convencionais de absorcdo ou dessor¢do de gases. Mas
normalmente eles sdo utilizados em processos com solugdes aquosas ou organicas que
ndo molham a membrana, ou seja, quando seus poros se apresentam preenchidos com a
fase gasosa. Isso diminui a resisténcia ao transporte na membrana (KREULEN et al.,

1993).

Outra possibilidade ¢ o uso de membranas cobertas com uma fina camada
superficial. Essa membrana coberta ndo necessita do controle da diferenca de pressdo
entre as fases para garantir a imobilizagdo da interface. A presenca dessa camada
superficial representa uma resisténcia extra ao transporte, mas se O gas a ser
transportado apresentar grande afinidade com o material da superficie e essa camada for
realmente fina, o coeficiente global de transferéncia de massa pode ndo ser muito

afetado (KEMPERMAN, 1995).

Na literatura, varios estudos de contactores gas/liquido estdo apresentados. A
maioria apresenta uma modelagem simplificada do processo de absor¢do ou dessorc¢ao e
sua comparagdao com dados experimentais (NII ¢ TAKEUSHI, 1994, KIM e YANG,
2000, TAI et al., 1994, KREULEN et al., 1993). Essa modelagem ¢ normalmente feita
utilizando-se a definicdo de coeficientes de transferéncia de massa ou o balango de
massa, mas nesse caso, as equagdes sdo normalmente simplificadas e resolvidas
numericamente. AHMED e SEMMENS (1996) estudaram o uso de modulos de fluxo
transversal a direcdo axial das fibras para aeracao, também comparando valores preditos
através de correlacdes para os coeficientes de transferéncia de massa e valores
observados experimentalmente. QI e CUSSLER (1985a, 1985b) compararam o
desempenho de contactores para a absor¢do de gis com o estimado para colunas
convencionais. Apesar desses varios estudos, ndo foram encontrados trabalhos

completos referentes ao comportamento de sistemas de aeracdo com a variagdo de
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condigdes operacionais. Um esquema simplificado de um contactor gas/liquido ¢

apresentado na Figura 2.4.

Reservatario
de liguido
Saida de
liguido
] Sald'a de
gas ;
Reservatario
de gas
Entrada
de gas P |
h=1

Entrada de
liquido
Figura 2.4: Esquema de um contactor gas/liquido

2.3.1. Equacionamento do Processo de Transferéncia de Massa

Para os calculos e avaliacdes necessarios de um sistema de oxigenagdo, foram
implementadas rotinas no programa MathCad® (MathCad 2000 Professional —
MathSoft, Inc.) para cada situagdo em estudo: escoamento de liquido pela parte externa
das fibras, escoamento pelo interior de fibras microporosas e pelo interior de fibras

compostas.

Esta simulagdo foi realizada para a avaliacdo do efeito das principais varidveis,
como o tipo de membrana, a pressao parcial de oxigénio na corrente gasosa, a vazao da
corrente liquida, a 4rea de membrana, os coeficientes de transferéncia de massa
envolvidos no processo e a capacidade de oxigenacdo de um contactor previamente
definido. As informagdes obtidas foram uteis na identificacdo de quais as varidveis mais
relevantes para o processo € para a defini¢ao das condigdes iniciais dos experimentos de

oxigenagao.
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Duas abordagens podem ser consideradas para o equacionamento do processo de
transferéncia de massa em um contactor gas/liquido para a absor¢dao de gases. A
primeira utiliza a definicao dos coeficientes de transferéncia de massa e correlagdes para
a sua determinacdo. A outra ¢ baseada no balango de massa para o gas ao longo da fibra
e na resolugdo da equacdo diferencial resultante desse balango. A primeira abordagem
se mostra mais simples matematicamente e sera avaliada frente a abordagem mais

rigorosa. A seguir, estas duas abordagens serdo descritas sucintamente.

a) Coeficientes de transferéncia de massa

Para a avaliacdo da 4rea necessaria a oxigenacgdo, pode ser utilizada a correlagdo
obtida por VLADISAVLIJEVIC (1999), relacionando a area ao coeficiente de

transferéncia de massa na fase liquida, apresentada como Equagao 2.1.

A=y Cea”C
K Ceq —CR

Equacgdo 2.1

Onde 4 ¢ a area total de troca necessaria, Q, a vazao total da corrente liquida, K, o
coeficiente global de transferéncia de massa, € c.,, ¢, € cg, a concentracdo de oxigénio
na fase liquida no equilibrio com o gés, na entrada do aerador e em sua saida,
respectivamente. Quando considerado o uso de fibras microporosas, o valor da area
efetiva de transferéncia deve ser corrigido pela porosidade superficial para se obter o
valor da area total de membrana. Para determinado numero de fibras N, com certo
diametro interno/externo, d, o comprimento das fibras para atingir uma determinada
concentragdo de gas dissolvido na fase liquida, cg, ¢ determinado usando as Equagdes

22¢e2.3.

A=n*d*L*N Equagdo 2.2

1 *g*ln Ceq_C
n*d*N K Coq —CRr

Equacdo 2.3
eq
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A concentragdo de gas na entrada do aerador € considerada constante, enquanto
que a concentragao de equilibrio ¢ relacionada com pressao parcial do oxigénio através
da constante de Henry. J4 a concentragdo pretendida na saida do aerador ¢ estabelecida
a partir de um determinado valor para o coeficiente volumétrico de transferéncia de
massa (K;a), muito utilizado quando se trata de aeradores convencionais, nos quais nao
se pode estimar facilmente o valor da area interfacial. Para a comparagdo com o sistema
convencional, também ¢ fixado um determinado volume de liquido no aerador
convencional (), além de se considerar a concentracdo de oxigénio na fase aquosa em
equilibrio com ar a pressao atmosférica (ceq] ). Essa relacdo estd apresentada na Equagdo

24.

Cr :C—KLa*(Clq —C)* Equagao 2.4

ol<

Os valores para o coeficiente de transferéncia de massa sdo estimados com base
em correlagdes presentes na literatura. No caso da utilizagdo de fibras-ocas
microporosas, considera-se o coeficiente global de transferéncia de massa igual ao
coeficiente de transferéncia na fase liquida. A resisténcia ao transporte na membrana
pode ser desprezada, ja que esta se apresenta preenchida com o gas. As correlagdes
utilizadas para a determinacdo dos coeficientes de transferéncia de massa na fase liquida
(Kp), tanto para o escoamento da corrente liquida pelo interior das fibras quanto pela
carcaca do modulo, foram pesquisadas por FUTSELAAR (1996). Essas correlagdes
relacionam o numero de Sherwood (S%) com outros pardmetros, como o numero de
Reynolds (Re) e o numero de Schmidt (Sc), para o escoamento do liquido em regime
laminar. O nimero de Sherwood estd diretamente relacionado com o coeficiente de
transferéncia de massa na fase liquida, como mostra a Equagdo 2.5, onde D ¢ o
coeficiente de difusdo do gas no liquido. Outros parametros estdo apresentados nas

Equacdes 2.6, 2.7 ¢ 2.8.

K *

Sh = K.d Equagdo 2.5
D

Re = d’v’p Equagdo 2.6
U

31



Sc=-* Equagao 2.7

V=—— Equagdo 2.8

Nestas equagdes, v € a velocidade média de escoamento do liquido e p e u sdo,
respectivamente, a densidade e a viscosidade do liquido. Nas Equacdes 2.9 e 2.10 sdo
apresentadas, nessa ordem, as correlacdes para o numero de Sherwood para o
escoamento laminar de liquido interno e externo as fibras. Para o escoamento externo, o
diametro d utilizado ¢ o diametro hidraulico para o escoamento no moédulo e a

velocidade é calculada com base nesse diametro.

q\%
Sh=162* [Re* Sc* Ej Equagéo 2.9
4
Sh=3,66+161* (Re* Sc* Ej Equagdo 2.10

Nas Equacdes 2.11 e 2.12, sdo apresentadas as relagdes finais para os coeficientes
de transferéncia de massa para o escoamento interno e externo. Nestes casos, o didmetro
d corresponde, respectivamente nessas equagdes, ao diametro interno e externo das

fibras.

K.=="162" N'DL Equagdo 2.11

Dtz o)

D. [ 4*Q > )
K, =—%|3,66+161 Equagdo 2.12
d n*D*L

Combinando-se entdo as Equacdes 2.11 ou 2.12, dependendo do caso estudado,
24 e 2.3, determina-se o comprimento de fibras necessarios para atingir o nivel
especificado de transferéncia. Assim, com o uso das Equagdes 2.1 ou 2.2, ¢ obtido o

valor da area de troca necessaria. Para a obtencao da area total de membrana, o valor da

32



area de troca, correspondente a area porosa da membrana deve ser corrigido pela

porosidade superficial da fibra (4rea ocupada pelos poros / area total).

Quando sdo consideradas fibras-ocas cobertas com uma pele densa, o coeficiente
global de transferéncia de massa ¢ obtido como uma soma das resisténcias ao transporte
na fase liquida e na pele densa (Equacgdo 2.13) (HINES e MADDOX, 1985). Essa soma
¢ ponderada pelo coeficiente de parti¢do do oxigénio entre a membrana e a fase aquosa
(m) definido como na Equagdo 2.14. A resisténcia ao transporte na pele (Kp, coeficiente
de transferéncia de oxigénio na camada densa) ¢ definida como a razdo entre o
coeficiente de difusdo do gés no material da pele (D;) e a sua espessura (/) (Equagao

2.15).

R + 1 Equacdo 2.13
K m*K, K
Cpele
_ “eq ~
~ _liquido Equagao 2.14
Ceq
_ D2

Kp Equagdo 2.15

O uso da Equagdo 2.13 para a determinacao do coeficiente global de transferéncia
implica no uso das concentragdes de oxigénio dissolvido relativas a fase liquida, ou
seja, a concentracdao de oxigénio dissolvida na pele da membrana, em equilibrio com a
fase gasosa, deve ser convertida para um valor equivalente de concentragao de oxigénio

. . , * e A . .~
dissolvido na dgua (¢ ), pela sua divisao pelo coeficiente de parti¢ao m.

O procedimento para a obtengdo do valor da area ¢ o mesmo do caso anterior
(fibras microporosas), mas nesse caso a area de membrana ¢ igual a area de troca
necessaria, pois, devido a presenca de uma pele densa, toda a extensdo da fibra esta

disponivel ao contato com a fase liquida (GABELMAN e HWANG, 1999).

b) Balango de massa
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Através do balanco infinitesimal de massa para o oxigénio na fase liquida, no
interior da fibra, considerando o fluxo de oxigénio na dire¢do axial predominantemente
convectivo e o fluxo radial predominantemente difusivo, obtém-se a seguinte equagao

diferencial e condig¢des de contorno e inicial:

1.0 «psC)_,«C )
r or or oz

z=0=c=c¢,

> Equacdo 2.16
r:0:>a—C:0
or
oc Kp™m ‘
=R=>-—=—F __*lc-c
o D =) g

Na Equacgdo 2.16, r ¢ a direcdo radial a partir do centro da fibra e z, a dire¢ao
axial, com seu zero no inicio do aerador. A concentragdo de oxigénio ¢y € a
concentragdo na corrente de entrada das fibras ¢ R ¢ o raio interno das mesmas. A
solucdo para esta equagdo diferencial, considerando constante a velocidade do fluido ao
longo do raio, ¢ apresentada na Equagdo 2.17, com o parametro « definido na Equacao
2.18. Na solucao, o parametro £ ¢ obtido na resolu¢ao da Equagdo 2.19, com J0 e JI
sendo as funcdes de Bessel de ordem zero e um, respectivamente (HINES e MADDOX,

1985).

Equacao 2.17

r
. 2*a*J0 i

c-¢ & " (B” Rj* [_an*D*ZJ
=y exp

co—¢  GB.2+a?)J0@,) v*R2

o= m Equagdo 2.18
D

Bn *J1B,)—a*JO@,)=0 Equacio 2.19

Como solugdo da equacdo, ¢ obtido o perfil radial de concentracdo de oxigénio

dissolvido ao longo da fibra. Para se determinar a quantidade de gés transferida por
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area, em funcdo da posicao axial, utiliza-se a Equacao 2.20, que corresponde a primeira

Lei de Fick.

£ 0C

J(r=R)=-D Equacgao 2.20

ar r=R

Calculando-se o valor da integral, ao longo do comprimento de fibra L, da
expressdo obtida para o fluxo, J, multiplicada por um valor diferencial de area,
N*2*1*R*dz, é possivel a obtencdo do valor da quantidade de gas transferida por
tempo. Quando o objetivo ¢ a determinagdo da area de troca necessaria para se transferir
determinada quantidade de gas, o processo empregado ¢ o inverso — a partir de
determinada quantidade de gis a ser transferida, especificada através do valor do
coeficiente volumétrico de transferéncia de massa (K;a), calcula-se o valor necessario
para o comprimento das fibras, obtendo-se assim o valor da area. Essa quantidade de

gas transferida ¢ definida na Equacao 2.21.
Qt:KLa*V*(C;q —-C) Equagdo 2.21

Nos casos onde se considera o escoamento de liquido interno as fibras, ainda
podem ser contemplados calculos da queda de pressdo ao longo do contactor. Esses
calculos s3o realizados com o uso da Equacdo 2.22, derivada da equagdo da energia

mecanica.

Pe —Ps =%*p*v2*(k+fD*%j Equagdo 2.22

Nessa equagdo, pr € ps representam, respectivamente, as pressoes do liquido na
entrada e na saida do mddulo, & representa a perda de carga relativa a entrada de liquido
nas fibras e fp € o fator de atrito de Darcy. Nas situagcdes encontradas neste trabalho, &
apresenta valor de 0,5 e fp pode ser considerado constante e igual a 0,02, para um tubo

liso (PERRY e CHILTON, 1973).
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3. Materiais e Métodos

Neste capitulo, sdo apresentados os materiais utilizados para o desenvolvimento
do presente trabalho e as metodologias empregadas. Sao descritas as técnicas utilizadas
para a conducdo e para o acompanhamento das fermentacdes, realizadas no Laboratorio
de Biotecnologia Microbiana (LaBiM, Instituto de Quimica/UFRJ). Também sao
apresentadas as técnicas de caracterizagdo das membranas e dos contactores utilizados,
realizada no Laboratério de Processos com Membranas (PAM, Programa de Engenharia

Quimica — COPPE/UFRJ).

A lista com os principais produtos quimicos utilizados na realizacdo dos

experimentos ¢ apresentada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Materiais utilizados na realizagdao dos experimentos

Item utilizado Fabricante
Glicerol Vetec
NaNO; Reagen
K,HPO,4 Merck
KH,PO4 Merck
MgSO4 Reagen
Peptona Difco

Extrato de levedura Isofar
Dextrose Merck
Agar Merck
NaClO Vetec
Silicone RTV A e B General Eletric
Iso-octano Vetec

3.1. Producio de Ramnolipideos
3.1.1. Manutencao de Microorganismo e Preparo do Pré-indculo
A cepa de Pseudomonas aeruginosa PA1 previamente selecionada de ambientes

de petréleo como melhor produtora de biossurfactantes (SANTA ANNA, 2000) foi

preservada em glicerol a 10% em ultrafreezer a -80 °C. O pré-indculo foi crescido em
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placa com YPDA (extrato de levedura 0,3%, peptona 1,5%, dextrose 0,1%, agar 1,2%) a
30 °C por 48 horas e transferido para frascos de 1000 ml com 300 ml de meio com a
seguinte composicdo (g/L): NaNO; 1,0; KH,PO4 3,0; K,HPO4 7,0; MgS0O4.7H,0 0,2
extrato de levedura 5,0; peptona 5,0 e glicerol P.A. 30,0. Apds 24 horas de cultivo, o
meio de fermentagdo contendo as células foi estocado em criotubos na relagdo
glicerol/meio fermentado de 1:3 para servir como pré-indculo padrdo em todas as

fermentacoes.

3.1.2. Preparo do Inéculo

O conteudo de 1,0 ml do criotubo foi inoculado em 300ml de meio de
fermenta¢do com a seguinte composic¢do (g/L): glicerol 30,0; NaNOs 1,0; K;HPO4 7,0;
KH,PO4 3,0; MgS0,4.7H,0 0,2; extrato de levedura 5,0 e peptona 5,0. Os frascos foram
entdo incubados em agitadores rotatorios a 30°C e 170 rpm por 40 horas. Ao final desse
periodo, as células de cada frasco foram recuperadas por centrifuga¢do (5000g por 20

minutos) e utilizadas como indculo nos biorreatores.

3.1.3. Esterilizagao

O fermentador, ja com o meio de cultura a ser utilizado, era esterilizado em
autoclave a 121°C por 15 minutos antes de cada produgio. O sistema de oxigenagio era
esterilizado com a circulacao de uma solucao de hipoclorito de sédio a 1,0 % por 1 hora.
Depois deste procedimento, era circulada agua destilada estéril pelo sistema para a
eliminacdo de vestigios de cloro. SO entdo era realizada a inoculagdo dos

microorganismos.
3.1.4. Producdo de Ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa PA1

O meio de cultura utilizado nas fermentagdes apresentava a seguinte composi¢ao
em gramas por litro: glicerol 30,0; NaNO; 1,4; K,HPO4s 7,0, KH,PO4 3,0 e

MgS04.7H,0 0,2, resultando em uma relagao carbono/nitrogénio igual a 60 (SANTOS,
2003).
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As fermentacdes principais foram realizadas em um biorreator BioFlo Ilc
(Batch/Continuous Fermentor; New Brunswick Scientific; USA) com capacidade
nominal de 5,0 litros de volume, inserido em uma capela com exaustdo. O volume util
médio utilizado nas fermentagdes foi de 3,0 litros, a temperatura foi mantida em 30°C e
a agita¢do, em 100 rpm. A oxigenacao foi conduzida de forma nao dispersiva através de

um contactor gas/liquido. O sistema utilizado pode ser visto nas Figuras 3.1 e 3.2.

Coleta
1d :
Tana g - 100 1k 0.0 - 2,5 bar — s
atnostras ]
. @ . —  liquide
- 10 mlimin Salda de gas
(et O EH 0F
COy)
“ o © =
Fermentador

Entrada de

T=3_10 Cottactor
litros v gas (arfOg):

0,0 —-100bar
7+ K
Bomba de

BRLOY ENAZENS
0.0-25bar 0,0 - 3.0 bar
o )

Corrente liquida — B

meio fermentado

Figura 3.1: Fluxograma simplificado do sistema de oxigenacao.

A oxigenacao foi realizada com ar comprimido ou com o auxilio de um cilindro
de oxigénio puro. As condigdes de oxigenagdo foram inicialmente definidas de acordo

com os resultados dos testes de oxigenacao do modulo utilizado.

A metodologia para o acompanhamento das varidveis mais relevantes ¢
apresentada nos itens seguintes. As curvas de calibragdo utilizadas estdo apresentadas

no Anexo 1.
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Figura 3.2: Fotografia do fermentador inserido na capela de exaustao acoplado ao

sistema de oxigenag¢do utilizando o contactor de membranas

Também foram conduzidas fermentacdes em frascos agitados para efeito
comparativo com o novo sistema proposto. A temperatura da fermentacao foi mantida
em 30,0 °C e a agitagdo, em 170 rpm, em um agitador rotatério (C25KC Incubator

Shaker, New Brunswick Scientific).

3.1.5. Controle da Concentracao de Oxigénio no Biorreator

O sistema de controle da concentragdo de oxigé€nio dissolvido foi projetado e
construido em parceria com a empresa Yukon Automagdo e Sistemas, utilizando-se um
Controlador Logico Programavel (CLP OCS, GE Fanuc). Outro sistema de controle da
concentragdo de oxigénio dissolvido foi desenvolvido previamente por SABRA et al.
(2000), mas a oxigenagdo era realizada de forma dispersiva por borbulhamento de uma
mistura dos gases nitrogénio e oxigénio. Assim, além de persistir o problema da
formagdo de espumas, havia perda de oxigénio, sendo extremamente complexa a
determinagdo da exata quantidade consumida deste nutriente. Uma malha simplificada
de controle foi implementada neste controlador com a funcdo de manter a concentragao

de oxigénio dissolvido no meio constante ao longo da fermentacdo. Isto foi conseguido
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igualando-se a taxa de fornecimento de oxigénio a taxa de consumo deste nutriente

pelas bactérias. Na Figura 3.3 estdo apresentadas fotos do CLP e de seu painel elétrico.

i

Figura 3.3: Controlador Logico Programavel utilizado para implementacao de uma
malha de controle da concentrag@o de oxigénio dissolvido nas fermentagdes para a

produg¢do de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa.

Pela experiéncia adquirida através da condugdo dos experimentos com o controle
manual da oxigenagdo, a estratégia de controle foi baseada primeiramente na alteracdo
da vazdo da corrente liquida e, posteriormente, a pressdo da corrente gasosa para
controlar a taxa de fornecimento de oxigénio. Essa taxa ¢ diretamente proporcional as
duas varidveis citadas. Assim, se o valor da concentracdo de oxigénio dissolvido fosse
reduzido para um valor abaixo do desejado, a taxa de fornecimento deveria ser elevada

pelo aumento na vazdo da corrente liquida e, se insuficiente, na pressdo da corrente
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gasosa. Se a concentragdo de oxigénio estivesse acima do estabelecido, a taxa deveria

ser reduzida.

Como observado na Figura 3.1, a vazdo da corrente liquida era controlada
através da atuagdo sobre a bomba de engrenagens e sobre a valvula v1. Ja a pressao da
corrente de alimentagdo de oxigénio era controlada pela atuacdo sobre as valvulas de
entrada e saida do contactor, v2 e v3, respectivamente. Assim, a Unica entrada do CLP
se refere a concentragdo de oxigénio dissolvido medida no meio de fermentagdo,

enquanto que as saidas sdo quatro — para a bomba e as valvulas.

Os dados de operacdo do controlador eram repassados a um computador
acoplado ao sistema através de um programa supervisorio (IFix StandAlone Standard
HMI Pack RunTime para 75 pontos). Esses dados eram armazenados para analise

posterior.

3.1.6. Determinagdo da Concentragdo de Células

A concentragao celular das suspensdes de Pseudomonas aeruginosa PA1 foi
determinada através da absorbancia de luz a 600 nm (Espectrofotometro MultiSpec —
1501; Shimadzu Corporation, Japan). O valor de absorbancia foi convertido no valor de
concentragdo (g/L) através de uma curva de calibragdo. Esta curva foi construida por
amostragem ao final da fermentagdo. As amostras foram filtradas em membranas de 0,2
um para a retirada das células e estas foram levadas em estufa a 70 °C até que fosse
atingido massa constante. A curva de calibragdo da absorbancia em fun¢do da massa
seca foi construida a partir de uma série de dilui¢cdes realizadas com amostras idénticas
de meio de cultivo contendo células. Para cada diluicao os valores de absorbancia e
massa seca foram determinados e construiu-se assim uma curva de calibracdo (Anexo
1). O fator de conversdo de absorbancia em concentracdo, calculado através da equacgdo

Abs =2,5437 * X, foi de 0,39 g/L (= 1 /2,5437).
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3.1.7. Quantifica¢ao de Glicerol

O teor de glicerol nas amostras livres de células — as células foram removidas
das amostras por centrifugagdo a 5000g por 15 min — foi avaliado pelo método
enzimatico/colorimétrico para determinacao de triglicerideos (Triglicérides Enzimatico
— Bioclin; Quibasa quimica Basica Ltda.). O método consiste na fosforilagao de glicerol
a glicerol-3-fosfato em presenca de glicerol quinase e ATP. O glicerol-3-fosfato ¢ entdo
oxidado pela glicerol-3-fosfato oxidase, liberando peroxido de hidrogénio que, na
presenga de aminoantipirina, p-clorofenol e peroxidase, d4 origem a um composto
quinonico de cor cereja. A intensidade dessa coloracdo pode ser determinada pela
medida de absorbancia no comprimento de onda correspondente — 490 nm — e ¢

proporcional a concentracdo de glicerol, podendo assim ser comparada a um padrao.

3.1.8. Quantificacdo de Ramnolipideos

A quantificagdo dos ramnolipideos foi realizada de modo indireto, utilizando-se
a ramnose como referéncia — a ramnose ¢ um subproduto da hidrolise acida dos
ramnolipideos. Foi utilizado um método adaptado do descrito por PHAM et al. (2004),
onde a etapa de extracdo dos ramnolipideos foi suprimida, sendo o ensaio realizado
diretamente a partir do meio fermentado livre de células, ja que o biossurfactante ¢ um
produto extracelular. Para a determinagdo da concentragdo de ramnose presente na
amostra, o valor de absorbancia obtido era comparado com o valor obtido na dosagem

de uma solucdo padrao de ramnose.

A solu¢do de biossurfactantes produzida pela cepa PA1 de Pseudomonas
aeruginosa foi caracterizada por HPLC e comparada a cromatogramas obtidos na
literatura (SANTA ANNA, 2005). A composi¢ao de ramnolipideos desta solugdo estd

apresentada na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2: Composicao de uma solu¢do de ramnolipideos produzidos por

Pseudomonas aeruginosa PA1.

Tipo Formula | Massa molar (g/gmol) | Concentragdo massica (%)
R1 (MonoC10C10) | CyH3609 492 35,3
R2 (Di C10C10) | C3H46013 638 51,0
DiC10C12 C34Hs50013 666 9,8
DiC10C8 C30H42013 610 3,9

Tomando como base 100,0 g de ramnolipideos, temos um total de 0,2737 gmol
de ramnose. Sabendo-se que a massa molar da ramnose (C¢H;,0s) ¢ igual a 164,0
g/gmol, calculamos um total de 44,89 g de ramnose. Com isso, ¢ determinado o fator de
2,23 (100,0 g de ramnolipideos/44,89 g de ramnose) para a conversdao de concentragdo

de ramnose em concentragdo total de ramnolipideos.

3.1.9. Quantifica¢ao de Nitrato

A concentracdo do nitrato foi determinada através da reagdo colorimétrica desse
ion com sulfato de brucina. 2,0 ml de solucdo de sulfato de brucina a 0,6 g/L. em acido
sulfarico 80% foram adicionados em 0,5 ml de amostra sem células. A reagao foi
conduzida a 100 °C por 15 minutos, sendo entdo paralisada por resfriamento em banho
de gelo. Os valores de absorbancia foram lidos para um comprimento de onda de 410
nm e convertidos para valores em mg/L. com o uso da curva de calibragcdo 4bs = 0,0469
* C, com C igual a concentragdo de nitrato, em mg/L (ACS COMMITTEE ON
ANALYTICAL REAGENTS, 2006).

3.2. Contactores Gas/Liquido

Para a melhor compreensdo das varidveis envolvidas no processo de oxigenacao

com o uso de um contactor gas/liquido, foram realizadas a modelagem e a simulagdo de

um oxigenador. Os resultados obtidos na simulagdo podem ser uteis na indicacao das

caracteristicas do oxigenador necessarias para atender a determinada finalidade.
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3.2.1. Modelagem e Simulagdo do Oxigenador

Para os calculos e avaliagdes necessdrios, com o equacionamento descrito
anteriormente, foram implementadas rotinas no programa MathCad® (MathCad 2000
Professional — MathSoft, Inc.) para cada situagdo em estudo: escoamento de liquido pela
parte externa das fibras, escoamento pelo interior de fibras microporosas e pelo interior
de fibras compostas, este Ultimo considerando tanto a abordagem de coeficientes de
transferéncia de massa quanto a do balanco de massa para o oxigénio. As rotinas sao

encontradas no Anexo 2.

Os parametros invariaveis utilizados nos calculos sdo apresentados na Tabela 3.3.
Todos os calculos foram realizados para a transferéncia de oxigénio para a agua. A
concentragdo de oxigénio na corrente de entrada do aerador foi definida como sendo 50

% do valor de saturagao.

Tabela 3.3: Parametros utilizados na simulagao

Parametro Descricao Valor |Unidade
Co Concentracdo de oxigénio na corrente de entrada do aerador 4 g/m’
H Constante de Henry, a 25,0 °C (*) 4,4.10* atm
Ceql Concentracdo de oxi~génio na agua em equ(i)librio comoara 8.1 o/m’
pressao de 1,0 atm e a 25,0 °C

m Coeficiente de parti¢ao do oxigénio entre silicone/agua (**) 4,5 -

A% Volume do aerador convencional 0,01 m’

d Diametro interno das fibras 0,001 m

D Coeficiente de difusdo do oxigénio em 4gua (fase liquida) (*) | 2,5.10° | m?/s
D, Coeficiente de difusdo do oxigénio em silicone (**) 2,5.10° | m%s

(*) PERRY e CHILTON, 1973. (**) VAN KREVELEN, 1990.

Para a avaliacdo do comportamento do sistema com algumas varidveis, as outras
eram mantidas fixas em determinados valores, apresentados na Tabela 3.4. Estes valores
também foram utilizados nas rotinas encontradas no Anexo 2. O valor do coeficiente
volumétrico de transferéncia de massa foi definido como 10 h™ por ser um valor

normalmente utilizado em fermentagdes para a produgdo de biossurfactantes.
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Na resolugao da equagao diferencial encontrada no balango de massa para a fibra-
oca composta, a solugdo ¢ funcao dos parametros [B,. Esses parametros sao as raizes de
uma equagdo transcendental (Equacdo 2.19). Essas raizes sdo fun¢do do parametro a.
Neste trabalho, foram utilizados 11 diferentes valores para [,. Para cada um destes
valores, foi ajustada uma curva em funcdo de o. Os valores das raizes e suas curvas

ajustadas estdao no Anexo 3.

Tabela 3.4: Variaveis utilizadas na simulagao

Parametro Descri¢ao Valor |Unidade
po2 Pressdo parcial de oxigénio na corrente gasosa 0,4 atm
Kia Coeficiente volumétrico de transferéncia de massa 10 h!

N Numero de fibras 200 -
Qi Vazio de liquido por fibra 02.10° | m’/s
€ Porosidade superficial 20% -

1 Espessura da camada superficial densa 50 um

3.2.2. Caracterizagao das Membranas Utilizadas

Foram avaliados alguns tipos de membranas na forma de fibras ocas:
microporosas simples e composta com uma camada superficial densa, além de fibras
densas de silicone. O principal objetivo foi a comparacao das condigdes de oxigenacao e
operacao destas membranas, bem como a verificacdo da viabilidade de sua utilizagdo na
oxigenacdo de correntes com baixos valores de tensdo superficial, como aquelas
provenientes de meios de cultivo na producdo de biossurfactantes. Para tanto, essas
membranas foram caracterizadas por microscopia eletronica de varredura (JEOL JSM-
5300 Scanning Electron Microscope) e através de testes de permeacdo de gases e de
oxigenac¢ao de correntes liquidas. As principais caracteristicas das membranas utilizadas
sdo apresentadas a seguir, nas Tabelas 3.5, para as fibras microporosas simples, ¢ 3.6,
para as fibras compostas com silicone. Na Figura 3.4 ¢ apresentada a foto do modulo
comercial contendo as fibras microporosas simples. As fotomicrografias das fibras

comerciais compostas estdo apresentadas na Figura 3.5. Na Figura 3.6 ¢ apresentada

45




uma fotomicrografia da secao transversal da fibra densa de silicone utilizada, enquanto
que na Tabela 3.7 s3o apresentadas algumas caracteristicas indicadas pelo seu

fabricante.

Tabela 3.5: Caracteristicas das fibras ¢ do moédulo com membranas microporosas.
Modulo comercial FiberFlo® produzido por Minntech Co. (EUA) (dados fornecidos

pelo fabricante).

Diametro interno 0,22 mm
Fibras Diametro externo 0,26 mm
Tamanho médio de poro 0,03 um
Material poli(propileno)
, Area til 0,6 m’
BT Numero de fibras ~ 7000

Figura 3.4: Fotografia do médulo comercial com membranas microporosas.

Tabela 3.6: Fibras compostas comerciais. Membranas compostas com pele densa interna
de silicone: fabricadas por Innovative Membrane Systems, Inc. / Praxair Co. (EUA)

(dados fornecidos pelo fabricante).

Diametro interno 0,13 mm
Diametro externo 0,22 mm
Material da camada superficial densa | Poli(dimetil siloxano)
Material do suporte poroso Poli(sulfona)
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Figura 3.5: Fotomicrografias da fibra microporosa composta — com silicone. a) Se¢ao

transversal; b) Detalhes da se¢do transversal proximo a superficie; ¢) Superficie externa.

Tabela 3.7: Fibras densas comerciais de Poli(dimetil siloxano): fabricadas por POMP

Produtos Hospitalares e Seguranga do Trabalho Ltda. (Brasil) (dados fornecidos pelo

fabricante).
Diametro interno 0,59 mm
Diametro externo 0,99 mm
Material da fibra | Poli(dimetil siloxano)
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Figura 3.6: Fotomicrografia da se¢@o transversal da fibra comercial densa de silicone.

Preparo de membranas compostas

Dois tipos de modulos de oxigenagdo contendo fibras compostas foram
contemplados no presente trabalho. A primeira op¢ao recaiu no cobrimento das fibras
microporosas do modulo comercial FiberFlo com uma fina camada densa de
poli(dimetil siloxano), PDMS. Essa opc¢do renderia um modulo com grande area
disponivel para a transferéncia de oxigénio, porém compacto. A outra seria a construgao

de novos modulos utilizando as fibras compostas comerciais.

Os modulos comerciais com membranas microporosas (Figura 3.4) foram
submetidos a um procedimento de recobrimento com poli(dimetil siloxano) — silicone —
visando obter membranas compostas para utilizacdo na oxigenacao do meio fermentado.
O procedimento adotado ¢ descrito a seguir (FUTSELAAR, 1996). Foi preparada uma
solugdo a 10,0% (m/m) em iso-octano do pré-polimero a ser utilizado, silicone RTV 610
A e B. A reago de pré-reticulagdo é conduzida a 40°C por 4 horas. Seguiu-se entdo a
dilui¢do com iso-octano para 5,0% (m/m) e a reducdo da temperatura da solugdo para
0°C. Esta solugdo era entdo forcada a escoar em contato com a superficie interna das

fibras através de uma bomba peristaltica. A evaporacao do solvente era entdo realizada
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de forma lenta e controlada, seguida da etapa de reticulagio do silicone a 60°C por 4

horas.

O procedimento de cobrimento foi adotado diversas vezes até a obtencdo de uma
camada densa isenta de defeitos. Apos cada operacdo de cobrimento, o modulo era
caracterizado através da permeagdo de gases, determinando-se a seletividade ao
oxigénio em compara¢do ao nitrogénio. Quando a seletividade atingisse valores acima
de 2,0, caracteristico do silicone, poderia se afirmar que estava formada uma camada

superficial desse material interna as fibras isenta de defeitos.

Preparo do modulo com membranas comerciais

As fibras ocas compostas comerciais foram utilizadas no preparo de contactores
gas/liquido para a oxigenagao de correntes liquidas. Exemplos dos mddulos construidos
estdo apresentados na Figura 3.7. Os valores da area efetiva dos modulos puderam ser
determinados através da comparacdo dos valores de permeabilidade gasosa destes com

os dados obtidos na caracterizacao das fibras.

a)

Figura 3.7: Mdédulos com fibras ocas compostas comerciais. a) modulo com 1500 fibras
utilizado na oxigena¢do durante as fermentagdes. b) modulo com 16 fibras utilizado nos

testes iniciais. L — corrente liquida. G — corrente gasosa.
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3.2.2.1. Testes de Permeacao de Gas

Os modulos para os contactores gas/liquido foram caracterizados por permeagao
de gas, utilizando nitrogénio e oxigénio puros. Os testes de permeacgao foram realizados
em sua maior parte a temperatura ambiente (25°C) e 1,0 bar de diferenca de pressio
através da membrana. O coeficiente de permeabilidade foi determinado através de
medidas da quantidade de gas permeado por unidade de 4rea e tempo. A razdo entre as
permeabilidades do O, e N, indica a presenca de defeitos na camada densa das
membranas compostas, valores menores que 1 mostram predominancia do mecanismo
de difusdo de Knudsen, enquanto valores maiores que 1 mostram predominancia do
mecanismo de sor¢ao-difusdo, ou seja, auséncia de defeitos. Os testes de permeabilidade
foram conduzidos com a corrente gasosa de alimentacdo escoando pela parte interna das

fibras microporosas simples, compostas com silicone e densas.

3.2.2.2. Testes de Oxigenacao

Na Figura 3.8 estdo apresentados um esquema e a fotografia do sistema utilizado
para a realizagdao dos experimentos. Inicialmente, para levar a concentragao de oxigénio
dissolvido a um valor préximo a zero borbulha-se nitrogénio ou adiciona-se bissulfito
de sédio no tanque contendo o liquido. Em seguida, circula-se o liquido através do
contactor com vazdo e pressdo pré-estabelecidas e é ajustada a pressdo parcial de
oxigénio desejada na corrente gasosa. A corrente liquida circula pela parte interna das
fibras-ocas microporosas hidrofobicas, entrando em contato com a gasosa através dos
poros. Assim, ha a transferéncia do oxigénio da corrente gasosa para a agua. A variavel
resposta do sistema ¢ a taxa de transferéncia de oxigénio, obtida através do

acompanhamento do nivel de oxigénio dissolvido no tanque contendo o liquido em

estudo, a 4gua, microfiltrada e deionizada.

50



Contactor
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alimentagdo
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Figura 3.8: Aparato experimental: contactor/oxigenador de fibras-ocas. (a) fluxograma

esquematico, (b) fotografia.
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Os experimentos foram conduzidos com a utilizagdo de ar comprimido ou
oxigénio puro na corrente gasosa. Os dados de concentracao de oxigénio foram obtidos
e armazenados no registrador Ahlborn Almemo 2290-8, utilizando o sensor de oxigénio
dissolvido Almemo FY A640-O2 disposto no tanque de alimentagdo. O perfil obtido de
concentragdo de oxigénio com o tempo, para cada um dos experimentos, pode ser

exemplificado pelo gréafico construido na Figura 3.9.

0 50 100 150

Concentragao de O2 (mg/l

Tempo (s)

Figura 3.9: Variacdo da concentragdo de oxigénio dissolvido em fung¢ao do tempo de

operacdo em um teste de oxigenacao através de membranas

Conforme sera visto posteriormente, o perfil de concentracao de O, obtido com o
contactor de membrana ¢ idéntico ao obtido na oxigenagdo convencional por
borbulhamento. A concentragdo de oxigénio aumenta lentamente no inicio do
experimento, atingindo, depois, uma regido de crescimento linear até um determinado
patamar estavel. Os dados utilizados no tratamento matematico sdo aqueles da fase
linear de crescimento da concentracdo e o valor do coeficiente volumétrico de

transferéncia de massa (Kpa) ¢ obtido através da Equacgao 3.2:

—In(c,,—c) =K, a*t Equagdo 3.2

Onde c ¢ a concentracdo de oxigénio dissolvido no tanque de alimentagdo e ¢, a
concentragdao de oxigénio dissolvido em equilibrio com a fase gasosa. Ja o valor do

coeficiente de transferéncia de massa (K) pode ser obtido através da Equagao 3.3.
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K= KLa*% Equacdo 3.3

Com V' sendo o volume de agua utilizado no experimento e A4, a area total de

membrana.

As principais varidveis de operacdao a serem avaliadas quanto a capacidade de
oxigenacdo de determinado contactor foram a pressdo parcial de oxigénio na corrente

gasosa, a pressdo da corrente liquida e a vazdo desta corrente.

Os testes iniciais foram realizados com dagua destilada e microfiltrada. Na
seqliéncia, testes com solugdes contendo ramnolipideos foram conduzidos, para a
avaliagdo da influéncia da tensdo superficial da corrente liquida sobre a capacidade de

oxigenacao das membranas em estudo.

A concentracao de oxigénio dissolvido em equilibrio com a fase gasosa foi
calculada através das correlacdes estabelecidas por BLANCH e CLARK (1997). Para a
temperatura de condugdo dos testes de oxigenagdo com agua pura (25°C), a
concentragdo de oxigé€nio dissolvido em equilibrio com o ar a pressdo atmosférica foi
considerada igual a 8,1 mg/L. Levando-se em consideracao a composicao do meio de
fermentacdo a ser utilizado e a temperatura que foi utilizada durante as fermentagdes,

essa concentragdo ¢ reduzida para 7,0 mg/L.
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4. Resultados e Discussdo

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na
investigacdo da producao de biossurfactantes. O estudo consistiu de diferentes etapas,
visando o estudo de um novo processo para conducdo da fermentagdo, com a inclusdo
da oxigenag¢ao ndo dispersiva utilizando um contactor com membranas. Inicialmente, foi
realizada a simulagdo do processo de oxigenagdo, visando o maior entendimento do
processo e a defini¢do inicial das condi¢des para os testes de oxigenacgdo. Estes testes
promoveram uma maior familiarizagdo com o aparato experimental e apresentaram
resultados importantes para a defini¢do das condigdes para a conducdao dos testes
fermentativos. As fermentacdes iniciais tiveram como objetivo o levantamento dos
principais problemas e limitagdes, bem como observar o efeito das principais variaveis
envolvidas no processo produtivo. As demais fermentagdes visaram o melhoramento do
processo e a determinagdo das principais caracteristicas e necessidades nutricionais da

cepa de Pseudomonas aeruginosa PA1, isolada de pogos de petréleo.

4.1. Simulacio do Oxigenador

O sistema de oxigenacdo por membranas foi avaliado através da simulagdo do
processo de transferéncia de massa para identificar as principais resisténcias e a
sensibilidades dos parametros envolvidos. Na maior parte dos casos, a estratégia
adotada foi avaliar o valor da 4rea total de membrana necessdria para atingir
determinada condi¢do de oxigenagdo, ou seja, um valor especificado para o K;a. As
influéncias dos coeficientes de transferéncia de massa na fase liquida e na camada
densa, assim como da perda de carga da fase liquida escoando pelo interior das fibras

também foram avaliadas.
Para o caso de fibras microporosas, foi avaliada também a influéncia da

porosidade superficial sobre o valor da area total necessaria para atender determinada

condicdo de aeracdo. Considerando o escoamento de liquido interno as fibras e para as
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condi¢gdes definidas anteriormente, o comportamento obtido ¢ apresentado na Figura
4.1.

Nessas condi¢des, observa-se que, a partir de um valor de aproximadamente 10 %
para a porosidade, o valor da area requerida de membrana ¢ pouco influenciado pelo
aumento dessa variavel. Como as membranas normalmente utilizadas para este fim
apresentam porosidade proxima a 20 %, pode-se dizer que pequenas variagdes desse
parametro ndo afetardo muito o valor da area total de membrana requerida. Para o uso

de membranas com porosidade acima de 20 %, os valores requeridos de area sdo

inferiores a 2,0 m.

I I
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0 : :
0 0.2 0.4

Porosidade

Figura 4.1: Variacao do valor da 4rea total de membrana com a porosidade superficial
das fibras para atingir um coeficiente volumétrico de transferéncia de massa igual a 10

h' — escoamento interno da fase liquida.

Para as membranas compostas, foi avaliado o comportamento da area total

requerida de membrana, com a espessura da pele densa, conforme apresentado na

Figura 4.2.
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Figura 4.2: Varia¢ao do valor da 4area total de membrana com a espessura da camada

superficial densa (para K;a =10 h™) — escoamento interno da fase liquida.

Observa-se que a variagdo na area requerida de membrana ¢ pouco afetada pela
espessura da pele densa. Nas condi¢cdes em estudo, observa-se que, para espessura de
200 um, o valor da 4rea ainda ¢ inferior a 1,0 m” Isso indica a possibilidade do uso de
membranas densas de silicone, que apresentam espessura total com valores proximos a
este, nesse tipo de oxigenador, em substituicao as membranas compostas, sem que haja

aumento significativo no valor da area total de membrana necessaria.

Também para as membranas compostas, foram comparados os valores dos
coeficientes de transferéncia de massa na fase liquida (K;) e na camada de silicone (Kp).
Ainda foram avaliados o comportamento de K; com a variacao da vazao total de liquido

(Figura 4.3) e de Kp com a espessura da camada densa (Figura 4.4).
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Figura 4.3: Variagao do coeficiente de transferéncia de massa na fase liquida (k;, em
m/s) com a vazio total de liquido (em m?/s) e o namero de Reynolds (Re) — escoamento

interno da fase liquida.

1'10*3 | | |

0 l I f
50 100 150 200

Espessura da pele densa (micron)

Figura 4.4: Variagdo do coeficiente de transferéncia de massa na camada densa (kp, em
m/s) com a sua espessura (expressa em micrometro) — escoamento interno da fase

liquida.
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Como esperado, o aumento da vazao de liquido leva a diminuicao na resisténcia a
transferéncia de massa — aumento no valor de K;. Esse aumento ocorre devido a
diminui¢do das camadas limite hidrodindmica e méssica pelo aumento da velocidade de
escoamento do liquido no interior das fibras. O aumento no valor de K; ocorre de forma
mais acentuada no inicio da curva, para baixos valores de vazao, sendo mais suave para

maiores valores.

Como esperado pelo modelo de sor¢do-difusdo, o valor do coeficiente de
transferéncia na camada densa diminui com o aumento de sua espessura. Para
membranas com pele densa de espessura inferior a 50 pum (valor elevado para
membranas compostas), observa-se que o valor de Kp ¢ superior ao K;, ou seja, a
resisténcia ao transporte na camada densa ¢ menor do que a resisténcia na fase liquida.
Para membranas com camada densa de espessura reduzida (< 10 um), essa diferenca ¢
de pelo menos uma ordem de grandeza, indicando que a etapa limitante do processo de

transferéncia de massa se localiza na fase liquida.

Como observado na Figura 4.3, a vazao total do liquido tem forte influéncia sobre
a eficiéncia da transferéncia de massa. Na Figura 4.5 estd apresentado o grafico com a
variagdo do valor da area total de membrana em fun¢do da condi¢do hidrodinamica,
representada pelo numero de Reynolds, para diversos valores do coeficiente
volumétrico de transferéncia de massa (K a), para o contactor com fibras microporosas

e o escoamento de liquido externo as fibras.
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Figura 4.5: Avaliagdo da dependéncia da 4rea total de membrana (m?) com a vazdo de

liquido (L/h), o nimero de Reynolds (Re) e com o valor de K;a (em h™).

Como esperado, observa-se o aumento da area de membrana para maiores valores
de oxigenacdo do meio (maiores valores de K;a). A area de membrana ¢ reduzida pelo
aumento da vazao de liquido, que acelera a transferéncia de oxigénio, como reportado
por TAI et al. (1994) e por GABELMAN ¢ HWANG (1999). Este efeito ¢ mais
acentuado para baixos valores do niimero de Reynolds. Desta forma, pode-se escolher
condigdes de operagao em que sejam atingidos os niveis de oxigenagao adequados, mas

mantendo a area de membrana proxima ao seu valor assintotico inferior.

Outro ponto avaliado foi a dependéncia da area de membrana com a pressdo
parcial de oxigénio na corrente gasosa. Para diferentes niveis de oxigenacao (K;a), as
Figuras 4.6 e 4.7 apresentam os graficos da variacdo da area requerida de membrana

com a pressao parcial do gas, considerando o uso de fibras microporosas e de fibras
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compostas, respectivamente. O escoamento de liquido se da pela por¢do interna das

fibras nos dois casos.

4 .
% \
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Figura 4.6: Avaliagdo da dependéncia da 4rea total de membrana (m”) com a pressio
parcial de oxigénio (poz, em atm) e com o valor de K a (h™)— membranas microporosas

(Re = 250).
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Figura 4.7: Avaliacdo da dependéncia da 4rea total de membrana (m?) com a pressdo
parcial de oxigénio (po2, em atm) e com o valor de K;a (h™) — membranas microporosas

cobertas com a camada superficial densa (Re = 250).

Em ambos os casos, observa-se redugdo no valor necessario para a area de
membrana com o aumento da pressdo parcial do oxigénio na fase gasosa. Como na
avaliacao do efeito da vazao de liquido, pode-se observar que determinadas condigdes
operacdo estdo relacionadas a valores de area de membrana proximos as regides

assintoticas inferiores.

Outro importante ponto observado ¢ a diminui¢do da area necessaria, para as
mesmas condigdes de operagdo, com o uso das fibras compostas. Isso pode ser
explicado pelo fato de que a resisténcia ao transporte exercida pela pele, mesmo com
espessuras relativamente elevadas, ¢ comparavel com a da fase liquida. Além disso,
mesmo com a inser¢do dessa resisténcia extra, o uso da membrana composta leva ao
aproveitamento de toda a area disponivel para a troca, € ndo somente a area dos poros,

como acontece nas membranas porosas. Deve ser considerado também que o material
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escolhido para a formagao dessa camada superficial, o silicone, ¢ altamente compativel
com o oxigénio, sendo a solubilidade deste gas na pele cerca de quatro vezes e meia
maior do que na agua. Essa diminui¢do no valor da area pode ainda ser observada

através dos dados apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Valores de area de membrana obtidos para o uso de membranas
microporosas e compostas, considerando a abordagens dos coeficientes de transferéncia

de massa (Re = 250).

Area (mz)
S ) e (i) Fibras porosas | Fibras compostas
3 0,4 0,38 0,10
10 0,4 2,67 0,62
10 1,0 0,45 0,11
40 1,0 4,45 1,01

Com a comparagdo dos valores obtidos para as fibras simples (porosas) com os
valores para as fibras compostas, observa-se que estes sdo pelo menos quatro vezes
superiores, indicando vantagens na escolha de membranas compostas para a

oxigenagao.

A Tabela 4.2 apresenta a comparagdo dos valores obtidos para a demanda de area
de membrana obtidos, para o mesmo tipo de fibras, utilizando as duas diferentes

abordagens para a simulacao.

Tabela 4.2: Valores de area de membrana obtidos para o uso de membranas compostas,
considerando as abordagens de coeficientes de transferéncia de massa e do balango de
massa para o gas na fibra (Re = 250).

Area (mz)

Kia (1/h) | po2 (atm) | Coeficientes de Balango de massa
transf. de massa
3 0.4 0,10 0,10
10 0.4 0,62 0,44
10 1,0 0,11 0,11
40 1,0 1,01 0,69
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E observado que, em condi¢des de oxigenacio que necessitam de baixos valores
de area de membrana, as duas abordagens de simulagdo levam a valores bem proximos.
Quando a necessidade de area de membrana aumenta, observa-se que os valores obtidos
utilizando a abordagem que emprega os coeficientes de transferéncia de massa estdo
superestimados. Entretanto, esta abordagem ¢ eficiente e matematicamente simples para

a obtencdo de um valor preliminar para o projeto do contactor gas/liquido.

Também para as fibras compostas, avaliou-se o comportamento da area requerida
de membrana com a variacdo da velocidade de escoamento, representada pela vazao de
liquido por fibra. Para se manter o valor de oxigenagdo do meio (K;a), a vazdo total de
liquido foi mantida constante através da variagdo do numero de fibras. Na Figura 4.8
estd apresentado o grafico com a variacao da area com o numero de Reynolds (e com a
vazdo por fibra) para dois valores distintos de K;a, com as demais condigdes do

processo ainda definidas pelas Tabelas 3.2 e 3.3.
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Figura 4.8: Variacdo do valor da 4rea total de membrana (m?) com a vazio de liquido

por fibra (m*/s) e com o numero de Reynolds (Re).

Para baixos valores de Reynolds, observa-se que o seu aumento leva a diminuigao
da area de membrana necessaria, o que pode ser explicado pelo favorecimento da
transferéncia de massa devido a reducdo da camada limite hidrodinamica e,

conseqiientemente, o aumento no gradiente de concentragcdo proximo a superficie da
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membrana, a forga motriz para o processo. Mas, com o continuo aumento da velocidade
de escoamento, o comportamento tende a ser invertido. Para maiores valores de
velocidade, o seu aumento causa um aumento no valor da area. Este fato ocorre devido
a necessidade de manter um determinado tempo de residéncia do liquido nas fibras para

que seja possivel atender determinada taxa de transferéncia requerida.

Quando realizado o balanco de massa para o oxigénio, para a determinacdo do
fluxo de oxigénio e da area de troca, foi preciso a construcao do perfil de concentragdo
do gés ao longo da fibra. Esse perfil foi obtido da resolucdo da equagdo diferencial
resultante do balanco de massa e ¢ apresentado nas Figuras 4.9 e 4.10, para as condigdes

de operacao definidas anteriormente.

Figura 4.9: Perfil de concentragao de oxigénio (C, variando de 0,0 a 16,2 mg/L) no
interior de uma fibra composta. As coordenadas z (que varia de 0,0 a 10,0 m) e r (de 0,0
a 0,5 mm a partir do centro) representam as diregdes axial e radial, respectivamente.

(condicdes de operagdo definidas na Tabela 3.3).
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02 dissolvido (mg/1)

Figura 4.10: Perfis de concentragdo de oxigénio (C, em mg/L) no interior de uma fibra
composta. As coordenadas z e r representam as direcdes axial e radial, respectivamente.

(condicdes de operagao definidas na Tabela 3.3).

Observa-se que, proximo da entrada da fibra (z pequeno), a concentragdo de
oxigénio proximo as paredes das fibras ¢ alta, com valores proximos ao da saturagdo em
determinada pressdo. No centro das mesmas essa concentragdo permanece proxima ao
valor inicial de entrada. Quando se analisa o comportamento ao longo da dire¢ado axial,
¢ observado que a concentracdo tende a um valor constante ao longo do raio e igual ao
valor de saturacdo. A oscilagdo no perfil observada para baixos valores de z é decorrente
de instabilidade matematica, resultante do somatdrio presente na equagdo que descreve
esse perfil. Foi observado que quanto maior o numero de raizes /f,, maior a precisiao
matematica obtida. Este fato pode ser acompanhado na Figura 4.11, onde sdo
apresentados os perfis de concentracdo de oxigénio ao longo do raio » em z = 0,01 m

com o uso de 3, 5 e 11 raizes f,.
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Figura 4.11: Influéncia do nimero de raizes utilizadas na fun¢do que descreve o perfil
de concentracdo de oxigénio (em mg/L) em fun¢do da posi¢ao radial de uma fibra em z

= 0,01m; (condi¢des de operagdo definidas na Tabela 3.3).

O comportamento da queda de pressdo da corrente liquida ao longo da fibra
também foi avaliado em fun¢do da vazdo de liquido por fibra e para determinada
condicdo de oxigenacgdo. A Figura 4.12 apresenta o grafico da dependéncia da queda de

pressao com a vazao por fibra, considerando o escoamento de liquido internamente as

fibras compostas.

Inicialmente, observa-se uma reducdo superior a 50% na perda de carga na
direcdo axial da fibra com o aumento da vazao de liquido. Isto acontece devido as
melhores condigdes para a transferéncia de massa e, conseqiientemente, a diminui¢dao no
valor da area requerida de membrana, ou seja, reducdo no comprimento das fibras. Com
o aumento continuo da vazdo, a diminuicdo no valor do comprimento das fibras

acontece de forma mais gradativa, sendo predominante o efeito provocado pelo aumento

da velocidade de escoamento do liquido.
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Figura 4.12: Queda de pressao (Ap, em atm) na dire¢do axial da fibra em fungdo da

vazdo de liquido por fibra (Q.', em m*/s) — condigdes de operacio definidas nas Tabelas

3.2e33.

4.2. Testes de Permeacao de Gases

Trés tipos de membranas foram caracterizados e testados na oxigenagdo de
meios aquosos, todas na forma de fibras ocas. Preparou-se fibras ocas compostas,
utilizou-se fibras compostas e fibras densas comerciais.
4.2.1. Fibras Compostas Desenvolvidas

A caracterizagdo do moédulo comercial com fibras microporosas, apds os
sucessivos recobrimentos com solugdo de PDMS em iso-octano, foi realizada
inicialmente por permeacdo de gases — nitrogénio e oxigénio — para acompanhar a

formagdo da camada superficial seletiva.

A Tabela 4.3 apresenta os resultados de permeabilidade gasosa e seletividade ao

oxigénio obtidos nos testes.
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Tabela 4.3: Caracterizagao do médulo comercial com membranas microporosas, apds as

etapas de recobrimento com solu¢do de PDMS em iso-octano.

Cg;?;; :;:to Permlsjblhdade (cm /cmo.:.cmHg) Seletividade (Ox/N2)
1nicio 9,26E-04 8,53E-04 0,92
4 9,66E-04 8,76E-04 0,91
5 9,66E-04 8,76E-04 0,91
6 8,76E-04 7,89E-04 0,90
7 7,89E-04 7,45E-04 0,94
8 3,16E-06 6,39E-06 2,03

A seletividade ao oxigénio (2,03) indica a formagao da camada superficial densa
e a predominancia do mecanismo de sor¢ao-difusdo apods 8 etapas de cobrimento. A
analise dos resultados indica que o procedimento utilizado para a formacdo de
membranas compostas foi efetivo na obtencao da pele densa. Porém, foram observados
alguns defeitos que apareceram apds uma etapa de recobrimento adicional, durante a
confecgdo do contactor, realizada para conferir maior resisténcia ao filme denso. Estes
defeitos foram reparados com novos recobrimentos, entretanto, foi observado o total
bloqueio dos orificios internos de algumas fibras, inviabilizando a sua utilizagdo como
oxigenador. Desta forma, estas fibras ndo foram mais utilizadas nos testes de

oxigenacao.
4.2.2. Fibras Compostas Comerciais

As fibras compostas comerciais também foram caracterizadas individualmente
quanto a permeacdo de oxigénio e nitrogénio. Os resultados estdo apresentados na

Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Caracterizagao individual das fibras compostas comerciais por permeacao

de gases. Valores representam médias de 3 medidas.

Fibras compostas Permeabilidade (cm3/cm2.s.cmHg) Seletividade
’ Ny O, (0O2/N»)
Silicone 5,22E-05 1,28E-04 2.44
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A fibra composta comercial apresentou seletividade em torno de 2,5 para o

oxigénio frente ao nitrogénio e altos valores de permeabilidade, indicando a presenca de

uma camada superficial com espessura muito reduzida.

Com os dados de permeabilidade obtidos nestes testes, os valores das areas

efetivas dos modulos construidos a partir destas fibras puderam ser determinados com o

uso dos valores de fluxo dos gases nos mesmos.

4.2.3. Fibras Densas Comerciais

Os dados de fluxo permeado, em funcao da diferenca de pressao através da

membrana, obtidos nos testes de caracterizacao das fibras comerciais densas de silicone

estdo apresentados na Figura 4.13.
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Figura 4.13: Fluxo permeado (J, em cm’/cm’.s) em funcdo da diferenca de pressdo

através da membrana (Ap, em cmHg) para as membranas densas de silicone.

Como esperado, o material se mostrou seletivo ao oxigénio frente ao nitrogénio,

porém com baixos valores de permeabilidade, como pode ser observado na Tabela 4.5.

Isto se deve a espessura da camada densa, 0,20 mm, que confere grande resisténcia ao

transporte dos gases, quando comparado com as membranas compostas.
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Tabela 4.5: Caracterizagdo das fibras densas comerciais por permeagao de gases — O e

Na.
Permeabilidade (cm’/ cmz.s.cmHg) Seletividade
N, O, (O2/Ny)
1,01E-06 2,03E-06 2,01

4.3. Testes de Oxigenagao

Os testes de oxigenagdo foram conduzidos inicialmente com d4gua e,
posteriormente, com um meio fermentado bruto (sem a remog¢do das células)
esterilizado. Este meio era proveniente de uma produgdo de biossurfactante do tipo
ramnolipideo por uma cepa de Pseudomonas aeruginosa PAl. Estes testes foram
realizados para a avaliacao das fibras microporosas simples, das fibras compostas e das
fibras densas. Os testes com as fibras compostas desenvolvidas no laboratério indicaram

a presenca de defeitos na camada densa superficial.

4.3.1. Fibras Microporosas

Inicialmente, foram realizados testes de oxigenagcdo de dgua com o modulo
comercial FiberFlo®, constituido de fibras microporosas. Para tanto, os experimentos
foram conduzidos com a utilizagdo de oxigénio puro na corrente gasosa que escoava
externamente as fibras e o volume de dgua utilizado foi igual a 1,0 litro. O objetivo
primario era estudar a influéncia de alguns pardmetros sobre a taxa de oxigenagdo, a
saber, a pressdo parcial de oxigénio na corrente gasosa (pQ;), a diferenga de pressdo
absoluta entre as fases liquida e gasosa (4p) e a vazdo da corrente liquida (Q/). A faixa

de variagdo desses parametros ¢ apresentada na Tabela 4.6.

Tabela 4.6: Faixa de variacao dos pardmetros em estudo.

Parametro Unidade Valor minimo | Valor maximo
pO; Bar 1,0 2,0
Ap Bar 0,0 0,6
0Ol L/h 20 60
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Na Tabela 4.7 esta apresentado o planejamento experimental utilizado neste
estudo. O objetivo deste planejamento foi a avaliagdo da sensibilidade e o melhor
conhecimento do sistema de oxigenacdo ndo dispersiva por membranas. Os
experimentos foram realizados em ordem aleatdria para evitar erros sistematicos. As

principais finalidades matematicas dos experimentos planejados estdo descritas abaixo:

- plano fatorial a dois niveis (identificacdo dos efeitos) - experimento 1 a §;
- plano em cruz (identificagcdo das ndo linearidades) - experimento 12 a 17;
- réplicas no ponto central (determinagdo do erro experimental) - experimento 9 a

11;

Tabela 4.7: Planejamento experimental.

Experimento il
P Ol (L/h) Ap (bar) O (bar)
01 20 (-1) 0,0 (-1) 1,0 (-1)
02 20 (-1) 0,0 (-1) 2,0 (+1)
03 20 (-1) 0,6 (+1) 1,0 (-1)
04 20 (-1) 0,6 (+1) 2,0 (+1)
05 60 (+1) 0,0 (-1) 1,0 (-1)
06 60 (+1) 0,0 (-1) 2,0 (+1)
07 60 (+1) 0,6 (+1) 1,0 (-1)
08 60 (+1) 0,6 (+1) 2,0 (+1)
09 40 (0) 0,3 (0) 1,5 (0)
10 40 (0) 0,3 (0) 1,5 (0)
11 40 (0) 0,3 (0) 1,5 (0)
12 20 (-1) 0,3 (0) 1,5 (0)
13 60 (+1) 0,3 (0) 1,5 (0)
14 40 (0) 0,0 (-1) 1,5 (0)
15 40 (0) 0,6 (+1) 1,5 (0)
16 40 (0) 0,3 (0) 1,0 (-1)
17 40 (0) 0,3 (0) 2,0 (+1)

Os valores de K;a e K, obtidos para todos os experimentos do plano experimental
estdo apresentados na Tabela 4.8. Foi obtida uma grande faixa de valores para o
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio para agua pura, mesmo com O
pequeno intervalo de variag¢do das variaveis independentes, indicando a possibilidade do
uso de um mesmo contactor para atender a diversas necessidades de oxigenacdo. Os

valores obtidos para os coeficientes de transferéncia de massa (K;) estdo na ordem de
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grandeza dos coeficientes normalmente reportados para o transporte em fase liquida

(MULDER, 1991).

Tabela 4.8: Valores dos coeficientes de transferéncia obtidos através do tratamento

matematico dos dados experimentais.

Planejam(e);?srgi;(;rimental OF (L/h)| 4p (bar) | pO; (bar) | Kya () | K107 (m/s)
1 20,0 0,0 1,0 27,0 1,25
2 20,0 0,0 2,0 21,6 1,00
3 20,0 0,6 1,0 14,8 0,68
4 20,0 0,6 2,0 16,2 0,75
5 60,0 0,0 1,0 37,8 1,75
6 60,0 0,0 2,0 29,9 1,38
7 60,0 0,6 1,0 50,8 2,35
8 60,0 0,6 2,0 32,0 1,48
9 40,0 0,3 1,5 28,4 1,32
10 40,0 0,3 1,5 33,1 1,53
11 40,0 0,3 1,5 25,6 1,18
12 20,0 0,3 1,5 14,4 0,67
13 60,0 0,3 1,5 32,8 1,52
14 40,0 0,0 1,5 22,0 1,02
15 40,0 0,6 1,5 31,0 1,43
16 40,0 0,3 1,0 15,8 0,73
17 40,0 0,3 2,0 26,6 1,23

No tratamento estatistico dos dados, as varidveis independentes foram
normalizadas para valores entre -1 e 1, e x/, x2 e x3 correspondiam a QI, Ap e pO,

respectivamente. A varidvel resposta (y) foi o valor de K;a.

Das réplicas realizadas no ponto central (experimentos 9, 10 e 11), determinou-se
o erro experimental (variancia e desvio padrdo). Esse erro foi considerado constante em
toda a regido experimental. O desvio padrao obtido para a variavel resposta foi de 3,82 e

a variancia, 14,56.
Com um modelo escolhido, foi realizada a estimagdo dos parametros deste

modelo com o auxilio do programa Statistica (Statistica 6.0, StatSoft, Inc. — Nonlinear

Estimation). O modelo selecionado esta apresentado na Equagdo 4.1.
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2 2
y=agt ar*x; + ay*x; + az*xz + by*x*x + biz*xfxs + bos*xo*xs + cfx” + co¥x” +

03*x32 Equagao 4.1

Este modelo pode contemplar a andlise dos efeitos quadraticos sobre as variaveis
devido a integragcdo do plano em cruz com o plano fatorial a dois niveis. Antes de se
realizar qualquer interpretagdo dos resultados obtidos, foi realizada uma analise da
significancia dos parametros. Inicialmente, definido um nivel de confianga de 95%, um
parametro foi considerado ndo significativo se seu desvio padrao multiplicado pelo fator
1,96 fosse maior que seu valor estimado, ou seja, para um parametro a ser considerado
significativo, a > 1,96*ca (p<0,05, p — significancia estatistica). Assim, sem os
parametros considerados nao significativos, os parametros do novo modelo eram
estimados e essa andlise de significancia, refeita, até que todos os parametros obtidos
para determinado modelo fossem considerados significativos. O modelo inicial com 10
parametros foi entdo reduzido a um modelo com 2 parametros, conforme apresentado na

Equagdo 4.2. Os valores obtidos para estes parametros estao na Tabela 4.9.

y=ap+ar*x; +bp*x*x; Equacgdo 4.2

Tabela 4.9: Parametros obtidos para o modelo reduzido

ap aj bis
Estimativa | 27,04 | 8,93 | 4,09
Desvio Padrao | 1,42 | 1,85 | 2,07

O coeficiente de correlagio obtido foi baixo (R* = 0,661), mas este resultado
leva a interpretacdo de que a principal variavel independente que apresenta influéncia
sobre o valor do coeficiente volumétrico de transferéncia de massa ¢ a vazdo total de
liquido (x;). Ainda ha um parametro significativo (b;2) que representa a interagdo entre
duas variaveis, a vazdo da corrente liquida e a diferenca de pressao entre as fases. Como
esperado, o valor da pressdo parcial de oxigénio na corrente gasosa nao influencia o
coeficiente de transferéncia. Essa variavel s6 apresenta influéncia sobre a quantidade de
gas transferida para a corrente liquida, indicando que ela modifica apenas a for¢a motriz

do processo, que ¢ a diferenca de concentragdo de oxigénio entre as fases.
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A mé qualidade do ajuste se deu pela grande variagao experimental. Essa
variagdo experimental pode ser explicada pela formagdo de bolhas de gas na corrente
aquosa. A corrente liquida pressurizada, saturada com oxigénio, apos a passagem pelo
contactor, era subitamente despressurizada a pressdo atmosférica com sua passagem
pela valvula de controle de pressdo. Essa reducdo de pressdo diminuia a concentragao de
saturacao do gés, levando a formagao de bolhas. O gés perdido na forma de bolhas nao
era detectado pelo sensor, levando a uma avaliacdo erronea da quantidade de gas
transferida. Entretanto, a conclusdo mais importante destes testes iniciais foi a

confirmagdo da viabilidade deste processo para a oxigenagao.

Como o objetivo era oxigenar uma corrente contendo biossurfactantes, uma
amostra de um meio fermentado proveniente da producdo de ramnolipideos por
Pseudomonas aeruginosa PA1 em frascos agitados foi avaliada quanto a sua tensdo
superficial, em um tensidometro (Sigma 70 — KSV Instruments Ltd.). Essa analise se fez
necessaria para a determinagdo da possibilidade da imobilizag@o da interface gas/liquido
na entrada dos poros das membranas, essencial para este processo. Solugdes com
tensOes superficiais inferiores a agua poderiam implicar em menores pressoes de
intrusdo, resultando na passagem de liquido para a fase gasosa. O valor de tensdo
superficial obtido para a agua utilizada nos testes iniciais foi de 69,8 mN/m. J& a
solucdo diluida contendo os biossurfactantes do tipo ramnolipideo, mesmo que em baixa
concentragdo, apresentou tensao superficial de apenas 28,4 mN/m. Isso representou uma
reducdo de 59% no valor da tensdo superficial e indicou um possivel problema na
conducdo do processo de oxigenacdo deste tipo de solucdo com a utilizagdo de
membranas microporosas. O valor de tensao superficial obtido no presente trabalho esta
de acordo com os melhores resultados reportados até o presente momento na literatura
cientifica. O menor valor de tensao superficial obtido por HABA et al. (2000), para um
meio de producdo de ramnolipideos por bactérias do género Pseudomonas a partir de
6leo de oliva foi de 32 mN/m. Ja RAZA et al. (2007) obtiveram como menor valor de
tensdo superficial no meio fermentativo, com o uso de bactérias da espécie
Pseudomonas putida mutantes, 31,2 mN/m, apds o estudo com diferentes fontes de
carbono. WU et al. (2007) obtiveram valores de tensdo superficial de até 26,4 mN/m

com a produ¢ao de ramnolipideos a partir de glicerol por Pseudomonas aeruginosa.
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Nos testes de oxigenacao desta solugdo com fibras ocas microporosas, como
esperado, observou-se a passagem de liquido para a fase gasosa com a aplicacdo de um
minimo valor para a diferenca de pressdo entre as fases. Desta forma, a estratégia
experimental foi concentrada na avaliagdo da capacidade de oxigenagdo utilizando
contactores com fibras compostas ou densas. Esses tipos de membranas nao apresentam
poros e eliminam o problema de intrusao e passagem do liquido (HINES e MADDOX,
1985).

4.3.2. Fibras Compostas

Inicialmente, todos os testes de oxigenagdo foram conduzidos com a utilizacao
das fibras compostas com silicone. Os primeiros testes foram realizados com um
moédulo com apenas 16 fibras e 0,013 m® de area. Como o numero de fibras era baixo e
seu diametro interno era muito pequeno, a perda de carga obtida no escoamento de
liquido interno as fibras foi muito grande. Optou-se entdo pelo escoamento da corrente
liquida pela carcaca do moédulo. Como a camada superficial densa dessas fibras se
encontra na superficie interna, nessa situacdo a fase liquida estava em contato com o
suporte poroso das membranas. Foram realizados testes tanto com agua quanto com o
meio fermentado esterilizado contendo ramnolipideos e os resultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4.10: Testes de oxigenacao com as fibras compostas comerciais. Escoamento de

liquido externo as fibras. Volume de liquido = 1,0 L. Area = 0,013 m®,

Liquido QL (L/h) | po (bar) | pg (bar) | Kia (b)) | K (m/s)
agua 40 1,0 1,0 0,46 9,93E-05
meio 47,5 1,0 1,0 0,02 3,88E-06
agua* 40 1,0 1,0 0,06 1,19E-05

agua** 40 1,0 1,0 0,32 6,88E-05

(*) Apos teste com o meio. (**) Apos limpeza com ultra-som.

No caso dos testes iniciais com dagua, foram obtidos altos valores para o
coeficiente de transferéncia de massa K;. Estes valores foram até¢ 10 vezes superiores
aos obtidos com as fibras microporosas em condi¢des semelhantes. Cabe ressaltar que

os baixos valores obtidos para o coeficiente volumétrico de transferéncia de massa, K;a,
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estdo relacionados com o reduzido valor de area utilizado. Os valores elevados de K
podem ser relacionados ao escoamento externo do liquido. Quando o liquido a ser
oxigenado escoa pela parte interna das fibras pode ficar saturado com o gés transferido,
antes do final do moédulo. Isso minimiza o potencial de transferéncia do sistema.
Quando o escoamento se da externamente as fibras, o volume do seio da fase liquida ¢

maior, mantendo a diferenca de concentragdo, que ¢ a for¢ca motriz do processo.

Nos testes realizados para a oxigenagao da solugdo contendo o biossurfactante,
foi observada reducdo no coeficiente de transferéncia de massa em aproximadamente
95%. Quando o mesmo modulo, logo ap6s o teste com a solucdo de biossurfactantes, foi
testado na oxigenagdo de agua, o valor inicial obtido para o K ndo foi atingido. Como a
solugdo de teste foi constituida de um meio fermentado bruto, sem nenhum tipo de
procedimento de purificagdo, havia, além dos biossurfactantes, outras substancias como
proteinas de alta massa molar e fragmentos celulares. Esse material, em especial as
proteinas, possivelmente ficaram aderidas ao suporte poroso das membranas,
prejudicando o transporte do gés. Os valores iniciais do coeficiente de transferéncia
obtidos para a agua somente foram parcialmente restabelecidos apds o tratamento com
ultra-som para a limpeza das membranas. Deste modo, a oxigenagdo das correntes
provenientes das fermentacdes precisou entdo ser conduzida com o escoamento da fase
liquida interno as fibras, com esta fase em contato com a camada superficial densa da

membrana.

Os testes de oxigenagdo com o escoamento de liquido pela parte interna das
fibras foram realizados com novos modulos, contendo maior numero de fibras e,
conseqlientemente, maior area. Os testes foram inicialmente realizados com dois
modulos, com valores de area (medida internamente as fibras) iguais a 0,14 ¢ 0,36 m”.
Foram conduzidos testes de oxigenacdo com o uso dos mddulos separadamente ou em
paralelo, com 4gua e meio fermentado bruto contendo ramnolipideos. Alguns resultados

obtidos estdo apresentados na Tabela 4.11.
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Tabela 4.11: Testes de oxigenagao com as fibras compostas comerciais. Escoamento de
liquido interno as fibras. Volume de liquido = 1,0 L. Modulo 01 - 0,14 m’ ; Modulo 02 -
0,36 m?. Modulo 01 + Modulo 02 em paralelo - 0,50 m’.

L
Modulo Liquido (I?/h) po (bar) | Kia(h") | Ky (m/s)
01 agua 40 0,5 5,71 1,13E-05
01 meio 45 0,5 4,91 9,74E-06
01 agua* 40 0,6 1,83 3,63E-06
01 agua** 40 0,6 2,20 4,37E-06
02 agua 25 0,5 3,35 2,58E-06
01+02 agua 40 0,6 5,49 3,05E-06
01 +02 agua 40 1,0 3,46 1,92E-06

(*) Apos teste com o meio. (**) Apos limpeza com ultra-som.

Observou-se que os valores obtidos para os coeficientes de transferéncia de
massa foram equivalentes aos obtidos anteriormente, para o uso das fibras microporosas
simples. Como discutido anteriormente, este resultado evidencia que, mesmo com a
presenca de uma resisténcia extra ao transporte relacionada com a camada superficial de
silicone, ndo houve prejuizo ao transporte de gas nestas fibras. Nestes testes também foi
observada a diminui¢do da transferéncia de oxigénio para o meio fermentado com
relacdo a dgua. Mas, nesse caso, a condicao inicial, antes do teste com o meio, ndo foi
retomada apo6s a limpeza das fibras com o uso de ultra-som. Como o escoamento da fase
liquida se d4 em contato com a camada densa, e ndo com os poros, ndo ha a
possibilidade da entrada de material celular ou de subprodutos da producao do
biossurfactante nos mesmos. E a adesdo desse material na parede interna das fibras seria
refletida em uma maior resisténcia ao escoamento, resultando em maior queda de

pressao entre a entrada e a saida do modulo, o que ndo foi observado.

A explicagdo para este fato pode estar na condensacao de dgua no interior dos
poros do suporte das fibras. Assim como o oxigénio € transferido da corrente gasosa
para a corrente liquida, 4gua também ¢ transferida, s6 que em sentido oposto. A dgua se
dissolve na camada superficial de silicone e se difunde em dire¢do a corrente gasosa,
devido ao gradiente de concentragdo. Ao atingir o final da camada superficial, a dgua
passa para a fase gasosa, agora em estado de vapor, ainda dentro das fibras. Se as

condi¢des operacionais forem favoraveis, podera ocorrer o fendmeno de condensagdo
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capilar, dificultando a transferéncia dos gases. Essa condensacdo capilar pode ser
predita pela equagao de Kelvin (GALVIN, 2005), que relaciona a pressao de vapor de
um composto dentro de um poro com a sua concentragdo. Quanto maior a concentracgao,
menor a sua pressdo de vapor nesse poro, o que indica a maior propensiao a
condensagdo. Assim, se a concentracdo de vapor d’agua se elevar muito, poderd ser
observada a condensagdo capilar. Para que ndo ocorra essa condensacao, a vazao da
corrente gasosa deve ser suficiente para manter o gradiente de concentragdo do vapor
d’4gua entre a superficie externa das fibras e o inicio da camada densa de silicone, na
parte interna das mesmas, garantindo assim o fluxo continuo de dgua. Se a vazao de gas
ndo for suficiente, ocorre a obstrucdo sucessiva dos poros do suporte, reduzindo
gradativamente a capacidade de oxigenacdo das fibras. Essa reducdo foi observada em

todos os experimentos realizados.

Também foram realizados testes de caracterizagdo dos contactores antes e depois
da realizagdo de uma fermentacdo, conduzida com a oxigenacdo realizada
exclusivamente através destes contactores. Em um teste de oxigenagdo, realizado no
proprio fermentador com o uso de dois contactores com fibras compostas com silicone,
totalizando 0,33 m’ de area, foi observada uma clara reducdo na capacidade de
oxigenagdo deste tipo de mddulo apds a conducdo de uma fermentagcdo com duracdo de
12 dias e condi¢des descritas anteriormente no item 3.1.4. Este resultado pode ser

observado na Figura 4.14.

Ap0s o uso dos contactores de membranas para a oxigenagdo da corrente liquida
do fermentador, sua capacidade de oxigenagdo foi reduzida em 80%. O coeficiente de
transferéncia de oxigénio (K;) diminuiu de 8,2%10° para 1,6%10°° m/s. Como discutido,
este resultado foi atribuido a condensagao capilar do vapor de d4gua nos poros do suporte

microporoso.
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Figura 4.14: Variagdo da concentracdo de oxigénio dissolvido (mg/L) com o tempo (s).
Testes de oxigenacao de dgua realizados antes e depois da condugdo de uma
fermentagdo para a produgdo de ramnolipideos. Freqliéncia de agitagdo em 100 rpm,
temperatura de 30 °C, vazdo da corrente liquida de 50,0 L/h e pressido da corrente

gasosa (ar) de 0,6 bar.

Na tentativa de se recuperar um contactor apos seu uso em uma fermentagao,
foram conduzidos testes de secagem dos modulos. Estes testes foram conduzidos com a
aplicagdo de vacuo na carcaga do médulo — em contato com a superficie microporosa
das fibras — e a quantidade de 4gua removida foi recolhida em um cristalizador imerso
em nitrogénio liquido. A remogdo de 4gua de um contactor com 0,15 m” de area apos o
seu uso em uma fermentacao conduzida nas mesmas condi¢des experimentais por 12

dias pode ser observada na Figura 4.15.

Observa-se que, com 20 horas de secagem, foram removidos 25,0 gramas de
agua. Como toda a agua presente na carcaga do contactor foi esgotada antes do teste, ¢
possivel afirmar que a agua estava contida nos microporos das fibras. Porém, mesmo
com essa intensa remog¢do de 4agua, ndo foi possivel restabelecer a capacidade de
oxigenagdo original das fibras. Seria necessario o uso de uma pressdo ainda inferior a
usada nestes testes para remover a agua presente nos poros de menor didmetro,
utilizando maior quantidade de energia. Assim, o comportamento observado com a

utilizagdo de membranas microporosas compostas impede a condugdo de testes mais
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longos e, principalmente, impossibilita a coleta precisa de dados da transferéncia de
oxigénio para o sistema, ja que a condi¢ao de oxigenacdao do contactor varia ao longo

dos experimentos.
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Figura 4.15: Secagem de um contactor de fibras-ocas compostas com silicone ap6s 13

dias de fermentagdo — massa de dgua removida (g) por tempo (h).

4.3.3. Fibras Densas

Como mencionado anteriormente, para evitar os problemas na inconstancia dos
valores dos coeficientes de transferéncia do oxigénio, fibras densas comerciais de
silicone foram também testadas quanto a sua capacidade de oxigenacgao. Inicialmente foi
construido um modulo com 0,24 m” de 4rea e sua capacidade de oxigenacio foi avaliada
através da medicao do coeficiente de transferéncia de massa para o oxigénio da fase
gasosa para a fase liquida. Este valor de area foi escolhido por ser de mesma ordem de
grandeza dos valores obtidos na simulagdo. Como as fibras utilizadas neste caso sao
integralmente densas, o processo ndo esta limitado pela posi¢do da camada superficial
densa como nas fibras testadas anteriormente. Assim, o escoamento da fase liquida foi
realizado pela carcaca do modulo, externamente as fibras, enquanto que a fase gasosa
escoava internamente a elas, ja que esta situacdo favorece a transferéncia de massa,
como visto anteriormente. Foi avaliada a dependéncia do coeficiente de transferéncia de
massa tanto com a vazao de liquido quanto com a pressdo de gas e os resultados estdo

apresentados na Tabela 4.12.
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Como observado nos testes de permeagdo de gases, os valores obtidos para os
coeficientes de transferéncia de massa sdo menores do que aqueles inicialmente obtidos
para as fibras compostas. Porém eles sdo equivalentes aqueles obtidos quando os poros
daquelas fibras ja se encontram preenchidos com agua. Assim, estas fibras compostas
foram escolhidas para a condugdo da maior parte dos testes fermentativos, ja que seu
desempenho ¢ similar as demais e, principalmente, constante ao longo dos testes. Com
os dados obtidos nestes testes de oxigenacgdo, foi possivel determinar a correlagdo do
coeficiente de transferéncia de massa com a vazio da corrente liquida. Os dados estdo
apresentados novamente na Figura 4.16 e a correlagdo, também obtida com o auxilio do
programa Statistica (Statistica 6.0, StatSoft, Inc. — Nonlinear Estimation), ¢ apresentada

como Equagdo 4.3.

Tabela 4.12: Variacao do coeficiente de transferéncia de massa em testes de oxigenacao

com um contactor com fibras densas de silicone.

Qu (L/h) | Pg (bar) | Ky (m/s) médio
20 0,6 1,55*10°
20 1,0 1,78*10°°
20 1,4 1,59%10°
40 0,6 2,57%10°°
40 1,0 2,89%10°
40 1,4 2,53%10°
60 0,6 3,74%10°
60 1,0 3,98%10°
60 1,4 3,09%10°
80 0,6 3,58%10°
80 1,0 3,31%10°
80 1,4 423%10°°
100 0,6 3,12%10°°
100 1,0 3,06%10°
100 1,4 3,41%10°
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Figura 4.16: Dependéncia do coeficiente de transferéncia de massa (Ki, em m/s) na
oxigenac¢do de uma corrente liquida com a vazao desta corrente (Qr, em L/h), com o

numero de Reynolds (Re) e com a pressdo do gas (p, em bar).

K;*10°=0,091794*0;-0,0006*0;° Equacio 4.3

Como esperado, a pressdo da corrente gasosa ndo influencia diretamente o
coeficiente de transferéncia de massa neste processo. Essa varidvel somente tem
influéncia direta sobre a forca motriz da oxigenagdo. Com o contactor caracterizado, ¢
possivel a determinacdo exata da quantidade de oxigénio transferida no processo. O
comportamento do Ky ¢ tipico dos processos de transferéncia de massa e aumenta de
forma assintdtica com a vazao da corrente liquida e que pode ser encontrado um valor
maximo. Este comportamento ¢ analogo ao encontrado durante a simulagdo do
processo, conforme apresentado anteriormente na Figura 4.8. Como discutido, deve-se
destacar que com o aumento da velocidade de escoamento hd um valor minimo para a
area de membrana, indicando também a presenca de um ponto de maximo para o

coeficiente de transferéncia de massa.
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4.4. Producao de Ramnolipideos

4.4.1. Testes Preliminares

A utilizagdo do biorreator com oxigenagdo por membranas envolve a circulacao
do meio pelos contactores. Desta forma, anteriormente a condugdo das fermentagdes,
para avaliar a influéncia da tensdo de cisalhamento provocada pela passagem das células
de Pseudomonas aeruginosa PAl pela bomba de engrenagens utilizada para a
recirculagdo, foram conduzidas fermentacdes em frascos agitados com e sem a
circulacio do meio. Essas fermentagdes foram conduzidas em frascos do tipo
erlenmeyer com volume de 1,0 litro, fechados com uma rolha porosa para filtrar o ar
que entrava em contato com o meio. O volume de meio utilizado foi de 0,3 litro e sua
composicao foi a mesma definida e apresentada anteriormente no item 3.1.4. Os dados
obtidos para o crescimento microbiano ao longo do tempo estdo apresentados na Figura

4.17.

biomassa (g/l)

O T T T
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Figura 4.17: Crescimento microbiano de Pseudomonas aeruginosa em frascos
incubados em um agitador rotatério expresso em concentracao de células (g/L) em
funcdo do tempo de fermentagdo (h). Fermentacdo A: conduzida com a circulagdo do
meio usando uma bomba de engrenagens. Fermentacdes B e C: sem a circulagdo do

meio — controle.
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Pode ser observado que o crescimento microbiano nao foi afetado pela passagem
continua das células pela bomba de engrenagens, a uma vazao de 50 L/h. Além disso, a
producdo de ramnolipideos foi similar nos trés frascos. No frasco com a circulacdo de
células, foi obtida a produtividade de 41,0 mg/L.h, enquanto que nos demais, os valores
encontrados foram de 42,1 e 40,3 mg/L.h. Assim, pode-se afirmar que tensdo cisalhante
causada pela recirculagdo das células através da bomba de engrenagem ndo afetou seu
comportamento fisiologico em termos de crescimento e produg¢do de ramnolipideo.

Portanto, o sistema proposto pode ser utilizado nos experimentos subseqiientes.

Os valores de produtividade obtidos nestas fermentagdes iniciais em frascos
agitados sdo comparaveis aos encontrados na literatura cientifica. Os valores variam de
15 mg/L.h (RAHMAN, 2002b) a 260 mg/L.h (HABA, 2000). No entanto, deve-se
ressaltar que estes valores de produtividade de ramnolipideos foram obtidos com
diferentes fontes de carbono (6leo de soja e 6leo de fritura usado, respectivamente) e,

principalmente, com diferentes cepas de Pseudomonas aeruginosa.

Todas as fermentagdes conduzidas no fermentador com o uso da oxigenagao nao
dispersiva, com o uso de contactores de fibras-ocas, foram reproduzidas em frascos
agitados em condi¢gdes similares. Este procedimento foi adotado para se avaliar
continuamente a manuten¢do da viabilidade microbiana e estabilidade fisiol6gica dos
in6culos utilizados. Uma cinética tipica obtida em frascos agitados esta ilustrada na
Figura 4.18. O aumento de producdo do biossurfactante apds a fase exponencial de
crescimento microbiano revela um comportamento tipico de um metabolito secundario,

de acordo com o descrito por SANTA ANNA et al. (2002).
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Figura 4.18: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em frascos

agitados — crescimento microbiano, produtividade e consumo da fonte de carbono.

Antes de se conduzir os experimentos com a oxigenagao nao dispersiva
proposta neste trabalho, foi realizada uma fermentacdo em biorreator sem o escoamento
da corrente gasosa pelo contactor com membranas, ou seja, o oxigénio fornecido ao
meio era apenas o transportado pela superficie do liquido no fermentador. A agitagdo
utilizada foi de 100 rpm, a mesma a ser empregada nos testes subseqiientes. O volume
de meio e a disposicdo das pas de agitagdo foram os mesmos escolhidos para a
conducdo das fermentagdes. O uso de velocidades de agitagdo superiores levou a intensa
formag¢ao de espumas e por isso foi desconsiderado. A Figura 4.19 apresenta os

resultados deste teste.
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Figura 4.19: Produ¢ao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em biorreator

sem oxigenagdo — crescimento microbiano, produtividade e consumo da fonte de

carbono.

Nesta fermentacdo conduzida apenas com aeragdo superficial a partir de uma

mesma concentragao inicial de células (indculo), comparativamente aos frascos agitados

(Figura 4.18), observou-se que as células cresceram muito pouco e conseqiientemente o

consumo da fonte de carbono (glicerol) e a producdo de ramnolipideos foram muito

inferiores ao das fermentagdes conduzidas com frascos agitados. As Tabelas 4.13 ¢ 4.14

apresentam os parametros de fermentacdo calculados a partir dos dados cinéticos das

Figuras 4.18 e 4.19.

Tabela 4.13: Produgao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa com oxigenacao

superficial — biorreator e frasco agitado (biomassa e concentragdo de produto).

Processo Biomassa inicial | Biomassa com 6 dias | Concentragdo maxima
(g/L) (g/L) de produto (g/L)
Fermentador 0,7 1,0 04
Frasco agitado 0,9 2,4 5,9
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Tabela 4.14: Produgao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa com oxigenacao

superficial — biorreator e frasco agitado (produtividade e rendimento).

Processo Produtividade Consumo de Yopss (g de ramnolipideos
(mg/L.h) glicerol (mg/L.h) por g de glicerol)
Fermentador 2,7 243 0,11
Frasco agitado 40,8 161,3 0,25

A concentracdo celular observada na fermentacdo conduzida com aecragao
superficial atingiu valor de 1,0 g/L, enquanto que na fermenta¢do em frasco agitado
chegou a 2,4 g/L.. A concentracdo de ramnolipideos no fermentador ndo passou de 0,4
g/L enquanto que no frasco agitado atingiu 5,9 g/L.. Resultando em produtividades 15
vezes inferiores na fermentacdo conduzida em biorreator apenas com a oxigenacao
superficial. A fermentac¢do conduzida em frasco agitado também apresenta fornecimento
de oxigénio apenas através da superficie liquida, porém o volume e, principalmente, a
altura da coluna de liquido sdo inferiores, facilitando o acesso de todas as bactérias a
este nutriente. Além disso, a agitacdo nos frascos causa uma grande turbuléncia na
superficie do liquido, facilitando o transporte de oxigénio, enquanto que no biorreator,
nas condi¢des em estudo, isto ndo acontece. Para aumentar a transferéncia superficial de
oxigénio no biorreator, ha a necessidade de se aumentar a velocidade de agitacdo, o que
levou a grande formacdo de espumas pelo fato do vortice formado atingir as pas do

agitador.

Este experimento indicou, similarmente aos resultados obtidos por SANTOS
(2003), que a escassez de oxigénio levou as células a utilizar o nitrato como aceptor
final de elétrons num processo de respiragao anaerobia. Nesta condigdo fisiologica esta
cepa ndo € capaz de crescer e produzir o biossurfactante com eficiéncia. A necessidade
da presenca do oxigénio para o crescimento e para a produ¢do adequada de
ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa também foi reportada anteriormente por
BENINCASA et al. (2002) e BEYENAL et al. (2003). Assim, iniciou-se a condu¢ao

dos demais experimentos.
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4.4.2. Testes Preliminares com Oxigenagao por Membranas

A primeira e mais clara observagdo na produ¢do de ramnolipideos com o uso da
oxigenagdo nao dispersiva através de membranas ¢ a auséncia de espuma no vaso
contendo o meio fermentado durante o processo fermentativo. A comparagdo entre a

producdo realizada com contactores ¢ uma producao com aeragdo convencional pode

ser observada na Figura 4.20.

(b)

Figura 4.20: Comparagdo entre a producdo de ramnolipideos utilizando a oxigenacao
convencional e a oxigenagao por contactores com membranas, proposta no presente

trabalho. (a) Oxigenac¢do nao dispersiva. (b) Oxigenacgao dispersiva convencional.

Nota-se a auséncia de espuma na Figura 4.20 (a), correspondente a fermentagao
com oxigenacao por membranas. Para descartar a possibilidade da auséncia de espuma
estar relacionada a inexisténcia de biossurfactante nesse meio de fermentacao, neste foi
injetado ar comprimido diretamente por um dispersor, com baixa vazao, simulando a
oxigena¢do convencional. Em poucos segundos foi obtida a condigdo vista na Figura
4.20 (b). Isto demonstra a dificuldade operacional da conducdo deste processo
fermentativo de produg¢do de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa pelos

métodos de oxigenagao tradicionais.
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Para o acompanhamento das fermentacdes, foram realizadas analises periodicas
na concentragdo de células no meio e nas concentragdes da fonte de carbono (glicerol) e
do produto. Como a maior alteragdo no processo produtivo consistia na oxigenac¢ao do
meio, aten¢do especial foi dispensada a concentracdo de oxigénio dissolvido, com seus
valores registrados continuamente com o uso de um computador acoplado ao

fermentador.

Na primeira fermentagdo, a concentracdo de oxigénio deveria ser mantida
aproximadamente em 4,0 mg/L. O controle dessa concentragdo de oxigénio foi
realizado manualmente através de alteragdes na pressao da corrente gasosa usada para a
transferéncia e na vazdo da corrente liquida através do contactor. O aumento de
qualquer uma dessas duas varidveis causa a elevacdo na quantidade de oxigénio
transferida a0 meio. Nessa fermentagdo, o nivel de oxigénio dissolvido pdde ser
mantido com o uso de uma corrente de ar como fase gasosa no contactor com

membranas.

A producdo de ramnolipideos, o consumo da fonte de carbono e o crescimento

celular na primeira fermentagao estdo apresentados na Figura 4.21.
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Figura 4.21: Primeira fermentacdo — crescimento da biomassa (g/L), produgado de

ramnolipideos (g/L) e consumo de glicerol (g/L).
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A Tabela 4.15 apresenta os parametros de fermentagdao calculados a partir dos
dados cinéticos da Figura 4.21. A utilizacao de uma concentragao de in6culo proéxima a
1,0 g/L, diminuiu a fase de adapta¢do dos microorganismos. Entretanto, o crescimento
ocorreu de forma lenta. A producdo de ramnolipideos se manteve constante até o final
do experimento, a uma taxa de 24,3 mg/L.h, atingindo 2,7 g/L com 110 horas de
fermentagdo. A taxa de consumo da fonte de carbono (glicerol) foi igual a 119,9

mg/L.h.

Tabela 4.15: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em biorreator

com oxigenagao por membranas.

Biomassa inicial (g/L) 1,1
Biomassa com 5 dias (g/L) 2,1
Concentracdo maxima de produto (g/L) 2,7
Produtividade (mg/L.h) 243
Consumo de glicerol (mg/L.h) 119,9
Ypss (g de ramnolipideos por g de glicerol) 0,20

O rendimento desta fermentacdo (Ypss) foi de 0,20 grama de ramnolipideo por
grama de glicerol. A concentra¢do de células atingiu 2,1 g/L no final do experimento.
Como essa producdo foi interrompida com pouco mais de 110 horas devido a problemas
de falta de energia elétrica, ndo se pode afirmar que foi atingida a concentragdo maxima
de células possivel para aquelas condigdes, assim como se a produtividade volumétrica
dos biossurfactantes manter-se-ia constante. Outro importante ponto observado foi a
dificuldade na manuten¢do de um valor estdvel para a concentragdo de oxigénio
dissolvido do meio fermentado. O perfil de concentragdo de oxigénio durante a
fermentagdo esta apresentado na Figura 4.22. Os valores da concentragdo de oxigénio

sao apresentados como a média de 20 minutos de fermentagao.
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Figura 4.22: Concentragao de oxigénio dissolvido no meio fermentado (em mg/L) ao
longo da primeira fermentacgdo realizada para a producao de ramnolipideos por

Pseudomonas aeruginosa.

Nesta figura, observa-se que até aproximadamente 15 horas de fermentacao, a
concentragdo de oxigénio dissolvido apresentou valores proximos a zero. Apesar do
crescimento da biomassa na fermentacdo no biorreator ter sido semelhante aquele
obtido com o uso de frascos agitados, a taxa de produ¢do de ramnolipideos foi 40 %
inferior. Resultados similares foram obtidos por JEONG et al. (2004), que reportaram
uma queda na produtividade volumétrica de ramnolipideos por Pseudomonas
aeruginosa de 34 % (de 47 mg/L.h para 31 mg/L.h), quando os experimentos foram
conduzidos em um biorreator comparativamente aos frascos agitados. Este fato pode
estar relacionado tanto com o aumento de volume da reagdo, quanto esta mudanga no
fornecimento do oxigénio. Deste modo, a ineficiéncia de transferéncia de forma regular
do oxigénio para o metabolismo celular pode ter prejudicado a fisiologia microbiana e
conseqiientemente a producao de biossurfactante neste experimento. GRUBER et al.
(1993) mostraram que uma alta produtividade volumétrica de ramnolipideos (545
mg/L.h) pode ser obtida com o uso de um sistema de oxigenagdo similar. Porém, os
autores utilizaram um sistema de reciclo celular, e conseqiientemente, permitiram a
operagdo do fermentador em condi¢@o de alta densidade celular (até 13,3 g/L). Porém,
os autores também utilizaram a oxigenag¢ao convencional por borbulhamento para a
obtencao desse alto valor de produtividade. Assim, novos testes foram realizados, com a

tentativa de se melhor controlar a concentracdo de oxigénio dissolvido no meio.
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Apo6s o termino desta fermentacdo observou-se uma grande perda de eficiéncia
do moédulo de oxigenagdo, provavelmente pela condensacdo de agua nos poros do
suporte das fibras. Assim, com o objetivo de minimizar o efeito da redugdo do
coeficiente de transferéncia de massa com o tempo de operacdo, nas demais
fermentagdes, oxigénio puro foi utilizado como fase gasosa no contactor. Esta estratégia
possibilitou que a concentragdo de oxigénio dissolvido fosse mantida acima de zero em

quase todo processo fermentativo.

O perfil da concentracdo de oxigénio dissolvido ao longo de uma fermentagao
conduzida com a oxigenagao por membranas € com o uso do géas oxigénio puro na
alimentagdo ¢ apresentado na Figura 4.23. Observou-se que a concentragdo de oxigénio
permaneceu com valor igual a zero até aproximadamente 20 horas de fermentacao.
Nesse periodo inicial, a demanda de oxigénio superou o fornecimento, coincidindo com
a fase de crescimento mais acentuado da biomassa nessa fermentagdo. Novamente pode
ser notada a dificuldade em se manter um valor constante para a concentragdo de

oxigenio dissolvido no meio de fermentagao.
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Figura 4.23: Concentragdo de oxigénio dissolvido no meio fermentado (em mg/L) ao
longo da segunda fermentacdo realizada para a produgdo de ramnolipideos por

Pseudomonas aeruginosa.
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Provavelmente, o efeito da condensacdo de vapor de dgua nos poros, mesmo
com o uso de oxigénio puro, dificulta o controle da concentracdo de oxigénio,
especialmente quando a taxa de consumo do gés pelos microorganismos era superior ao
fornecimento do mesmo através das fibras. Além da necessidade de se minimizar a
condensagdo de agua no interior do suporte poroso, através do aumento da vazao do gas
que escoa pelo contactor, estabeleceu-se o procedimento de secagem do oxigenador de
membranas apos cada fermentacdo para possibilitar a manutencdo de uma condi¢do de

oxigenagao proxima a inicial.

Nos experimentos subseqiientes, tentou-se reproduzir uma fermentacao para a
producdo de biossurfactantes, com menor variacdo na concentracdo de oxigénio
dissolvido e com pequenas variagdes na concentracdo inicial de células. Também foi
conduzida uma nova fermenta¢do em frasco agitado para a devida comparacdo com o
biorreator com membranas. Os perfis tipicos de concentragcdo de células, ramnolipideos

e glicerol de uma fermentacdo em biorreator podem ser observados na Figura 4.24.
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Figura 4.24: Produgdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em fermentador

— oxigenacao com fibras compostas de silicone.
Nas Figuras 4.25, 4.26 e 4.27 estdo, respectivamente, os perfis obtidos para o

crescimento microbiano, producdo de ramnolipideos e consumo de glicerol das

fermentagdes conduzidas em fermentador e no frasco agitado.
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Figura 4.25: Grafico comparativo do crescimento microbiano durante a produgao de

ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — fermentagdes em biorreator ¢ em frasco

agitado.

10

=

50 —o— Fermentador - a
§ —&- Fermentador - b
=

= —4— Fermentador - ¢
= —o— Frasco agitado
£

<

o

250

Figura 4.26: Grafico comparativo da produgdo de ramnolipideos por Pseudomonas

aeruginosa — fermentacdes em biorreator e em frasco agitado.
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Figura 4.27: Gréafico comparativo do consumo da fonte de carbono durante a produgao
de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — fermentagdes em biorreator e em

frasco agitado.

As fermentagdes a, b e ¢ foram conduzidas sob as mesmas condigdes
experimentais, apenas com pequena variacdo na concentrac¢do inicial de células. Os
perfis de concentracdo de biomassa, ramnolipideos e glicerol foram semelhantes, tanto
nas fermentacdes conduzidas no biorreator, quanto na fermentagao no frasco agitado.

Os parametros e dados relativos a essas fermentagdes sao apresentados nas Tabelas 4.16
e4.17.

Tabela 4.16: Produg@o de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — biorreator e

frasco agitado (biomassa e concentragdo de produto).

Processo Biomassa inicial | Biomassa com 7 dias | Concentragdo maxima
(g/l) (g/L) de produto (g/L)
Fermentador — a 1,1 2,0 3,8
Fermentador — b 1,2 2,5 4.1
Fermentador — ¢ 0,7 2,0 4,0
Frasco agitado 0,7 2,6 8,2
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Tabela 4.17: Produgao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — biorreator e

frasco agitado (produtividade e rendimento).

Processo Produtividade Consumo de Yopss (g de ramnolipideos
(mg/L.h) glicerol (mg/L.h) por g de glicerol)
Fermentador — a 264 107,1 0,25
Fermentador — b 20,8 94,8 0,22
Fermentador — ¢ 20,3 130,1 0,16
Frasco agitado 37,1 138,3 0,27

Pelos resultados obtidos nas fermentacdes conduzidas em biorreator, pode-se
concluir que a variagdo da concentragdo do indculo (de 0,7 para 1,2 g/L) praticamente
ndo apresentou influéncia sobre a concentracdo maxima de ramnolipideos obtida.
Porém, um maior consumo de glicerol (cerca de 30 %) foi observado na fermentagao
conduzida com menor concentracdo de indculo (0,7 g/L) no biorreator. Isto se refletiu
diretamente sobre o baixo rendimento de substrato em produto (Ypss) desta fermentagao.
Uma observacdo sobre a variacdo experimental encontrada nestes experimentos pode
ser feita sobre as Fermentagdes “a” ¢ “b”. Na Fermentacdo “b”, a concentragdo de
células alcangou valor 25 % superior, e na Fermentagdo “a”, a produtividade de
ramnolipideos, expressa em miligrama de produto por litro por hora, foi 27 % maior.
Enquanto que a diferenca no consumo de glicerol foi de apenas 11 %. Assim, foi
observado que, para as mesmas condi¢des experimentais, houve uma leve alteracdo no

metabolismo celular entre as fermentacdes, favorecendo ou o crescimento celular ou a

producdo do biossurfactante.

Porém, a produtividade obtida na fermentacdo em frasco agitado ainda se
mostrou superior as demais. E os valores obtidos para a taxa volumétrica de producao
de ramnolipideos ainda sdo inferiores aos observados por BENINCASA et al. (2002),
200 mg/L.h, REILING ef al. (1986), 147 mg/L.h, ou por GRUBER et al. (1993), 545
mg/L.h, também com a utilizagdo de Pseudomonas aeruginosa. Porém, a cepa utilizada
no presente trabalho ainda ndo foi geneticamente modificada e o processo produtivo

pode ser melhorado.

Para tentar minimizar os inconvenientes da irregularidade do comportamento das

fibras compostas quanto a oxigenacao, optou-se pelo uso das fibras densas de silicone.
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Assim, foi realizada uma nova fermentacdo para a producdo de ramnolipideos,
procurando-se manter as condi¢des descritas para as fermentagdes anteriores. Os dados

para o acompanhamento desta fermentagao sdo apresentados na Figura 4.28.
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Figura 4.28: Producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em fermentador

—uso de fibras densas de silicone para oxigenagao.

O objetivo também foi a manutengdo da concentra¢do de oxigénio no meio em
4,0 mg/L. A concentragdo inicial de células nesta fermentacdo foi igual a 0,6 g/L. Os
resultados obtidos mostraram uma concentragdo maxima de ramnolipideos de 3,5 g/L,
com produtividade igual a 18,8 mg/L.h. O consumo de glicerol foi igual a 122,9 mg/L.h,
resultando em um rendimento — Yp;s — de 0,15 grama de biossurfactante por grama de
glicerol. Nas Tabelas 4.18 e 4.19, estdo apresentados os dados obtidos em duas
fermentagdes realizadas em iguais condi¢des, apenas com a mudanca no tipo de fibra
utilizada para o fornecimento de oxigénio, composta ou densa. Nota-se que ndo ocorre

variacao dos parametros estudados entre as duas fermentagoes.

Tabela 4.18: Producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — avaliagao do

tipo de fibra utilizado na oxigenagao (biomassa e concentragao de produto).

Processo Biomassa inicial | Biomassa com 7 dias | Concentracdo maxima
(g/L) (g/L) de produto (g/L)
Fibras compostas 0,7 2,0 4,0
Fibras densas 0,6 1,7 3,5
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Tabela 4.19: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — avaliagao do

tipo de fibra utilizado na oxigenagdo (produtividade e rendimento).

Processo Produtividade Consumo de Yopss (g de ramnolipideos
(mg/L.h) glicerol (mg/L.h) por g de glicerol)
Fibras compostas 20,3 130,1 0,16
Fibras densas 18,8 122,9 0,15

Mesmo com o uso das fibras densas de silicone para a oxigenagdo, o controle
manual da concentra¢do de oxigénio dissolvido no biorreator se mostrou extremamente
dificil e impreciso, impossibilitando a sua manuten¢cdo em um valor constante, como
ilustrado na Figura 4.29, e como ja observado anteriormente (Figura 4.23) para o uso

das fibras compostas.
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Figura 4.29: Perfil da concentracdo de oxigénio dissolvido ao longo de uma

fermentagdo — oxigenacao realizada com o uso de fibras-ocas densas de silicone.

Em trabalhos anteriores (MULLIGAN e GIBBS, 1989, HABA et al., 2000,
BENINCASA et al., 2002, TAVARES, 2007), observou-se uma taxa elevada de
consumo da fonte de nitrogénio, a qual, em poucas horas, ¢ totalmente consumida.
Assim, a adicdo suplementar deste nutriente pode possibilitar estender a fase
exponencial de crescimento celular, elevando a concentragdo de células no meio e,
conseqiientemente, a producao de ramnolipideos (SANTOS, 2003, TAVARES, 2007).

Desta forma, investigou-se a possibilidade de aumentar a produtividade com adicdo
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suplementar da fonte de nitrogénio (nitrato de s6dio) em 24 e em 48 horas a partir do

inicio da fermentagdo. Os dados desta fermentacao estdo apresentados na Figura 4.30.
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Figura 4.30: Producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em fermentador

— adicao suplementar de nitrogénio em 24 e 48 horas.

Para a devida comparagdo, também foi conduzida uma fermentagcdo em frasco

agitado com a adicdo extra de nitrato. A comparacdo dos resultados obtidos nas

fermentagdes com e sem a adi¢do suplementar de nitrato esta apresentada nas Tabelas

4.20e4.21.

Tabela 4.20: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — com ¢ sem

adi¢do suplementar de nitrato (biomassa e concentragao de produto).

Processo ‘ Bigmassa Biomassa com 7 Concentragao maxima
inicial (g/L) dias (g/L) de produto (g/L)
Fermentador 0,6 2,0 2,7
Fermentador + NO3” 0,5 2,2 2,6
Frasco agitado 0,7 2,6 8,2
Frasco agitado + NOj5 0,6 2.3 9.6
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Tabela 4.21: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — com e sem

adicao suplementar de nitrato (produtividade e rendimento).

Produtividade Congumo de Ypss (g de ramnolipideos
ISTEERE (mg/L.h) hizsiol or g de glicerol)
gt (mg/L.h) porgde g
Fermentador 18,8 94,7 0,20
Fermentador + NO3” 21,8 166,4 0,13
Frasco agitado 37,1 138,3 0,27
Frasco agitado + NOj5 50,5 124,3 0,41

Nos experimentos conduzidos em biorreator, ndo foi observada alteragdo
significativa no crescimento celular ou na produgdo de biossurfactantes com a adigdo
extra da fonte de nitrogénio. Contudo, no experimento conduzido com a adig¢do
suplementar de nitrato, houve uma elevagao de 75 % no consumo de glicerol. Assim, o
rendimento desta fermentacdo foi inferior ao obtido na fermentacdo conduzida sem
adi¢do deste substrato. Este resultado ¢ diferente do obtido por TAVARES (2007), onde
foi observado o aumento da concentragao de células e, consequentemente, o aumento da
producdo de ramnolipideos. Porém, essa producdo era realizada em um sistema
completamente distinto, em biorreator com apenas 0,6 litro, com oxigenagdo

convencional por borbulhamento e a adi¢do de anti-espumantes.

Por outro lado, nas fermenta¢des conduzidas em frascos agitados, a adi¢do extra
de nitrato ocasionou um aumento na produtividade e rendimento de substrato em

produto 52 % maior (Tabela 4.21).

Este comportamento pode estar diretamente relacionado com a diferente forma
de se suprir oxigénio ao meio. Mesmo em menor quantidade, a taxa de oxigenagdo em
um frasco agitado ¢ praticamente constante durante toda a fermentagdo, enquanto que
no fermentador com a oxigenagdo através do contactor de membranas, observou-se
variagdo durante todo o experimento (Figuras 4.23 e 4.29). Além disso, a variacdo
abrupta nos valores de oxigénio dissolvido durante a fermentacdo, além de
impossibilitar determinagdo correta do consumo de oxigénio pelas bactérias, ainda pode
afetar o metabolismo oxidativo e consequentemente o comportamento fisiologico desta

bactéria durante o processo fermentativo.
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4.4.3. Testes com Controle da Concentragao de Oxigénio

Para tentar contornar estes problemas, um novo sistema de oxigenagdo foi
projetado e construido, utilizando-se um Controlador Logico Programével (CLP OCS,
GE Fanuc). Como citado anteriormente, a taxa de fornecimento de oxigénio pode ser
variada alterando-se a vazao da corrente liquida que escoa pelo contactor ou a pressao

da corrente gasosa que escoa pelo lado oposto das membranas.

O fluxograma do processo para o controle através do programa supervisorio

utilizado est4 apresentado na Figura 4.31.

09:53:43 Entracia Analdgica de Setpoint do FO02 COMM 1,00 - 3 2 27”0;2“[@
09:53:43 Entrada Analdgica de MY do FC02 COMM 17 66 g\: "'JEI @q] u*’
095343 Ertrada Analdgica de MY do PCO3 COMM 0,00 LEHH

PLANTA DO SISTEMA

PC-02 (i

PV 0,00 bar
SP 0,00 bar

PLANTA

.I—}I{—
o

PC-03 | 7|7

PY 0,00 bar

Figura 4.31: Fluxograma do sistema de oxigenagdo no programa supervisorio.
O funcionamento do sistema pode ser exemplificado pelas Figuras 4.32 ¢ 4.33,

onde estdo apresentados os perfis de concentracdo de oxigénio dissolvido e de pressdao

de gas e os graficos de atuacdo do CLP sobre o sistema de oxigenacgao.
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Figura 4.32: Atuagdo do controlador sobre a bomba de engrenagens para a regulagao da

concentragdo de oxigénio dissolvido. Curva azul — valor desejado para o oxigénio

dissolvido; curva amarela — valor medido; curva verde — atuacao sobre a bomba.
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Figura 4.33: Atuacdo do controlador sobre a valvula de entrada (v2) para a regulagdo da

concentragdo de oxigénio dissolvido. Curva azul — valor estabelecido para a pressao de

gas pelo CLP; curva amarela — valor medido; curva verde — atuacdo sobre a valvula.
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Na Figura 4.32 observa-se que a atuacdo sobre a bomba leva a uma resposta
direta na variavel de interesse, a concentracdo de oxigénio dissolvido. Esta ¢ a primeira
etapa de controle. Se a atuagdo sobre a vazao da corrente liquida ndo for suficiente para
atender a demanda do sistema, o CLP atua sobre a valvula que controla a pressdo de
gas. Essa atuagdo ¢ indireta, pois o controlador define incrementos (ou decrementos)
para a pressao de gas e a atuacdo sobre a valvula ¢ realizada para atender aos novos
requisitos do sistema (Figura 4.33). Essa variagdo na pressao do gés altera, entdo, a taxa
de transferéncia de oxigénio, sendo refletida na concentrag¢do de oxigénio dissolvido no
meio. Outras duas malhas de controle implementadas s3o secundarias, controlando a
vazao de purga da corrente gasosa, através da valvula v3, e a pressdao da corrente

liquida, valvula v1.

Assim, na primeira fermentagdo conduzida com o novo sistema de controle da
concentragdo de oxigénio dissolvido, pode-se observar a diferenca no perfil de oxigénio
ao longo da fermentacdo, se comparado com as fermentagdes anteriores com o controle
manual. Esse novo perfil, para uma fermentacdo onde a concentragdo de oxigénio
desejada era igual a 4,0 mg/L, esta apresentado na Figura 4.34. Os valores foram

coletados com intervalo de 10 segundos e também estdo apresentados como a média de

20 minutos.
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Figura 4.34: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — oxigénio

dissolvido no meio de fermentacao (em mg/L) ao longo da fermentacao.
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Com o sistema de controle implementado, foi possivel avaliar a influéncia da
concentracdo de oxigénio dissolvido no meio de fermentacdo sobre a cinética de

producdo de ramnolipideo por Pseudomonas aeruginosa PA1.

Foram conduzidas fermentagdes com concentragcdes de oxigénio dissolvido
mantidas em valores em torno de 1,0, 4,0 ¢ 6,0 mg/L. Esses valores correspondem,
respectivamente, a 14 %, 57 % e 86 % da concentragdo de saturacdo de oxigénio que,

nas condicdes definidas para as fermentagdes, era igual a 7,0 mg/L.

Como todo o oxigénio era fornecido para o meio através do sistema nao
dispersivo, ndo havia borbulhamento, e a perda desse nutriente para o ambiente era
desprezivel, foi possivel afirmar que a quantidade do gas fornecida, conhecida pela
caracterizagdo prévia do sistema utilizado, era exatamente igual a quantidade consumida
pelas bactérias. Isso possibilitou a analise das taxas global de consumo de oxigénio
(OUR — Oxygen Uptake Rate), expressa em miligrama de oxigénio por litro por hora, e
especifica (SOUR — Specific Oxygen Uptake Rate), expressa em miligrama de oxigénio
por grama de células por hora. A taxa especifica foi obtida pela divisdo da taxa bruta
pela concentragao de células durante a fermentacdo. Os valores da concentracao celular
com intervalo de tempo compativel com os valores de consumo foram obtidos pela

interpolagdo dos pontos coletados.
Na Figura 4.35 sdo apresentadas as taxas global e especifica de consumo de

oxigénio durante uma fermenta¢do com concentracdo de oxigénio dissolvido no meio

igual a 4,0 mg/L.
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Figura 4.35: Taxas de consumo de oxigénio bruta (OUR — Oxygen Uptake Rate),
expressa em miligrama de oxigénio por litro por hora, e especifica (SOUR — Specific
Oxygen Uptake Rate), expressa em miligrama de oxigénio por grama de células por
hora ao longo de uma fermentacdo para a produ¢ao de ramnolipideos por Pseudomonas

aeruginosa — média de 20 minutos.

Nesta fermentacao, observa-se claramente a variacdo no consumo de oxigénio ao
longo das diferentes fases do metabolismo celular. Apos a fase de adaptacao, que dura
no maximo 4 horas, ocorre um significativo aumento no consumo total de oxigénio,
OUR, que varia de 40,0 mg/L.h até valores acima de 100,0 mg/L.h. Depois, esse valor

cal lentamente até a estabilizagdo em um valor préximo ao inicial. Esse comportamento
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também ¢ observado para a taxa especifica, SOUR, o que confirma que essa variacao
nao estad somente relacionada a mudanga nos valores de concentragdao celular, mas
também a atividade metabolica das células nos diferentes estagios do crescimento. A
taxa especifica apresenta um aumento de um valor inicial de 60,0 mg/g.h até 85,0
mg/g.h, caindo depois para um valor em torno de 20,0 mg/g.h. Esta variacdo nas taxas
de consumo de oxigénio estd de acordo com o observado por GOMEZ et al. (2006) para
o crescimento de Pseudomonas putida em glicose e glicerol em um biorreator. Os
valores das taxas de consumo deste nutriente obtidos para as fermentagcdes com
diferentes concentragcdes de oxigénio dissolvido apresentaram apenas pequenas
variagdes, como pode ser observado na comparagao apresentada na Figura 4.36. Estes
valores sdo muito inferiores aos apresentados por GOMEZ et al. (2006), que obtiveram
valor maximo para a taxa especifica acima de 500 mg/g.h e valor de estabilizacdo,
depois de 50 horas, em torno de 50 mg/g.h. Ainda, os valores apresentados no presente
trabalho também sao inferiores aos obtidos por BEYENAL et al. (2003), de cerca de
400 mg/g.h.
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Figura 4.36: Taxa especifica de consumo de oxigénio (SOUR — Specific Oxygen Uptake
Rate), expressa em miligrama de oxigé€nio por grama de células por hora ao longo de

uma fermentacdo para a produg¢ao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa.
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Assim, conclui-se que, na fase estacionaria de crescimento ¢ para as condi¢des
estabelecidas nestes experimentos, a taxa de consumo de oxigénio das células de
Pseudomonas aeruginosa PA1 apresenta valor entre 13,0 e 20,0 miligramas por grama

de células por hora, sendo este nutriente importante também para a manutengao celular.

Outro interessante fato observado foi que o perfil de consumo de oxigénio se
manteve inalterado com a variagdo da concentra¢do de oxigénio dissolvido, ajustada

para 1,0, 4,0 ou 6,0 mg/L.

A cinética de crescimento celular e produgdo de ramnolipideos para a condigao
de oxigenacdo com concentracdo de oxigénio dissolvido igual a 4,0 mg/L encontra-se

descrita na Figura 4.37.
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Figura 4.37: Producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em fermentador

— concentracao de oxigénio dissolvido mantida em 4,0 mg/L.

Para efeito comparativo, os dados relativos ao crescimento microbiano, a

produgdo de células e ao consumo de glicerol para as fermentagdes conduzidas com
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concentragdes de oxigénio dissolvido em torno de 1,0, 4,0 e 6,0 mg/L, encontram-se nas

Figuras 4.38, 4.39 e 4.40, respectivamente.

Para melhor entender a influéncia da concentragcdo de oxigénio na fermentagao,
os resultados obtidos com o sistema de controle, mantendo-se diferentes valores de
concentracdo de oxigénio no meio, foram comparados com os valores obtidos em uma
fermentacdo convencional realizada em frasco agitado, considerada como controle. As
concentragdes de células utilizadas e de produto obtidas estdo apresentadas na Tabela
4.22. Os valores de produtividade e rendimento para estas fermentacdes sao
apresentados na Tabela 4.23. O experimento com concentragdo de 4,0 mg/L foi

realizado em duplicata e os resultados médios sdo apresentados.
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Figura 4.38: Producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em fermentador

— influéncia da concentragdo de oxigénio dissolvido no crescimento microbiano.
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Figura 4.39: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em fermentador

— influéncia da concentrag¢ao de oxigénio dissolvido na produtividade.
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Figura 4.40: Produgdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em fermentador

— influéncia da concentrag¢do de oxigénio dissolvido no consumo de glicerol.
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Tabela 4.22: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — variagao da

concentracdo de oxigénio dissolvido (biomassa e concentragao de produto).

Oxigénio Biomassa inicial | Biomassa com 6 dias | Concentragdo maxima
dissolvido (mg/L) (g/L) (g/L) de produto (g/L)
1,0 0,6 2,0 24
4,0 0,8 2,5 5,0
6,0 0,9 1,7 4,0
Frasco agitado 0,6 2,3 7,3

Tabela 4.23: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — variagao da

concentragdo de oxigénio dissolvido (produtividade e rendimento).

Oxigénio dissolvido | Produtividade Congumo g Ypss (g de ramnolipideos
(mg/L) (mg/L.h) ol por g de glicerol)
(mg/L.h)
1,0 15,6 133,0 0,12
4,0 29,4 151,5 0,20
6,0 27,6 180,5 0,15
Frasco agitado 51,1 210,5 0,24

Os valores obtidos para o aumento da concentracdo de biomassa foram similares
aos da fermentacdo convencional em frasco agitado, indicando que as células se
mantiveram adaptadas ao sistema de oxigenac¢do. Apenas na fermentacdo conduzida
com concentra¢ao de oxigénio dissolvido igual a 6,0 mg/L foi observada uma queda da
concentragdo de células gradativa com o tempo. Este fato ja pode estar relacionado com
algum tipo de estresse oxidativo, ja que também foi observado um consumo de glicerol
superior ao obtido nas demais condi¢des, apesar de ALAGAPPAN e COWAN (2004)
terem reportado a elevagdo da taxa especifica de crescimento de Pseudomonas putida
em benzeno e tolueno com o aumento da concentracao de oxigénio dissolvido. Porém,
estes resultados foram obtidos quando se trabalhando com um volume extremamente
inferior ao utilizado no presente trabalho e para as primeiras horas de uma fermentacao.
Ja SABRA et al. (2002) afirmam que as bactérias da espécie Pseudomonas aeruginosa
exibem uma série de respostas fisiologicas consideraveis ao estresse oxidativo durante
crescimento em um biorreator com controle da concentracdo de oxigénio dissolvido,

como a produgdo de espécies reativas de oxigénio.

Nota-se que a produgdo de ramnolipideos € reduzida na fermentagao realizada

com a menor concentracdo de oxigénio dissolvido, 1,0 mg/L. Comparativamente a
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concentracdo de 4,0 mg/L observou-se que a menor disponibilidade de oxigénio no
meio de cultivo para as células levou a uma menor taxa de crescimento celular, menor
consumo de glicerol (1,2 vezes) e menor produgdo e produtividade em ramnolipideos
(1,8 vezes), indicando que este pardmetro ¢ muito importante na producdo desta
biomolécula. A produtividade nessa condicao ¢ igual a 15,6 mg/L.h e a concentragdo de
ramnolipideos atinge valor pouco superior a 2,0 g/l apés 7 dias de fermentagdo. Nas
demais fermentagdes realizadas no biorreator com oxigenagdo por membranas, as
produtividades ficam em torno de 30,0 mg/L.h de ramnolipideos, enquanto que a
produtividade em frascos agitados chega a 51,1 mg/L.h, atingindo concentra¢do acima

de 8,0 g/LL com uma semana de fermentagao.

A comparagdo entre as fermentacdes conduzidas com e sem o controle
automatizado da concentracdo de oxigénio dissolvido (4,0 mg/L) ¢ apresentada nas

Tabelas 4.24 e 4.25.

Tabela 4.24: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — avaliagao do

controle da concentragao de oxigénio dissolvido (biomassa e concentracao de produto).

Controle Biomassa inicial | Biomassa com 6 dias | Concentracdo maxima
(g/L) (g/L) de produto (g/L)
Manual 0,7 1,9 3,8
Automatizado 0,8 2,5 5,0

Tabela 4.25: Produgdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — avaliagao do

controle da concentrac¢ao de oxigénio dissolvido (produtividade e rendimento).

Controle Produtividade Consumo de Ypss (g de ramnolipideos
(mg/L.h) glicerol (mg/L.h) por g de glicerol)
Manual 19,6 126,5 0,16
Automatizado 29.4 151,5 0,20

A produtividade obtida para a fermentacio com o controle eficiente da
concentragdo de oxigénio dissolvido foi 50 % superior ao observado para as
fermentagdes iniciais, com as mesmas condi¢des. Este resultado indica que a variagao
extrema e aleatoria na concentracdo de oxigénio dissolvido durante uma fermentagdo
apresenta um efeito prejudicial a produtividade de biossurfactantes em biorreator por

Pseudomonas aeruginosa. Assim, a implementagdo do sistema de controle com o uso
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do Controlador Logico Programavel foi extremamente benéfica ao presente trabalho,
também possibilitando a investigagdo do consumo de oxigénio da cepa microbiana em
estudo. Em termos da concentracdo final de biossurfactantes, o valor obtido, 5,0 g/L,
pode ser comparado aos reportados na literatura para a producdo em biorreatores com o
processo em batelada simples. BENINCASA et al. (2002) reportaram uma concentracao
de 8,5 g/L, com 1,2 litro de volume 1til em um biorreator, enquanto que REILING et al.
(1986) obtiveram 2,3 g/L, quando trabalhando em um biorreator com 23 litros de

volume util.

Outro aspecto interessante recai sobre a comparagdo entre a variagao inicial no
valor da taxa especifica de consumo de oxigénio (SOUR) e o aumento na concentragdo
de células. Na Figura 4.41 est4 apresentada a avaliagdo entre o crescimento microbiano
e a variagdo na taxa especifica de consumo de oxigénio para a fermentagdo com

concentragdo de oxigénio dissolvido de 4,0 mg/L.
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Figura 4.41: Crescimento microbiano (em grama de células por litro) e consumo de
oxigénio — SOUR (em miligrama de oxigénio por grama de células por hora) — em

fun¢do do tempo de fermentacao.

No inicio do experimento, a elevaciao no valor do consumo se inicia com 4 horas

de fermentagdo e dura cerca de 12 horas, até quando a fermentagio atinge 16 horas. E
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interessante notar que esse aumento na taxa de consumo coincide com a fase
exponencial de crescimento microbiano, como observado na Figura 4.41. Assim, pode-
se concluir que o oxigénio ¢ um nutriente essencial para o crescimento microbiano, e
que o seu consumo estd diretamente relacionado com a fase da fermentacdo em que as
bactérias se encontram, sendo consumido avidamente durante a fase exponencial de

crescimento (GOMEZ et al., 2006).

Como citado anteriormente, em todas as fermentagdes foi observada uma alta
taxa de consumo da fonte de nitrogé€nio, o nitrato de sdédio, logo no inicio dos
experimentos. Com o novo sistema de controle de oxigénio em uso, este comportamento

também foi observado e estd apresentado na Figura 4.42.
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Figura 4.42: Crescimento microbiano e consumo de nitrogénio — Concentragao de ions
nitrato (em grama por litro) e concentra¢cdo de biomassa (em grama de células por litro)

em fung¢do do tempo de fermentacao.

Este elevado consumo de nitrato pode ser explicado pelo fato de as células serem
preparadas para o inicio das fermentagdes em um meio com alta concentragao de
nitrogénio. Assim, entrando em contato com um meio com concentracdo baixa deste
nutriente, ele ¢ transportado e consumido rapidamente, principalmente na fase de

adaptacdo, onde 70 % deste ¢ absorvido. A produ¢ao de ramnolipideos se da neste meio
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limitado em termos de nitrogénio (SANTOS, 2003, MULLIGAN e GIBBS, 1989, CHA
etal.,2007).

Com o sistema de oxigenagdo com o controle automatizado, também foram
conduzidas novas fermentagdes com adi¢ao suplementar de nitrato de sédio em 24 e em
48 horas. O perfil cinético de uma fermentagcdo conduzida com a adi¢ao suplementar de

nitrato est4 apresentado na Figura 4.43.
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Figura 4.43: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — alimentagao

suplementar de nitrato de sodio.

O perfil cinético apresentado mostrou-se similar aos obtidos anteriormente.
Novamente, ndo foi observada a extensdo da fase de crescimento microbiano ou o
aumento na producdo de biossurfactantes com a adi¢do extra da fonte de nitrogénio. As
fermentagdes em duplicata foram conduzidas com concentragdo de oxigénio dissolvido
igual a 4,0 mg/L e os resultados médios de crescimento celular, produtividade e

rendimento obtidos estdo apresentados nas Tabelas 4.26 ¢ 4.27.

Como observado nas fermentacdes onde o controle da oxigenagdo ainda era

realizado de forma manual, além de ndo apresentar algum beneficio em termos de
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produtividade, a alimentacao suplementar de nitrato se mostrou ineficiente por reduzir
expressivamente o rendimento de substrato em produto, de 0,20 para 0,13, além de
provocar um aumento de 45 % no consumo da fonte de carbono. Novamente, este
resultado ¢ distinto do observado por TAVARES (2007), que observou que a
alimentagdo suplementar da fonte de nitrogénio eleva a produgdo de células e de
ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em biorreator de 0,6 L com oxigénio
alimentado por borbulhamento e adicdo de anti-espumante. Esta diferenca de
comportamento fisiologico frente a adi¢do da fonte de nitrogénio deve estar relacionado
a forma com que o oxigénio ¢ alimentado ao sistema e/ou ao uso do agente anti-

espumante.

Tabela 4.26: Producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — alimentagao
suplementar de nitrato de sddio (biomassa e concentracdo de produto). Fermentacdes

com 4,0 mg/L de oxigénio dissolvido.

Alimentagao de Biomassa Biomassa com 6 Concentragao maxima
nitrato (24 e 48 horas) | inicial (g/L) dias (g/L) de produto (g/L)
Nao 0,8 2,5 5,0
Sim 0,9 2,1 4,0

Tabela 4.27: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — alimentagao
suplementar de nitrato de sodio (produtividade e rendimento). Fermentacdes com 4,0

mg/L de oxigénio dissolvido.

Alimentacao de Produtividade CO;Silcl:rlglde Yopss (g de ramnolipideos
nitrato (24 ¢ 48 horas) (mg/L.h) (me/L.h) por g de glicerol)
Nao 29,4 151,5 0,20
Sim 29.3 219,3 0,13

Outro ponto investigado foi o tempo de fermentacdo. A maior parte das
fermentagdes foi conduzida por apenas 7 dias, tempo suficiente para se avaliar a
produtividade de ramnolipideos em cada condi¢do estudada. Porém alguns testes foram
realizados com a condu¢do de experimentos mais longos para se avaliar a viabilidade

das células.
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Os dois primeiros experimentos a serem conduzidos por mais de 7 dias foram
fermentagdes com a adi¢do suplementar com nitrato em 24 e 48 horas e com a

concentragdo de oxigénio dissolvido mantida em 4,0 mg/L.

A cinética de crescimento microbiano de uma fermentacdo de longa duracao
conduzida com a adicdo de glicerol para repor a fonte de carbono consumida estd

apresentada na Figura 4.44.
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Figura 4.44: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — fermentagao de
longa duragdo com alimentagdo suplementar de nitrato de sddio e adi¢@o extra de

glicerol.

Na primeira fermentag¢do de longa duragdo a ser investigada, foi observado que a
concentragdo da fonte de carbono, o glicerol, inicialmente igual a 30,0 g/L, atingiu valor
proximo a 5,0 g/ com apenas 5 dias de fermentacao. Assim, para que se evitasse o fim
da fonte de carbono, que poderia resultar no encerramento da producdo de
ramnolipideos ou até no consumo do biossurfactante ja produzido, foi realizada a adi¢ao
extra de glicerol, de tal modo que sua concentracdo se elevasse em 10,0 g/L. Mais duas

adi¢des de glicerol foram realizadas até o fim da fermentagdo para se evitar o
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esgotamento dessa fonte de carbono. Como pode ser observado na Figura 4.44, a
producao de ramnolipideos ndo seguiu além dos 7 dias (168 horas). Porém, o
biossurfactante ndo foi consumido, ja que havia outra fonte de carbono de mais facil
assimilagdo disponivel. Apos 15 dias, foi observada a morte celular e a fermentacao foi

encerrada.

A producdo de ramnolipideos se d4 em condi¢des onde o acesso a fonte de
nitrogénio ¢ limitado (BENINCASA, 2002). Contudo, esse nutriente ¢ essencial para a
manuten¢do da viabilidade celular. Assim, uma nova fermentacdo de longa duragdo
seguinte foi conduzida com a adi¢cdo de uma solugdo contendo ndo apenas glicerol, mas
também nitrato de sodio. Essa solucdo de alimentacdo apresentava a mesma relagdo
carbono/nitrogénio do meio de fermentacdo inicial. A cinética de crescimento
microbiano, a producdo de biossurfactante e o consumo da fonte de carbono desta

fermentagdo estdo apresentados na Figura 4.45.
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Figura 4.45: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — fermentagao de
longa duragdo com alimentacao suplementar de nitrato de sddio e adigao extra de

glicerol e nitrato de sédio.
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Neste novo experimento, foi possivel a manutengdo da producao de
ramnolipideos por até 19 dias (460 horas), chegando a uma concentracao igual a 7,9
g/L, com produtividade igual a 17,2 mg/L.h. Este resultado mostra que a produgdo de
ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa PA1 pode ser conduzida em fermentadores
com o auxilio da oxigenagdo por membranas por um longo periodo, com o modo de
condugao estabelecido como uma batelada alimentada. Porém, BENINCASA et al.
(2002) obtiveram um valor de 15,9 g/L de ramnolipideos quando conduzindo um
processo em biorreator com alimentagdo extra das fontes de carbono e nitrogénio. A
taxa especifica de consumo de oxigénio durante esta fermentagdo estd apresentada na

Figura 4.46.
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Figura 4.46: Taxa especifica de consumo de oxigénio (SOUR — Specific Oxygen Uptake
Rate), expressa em miligrama de oxigénio por grama de células por hora, ao longo de
uma fermentacdo de longa duragdo para a producdo de ramnolipideos por Pseudomonas

aeruginosa. Os pontos em cruz marcam as adigdes de carbono e nitrogénio.

Pode-se observar que ocorre uma alteragdo imediata no consumo de oxigénio a
cada adicdo da solugdo de glicerol e nitrato de s6dio, com o valor da taxa se elevando
para cerca de 60,0 mg/g.h. Pouco tempo depois de cada adigdo, a taxa de consumo
retorna a valores proximos a 20,0 mg/g.h, valor atingido no fim das fermentagdes

conduzidas em batelada simples. Essa alteracio no consumo de oxigénio estd
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relacionada com uma mudan¢a no metabolismo celular com maior utilizagdo de

oxigénio pelas células devido a maior disponibilidade de nitrogénio no meio de cultivo.

Contudo, deve-se ressaltar que essa mesma fermentagdo apresentava
produtividade igual a 28,1 mg/L.h com 5 dias de experimento ¢ que a adicdo
suplementar de nitrogénio com 24 e 48 horas leva a um grande consumo da fonte de
carbono. Assim, foi conduzida uma fermentagdo sem a alimentacdo da fonte de
nitrogénio no inicio da fermentagdo e com a alimentagdo da solucdo contendo glicerol e
nitrato sempre que a concentracdo da fonte de carbono atingisse valores proximos a 5,0

g/L. Os resultados dessa fermentacado estdo apresentados na Figura 4.47.
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Figura 4.47: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — fermentagao de

longa duragdo com adicao extra de glicerol e nitrato de sodio.

Esse novo experimento foi conduzido por 16 dias e foi possivel se atingir uma
concentragdo final de ramnolipideos igual a 16,9 g/L, superior a obtida por
BENINCASA et al. (2002). A produtividade passou de 28,7 mg/L.h em 5 dias de
fermentagdo no experimento anterior (Figura 4.45) para 44,3 mg/L.h (Figura 4.47).
Nesta ultima fermentag¢do, a produtividade inicial, calculada com 7 dias, apresentou

valor em torno de 30 mg/L.h, similar aos obtidos anteriormente. Mas, com o decorrer da
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fermentagdo e com as adigdes extras de carbono e nitrogénio, esse valor se elevou para
49,0 mg/L.h, entre o sétimo dia e o fim do experimento. Isto pode ocorrer pelo fato das
células ja estarem mais adaptadas ao meio de fermentacdo neste ponto — das adigdes —

do que no inicio do experimento.

A comparagdo entre as fermentagdes de longa duracdo com e sem a adigdo de

nitrato com 24 e 48 horas de fermentacdo esta apresentada nas Tabelas 4.28 e 4.29.

Tabela 4.28: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em fermentagoes

de longa duracdao — com e sem adi¢ao suplementar de nitrato (biomassa e concentracao

de produto).
Alimentacao de Biomassa Biomassa — conc. | Concentragdo maxima
nitrato (24 e 48 horas) | 1inicial (g/L) maxima (g/L) de produto (g/L)
Sim 0,8 2,1 7,9
Nio 0,8 2,7 16,9

Tabela 4.29: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em fermentagoes

de longa duragdo — com e sem adi¢ao suplementar de nitrato (produtividade e

rendimento).
Alimentacao de Produtividade Congumo i Ypss (g de ramnolipideos
nitrato (24 e 48 horas) (mg/L.h) ol por g de glicerol)
(mg/L.h)
Sim 17,2 185,6 0,09
Nao 44,3 131,3 0,34

Pode-se observar que, também em relacdo ao rendimento da conversdo de
substrato em produto (Yps), a fermentagdo sem a adicdo de nitrato se iguala as
fermentagdes anteriores realizadas em frascos agitados. Também nota-se que, mesmo
com um resultado inferior, o rendimento da fermentacdo de longa duracdo com a
alimentagdo de suplementar de nitrato se compara aos resultados das fermentagdes com

as mesmas condi¢des ¢ uma duragcdo menor.
Assim, pode-se afirmar que o processo conduzido no biorreator com oxigenacao

por membranas atingiu valores de produtividade proximos aos valores obtidos em

frascos agitados, atingindo concentragdo de at¢ 16,9 g/l de ramnolipideos, com
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rendimento de substrato em produto de 0,34. Ainda, como ja mencionado
anteriormente, afirma-se que o novo sistema, proposto para viabilizar o aumento de
escala da producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa, pode ser utilizado
continuamente por tempo superior a duas semanas, garantindo uma redu¢ao nos custos
de processamento, devido a eliminacdo de algumas etapas do preparo do inoculo, se

comparado a processos com menor duragao.

Os melhores resultados de produtividade de ramnolipideos obtidos recentemente
pelo nosso grupo de trabalho estdo apresentados na Tabela 4.30. Comparando os
resultados apresentados no presente trabalho com os demais obtidos pelo mesmo grupo
de pesquisa, utilizando a cepa PAl de Pseudomonas aeruginosa na produgdo de
ramnolipideos a partir de glicerol, observa-se um crescente aumento na concentracao
final de ramnolipideos e em sua produtividade volumétrica. A concentracao final de
ramnolipideos obtida no presente trabalho foi a maior atingida por todo o grupo ¢ o
valor de produtividade est4 entre os maiores quando a fermentacdo ¢ conduzida sem a
adi¢do de agentes anti-espumantes. Além disso, o volume total de meio de fermentagado
utilizado neste trabalho foi superior aos demais, resultando na produgdo de 132,9

miligramas de ramnolipideos por hora de fermentagao.

Tabela 4.30: Produg@o de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa PA1 a partir de

glicerol: resultados recentes deste grupo de pesquisa.

Referéncia Ramnolipideos | Produtividade | Volume | Produgado
(/L) (mg/L.h) L | (mgh)
SANTA ANNA, 2000 2,6 19,0 0,4 7,6
SANTA ANNA et al., 2002 7,0 41,9 0,4 16,8
SANTOS, 2003 9,0 47,0 0,1 4,7
TAVARES, 2007 7,4 77,1 0,6 46,3
Presente trabalho 16,9 443 3,0 132,9

4.4.4. Testes de Fermentagdes em Seqiiéncia
Também visando o maior entendimento do comportamento celular, foram

realizados alguns testes em frascos agitados contemplando fermentagdes em seqiliéncia.

Estas fermentagdes foram iniciadas com as células provenientes de uma fermentagdo
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anterior, conduzida em batelada simples, ao invés de se utilizar o procedimento
tradicional de preparo do inoculo. A fermentacao “a” foi realizada com o uso do indculo
convencional. A fermentagao “b”, com o inodculo de células do final da fermentagao “a”,
apos 9 dias, e a fermentacdo “c”, com o indculo de células do final da fermentagdo “b”,
que durou 10 dias. Os resultados obtidos para essas fermentagdes estdo apresentados nas

Figuras 4.48, 4.49 e 4.50, e nas Tabelas 4.31 ¢ 4.32.

Os valores de produtividade e rendimento obtidos nestes experimentos foram
inferiores aos obtidos anteriormente. Isto pode ter ocorrido devido a alguma alteragdo
na cepa bacteriana utilizada nestes experimentos. Mesmo assim, pode ser observado
que, tanto em termos de produtividade quanto de rendimento, as fermentagdes
conduzidas com células provenientes do final de outros experimentos apresentaram
resultados proximos aos obtidos com a fermentagdo com o inoculo convencional. Como
reportado por SANTOS (2003), a recuperacao e reutilizagdo da biomassa proveniente
do final de uma fermenta¢do ndo representou perda da capacidade de crescimento
celular e de producdo de biossurfactante. Assim, além de ser vidvel a condugdo de
fermentagdes de longa duragdo, as células provenientes destas fermentagdes podem ser
utilizadas para o inicio de outros experimentos, nao sendo necessaria a etapa do preparo
do inoculo ao inicio de cada fermentacdo. Esta estratégia, além de conduzir a um
aumento global da produtividade através da reducdo do tempo de preparo do inodculo,
ainda pode facilitar a conducdo da etapa de pré-indculo em processos conduzidos em

maiores escalas.
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Figura 4.48: Produ¢ao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — crescimento

celular nas fermentacdes em seqiiéncia realizadas em frascos agitados.
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Figura 4.49: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — produtividade

nas fermentagdes em seqiiéncia realizadas em frascos agitados.
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Figura 4.50: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa — consumo de

glicerol nas fermentagdes em seqiiéncia realizadas em frascos agitados.

Tabela 4.31: Produgao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em frascos

agitados — fermentagdes em seqiiéncia (biomassa e concentragao de produto).

v ' Bigmassa Biomqssa —conc. | Concentragdo maxima
inicial (g/L) maxima (g/L) de produto (g/L)
a 1,2 1,7 3,6
b 1,0 2,0 4,3
Cc 1,2 2,0 3,3

Tabela 4.32: Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em frascos

agitados — fermentagdes em seqiiéncia (produtividade e rendimento).

Produtividade

Consumo de

Ypss (g de ramnolipideos

Fermentagio (mg/L.h) (illlgc/elf_(;ll) por g de glicerol)
a 18,8 75,5 0,25
b 22,6 82,7 0,27
c 19,7 - -
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5. Conclusoes e Sugestoes

A seguir, sao apresentadas as principais conclusdes do presente trabalho e

algumas sugestoes para a sua continuidade.

Modelagem e Simulaciao do Oxigenador

O uso de contactores com fibras-ocas microporosas cobertas com uma fina
camada superficial (pele) de material denso com grande afinidade pelo oxigénio, neste
caso o silicone, leva a uma maior capacidade de transferéncia de gas, se comparado ao
uso de fibras microporosas simples. Mesmo com a resisténcia extra a transferéncia pela
presenca da camada densa, a absor¢do se da por toda a extensdo da fibra, diferente do

caso da membrana simples, onde a area interfacial se resume a area de poros.

A dependéncia do valor da area de membrana com a vazao por fibra (velocidade
de escoamento, numero de Reynolds) também deve ser ressaltada. Para baixos valores
de vazdo, observa-se que o seu aumento leva a diminuicdo da éarea, o que pode ser
explicado pelo favorecimento da transferéncia de massa pelo aumento da for¢a motriz
do processo, o gradiente de concentracdo. Mas, com o continuo aumento dessa vazao, o
valor da area volta a aumentar. Este fato ocorre devido & diminui¢cdo no tempo de
residéncia do liquido nas fibras, que passa a ndo ser mais suficiente para atender

determinada taxa de transferéncia requerida.

Para a maior parte das condi¢des estudadas, com o uso de fibras-ocas compostas,
foi possivel se obter valores de area inferiores a 1,0 metro quadrado, ajustando-se as
condigdes operacionais. Com a correta escolha da pressdo de operagdo da corrente
gasosa e de sua composi¢cdo, ar ou oxigénio puro, além da definicdo da vazdo da
corrente liquida, pode-se escolher um contactor com valor de 4rea relativamente baixo

para o uso como oxigenador em um processo fermentativo.
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Estimacio de parametros na oxigenacio

Os erros experimentais foram os fatores principais para a dificuldade de ajuste
de alguma fungdo aos valores obtidos para o coeficiente volumétrico de transferéncia de
massa. Mesmo com essa dificuldade, o modelo final utilizado e seus pardmetros podem
descrever o sistema em estudo com alguma propriedade. Foi observado que a
transferéncia de oxigénio ¢ fortemente influenciada pela vazdo da corrente liquida,

tendo seu aumento uma atuacdo positiva frente a oxigenagao.

Outra variavel que demonstrou influéncia positiva sobre a quantidade total de
oxigénio transferida foi a pressdao parcial de oxigénio na corrente gasosa, como
esperado, ja que ha o aumento do gradiente de concentragdo na fase liquida (aumento na

concentragdo de equilibrio) e este € a for¢a motriz do processo.

Testes de oxigenacio

Contactores de fibras microporosas podem ser usados para a oxigenagdao de
correntes aquosas com valores de tensdo superficial proximos ao da agua pura. Quando
utilizadas correntes com baixos valores de tensdo superficial (28,4 mN/m), a interface
ndo fica imobilizada na entrada dos poros — ocorre a passagem de liquido quando a
pressdo desta fase € superior a da fase gasosa. Para a oxigenagdo destas correntes, deve-

se utilizar membranas compostas.

Os coeficientes de transferéncia de massa obtidos para as membranas compostas

sdo equivalentes aos obtidos para as membranas microporosas simples.

A oxigenagdo com o escoamento de liquido pelo lado externo das fibras leva a
maiores valores dos coeficientes de transferéncia de massa. Entretanto, esta op¢do nao
pode ser considerada para a oxigenacdo de meios de cultivo quando usadas as fibras
compostas com a camada superficial densa interna, devido a grande concentracao de
proteinas e demais produtos do metabolismo celular que ficam aderidos aos poros

superficiais da membrana, reduzindo sua area util.
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Foi observada a reducdo da capacidade de oxigenacao dos mddulos com fibras
compostas com o passar do tempo. Esta redugdo esta relacionada a condensagado capilar
de 4gua no interior dos poros (dgua que se difunde da fase liquida para a gasosa e
condensa no interior dos poros), ja discutida anteriormente. Para se contornar este
problema, recorre-se a utilizacdo de fibras densas, que apresentam desempenho

inalterado apds a condugao de diversos testes.

Fermentacoes

Foi comprovado que o oxigénio ¢ extremamente importante para o crescimento
celular e para a produgdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa PA1 em um
biorreator. Além disso, o escoamento do meio de cultivo contendo as células por uma
bomba de engrenagens nao afetou o crescimento celular ou a produtividade. Assim,
contornando o problema da formacdo excessiva de espuma, o sistema de oxigenagdo

através de um contactor de membranas externo ao biorreator se faz viavel e necessario.

O sistema de oxigenagdo com controle manual da concentracdo de oxigénio
dissolvido mostrou-se impreciso, permitindo uma grande variacdo deste parametro
durante as fermentacdes. Mesmo assim, foi possivel a obtengdo de valores de
produtividade de ramnolipideos em torno de 20 mg/L.h, com consumo de glicerol
proximo a 100 mg/L.h e rendimento de substrato em produto de 0,20. A produtividade
obtida ¢ cerca de 50 % inferior aquela obtida em fermentagdes em frascos agitados,
porém estes resultados j& indicam a possibilidade do uso deste sistema de oxigenagao na

produgdo de ramnolipideos em maior escala.

O controle automatizado da concentra¢do de oxigénio dissolvido solucionou o
problema de sua grande variacdo ao longo de uma fermentacdo e ainda possibilitou a
obtencdo dos valores de consumo de oxigénio das bactérias. Foi interessante notar a
variacdo da taxa especifica de consumo de oxigénio ao longo do tempo, tendo seu valor
elevado durante a fase exponencial do crescimento celular, atingindo até 100

miligramas de oxigénio por grama de célula por hora. Outro ponto foi a estabilizacdo
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deste valor em torno de 20 mg/g.h, quando na fase estaciondria de crescimento, onde a
producao de ramnolipideos ¢ maxima. Estes valores para o consumo de oxigénio nao

apresentaram variagdes significativas com a alteragdo dos parametros investigados.

Foi possivel determinar que a concentragdo de oxigénio dissolvido ideal para a
producao de ramnolipideos pela cepa bacteriana Pseudomonas aeruginosa PA1 ¢ igual
a 4,0 mg/L. Nesta situagao, foi obtida uma produtividade volumétrica igual a 30 mg/L.h
e um consumo de glicerol de 150 mg/L.h. Esta produtividade ¢ 50 % superior a obtida
sem o controle da concentragdo de oxigénio dissolvido, mantendo-se o mesmo
rendimento de substrato em produto, de 0,20. Concentragdes inferiores a 4,0 mg/L de
oxigénio dissolvido dificultam o acesso a esse nutriente e superiores causam estresse

oxidativo nas células.

Contrariamente ao reportado anteriormente na literatura, a adi¢do suplementar da
fonte de nitrogénio nas primeiras horas de fermentacdo ndo elevou a concentragdo
celular e, consequentemente, ndo apresentou efeito sobre a producao de ramnolipideos.
Com o sistema em estudo, foi ainda observado um aumento no consumo da fonte de

carbono, reduzindo o rendimento da fermentacao.

Para a condugdo de experimentos de longa duracdo, fez-se necessaria a adicao
extra da fonte de carbono, que era esgotada. Mas a produgdo do biossurfactante somente
foi mantida quando, junto a fonte de carbono, foi adicionada também a fonte de
nitrogénio utilizada no meio inicial de modo a se manter a mesma relacdo
carbono/nitrogénio. Assim, foi possivel se obter uma concentracdo de ramnolipideos de
16,9 g/L apds 16 dias de fermentagdo, correspondendo a uma produtividade de 44,3
mg/L.h, com rendimento de substrato em produto de 0,34 e produgdao de 132,9

miligramas de ramnolipideos por hora.

Sugestoes para trabalhos futuros

O processo proposto ¢ uma boa alternativa para a produ¢do de ramnolipideos,

favorecendo o controle e 0 aumento de escala de produgdo. A partir deste ponto, novos
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testes devem ser realizados contemplando a otimizacdo da composi¢do do meio de
fermentagdo para as novas condi¢des de trabalho. Também se deve investigar o reciclo
de células para o fermentador e a retirada continua do produto, que podem resultar na
operacdo em condigdes de alta densidade celular e conseqiiente aumento na
produtividade do sistema. Por fim, recomenda-se também investigar a implementacao
de um sistema de oxigenagao por membranas acoplado a outro, de microfiltragdo, para a
retengdo de células. A transferéncia de oxigénio seria realizada apenas para a corrente
livre de células, que também retornaria ao biorreator. Assim, poderia se evitar o estresse
oxidativo, que pode ocorrer devido a passagem de todas as bactérias pelo oxigenador,

que entram em contato pontualmente com elevadas concentracdes de oxigénio.
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7. Anexos

Anexo 1

Curvas de calibracao

1) Determinagdo da concentracdo de células
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Anexo 2

Rotinas computacionais utilizadas na simulacdo do contactor gas/liquido —

oxigenacao de corrente aquosa.

a) Fibras-ocas microporosas simples — escoamento de liquido interno as fibras

Coeficientes de transferéncia de massa

Aeracio - Modelagem

Observagoes :
1) fibras-ocas microporosas
2) fluxo de liquido na parte interna das fibras

3) escoamento de liquido em regime laminar

Objetivo - Determinar o menor valor para a area de membrana, fornecendo uma quantidade de oxigénio

equivalente a determinado valor de Kla, usando a correlagao para kL de Harry Futselaar.

Inicio:
c:=4 Concentracdo de oxigénio na corrente de saida do bio-reator (g/m3)
p=24 Pressdo parcial do oxigénio (atm)
H:=4.410" Constante de Henry (atm)
X:= P Fracdo molar de oxigénio na fase liquida
H
ceq :=1.78 10%x Concentragdo de oxigénio no equilibrio a pressdo p (g/m3)
40.5 ~ e e N

ceql := 7 Concentracdo de oxigénio no equilibrio a pressdo atm (g/m3)
V:=.01 Volume do bio-reator (m3)
Klah:= 10 Taxa de aerag@o (1/h)

a:= Klah Taxa de aeragdo (1/s)

3600

d :=.001 Diametro interno das fibras (m)
D:=2510" Coeficiente de difusdo oxigénio/agua na fase liquida (m2/s)
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N :=200

Numero de fibras (chute inicial)

X:=—Kla-(ceql —¢)-V  Definigdo

C:=ceq —c

Defini¢ao

Determinagdo da area de membrana para determinado valor de vazdo de liquido:

QL1:=.2 107 Vazido da corrente liquida por fibra(m3/s)
QL:= N-QL1 Vazdo da corrente liquida (m3/s)
L:=1 Comprimento das fibras (m) - atribuicdo inicial
2
1 d 3 C
L:=root| N — . -(N-QL1)3-ln —\ ,L
n-d-L ) 1 C X
S 4 " NoL)
1.62D"-
- N-L )
L=0.848
A :=md-LN
A =0.533
v :=20% Porcentagem de vazios - porosidade
A .
At =— Area total de membrana (m2)
v
At =2.665
cR:=c— Q_ Concentragao de oxigénio na corrente de retorno ao bio-reator (g/m3)
L
cR = 6.847
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b) Fibras-ocas microporosas simples — escoamento de liquido externo as fibras

Coeficientes de transferéncia de massa

Aeracio - Modelagem

Observagoes :

1) fibras-ocas microporosas

2) fluxo de liquido na parte externa das fibras

3) escoamento de liquido em regime laminar

Objetivo - Determinar o menor valor para a area de membrana, fornecendo uma quantidade de oxigénio

equivalente a determinado valor de Kla, usando a correlago para kL de Harry Futselaar.

Inicio:
c:=4
p=24

H:=4.410"
_ P
X=—
H

ceq = 1.78 10°x

| 40.5
ceql i=—
a 5

V:=.01
Klah:=10

a Klah
3600

a:

d :=.001

D:=2510"

X :=—Kla-(ceql —¢)-V

C:=ceq —c
Cl:=3.66D
C2:=1.61D

Concentragdo de oxigénio na corrente de saida do bio-reator (g/m3)

Pressao parcial do oxigénio (atm)

Constante de Henry (atm)

Fracdo molar de oxigénio na fase liquida

Concentragdo de oxigénio no equilibrio a pressao p (g/m3)
Concentracao de oxigénio no equilibrio a pressao atm (g/m3)

Volume do bio-reator (m3)

Taxa de aeragao (1/h)
Taxa de aerag@o (1/s)

Diametro interno das fibras (m)

Coeficiente de difusdo oxigénio/agua na fase liquida (m2/s)
Defini¢do

Definicao

Definicao

Definigéo
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C3:=

n-D-L

Definigao

Determinagdo da area de membrana para determinado valor de vazdo de liquido:

QL1:=.210° Vazéo por fibra (m3/s)
L:=1 Comprimento das fibras (m) - atribuigdo inicial
N :=200 Numero de fibras
QL:=N-QL1 Vazao da corrente liquida (m3/s)

L-d C
L:=root| L — . Q -In \ ,L

n-d-N 1 X
Cl+ C2(C3-QL) QL)

L=0.015
A =nd-LN Area de troca (m2)

A =9.607x 10>

v =20%

A
At :=—

v
At = 0.048
cRi=¢c—-—

QL

cR = 6.847

Porcentagem de vazios - porosidade

Area total de membrana (m2)

Concentracdo de oxigénio na corrente de retorno ao bio-reator (g/m3)
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¢) Fibras-ocas microporosas cobertas com camada superficial densa — escoamento de

liquido interno as fibras

Coeficientes de transferéncia de massa

Aeracio - Modelagem

Observagoes :

1) fibras-ocas microporosas cobertas internamente com pele densa de silicone

2) fluxo de liquido na parte interna das fibras

3) escoamento de liquido em regime laminar

Objetivo - Determinar o menor valor para a drea de membrana, fornecendo uma quantidade de oxigénio

equivalente a determinado valor de Kla, usando a correlacio para kL de H. Futselaar.

Inicio:
c:=4
p=4
ceq :=180p
! 40.5
ceql .= —
a 5
V:=.01
Klah:=10
Klah
Kla:=
3600
d:=.001
D:=2510"
—9
D2:=2.510
1:=.000050
D2
kP :=—
1
m:=4.5
kP :=kP-m

Concentracdo de oxigénio na corrente de saida do bio-reator (g/m3)
Pressao parcial do oxigénio (atm)

Concentragao de oxigénio no equilibrio a pressao p (g/m3)
Concentracao de oxigénio no equilibrio a pressdo atm (g/m3)

Volume do bio-reator (m3)

Taxa de aeragdo (1/h)
Taxa de aeragao (1/s)

Diametro interno das fibras (m)
Coeficiente de difusdo oxigénio/agua na fase liquida (m2/s)

Coeficiente de difusdo oxigénio/silicone (m2/s)

Espessura da pele densa (m)
Coeficiente de TM (m/s)

Coeficiente de particao silicone/agua (Csilicone/Cagua)

Correcéo do coeficiente de TM
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m

X:=-Kla(ceql —¢)-V

C:=ceq—c

Corregdo da concentragdo de oxigénio no equilibrio (g/m3)

Defini¢ao

Definicao

Determinagdo da area de membrana para determinado valor de vazao de liquido:

L:=1
N :=200
QL1:=.210"°
QL:= N-QL1
L :=root| N — .
n-d-L

L=10.983
A :=mnd-L'N
A =0.618
cRi=¢c—-—

QL
cR = 6.847

Comprimento das fibras - atribui¢éo inicial (m)

Numero de fibras

Vazao da corrente liquida por fibra (m3/s)

Vazio da corrente liquida (m3/s)

L, ! -QLI-N-In _c L
kP 1 X
D 4 QLI1’ c* QLLN )
Z1.62] = =—
d (TC D-L)

Area total de membrana(m2)

Concentragdo de oxigénio na corrente de retorno ao bio-reator (g/m3)
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d) Fibras-ocas microporosas cobertas com camada superficial densa — escoamento de

liquido interno as fibras

Balango de massa para o gés

Aeracio - Modelagem

Observagoes :

1) fibras-ocas microporosas cobertas internamente com pele densa de silicone
2) fluxo de liquido na parte interna das fibras

3) inclui o célculo dos B's

Objetivo - Determinar o menor valor para a area de membrana, fornecendo uma quantidade de oxigénio
equivalente a determinado valor de Kla, usando a solugdo da equagdo diferencial, obtida pelo balango de

massa para o oxigénio ao longo da fibra, de Hines.

Inicio

K:= 4L5 Coeficiente de particdo O2-agua/O2-silicone

p=24 Pressdo parcial de O2 na corrente gasosa (atm)

cS :=180p Concentragdo de O2 na superficie da pele de silicone (g/m3)

c0:=4 Concentracdo de O2 na corrente liquida na entrada do aerador (g/m3)

R :=.0005 Raio interno da fibra (m)

1:=.000050 Espessura da pele densa (m)

D1:=2.510" Coeficiente de difusdo O2-agua (m2/s)

D2:=2.510" Coeficiente de difusdo O2-silicone (m2/s)

Ql:=2 10°° Vazao da corrente liquida por fibra (m3/s)

U:= QU Velocidade média da corrente liquida em uma fibra (m/s)
R’

C:=K:cS Definicao

D:= bl Definicao
U
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i:=0..10

1853+ 2.1459
T 14 892la

_ 37948+ 1.2688a

YT 14 2291a

_6.9940+ 1.0660a

Bo:
1+ .1226a

10.1592+ 9456 a

1 07970

13.3138+ .8607-a

Bs:=
1+ .0572a

16.4636+ .7963 a

Bs:=
1+ .0437a

0
2.351
5.384
8.434

11.493
14.562
17.629
20.697
23.798
26.891
29.992
33.064

Ol N~ WO|IDN|—~|O

-
o

Perfil de concentragdo de O2 na corrente liquida em uma fibra (g/m3):

Defini¢do

Coeficientes utilizados na resolug@o da equagdo diferencial (B's):

19.6107+ 74440
O 14 .03480

227563+ 70140
T 1402850

_ 25.9006+ 66740t
1+.02400;

Bsg:

29,0443+ 63590
S 1402050

32.1878+ .6080 o

10 =
1+ .0178a

z:=1
r:=.0003
(2.01.]0(%)) —(Bi)jD-z
c:=C+ (c0-0O) e R
2| o - ko
¢ =6.333
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b= —.(.0005+ 0003 — .0005
100

J
(z.a.Jo(@\ (o

f(z,r):=C+(cO—C)-Z R )) e K

=L [[(8)*+ o’ -10(s)

Ak,j = f(ak,bj)

-410 % =210 0 210 4410

Determinagdo da expressdo para a derivada da fungdo do perfil de concentragdo ao longo da fibra:
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1:=0..1000

i

Z = 2
1000
R=5x10"
R
dr .= ——
10000
- (R+dr)| -1flz,R
b, = fz,(R+dn] - f(zR)
dr
1
Df2; := —

Fit := line(z, Df2)

Coeficientes do ajuste na forma "a+b*x"

 (6.088x 10°°)
Fit=

1.17x 10°° )
corr(z,Df2)* = 0.985

1

Df(¢) i= ——
( ) F1t0+ Fitl'C

R2

Derivada da fun¢édo c

A partir do ajuste da curva da derivada da concentracdo em relagdo ao raio, tem-se:

Klah:=10
Klah
la:=
3600
V:=.01
40.5
ceq i=——
d 5

Qt :=KlaV-(ceq — c0)

Qt=1.139x 10°*
L:=.695
n := 200

Taxa de aeragdo (1/h)
Taxa de aerag@o (1/s)
Volume do bioreator (m3)
Concentragdo de equilibrio O2-agua a 1 atm (g/m3)

Quantidade de O, fornecida / tempo (g/s)

Comprimento das fibras - atribuig¢o inicial (m)

Numero de fibras
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Determinagdo da quantidade de O2 fornecida / tempo para determinados comprimento e nimero de

fibras:

L
( n2mR—2 - 1130% 1074
J Fity + Fit;-z
0
(In(Fity + L-Fit;) — In(Fity))
Fit,

2-n-m-R-DI- —1.139% 104

Determinagdo do niimero de fibras de comprimento L necessarias para o fornecimento de O2 definido

pelo valor de Kla:

L:= root|:|:2'n'n~R~D1~

(In(Fity + L-F'itl) — In(Fity)) Qt} ,L}
Fltl
L =0.695

Calculo da area total de membrana necessaria:

At :=n-2-1-R-L Area total de membrana (m2)

At =0.437
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Anexo 3

Raizes da equacio transcendental — solucio da equacao diferencial resultante do balangco de massa

Raizes da equacg&o B*J:(B)-L*Jo(B)=0

L B B2 Bs Ba Bs Be B7 Bs Bo B1o B11
0,00 0,0000 3,8137 7,0156 | 10,1735 | 13,3237 | 16,4706 | 19,6160 | 22,7600 | 25,9040 | 29,0470 | 32,1900
0,01 0,1412 3,8343 7,0170 | 10,1745 | 13,3244 | 16,4712 | 19,6170 | 22,7610 | 25,9040 | 29,0470 | 32,1900
0,10 0,4417 3,8577 7,0298 | 10,1833 | 13,3312 | 16,4767 | 19,6210 | 22,7650 | 25,9080 | 29,0500 | 32,1930
0,20 0,6170 3,8835 7,0440 | 10,1931 | 13,3387 | 16,4828 | 19,6260 | 22,7690 | 25,9110 | 29,0540 | 32,1960
0,50 0,9408 3,9594 7,0864 | 10,2225 | 13,3611 | 16,5010 | 19,6410 | 22,7820 | 25,9230 | 29,0640 | 32,2050
1,00 1,2558 | 4,0795 7,1558 | 10,2710 | 13,3984 | 16,5312 | 19,6670 | 22,8040 | 25,9420 | 29,0810 | 32,2210
2,00 1,5994 | 4,2910 7,2884 | 10,3658 | 13,4719 | 16,5910 | 19,7170 | 22,8480 | 25,9810 | 29,1150 | 32,2520
5,00 1,9898 4,7131 7,6177 | 10,6223 | 13,6786 | 16,7630 | 19,8640 | 22,9750 | 26,0940 | 29,2170 | 32,3430
10,00 2,1795 5,0332 7,9569 | 10,9363 | 13,9580 | 17,0099 | 20,0830 | 23,1710 | 26,2700 | 29,3770 | 32,4900

100,00 2,3809 5,4652 8,5678 | 11,6747 | 14,7834 | 17,8931 | 21,0040 | 24,1150 | 27,2260 | 30,3390 | 33,4510

Ajustes dos valores de 8 na forma:

Bn=(a+ b*L)/ (1+c*L)
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B B2 Bs Ba Bs Be Bz Bs Bo B1o B11
0,1853 | 3,7948 | 6,9940 | 10,1592 | 13,3138 | 16,4636 | 19,6107 | 22,7563 | 25,9006 | 29,0443 | 32,1878
2,1459 | 1,2688 | 1,0660 | 0,9456 | 0,8607 | 0,7963 | 0,7444 | 0,7014 0,6674 0,6359 | 0,6080
c 0,8921 0,2291 0,1226 | 0,0797 | 0,0572 | 0,0437 | 0,0348 | 0,0285 0,0240 0,0205 | 0,0178
Avaliacdo do ajuste:
B‘l BZ B3 B4 BS BG B7 BB BQ B10 B‘l 1
R® 0,9912 | 0,9975 | 0,9981 0,9988 | 0,9993 | 0,9996 | 0,9997 | 0,9998 0,9999 0,9999 | 0,9999
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