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RESUMO

Devido a natureza dos caldos de cultivo envolvendo microrganismos filamentosos
aerdbios, de modo de obter adequada transferéncia de oxigénio e homogeneizacdo do meio sdo
tradicionalmente empregados biorreatores convencionais tipo tanque agitado e aerado utilizando o
impelidor turbina de Rushton. Porém, esse impelidor apresenta desvantagens tais como o alto
consumo de energia ¢ elevado cisalhamento imposto ao meio, que pode provocar mudangas
morfologicas irreversiveis aos microrganismos, prejudicando o rendimento dos cultivos. Na
literatura especializada s3o indicados os impelidores denominados orelha de elefante ou
“FElephant Ear”’(EE), nas configuragdes de escoamento descendente (down-pumping) (EEDP) e de
escoamento ascendente (up-pumping) (EEUP), como adequados para cultivos de células sensiveis
ao cisalhamento. No entanto, esta carateristica nunca foi demostrada quantitativamente. No
presente trabalho foram avaliados e comparados parametros de transferéncia de oxigénio e
hidrodinamicos em biorreator convencional tipo tanque agitado e aerado, equipado com
impelidores como a cléssica turbina de Rushton (TR) e com EE nas configuragdes EEDP e EEUP.
Inicialmente foram obtidas equacdes de previsdo para a quantificagdo da velocidade de
cisalhamento média (y,,) nos diferentes sistemas em fun¢do da frequéncia de agitacdo do
impelidor e vazao especifica de ar e das propriedades reoldgicas de fluidos pseudoplasticos, com
base em metodologia que utiliza o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio como
parametro caracteristico. Valores obtidos de y,, para o impelidor TR pelas correlagdes obtidas
ficaram dentro de uma faixa de valores estimados por correlagdes de literatura validando a
metodologia empregada. Com base nas correlacdes de y,, € nos resultados de consumo de
poténcia, pode-se quantificar a dissipagdo de energia e a microescala de Kolmogorov (tamanho de
micro-turbilhdes). Para fluidos ndo-Newtonianos, os impelidores TR e EEUP geraram os menores
micro-turbilhdes com tamanhos nas faixas de 45,0-127,0 um e de 80,6-123,7 um,
respectivamente, mostrando serem esses impelidores mais cisalhantes que o impelidor EEDP.
Também com base nas equagdes de previsao de y,,, foram avaliadas as influéncias das condi¢des
de transferéncia de oxigénio e de cisalhamento em cultivos de Streptomyces clavuligerus visando
a producdo de acido clavulanico em biorreator convencional com os impelidores TR, EEDP e
EEUP a 800 rpm, 0,50 vvm e 30°C. A partir das amostras coletadas ao longo dos cultivos, foram
obtidos perfis de kia e de y,,. Foram acompanhadas as mudangas morfoldgicas decorrentes das
condi¢des de cisalhamento impostas pelos diferentes impelidores mediante a técnica de analise de
imagens. Os impelidores TR e EEDP impuseram, respectivamente, maiores € menores
transferéncias de oxigénio e condigdes de cisalhamento ao caldo. A eficiéncia do padrao de
escoamento gerado pelos impelidores EEs foi crucial nas primeiras horas do cultivo, sendo
altamente benéfico quando utilizado o impelidor EEUP, o qual apresenta um cisalhamento
controlado ao longo do cultivo. A melhor condi¢do de cultivo em fungdo da producdo de acido
clavulanico foi obtida utilizando o impelidor EEUP obtendo uma produ¢do maxima de 453 mg/L
e indice de consisténcia K=2,5 Pa.s"?’. Os resultados sugerem que a quantidade de hifas isoladas
esta diretamente relacionada com o K do caldo e a produgdo de acido clavulanico. De acordo com
a rapida fragmentacao de c/lumps e surgimento de hifas isoladas, conclui-se que o impelidor TR
cisalha mais que os impelidores EE, isto ¢, pelos tamanhos das hifas ramificadas e nao
ramificadas que foram geradas em maiores quantidades e em menores dimensdes. Tal fato mostra
uma vantagem no uso do impelidor EEUP em cultivos de microrganismos sensiveis ao
cisalhamento, e que necessitam de niveis superiores de oxigenagdo, ndo prejudicando o
desempenho do processo. Estes resultados sugerem essa vantagem estd associada ao padrdo de
escoamento imposto pelo impelidor EEUP.

Palavras-chave: Transferéncia de oxigénio, Cisalhamento, Impelidor orelha de elefante,
Streptomyces clavuligerus, Acido clavulanico.



ABSTRACT

Due to owing to the nature of culture involving aerobic filamentous microorganisms,
conventional aerated stirred-tank bioreactors using the Rushton turbine impeller are widely
employed in order to achieve good mixing and oxygen mass transfer. However, this impeller
presents disadvantages such as high power consumption, and generates higher shear in the
medium, which can cause irreversible morphological changes in microorganisms, damaging
the culture performance. In literature, impellers called "Elephant Ear" (EE), presented in
down-flow (down-pumping) (EEDP) and up-flow (up-pumping) (EEUP) configurations, are
indicated as suitable for cultivation of shear sensitive cells. However, this characteristic has
never been demonstrated quantitatively. In the present study, the oxygen transfer and
hydrodynamics parameters were evaluated and compared in a conventional aerated stirred-
tank bioreactor equipped with impellers as the classical impeller Rushton turbine (RT) and
with EE in EEDP and EEUP modes. Firstly, prediction equations were obtained for
quantifying the average shear rate (y,,) in the different systems, as function of the operating
conditions (600<N<1000 rpm and 0.40<¢,<1.2 vvm) and rheological properties of the
pseudoplastic fluids (K and n), based on a methodology that uses the volumetric oxygen
transfer coefficient as characteristic parameter. The values of y,, obtained from the
correlations for the RT impeller were within a range of values estimated from correlations of
the literature, showing that the methodology utilized is valid. Based on correlations of y,, and
on results of power consumption, the energy dissipation and Kolmogorov micro-scale (micro
eddy sizes) could be estimated. For non-Newtonian fluids, the RT and EEUP impellers
generated micro-eddies with smaller sizes in the range from 45.0-127.0 and 80.6-123.7 pum,
respectively, showing that the impellers RT and EEUP are more shear than EEDP impeller.
Using the prediction equations of V,,, the effect of shear conditions in cultures of
Streptomyces clavuligerus were evaluated in conventional bioreactor equipped with RT,
EEDP and EEUP impellers at 800 rpm, 0.50 vvm and 30°C. Profiles of the volumetric oxygen
transfer coefficient and shear rate were obtained during the cultivation. The morphological
changes resulted from shear conditions imposed for the different impellers were analyzed
using image analysis technique. The RT and EEDP impellers imposed the highest oxygen
transfer and smaller shear to the broth, respectively. The flow pattern generated by EE
impellers was crucial at the beginning of the cultivation, and is highly beneficial when EEUP
impeller were used, since it presented a controlled shear throughout the cultivation. The best
cultivation condition for the clavulanic acid production was obtained using the EEUP
impeller, which resulted in a maximum concentration of 453 mg/L and a consistency index
K= 2.5 Pa.s"?". The results suggested that the isolated hyphae are directly related to the K of
the broth and clavulanic acid production. According to the rapid fragmentation of clumps and
emergence of isolated hyphae, it was concluded that the RT impeller presents shear rates
higher than the EEs impellers, since the size of branched and non-branched hyphae were
smaller and in greater quantities. This fact shows an advantage in the EEUP impeller use in
shear sensitive microorganism cultures that requiring high levels of oxygen, without affecting
the process performance. This advantage is associated with the flow pattern generated for the
EEUP impeller.

Keywords: Oxygen transfer, Shear, Elephant Ear impeller, Streptomyces clavuligerus,
Clavulanic acid.
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1. INTRODUCAO

A era dos antibioticos se iniciou com o descobrimento da penicilina por Alexander
Fleming em 1928, revolucionando a medicina moderna, permitindo tratar muitas doencas que
até o inicio do século XX eram consideradas incurdveis, aumentando a esperanca de maior
longevidade para o ser humano no mundo. Desde essa época até a atualidade, se
desenvolveram tecnologias de producao de grande quantidade de compostos B-lactamicos
(penicilinas, cefalosporinas, acido clavulanico, etc.), onde a venda desses compostos
atingiram mais de 20 bilhdes de ddlares por ano, conforme reportado por Ozcengiz e Demain
(2013).

Vérios processos biotecnologicos utilizam microrganismos filamentosos estritamente
aerobios que geram caldos de cultivo viscosos com comportamento ndo-Newtoniano
pseudoplastico, para a producdo de diferentes metabolitos secundarios dentre os quais se
destacam os antibioticos. Para tais fins sdo empregados biorreatores convencionais agitados e
aerados (JUSTEN et al., 1996; BADINO e SCHMIDELL, 2001; ROSA et al., 2005). Esses
processos biotecnologicos apresentam dificuldades em termos de transferéncia de quantidade
de movimento, calor e massa, devido a reologia dos caldos, produto do crescimento e da
morfologia. O maior impacto estd na reducdo da transferéncia de oxigénio da fase gasosa para
a liquida, diminuindo o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (ki a), afetando o
crescimento celular e a biossintese de produto e, portanto, o desempenho do processo
(BADINO e SCHMIDELL, 2001).

O crescente interesse da industria farmacéutica na produ¢do desses compostos tem
exigido o aperfeicoamento dos métodos de producdo através da modificacdo das
caracteristicas destes processos, sendo estudadas diferentes condigdes de operagdo de
biorreatores convencionais tipo tanque agitado e aerado, avaliando as condigdes
hidrodindmicas e de transferéncia de oxigénio, a fim de promover uma adequada mistura,
transferéncia de calor e massa (oxigénio) (GARCIA-OCHOA e GOMEZ, 1998; JUNKER et
al., 1998).

Diferentes tipos de impelidores podem ser utilizados nesses bioprocessos, sendo que os
biorreatores providos do impelidor tipo turbina de Rushton para a dispersdao de gas sdo os

mais tradicionalmente utilizados (BADINO e SCHMIDELL, 2001; ROSA et al., 2005). No
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entanto, tal impelidor apresenta grandes desvantagens, entre elas a de impor elevado
cisalhamento ao caldo, especialmente nas regides proximas das pas (BOWEN 1986;
CAMPESI et al., 2009).

Pelo exposto, para obter-se uma adequada transferéncia de oxigénio (O;) da fase gasosa
para a fase liquida, deve-se evitar a geracdo de regides com alto cisalhamento, ja que essas
afetam as células, produzindo mudancas morfologicas irreversiveis ao microrganismo. Por tal
motivo, o efeito da agitacdo sobre a morfologia dos cultivos submersos deve ser mais
cuidadosamente avaliado, tornando-se indispensavel uma boa escolha do tipo de impelidor
que determinara as forg¢as hidrodindmicas que irdo afetar a morfologia do microrganismo,
além do consumo de poténcia do sistema (OH et al., 1991; JUSTEN et al., 1996; CHISTI,
2001). Portanto, a correta escolha do tipo de impelidor pode melhorar significativamente o
desempenho do cultivo em termos de crescimento e morfologia celular e biossintese do
produto de interesse (MIRRO e VOLL, 2009).

Na literatura, o impelidor tipo “orelha de Elefante” ou “Elephant Ear” (EE), ¢
apresentado como um impelidor de baixo cisalhamento. Alguns autores anunciam esse
impelidor como o mais adequado para o cultivo de células sensiveis ao cisalhamento, tais
como as células de tecido animal e fungos e bactérias filamentosas (ZHU et al., 2009; MIRRO
e VOLL, 2009; COLLIGNON et al., 2010). Embora o EE seja indicado como o melhor
impelidor para os cultivos de células sensiveis ao cisalhamento em comparacdo a turbina de
Rushton, ndo existem na literatura estudos que demonstrem quantitativamente e comparem as
condi¢des de cisalhamento impostas por esses impelidores em relagdo aos convencionais,
principalmente em cultivos utilizando fungos ou bactérias filamentosas.

Devido a importancia da velocidade de cisalhamento (Y) no projeto, operacao e aumento
de escala de biorreatores convencionais tipo tanque agitado e aerado, diversos trabalhos
propdem equagodes de previsdo da velocidade de cisalhamento média (y,,). Essas correlagdes
relacionam y,, com as condi¢des de operacdo, como a frequéncia de agitagdo do impelidor
(N) e com propriedades fisicas e reoldgicas do fluido, como o indice de consisténcia e o
indice de comportamento de escoamento (K e n), sendo indispensavel a busca por correlagdes
mais completas a fim de ter uma melhor estimativa de y,, no sistema em estudo.

Ainda, os efeitos do cisalhamento na morfologia do microrganismo precisam ser
cuidadosamente avaliados. Joshi et al. (1996) classificam esses efeitos como danos letais e
sub-letais, sendo estes danos parte de um mecanismo baseado na resposta das células ao

cisalhamento, onde um dano letal provoca a morte ¢ um dano sub-letal se manifesta em
2
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alteragdes metabodlicas. A resposta do microrganismo exposto a esse ambiente hostil no
interior de um biorreator devido aos efeitos da agitacdo e aeracdo pode ser monitorada. Tendo
em conta que microrganismos filamentosos em cultivos submersos apresentam uma
morfologia complexa exibindo diferentes estruturas morfolégicas sendo dispersas ou
altamente densas. Embora mudangas na morfologia pode ser resultado do consumo de
nutrientes ¢ de oxigénio, alterando a formac¢ado de produto.

Na area de pesquisa em Engenharia Bioquimica do Departamento da Engenharia
Quimica da UFSCar vem-se desenvolvendo desde 1998 uma linha de pesquisa baseada no
estudo do processo de producdo de acido clavulanico (AC) pela bactéria filamentosa
Streptomyces clavuligerus. Logo, ¢ de grande interesse a avaliagdo e comparagdo das
influéncias da transferéncia de oxigénio e das condigdes de cisalhamento no crescimento, na
morfologia celular e na producdo de AC. Operando biorreatores convencionais equipados
com diferentes impelidores, como o impelidor convencional turbina de Rushton (duas
unidades) e impelidores “orelha de Elefante” ou “Elephant Ear” (EEs), nos modos de

escoamento descendente (EEDP) e ascendente (EEUP).

1.1. Abordagem da pesquisa

O estudo tedrico-experimental foi dividido em duas etapas, a saber:
I. Avaliacdo da transferéncia de oxigénio e das condi¢cdes de cisalhamento dos
sistemas na auséncia de microrganismos
Nesta etapa, trés diferentes sistemas, ou seja, um biorreator tipo tanque agitado e
aerado provido com trés diferentes impelidores, TR, EEDP e EEUP, foram avaliados em
relacdo a transferéncia de oxigénio e as condigdes de cisalhamento. Os sistemas foram
operados em diferentes condigdes de frequéncia de agitacdo do impelidor (N) e vazdes de ar
(dar) utilizando diferentes fluidos Newtonianos (dgua e solucdes de glicerol) e nao-
Newtonianos (solugdes de goma xantana). Aonde diferentes pardmetros foram medidos,
calculados ou determinados e inter-relacionados qualitativa e quantitativamente a partir de
correlagdes. Sdo eles:
a. Viscosidade dinamica (u) de fluidos Newtonianos (dgua e solugdes de glicerol).
b. Propriedades reologicas (K e n) e viscosidade aparente (Ua,) de fluidos ndo-

Newtonianos (solu¢des de goma xantana).
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Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (ki a).

o o

Velocidade de cisalhamento media (V).
Retencao gasosa (hold-up).

Diametro de bolha.

Consumo de poténcia.

Numero de Reynolds (Re).

= @ oo

—

Dissipagao de energia.
j. Microescala de Kolmogorov.

II. Avaliagdo da transferéncia de oxigénio e das condi¢des de cisalhamento na
morfologia e no crescimento celular e na producdo de acido clavulanico por
Streptomyces clavuligerus.

Nesta etapa foram realizados cultivos de S. clavuligerus nos diferentes sistemas
caracterizados na etapa anterior sob as mesmas condi¢des de operacdo (N=800 rpm € ¢q
=0,50 vvm). Ao longo dos cultivos foram obtidas informagdes reologicas dos caldos, de
crescimento e morfologia do microrganismo e de producdo de acido clavulanico. Esses
parametros foram relacionados de formas qualitativa e quantitativa com as condi¢des de

transferéncia de oxigénio (kpa) e de cisalhamento impostas as células.

1.2. Objetivos

A presente tese de doutorado teve como objetivo o estudo da transferéncia de
oxigénio, consumo de poténcia e das condi¢des de cisalhamento em biorreator convencional
de bancada tipo tanque agitado com trés diferentes impelidores TR e EEs.

De modo a alcancar os objetivos pretendidos, inicialmente foram obtidas equacdes de
previsdo para o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kra) e para a velocidade
de cisalhamento média (y,,) para os diferentes sistemas em funcao da frequéncia de rotagdo
do impelidor (N), vazao especifica de alimentagdo de ar (¢.) € das propriedades reologicas de
fluidos ndo-Newtonianos pseudoplaticos (K e n). Posteriormente foi avaliada a influéncia da
transferéncia de oxigénio e das condigdes de cisalhamento na morfologia e no crescimento
celular e na produgdo durante cultivos de S. clavuligerus visando para producao de acido

clavulanico em condic¢des de agita¢do e aeracdo fixa nos diferentes sistemas estudados.
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Um biorreator pode ser definido como um dispositivo no qual os processos
bioquimicos (bioldgicos ou enzimaticos) se desenvolvem em determinadas condigdes
ambientais, onde o funcionamento deste ¢ monitorado e controlado rigorosamente. No caso de
processos biologicos, estes podem ser aerdbicos ou anaerdbicos, dependendo do organismo
cultivado. Nesses processos alguns parametros sdo importantes como concentragao de
nutrientes (substratos, sais e oxigénio dissolvido), pH, temperatura, pressdo, modo de
fornecimento de nutrientes e remog¢do de residuos toxicos aos organismos, em alguns casos
(MARTIN; WENDT; HERBERER, 2004).

Diferentes sistemas de biorreatores que correspondem a esta definicdo estdo
atualmente sendo utilizada numa vasta gama de aplicagdes biotecnoldgicas, incluindo
fermentagdes industriais, tratamento de dguas residuais, fabricacdo de alimentos, producao de
biofarmacos e de proteinas recombinantes para a obtengdo de anticorpos, vacinas e
antibioticos. Para cada aplicagdo devera ser utilizado um desenho especifico de biorreator,
isto ¢, o propodsito de utilizagdo deste depende diretamente do tipo de bioprocesso e do
catalisador (microrganismo, enzima, célula animal ou vegetal) e definira o modo de operagao
do mesmo. Nesse sentido, as condi¢des de agitagdo e mistura utilizado tém frequentemente
um grande impacto no custo da produgao e na qualidade do produto.

Os primeiros biorreatores derivaram dos equipamentos denominados fermentadores,
os quais foram, ha muitas décadas, desenvolvidos para cultivo de fungos e bactérias para fins
industriais. No entanto, na defini¢do mais estrita, um fermentador ¢ um sistema que fornece
um ambiente anaerébio como, por exemplo, para a producao de alcool a partir do agucar
(REGULY, 2000).

A escolha e constru¢do de um biorreator implicam nos seguintes requisitos:

1) Dimensdes e relagdes geométricas entre as diferentes estruturas/componentes que o
caracterizam.

2) Os materiais utilizados na construcdo e os cuidados construtivos (natureza dos
materiais, tipos de solda, vedagdo, acabamento), devem ser tais que ndo alterem ou
afetem negativamente a atividade microbiana desejada, seja por interacdo com o meio

de fermentacdo ou abrigando microrganismos indesejados. Portanto, os materiais



Revisdo Bibliogrdfica

devem ser resistentes a corrosdo devido a presenca de nutrientes ou outros produtos,
assim como também aos efeitos de temperaturas de esterilizagao. Deve-se ter em conta
na operagdo do biorreator, as pressdes impostas pela pressurizacdo e o peso do
conteudo do recipiente.

3) Sistema de fornecimento de aeracdo (aeradores-dispersores, filtros de ar).

4) Sistema de agitacdo (motor, redutor, mancais, eixo e sua vedagdao, impelidores
escolhidas, turbinas ou hélices).

5) Sistema de alimentagdo do meio em combinagdo com os nutrientes.

6) Inoculagdo e amostragem.

7) O controle da temperatura.

8) Controle do pH e outros pardmetros que envolvam a presenca de ions especificos.

9) Controle de espuma.

10) Manutengao de assepsia e esterilizacao.

Em conjunto, todos esses requisitos constituem um campo de aplicacdo cooperativa de
conhecimentos de microbiologistas, bioquimicos, engenheiros quimicos € mecanicos, que
permitem definir as condigdes 6timas para o crescimento controlado de um cultivo puro ou
uma mistura definida de células (BLAKCBROUGH, 1972, REGULY, 2000).

Por outro lado, o desenho e selecdo de cada biorreator sdo Unicos, porém, existem
alguns principios basicos ou critérios para o projeto de biorreatores que vao depender do tipo
de organismo (microrganismos, células animais ou plantas). Assim, deve-se considerar a
transferéncia adequada de oxigénio, adequada tensdao de cisalhamento e uma boa mistura
dentro do biorreator. Por exemplo, em cultivos submersos envolvendo organismos aerobicos,
o biorreator convencional ¢ o mais utilizado. Estes sdo equipados com impelidores para
agitacdo mecanica dos caldos. Essa agitacdo mecanica fragmenta as bolhas de ar e intensifica
a turbuléncia do meio liquido. Ainda, existem outros tipos importantes de biorreatores
nomeados biorreatores pneumaticos onde a agitacdo ¢ realizada por borbulhamento de ar

(AIBA; HUMPHREY; MILLIS, 1973).
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2.1. Biorreator convencional tipo tanque agitado e aerado

O biorreator convencional tipo tanque agitado ¢ o mais versatil e importante biorreator
empregado em todas as escalas de produgao, seja em laboratdrios de pesquisa ou na industria
de bioprocessos.

Como comentado anteriormente, esses biorreatores sao utilizados em cultivos
aerdbicos onde a aeragdo e agitacdo sdo essenciais para suprir de oxigénio os diferentes tipos
de cultivos, tais como microrganismos, c¢lula animal ou vegetal. Sendo esses biorreatores
altamente eficazes, ja que eles mantem uma suspensao uniforme em todo o tanque, evitando a
formacao de agregados. Especialmente em cultivos com geragdo de caldos com caracteristicas
reoldgicas complexas e em processos que exigem altas velocidades de transferéncia de calor e
massa. Como por exemplo, em caldos de cultivo nao-Newtonianos, onde ¢ dificil atingir uma
mistura perfeita o qual gera problemas de aera¢do. (REGULY, 2000; MACNEIL, 2008;
CERRI, 2009; KUMAR et al. 2011).

O desenho e o principio de funcionamento do biorreator tipo tanque agitado sdo
relativamente simples:

a) O recipiente pode apresentar diferentes geometrias: cilindrica vertical, de secdo
transversal quadrada e retangular, ou cilindros horizontais, sendo geralmente mais
utilizado o tanque de cilindrico vertical, onde normalmente a altura do liquido ¢
proxima ao diametro do tanque.

b) O tanque apresenta um motor acoplado ao eixo sendo as bolhas produzidas pelo
suprimento do ar fornecidas pelo aspersor que sdo fragmentadas pelo(s) impelidor (es)
a medida que vao ascendendo. Ou seja, o agitador ¢ constituido de motor, eixo e
impelidor (es).

¢) A fim de atingir uma mistura adequada, evita a formacao de voértices na agitacao de
liquidos de viscosidade reduzida (como sdo os caldos principalmente em inicio de
cultivo) e zonas estagnadas junto a periferia. Esse biorreator conta com um sistema de
hastes defletoras ou chicanas, instaladas verticalmente duas a duas em posi¢do oposta
e fixadas na parede cilindrica interna do biorreator, que ajudam a evitar estes efeitos.
O nimero de chicanas geralmente varia de quatro a oito, apresentando uma largura

igual a 1/10 ou 1/12 do didmetro do equipamento (BLAKCBROUGH, 1972).
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Nesse sentido, podemos dizer que a importancia das chicanas reside na introducao de
mistura e turbuléncia no liquido, isto ¢:

i. O movimento do liquido sob a acdo do agitador na auséncia de chicanas
seguiria linhas de corrente circulares em torno do eixo de agitagao.

ii. O grau de mistura entre as diferentes camadas do liquido seria reduzido e
geraria um vortice forcado que introduziria ar no liquido e reduziria a poténcia
transmitida a0 mesmo.

De fato, ao introduzir essas chicanas as linhas de corrente sao interrompidas, gerando-
se uma intensa turbuléncia e os vortices e redemoinhos (turbilhdes) de maior tamanho sao
destruidos.

O biorreator tipo tanque agitado e suas principais dimensdes geométricas sao
apresentados na Figura 2.1. Na Tabela 2.1 sdo indicados os valores das relagcdes entre os
parametros geométricos, no entanto, essas relacdes podem variar em funcdo dos distintos

cultivos (REGULY, 2000).

Figura 2.1. (a) Biorreator aerébio convencional tipo tanque agitado. (b) Dimensdes geométricas.
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Fonte: Desenho adaptado de http://en.wikipedia.org/wiki/Continuous_stirred-tank reactor
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Tabela 2.1. Relacdes geométricas num biorreator tipo tanque agitado.

Descricio Razao Valores tipicos
Altura do reator / didmetro do tanque H/D 2,0-5,0
Diametro do impelidor / didmetro do tanque di/D 0,3-0,5
Distancia entre impelidores / didmetro do impelidor 1/d; 1,0-1,2
Altura do liquido do reator / diametro do tanque h/D 1,0-2,0
Largura da chicana / diametro do tanque x/D 0,08 -0,12

A poténcia de agitacdo necessaria depende das relagcdes geométricas citadas. Do ponto
de vista econémico, ¢ evidente que o volume util deve ser o maior possivel, mas deve ser
observada a necessidade de um espago livre destinado a formacao de espuma. O biorreator
industrial mais usado em culturas submersas ¢ do tipo cilindrico vertical com agitador e
aspersor de ar, equipado com dispositivos de aquecimento e resfriamento. Sua capacidade
varia desde 5 a 500 m’, o que depende para obtencio de produto ou para pesquisa na coleta de
dados (REGULY, 2000, SCHIMIDELL, 2001). Como ilustracdo, a Figura 2.2 mostra o

ambiente interno de biorreatores em escala industrial.

Figura 2.2. Ambiente interno de biorreatores industriais. a) Inspecio periédica de um biorreator
tipo tanque agitado (foto Yuri Raysper, 2005). b) Instalacio de um impelidor de grandes lAminas
hydrofoil (Nienow, 2012).

(a) (b)
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2.2. Impelidores

A fim de aumentar a eficiéncia da agitacdo do caldo de cultivo sdo empregados
diferentes impelidores. O tipo, o desenho e a velocidade de agitacdo do impelidor tém um
pronunciado efeito sob o cultivo, onde se procura manter as condi¢cdes hidrodindmicas
apropriadas para adequadas transferéncia de massa, dispersdo géas—liquido e dispersdo géas—
solido (GOGATE, BEENACKERS e PANDIT, 2000). Esse efeito ¢ obtido quando o
impelidor quebra as bolhas de gas gerando bolhas de menor tamanho resultando em um
incremento da area superficial no contato gas-liquido, levando a uma maior transferéncia de
massa do gas para o meio liquido.

Em cultivos submersos, a agitacdo atingida pelo uso de impelidores é requerida para
executar diferentes fungdes, alcancando um ambiente uniforme no interior do tanque. Por
outro lado, visando uma adequada mistura do cultivo e, portanto, adequada transferéncia de
quantidade de movimento, calor e massa, a escolha do tipo de impelidor ¢ indispensavel. Por
exemplo, em cultivos de microrganismos ou células animais, a escolha correta do impelidor
pode incrementar consideravelmente a produtividade nesses cultivos (WHANG e ZHONG
1997; GARCIA-OCHOA ¢ GOMEZ, 1998; MIRRO e VOLL, 2009).

Existe uma grande variedade de impelidores, alguns deles sdo ilustrados na Figura 2.3.

Figura 2.3. Diferentes tipos de impelidores oferecidos pela ASEPCO PollyMixer.
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Diferentes tipos de impelidores com diferentes geometrias podem ser utilizados em
bioprocessos no intuito de melhorar o desempenho dos sistemas em termos do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (kia em h™), tempo de mistura, retengdo gasosa e
consumo de poténcia em cultivos (GURA e RAU, 1993; JUNKER et al., 1998). Assim
mesmo, as diferencas no escoamento padrao nesses impelidores podem causar variagdes na
distribuicao da velocidade de cisalhamento e na taxa de dissipagdo de energia. Dependendo
desses dois pardmetros e do processo requerido, escolhe-se o tipo de impelidor mais
adequado, aonde o escoamento padrdo de um impelidor pode ser alterado por parametros
como didmetro do impelidor, viscosidade do fluido ¢ emprego de varios impelidores

(KRESTA ¢ BRODKEY, 2003).

Classificacao

Dewan et al. (2006) e Mirro e Voll (2009), classificam os impelidores utilizados em
biorreatores tipo tanque agitado em duas categorias, de acordo com o padrdao de escoamento
ou tipo de movimento que imprimem ao fluido durante a agitacdo. Dependendo do tipo de
impelidor, o escoamento e a mistura sdo conduzidos de acordo com a orientacdo das laminas,
apresentando diferentes comportamentos no escoamento radial, axial ou combinacdo de

ambas as orientagoes.

a) Escoamento ou fluxo radial

Este tipo de escoamento se d4 quando o liquido ¢ dirigido do eixo do agitador em
direcdo a parede do reator, ou seja, ao longo do raio do tanque conforme mostrado na Figura
2.4 (a). Podemos ver que as caracteristicas das laminas sdo responsaveis por gerar regioes de
alta turbuléncia para a quebra das bolhas, sendo muito utilizados em dispersdo gas-liquido
(KRESTA e BRODKEY 2003). Esta alta turbuléncia em varios processos industriais pode
danificar materiais como fungos filamentosos, células animais € como também cristais e
precipitados. Os impelidores de escoamento radiais mais comuns sdo: impelidores de palhetas

planas simples e turbinas (ou discos).

b) Escoamento ou fluxo axial
Ocorre quando o fluido ¢ dirigido para cima ou para a base do reator, ou seja, paralelo

ao eixo do agitador (Figura 2.4 (b)). A orienta¢ao das pas do impelidor determina se a dire¢ao

11
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do escoamento € para cima (ascendente) ou para baixo (descendente) assim como a direcao de

agitacdo (giro do rotor, horario ou anti-horario).

Figura 2.4. Tipos de escoamento de acordo a orientacdo das pas do impelidor; fluxo radial em
(a) e fluxo axial em (b), em biorreatores providos de baffles (SMITH, 2011).

b)

(b)

Fonte online: http://www.thermopedia.com/content/549/.

Os impelidores de escoamento axial sao os mais eficientes para a mistura de liquidos e
suspensao de solidos. Sdo também utilizados vastamente em culturas de células animais e em
processos sensiveis ao cisalhamento como cristalizagdo e precipitacio (KRESTA e
BRODKEY, 2003; MACNEIL, 2008; MIRRO e VOLL, 2009).

Entre outros, a turbina de laminas inclinadas, tanto simples como disco, produzem um
escoamento axial. Os angulos das ldminas podem variar como no caso das turbinas pitched
blade, onde se podem encontrar variagdes entre 10 até 90° desde a horizontal, sendo o mais
comum o angulo de 45°. Segundo Kresta e Brodkey (2003), a descarga de fluido a partir de
um impelidor pitched blade ¢ considerado de escoamento misto por gerar dois componentes
da velocidade (axial e radial) para baixas e médias viscosidades do fluido. Impelidores que
apresentam escoamento axial ascendente mostram-se mais eficazes trabalhando proximo da
base do reator em comparacdo com impelidores de escoamento radial. No em tanto os
impelidores de escoamento axial descendente s3o bem mais efetivos quando apresentam
maior afastamento ou maior distancia da base do biorreator “clearance” (C;), ou seja, maiores

valores de C/T (KRESTA e BRODKEY 2003).

12
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2.2.1. Turbina Rushton - TR

Projetada por J.H. Rushton, originalmente foi chamada de turbina disco de 1dminas planas
ou turbina flat-bladed, conforme mostrado na Figura 2.5. E o tipo de impelidor mais comum e
utilizado, com seis ou oito laminas planas montadas radialmente sobre um disco, posicionadas
verticalmente ao longo do eixo de agitacdo, sendo que esta disposicao das ldminas origina um

escoamento radial unidirecional.

Figura 2.5. Impelidor tipo turbina Rushton ou flat-bladed turbine. Utilizado para gerar dispersio
e elevados valores de cisalhamento.

> af

l\r_' »
Fonte: http://www.agimix.pl/agitators_imp.php

Tipicamente o impelidor turbina Rushton (TR) apresenta um didmetro igual a 1/3 do
didmetro do tanque e podem ser utilizados um ou mais impelidores num mesmo eixo quando
for utilizado biorreatores maiores.

Comumente utilizado em cultivos que ndo sdo sensiveis ao cisalhamento, como
bactéria e fungos unicelulares (leveduras). Além disso, s@o usados em fermentagdes
bacterianas, especialmente em cultivos que geram caldos altamente nao-Newtonianos
(MITSUYASU, KUWAIJIMA e SATOH, 1992; BADINO e SCHMIDELL, 2001; MIRRO e
VOLL, 2009). E preferido por fornecer elevados niveis de turbuléncia (ver Figura 2.6 (a)), ou
seja, altos valores de cisalhamento produzindo uma quebra efetiva das bolhas de ar,
incrementando a transferéncia de massa em dispersao gas no liquido e em sistemas gas-
liquido-solido (WHANG e ZHONG, 1997; KRESTA ¢ BRODKEY, 2003). Nesse sentido,

grandes companhias fabricantes de equipamentos como a New Brunswick Scientific Co, Inc.,

13
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Applikon® Biotechnology e Sartorius BBI Systems, Inc. oferecem modernos biorreatores
implementados com este tipo de turbina.
Embora tenha seu uso muito difundido, o uso deste tipo de impelidor apresenta
desvantagens como:
a) Exibem alta demanda de nimero de poténcia quando nio ¢ aerado gerando um alto
consumo de energia.
b) Mostra uma queda significativa de consumo de poténcia quando o sistema ¢ aerado,
sendo esta pronunciada em fluidos viscosos. Sendo o kra dependente da vazao de ar e da
poténcia aplicada por unidade de volume, esta queda de poténcia implica numa redu¢do na

transferéncia de massa.

Figura 2.6. Vantagens e desvantagens no uso do impelidor turbina Rushton. (a) Alta
turbuléncia. (b) Formacao de cavernas nas regiées do impelidor, (SZALAI, 2004).

)

Fonte: Fig.(a) http://www.bakker.org/cfm/webdoc18.htm

c¢) Formagdo de “cavernas” em regides proximas as pas. Por exemplo, a Figura 2.6 (b),
mostra a formagdo desta estrutura gerada pelo impelidor Ekato Intermig®. A imagem foi
obtida pela técnica de indugdo da fluorescéncia mediante uso de um laser (LIF), utilizando
Rhodamina em um fluido Newtoniano (SZLAI, 2004).

d) Formacao de regides estagnadas em zonas distantes do impelidor quando ¢ operado

em cultivos ndo-Newtonianos.

14
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e) Apresentam alta dissipacdo de energia nao uniforme (MCFARLANE e NIENOW,
1995; JUSTEN et al., 1996).

f) A mais importante desvantagem ¢ gerar alto cisalhamento, especialmente em regides
préximas das pas como indicado por Bowen (1986), Robertson e Ulbrecht (1987) e Campesi
et al. (2009).

2.2.2. Orelha de elefante ou Elephant Ear- (EE)

Esse impelidor, também denominado de impelidor axial pitched blade por Mirro e Voll
(2009), possui trés pas planas de formato triangular e inclinadas por um angulo de 45° (vide
Figura 2.7). Sdo geralmente utilizados com 3 pds, ocorrendo em alguns casos variagdes neste
nimero. Dependendo do posicionamento das pés, sua configuracio ¢ denominada de
escoamento ou fluxo ascendente (up-pumping) (EEUP) ou de escoamento ou fluxo

descendente (down-pumping) (EEDP).

Figura 2.7. Impelidor orelha de elefante ou Elephant Ear (EE): (a) configuracio de escoamento
descendente (down-pumping) e (b) configuracio de escoamento ascendente (up-pumping).

(b)
Fonte: Arquivo proprio

Devido a sua geometria, o padrao de escoamento produzido ¢ simultaneamente radial e
axial. Esta combina¢do prové uma melhor mistura e cria uma elevada transferéncia de massa
de oxigénio (kra) comparada a dos impelidores unidirecionais. Os quais s3o amplamente

utilizados em processos de fermentacdo que envolve cultivos altamente viscosos, como

15
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bactérias filamentosas (estreptomicetos) e fungos filamentosos. (MENISHER et al., 2000;
SIMMONS et al., 2007; MIRRO e VOLL 2009, COLLIGNON et al., 2010).

Venkat e Chalmers (1996) realizaram estudos do padrdo de escoamento gerado pelo
impelidor EE na configuragdo de escoamento ascendente ou do inglés “up-pumping” (EEUP)
utilizando a técnica de medida da velocidade por rastreamento de particulas 3D (3-D PTV).
Os estudos foram realizados empregando marcadores de escoamento em reatores tipicos de
cultivos de células, considerando condicdes tipicas de operacdo em cultivos de células
animais ancoradas em microcarregadores.

Menisher et al. (2000) estudaram o tempo de mistura em sistema agitado com um
impelidor similar ao EEUP, tendo como uma variante a borda dos angulos das laminas
mostrando-se mais curvos, sendo designado “Dumbo Ear”, devido as suas trés grandes
laminas. Foram obtidos baixos tempos de mistura, mas o consumo de poténcia foi maior
devido ao tamanho das pas em comparagdo ao impelidor A310 (impelidor axial de trés
laminas estreitas) nas mesmas frequéncias de rotagao.

Simmons et al. (2007) compararam o desempenho do EEUP com outros impelidores, a
partir de estudos de campos de velocidade, tempo de mistura, consumo de poténcia e
distribuicdo da energia cinética, sem obter indicios do baixo cisalhamento imposto por este
impelidor.

Zhu et al. (2009), fizeram uma analise dos impelidores EE em suas duas configuragdes,
EEUP e EEDP sob condi¢des com e sem aeracgdo, considerando condi¢des tipicas de cultivos
de célula animal. Considerou-se vazdes especificas de ar (¢,) muito baixas, tipicas nesses
cultivos, bem como baixos niveis de agitacdo, como também um valor de ¢,~0,5 vvm, valor
tipico em cultivo de bactérias. Foram avaliados pardmetros como a poténcia dissipada,
numero de poténcia, retencdo gasosa, utilizando a técnica de medida da velocidade por andlise
de imagens de particulas (do inglés PIV), mostrando vantagens significativas do impelidor
EEUP sobre o EEDP.

Collington et al. (2010) estudaram o desempenho do impelidor Elephant Ear no modo
down-pumping, demonstrando o mesmo ser o mais indicado para cultivos envolvendo célula
animal ancoradas em microcarregadores, quando ¢ utilizada a minima frequéncia de agitagao,

para se obter uma completa suspensao e homogeneizacao dos microcarregadores.
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2.3. Demanda e transferéncia de oxigénio em bioprocessos

A solubilidade do oxigénio ¢ baixa quando comparada a de outros nutrientes presentes
nos meios de cultivo. Devido a presenca de microrganismos aerdbios existe uma demanda
crescente de oxigénio em bioprocessos em batelada e em batelada alimentada, devido ao
crescimento e a respiragdo celular. Alguns dos principais fatores que influenciam a demanda
de oxigénio (DO) sdo do tipo de microrganismo ou célula, a fase do crescimento, a velocidade
de crescimento celular, assim como a concentragao celular.

A DO em cultivos aerobios ¢ dada pelo produto entre a velocidade especifica de
respiragdo (Qp,) € a concentracdo de cé€lulas respirando (Cy). O primeiro termo € qualitativo ¢
depende do tipo do microrganismo e de seu estado metabdlico, da composi¢do do meio e das
condig¢des do cultivo (pH, temperatura, etc.). O segundo termo ¢ quantitativo, ou seja, quanto

maior a populagdo, maior o consumo de oxigénio. A DO ¢ expressa como:
DO = Qo,Cy (2.1)

onde DO é a demanda de oxigénio (go..L™'.h™), Qo, € a velocidade especifica de
respiragao microbiana (go;. gX'l.h'l), C, ¢ a concentragdo celular (gx.L™).
O balango de massa para o oxigénio tomando como volume de controle o caldo de

cultivo ¢ dado pela Equacdo (2.2):

dCo, (2.2)

onde Ny, € a velocidade de transferéncia de oxigénio dada em go2.L ', definida

CcOomao:
NOZ == kLa(CS - C) (23)

Onde Cs ¢ a concentrag@o de oxigénio dissolvido na fase liquida em equilibrio com a

~ . s ALe -1 y ~ . A e
pressdo parcial de oxigénio da fase gasosa (go».LL"), C € a concentragdo do oxigénio na fase

liquida (goz.L'l) e, Ky.a é o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio s™).
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Substituindo (2.3) em (2.2), tem-se que:

dc,, (2.4)

dt

=kia(Cs =€) = Qo,Cx

No caso de sistemas sem microrganismos ¢ possivel determinar o valor de k; a sendo
admitido que o valor de Qp, = 0, ou seja, sem microrganismos ndo se tem consumo de O,.

Pode-se, entdo, reescrever a Equacdo (2.4) da forma que segue:

dCo,
dt

(2.5)

= kLa(Cs - C)

Deve-se mencionar que o k.a é definido como o produto de dois termos: o coeficiente
convectivo de transferéncia de massa (ky) e a area interfacial de troca de massa (a), dada pela
relacdo entre a area total de troca de massa ou area total das bolhas (Apommas) € 0 volume util do
biorreator (V), a = Apolhas/ V. Ambos dependem de uma série de varidveis que podem ser
agrupadas nas seguintes categorias:

Propriedades fisicas do liquido como a densidade, viscosidade dindmica (pardmetros
reoldgicos) e tensdo superficial.
Difusividade da molécula de O, no liquido.

Intensidade de agitacdo e vazao de alimentacdo de ar.

Em geral, as variaveis do grupo i) ndo afetam tanto o kja, quanto as variaveis
dos grupos ii) e iii) (GARCIA OCHOA 2009). A Figura 2.8 ilustra a inter-relagdo entre
parametros de transferéncia de oxigénio e hidrodindmicos em cultivos (OCHOA e GOMEZ,
2009).

Desse modo, a fim de avaliar a transferéncia de oxigénio em biorreatores recorre-se a
determinag@o do kja, sob as diferentes condigdes de operagdao ¢ geometrias do sistema. Um
aspecto critico a ser considerado ¢ o desenho do reator para alcangar altos valores de kia, o
qual pode ser afetado por muitos fatores incluindo as carateristicas geométricas e operacionais
do processo como a frequéncia de agita¢ao, vazao de aeragdo, hidrodinamica das fases liquida

e gasosa, composi¢ao do meio de cultivo, tipo de célula e morfologia celular.
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Manter uma adequada concentracao de O, no caldo de cultivo ¢ de vital importancia
em bioprocessos aerobios, assim a homogeneizacdo e aeracdo do caldo de cultivo sdo
alcancadas modificando os parametros de operagdo, tais como a frequéncia de rota¢do do
agitador (N), vazao especifica da alimentacdo de ar (¢.r) ou enriquecimento do ar com O, puro
(ROLLINS et al., 1988; GAVRILESCU, ROMAN e EFIMOV, 1993). Por exemplo, Zhu et
al. (2001) foram capazes de aumentar a velocidade de transferéncia de O, da fase gasosa para
a liquida em até 17% com a troca do impelidor da configuragdo axial para radial. Puthli et al.
(2005) verificaram que valores do kpa sdo afetados pela configuragdo do impelidor, além da
frequéncia de rotagdo, vazdo de aeracdo, viscosidade do fluido num meio de fermentagao
simulado. Estes autores utilizaram em biorreator de 2 L com impelidores TR e pitched blade e
como fluidos, agua, solugdes com diferentes concentragdes de carboximetilcelulose e um
meio de fermentagdo simulado. Os autores observaram que a utiliza¢do de trés impelidores

assegurou uma distribuicdo do gas mais uniforme aumentando os valores de k; a.

Figura 2.8. Relacées entre parametros de transferéncia de oxigénio e hidrodinimicos em cultivos
em diversos niveis (OCHOA e GOMEZ, 2009).

Velocidade de transferéncia
de oxigénio
kia, AC

Coeficiente de Gradiente de
Area interfacial transferéncia de concentragdo
(a) massa (KL) R (AC)
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crescimento
biolégico

Energia Dissipada

Propriedades Pardmetros CondigGes Biomassa
Fisicas Geométricos Operacionais (Velocidade de
(P11, T, ...) (LD, ..) (N, Q,.) respiracao)

(fonte: adaptado de Cerri, 2009)
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A agitacdo e a aeracdo em caldos fermentativos influenciam sob o produto k; a de duas

formas. Primeiramente, o ki pode ser escrito como:

Do (2.6)
k 2
La 5

Onde Dy, ¢ a difusividade do oxigénio (mz.s'l) através da pelicula estagnada da fase
liquida e o ¢ a espessura da pelicula estagnada da fase liquida.

Logo, a agitacdo e aeracdo atuam diminuindo a ¢ e, de acordo com a Equacao (2.6),
aumentando o valor de k;. A segunda forma ¢ a fragmentagdo das bolhas de gas, resultando
em um numero maior de bolhas de menor didmetro, ou seja, um consideravel incremento na
area interfacial de transferéncia de oxigénio (a) e, por consequéncia, no produto kj a.

Em processos fermentativos que envolvem alta demanda de oxigénio, o kja se
apresenta como um pardmetro de extrema importancia no projeto, monitoracdo e aumento da
escala dos fermentadores. Logo, faz-se necessario a utilizagdo de métodos consistentes na
determinagdo deste parametro (BADINO e SCHMIDELL, 2001). Por exemplo, o valor de
kia pode ser incrementado quando se aumenta a concentragdo de ions na solugdo. Segundo
Van Riet (1979), o kja em solugdes i6nicas ¢ mais dependente da vazdo de ar e da poténcia
imposta por unidade de volume (P.V™") que em 4gua pura. Os valores de k;a decrescem com
o aumento da viscosidade do liquido, € incrementam com a temperatura e apresentam grandes
decréscimos com a adi¢do de sustancias surfactantes ou antiespumantes (GOGATE,
BEENACKERS e PANDIT, 2000; GARCIA-OCHOA e GOMEZ, 2004). O surfactante pode
formar uma camada na interface da bolha oferecendo resisténcia a passagem das moléculas do
gas para o liquido (LINEK et al., 2005).

Em processos aerobios convencionais, nos quais se podem incluir a producao de
diversos antibidticos, vitaminas e enzimas, o suprimento de O, ¢ realizado por agitacdo e
aeracdo continua do caldo, onde os biorreatores estdo providos de aspersor e impelidores.
Onde a oxigenacao ¢ decisiva em cultivos envolvendo organismos aerobios, ja que o oxigénio
se apresenta como um substrato essencial para o crescimento, manutengdo e outras rotas
metabolicas. Como a reoxidagdo de coenzimas que participam das reagdes de desidrogenagao
ao longo da glicolise, no ciclo de Krebs e no processo de producdo de energia quimica,
transformando as moléculas de ADP em moléculas de ATP, fundamental para o crescimento

celular, sintese de produtos, transporte e outras atividades celulares (SCHIMIDELL, 2001).
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Devido a sua baixa solubilidade do oxigénio nesses caldos (normalmente solucdes
aquosas), o O, torna-se um nutriente limitante em cultivos com alta densidade celular quando
comparado a outros nutrientes presentes em meios fermentativos. Esta limitagdo estd
associada em alguns casos a grande demanda de oxigénio (DO) provocada por altas
velocidades globais de respiragdo celular. No caso de limitagdo por O,, o crescimento celular
e a formacao do produto serdo afetados severamente. Por exemplo, concentragdes de O,
dissolvido em torno de 10 mg.L™', comuns nos meios de cultivo, chegam a ser de 1000 a
10000 vezes menores que as concentracdes de outros componentes do meio como a glicose
(BAILEY e OLLIS, 1986).

A DO ¢ um parametro comumente empregado para quantificar o estado fisioldgico de
uma cultura aerdbica, devido ao fato que a maioria das atividades metabdlicas depende do
consumo de O,. Nesse sentido, a concentracao de O, dissolvido em caldos de cultivo depende
da velocidade de transferéncia de O, do gas para a fase liquida (No;) ¢ da sua demanda pelas
células durante o desenvolvimento de bioprocesso, tal como expressa a Equacao (2.1). No; €
influenciada por vérios parametros como propriedades fisicas do gas e do liquido, condi¢des
operacionais, pardmetros geométricos do biorreator e a concentracdo ideal de O, dissolvido
(PAVLOV, 2005). Portanto, nesses processos ¢ indispensavel o conhecimento da velocidade
de transferéncia de oxigénio (N, ) para projeto e aumento de escala de biorreatores.

Rollins et al. (1988) relatam que alta transferéncia de oxigénio durante a fase de
crescimento exponencial em cultivos de Streptomyces clavuligerus, pode melhorar a producao
da cefamicina C, um antibiotico B-lactamico de grande importancia comercial. A velocidade
de formagao de produto esta relacionada com a quantidade de cada enzima presente na rota
biossintética. Posteriormente Rollins et al. (1990.), observaram maiores expressdes das
enzimas isopenicilina N sintase (IPNS) e a deacetoxicefalosporina sintase (DAOCS) atuantes
na rota metabolica desse composto B-lactdmico, em condicao de saturaciao de oxigénio.

Rollins, Jensen e Westlake (1991) observaram que em cultivos de S. clavuligerus, a
atividade da aminoadipil-cisteinil-valina sintetase (ACVS) surge durante a fase inicial de
rapido crescimento celular. No mesmo periodo, o contetido do oxigénio dissolvido (OD) do
meio foi totalmente consumido. Em niveis elevados de OD, os niveis intracelulares do
tripeptideo aminoadipil- cisteinil-valina (ACV) diminuem devido a perda de atividade de
ACVS durante a fase de ndo crescimento, devido principalmente a melhoria da conversao do

tripeptideo ACV ao intermediario penicilina N, isto é, a condensacdo do anel de cinco
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membros e posteriormente a expansao desse anel para um anel de seis membros favorecendo

a produgao de cefamicina C.

2.4. Meétodos para a determinacdo do coeficiente volumétrico de

transferéncia de oxigénio — (kpa)

Os métodos para determinacao de kpa em biorreatores sdo basicamente trés, podendo-

se apresentar adaptagdes em caso de serem medidas em cultivos de células.
2.4.1. Método de oxidacao do sulfito de sédio (MS)

Metodologia cléassica proposta por Cooper, Fernstrom e Miller (1944), este método
baseia-se na rapida reagdo de sulfito de sodio (Na,SO3), considerado um agente redutor, com
0 oxigénio dissolvido no meio formando sulfato de sédio (Na,SO,), na presenca de um
catalisador (usualmente um cétion bivalente de cobre Cu"" ou cobalto Co ™).

A concentragdo de oxigénio dissolvido é medida por um eletrodo acoplado ao
analisador de O, e ¢ registrada até que todo o sulfito de so6dio (Na,SO3) seja oxidado a sulfato
(Na,S0,). Conhecendo-se o tempo de reacdo e a quantidade de sulfito adicionado pode-se
calcular a velocidade média de transferéncia de oxigénio para a fase liquida e, portanto, o kj a.

A estequiometria da reagdo entre o sulfito de sddio e o oxigénio ¢ mostrada a seguir:

CuSO
Na,S05 + 1/, 0, = Na,S0, (2.7)

No entanto, este método apresenta uma limitacdo devido ao fato das propriedades
fisico-quimicas da solugdo sdo muito diferentes nos caldos de fermentacdo, alterando a
hidrodinamica da solugdo e outras propriedades como o tamanho da bolha (meio nao
coalescente). Essas mudangas podem resultar em altos valores de kja, bem diferentes
daqueles obtidos em caldos de fermentagdo (meio ndo coalescente) (GARCIA-OCHOA e
GOMES, 1998).
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2.4.2. Método dinamico — (MD)

E um método baseado nas medidas da concentragdo do oxigénio dissolvido no meio
durante um ensaio degrau. Inicialmente, o oxigénio ¢ dessorvido da fase liquida no biorreator
através do borbulhamento de nitrogénio no meio liquido. Apds atingir concentragao de O,
igual a zero, a vazdo de nitrogénio ¢ interrompida e imediatamente inicia-se aeracdo do meio
liquido com uma vazao conhecida de ar ou de oxigénio. O valor de kja ¢ obtido pelo ajuste
da Equacdo (2.8) aos dados experimentais de concentragdo de oxigénio dissolvido em fungao

do tempo, considerando o atraso da resposta do eletrodo de oxigénio dissolvido.

ke - (Ces — Ceo)

k(e ke At 2.8)
(e Ke*(t—tg) —e kpa-(t to)) (
ke —kpa (

Ce =Cep- eke'(t=to) 4 Ceg - (1 - e—ke'(t—to)) +

2.4.3. Método do degrau da pressao — (MP)

Nesse método também dindmico, a mudanga na concentragdo de oxigénio ¢ induzida
através de mudanga (pequeno degrau) na pressao no biorreator, sendo o valor de kja obtido da
mesma forma que no MD. Linek et al. (1989), propuseram originalmente esse método para
medir o k;a em biorreator tipo tanque agitado e aerado de 18,2 L. A confiabilidade do método
proposto foi testada comparando-se os resultados com aqueles gerados pelo método dindmico
tradicional (MD) e pelo método da oxidacdo do sulfito de sddio (MS). Os autores verificaram
que valores de kja medidos pelo MD e o MS se mostraram semelhantes, utilizando agua
como fluido coalescente. Entretanto, o mesmo nao foi determinado para fluidos nao
coalescentes (solugao 0,5 M de Na,SO4), com e sem adicdo de 1% m/v de CMC. Estas
observagdes demonstraram que o MP ¢é confiavel para valores de kja < 0,4s~1. Para valores
maiores de kja, o MP foi comparado ao MS e verificou-se uma boa concordancia entre os
valores encontrados pelos dois métodos. Além disso, Linek et al. (1989) verificaram que o
MP ¢ apropriado para reatores em larga escala desde que a variagdo de pressdo fosse
suficientemente pequena. Por outro lado, segundo Carbajal (2003), os valores de k;a
utilizando o MD foram menores em comparagdo com os valores obtidos pelo MP, onde o MP

mostrou-se mais sensivel as condi¢des hidrodinamicas no interior do biorreator.
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2.5. Correlacoes para a determinacio do k;a

Em biorreatores tipo tanque agitado, o agitador ¢ a principal ferramenta na dispersdo
gasosa. Assim como a velocidade de agitacdo e o desenho tém um pronunciado efeito sobre a
transferéncia de massa. Desta maneira, varios autores desenvolveram correlagdes empiricas
tanto dimensionais como adimensionais para correlacionar o k; a.

O kia se relaciona com diferentes parametros, tais como:

e Parametros geométricos: tipo e tamanho de biorreator, tipo, dimensdes e nimero de
impelidores e volume do caldo (V).

e Propriedades fisico-quimicas de solugdes Newtonianas e ndo-Newtonianas: densidade
(p), viscosidade (p) do liquido, comportamento reoldgico e caracteristicas
coalescentes do sistema.

e Variaveis de operagdo: consumo de poténcia (P), velocidade superficial do gas (vs),
frequéncia de rotagdo do impelidor (N) (GARCIA-OCHOA e GOMEZ, 1998;
GOGATE, BEENACKERS e PANDIT, 2000; CAMPESI et al., 2009).

Algumas dessas correlagdes sdo apresentadas a seguir.

A primeira correlagdo para o calculo de kja proposta por Cooper, Fernstrom e Miller
(1944) ndo considera as dimensdes do sistema. O modelo relaciona o k;.a com o consumo de
poténcia, assim para o sistema gaseificado por unidade de volume do meio (Pg.V™") ¢ com a

velocidade superficial do gés (vs) da forma que segue:

P aq 29
kLa=K1-<vg> -v?l @9)

A velocidade superficial (vs) € dada pela razdo entre a vazao especifica de ar (¢,) € a
area de secdo do tanque (a), vs = d./A. As constantes K; a; e b; variam com a geometria do
sistema e com as caracteristicas reoldgicas do fluido e com faixa das variaveis de operagao
empregada. Embora essa correlagdo tenha sido desenvolvida para fluidos diferentes de caldos

de fermentacdo, este tipo de correlacdo tem sido empregado com sucesso em sistemas

fermentativos (BADINO e SCHMIDELL, 2001).
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Ryu e Humphrey (1972), trabalhando com caldos de fermentagdo para a producao de
penicilina, observaram que a viscosidade aparente (Ll,p) influenciava o kia e propuseram a

seguinte correlacao:

a
ka=K,- (%) ? by (2.10)

Da mesma forma que na correlagdo proposta por Cooper, Fernstrom e Miller (1944),
as constantes K, a,, b, € ¢; dependem da geometria do sistema e da faixa das variaveis de
operagdo. Embora de natureza simples, a correlagdo proposta por Ryu e Humphrey (1972)
apresenta uma capacidade de ajuste da mesma ordem que outras correlagdes de natureza bem
mais complexa como as baseadas na técnica de analise dimensional.

Zlokarnik (1978) sugere uma correlagdo que prevé a dependéncia do kra com os
parametros geométricos do sistema, propriedades fisico-quimicas do fluido e das condigdes de
operagdo. Sua proposta se baseia na andlise dimensional. A correlagdo proposta ¢ dada pela

seguinte equagao:

kpa- (%)_1 ~ 030 l(%l)*lo'ss . §e-030 . (é)—o,so 2.11)

onde:

(Pgm>* _ (%) (2.12)
¢ (p (g- uap)z/?’)

onde Vi é o volume de liquido dividido pelo nimero de impelidores, P,y € a poténcia
transmitida por cada impelidor (W), Sc é o nimero de Schmidt (adimensional), Q ¢ a vazao
de alimentacdo de ar (m’.s™), o ¢ a tensdo superficial do meio (N.m") e o, ¢ a tensdo
superficial da agua (N.m™), p ¢ a densidade do meio (kg.m™) e g é a acelerago da gravidade
(m.s™).

O nimero de Shmidt (Sc) ¢ definido como:
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 Vap (2.13)

Sc =
Do,

Onde Vay=tiap/p € a viscosidade cinematica aparente (m*.s™).

A correlagdo proposta por Zlokarnik (1978) apresenta uma particularidade que a difere
das outras correlag¢des até aqui comentadas. O fato de a variavel Py, representar o consumo de
poténcia por impelidor possibilita o uso desta correlacio em sistemas com multiplos
impelidores e, portanto, com diferentes geometrias.

Campesi, (2009) propdes correlacdes para determinar valores de kpa para solugdes
Newtonianas (dgua e glicerol), que foram correlacionadas com a frequéncia de rotacdo do
impelidor (N) e com a viscosidade dinamica (p) para vazdes especificas de alimentagdo de ar
(¢ar) de 0,50 e 1,0 vvm.

Para ¢,=0,50 vvm:
kpa =560 x 10~*- N0818 . ,-0348 (R*=0,996) (2.14)

Para ¢,,=1,00 vvm:
kpa = 4,50 x 10~% - N0823 . | ~0,404 (R’=0,993) (2.15)

Valores de kra também foram também correlacionados com N e com o indice de
consisténcia K de fluidos ndo-Newtonianos (solu¢des de goma xantana) da forma que segue
para ¢, de 0,50 e 1,0 vvm, respectivamente:

kpa = 8,82 x 10~* - N1:285 . K-0.136 (R?=0,995) (2.16)

kpa =771 % 10~% - N1372.K-0158 (R*=0,992) (2.17)

Tais correlagdes foram utilizadas para calcular a velocidade de cisalhamento média

(Ym)-
2.5.1. Coeficiente de transferéncia de massa — (k)

Durante os bioprocessos aerobicos o O, € transferido desde o seio da bolha de gas para

a fase liquida chegando ao interior da célula onde ¢ utilizado na fosforilagdo oxidativa para a

26



Revisdo Bibliogrdfica

geracao de ATP. De acordo com Moo Young (1985), a resisténcia global desta transferéncia
de O, e igual a soma das resisténcias individuais e suas magnitudes dependem das
hidrodinamicas das bolhas e da fase liquida, da composicao e reologia do caldo fermentativo,
da concentracdo e da atividade celular. Isto pode ser representado por uma série de
resisténcias conforme detalhado em Bailey e Ollis (1986), esquematizado na Figura 2.9, sendo

conhecido que resisténcia da pelicula do liquido em torno da bolha ¢ a que controla a

velocidade de transferéncia de oxigénio.
No caso de cultivos de bactérias ou fungos filamentosos, a transferéncia de O, enfrenta

resisténcias fisicas, devido a geracdo de caldos cada vez mais viscosos no transcorrer do

cultivo.

Figura 2.9. Representacao esquematica de resisténcias associadas a transferéncia de oxigénio
desde o seio da bolha até seu consumo pela célula.
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(fonte: adaptado de BAILEY e OLLIS, 1986)

Na pelicula de liquido a resisténcia a transferéncia de O, ¢ dada pelo inverso do
coeficiente convectivo de transferéncia de O, (kp), sendo que este parametro pode ser
estimado por diferentes equagdes, muitas destas empiricas (CALDERBANK e MOO-
YOUNG, 1961) e outras baseadas em fundamentos tedricos com diferentes abordagens
(KAWASE et al., 1987; ZHANG e THOMAS, 1996).

Na literatura héd trés teorias classicas que procuram explicar como ocorre a

transferéncia de massa da fase gasosa para a fase liquida, representadas pelos seguintes

modelos:
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2.5.1.1. Modelo da teoria de duas peliculas

O modelo mais simples e mais antigo de transferéncia de massa gas-liquido, proposto
por Lewis e Whitman (1924), baseia-se no conceito de uma interface rigida e dois filmes
estagnados. Um filme gasoso e outro liquido, junto criam a interface gas—liquido e considera-
se que a transferéncia de massa ocorra apenas por difusdo (Figura 2.9).

Nesse processo sao consideradas trés etapas:

e O transporte do O, do seio da bolha de ar até a interface.

e A difusdo do O, através da interface gas — liquido.

e O transporte do O, da interface até o seio do liquido.

Figura 2.9. Representacio esquematica da interface gas-liquido na transferéncia de O, para
oxigenacdo de um meio liquido.

GAS Cs [ po,

Filme gasoso

pOz,i

Interfase=—p = w= —_——

Filme liquido

P )
o | C LiQuiDo

A maneira mais simples para definir estas relacoes ¢ pela lei de Henry para

concentragdo de oxigénio dissolvido em solugdes saturadas:

G = Hepoz,i (2.18)
C= Hepg2 (2.19)
Cs = Hep02 (2.20)

Onde C; ¢ a concentragdao do oxigénio dissolvido em equilibrio na interface gas—
liquido (em goo.m™), C é a concentraco de oxigénio dissolvido na fase liquida (em go,.m™),

P ~ e As . . ;. 3 [P
Cs € a concentragdo de oxigénio dissolvido na fase liquida (em go,.m™) em equilibrio com a
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pressdo parcial de oxigénio da fase gasosa (p,,) , Do, € a pressdo parcial do oxigénio na
interface gas-liquido (em atm), p,, € a pressdo parcial de oxigénio em equilibrio com a
concentracdo de oxigénio dissolvido da fase liquida (C) segunda a lei de Henry dado (em

atm), P, ¢ a pressdo parcial de oxigénio na fase gasosa (em atm) e H. ¢ a constante de Henry

dada em (goo.m™.atm™).
O fluxo de oxigénio (ny,) em gop.m™.h™" desde o seio da bolha de ar até o meio liquido

¢ definido como:

_ gradiente (2.21)
102 = Jesisténcia

onde o gradiente ¢ a for¢a motriz que provoca a transferéncia de massa (O;) no filme liquido e
a resisténcia € o inverso do coeficiente convectivo de transferéncia de massa. Os fatores que
afetam este gradiente incluem a solubilidade e a atividade metabdlica. A solubilidade do gés
(Cs), em solugdes eletroliticas é usualmente menor que a solubilidade em agua pura. E
dependente da temperatura, da pressao, da concentragdo, dos tipos de sais presentes e das
reacdes quimicas.

No estado estaciondrio, o fluxo de oxigénio (em unidade de massa ou mol por unidade

de area por unidade de tempo, goo.m>.h™") é constante e igual, na pelicula estagnada de gas e

na pelicula estagnada de liquido. Logo, pode-se escrever que:
no, = k¢ - He - (o, — Po,i) = k- (C; = C) (2.22)

Onde kg é o coeficiente convectivo de transferéncia de massa da pelicula gasosa (m.h™).

No entanto, ndo ¢ possivel quantificar o fluxo de oxigénio pela Equagdo (2.22), pois
ndo ¢ possivel realizar as medidas de pressdo parcial e de concentracdo de oxigénio dissolvido
na interface (po, i € C;). Portanto, ¢ mais conveniente definir o0 np, com base nos coeficientes
globais de transferéncia de massa e nas forcas motrizes globais para a fase gasosa e liquida.

Logo se tem que:

Np, = KG ' He ) (pOZ - p*Oz,i) =K - (CS - C) (223)
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Em virtude da intensa movimentagdo das moléculas de gas, a resisténcia a
transferéncia de massa na fase gasosa pode ser considerada desprezivel e, portanto, toda a
resisténcia a transferéncia de oxigénio se deve a pelicula estagnada da fase liquida (BADINO

e SCHMIDELL, 2001), ou seja, K; >> K; ¢ K; = k. Logo, pode-se escrever que:
ng, =k, (C;—C) (2.24)

Multiplicando-se o0 ng, pela area interfacial de troca de massa (a em m™), dada pela
area superficial das bolhas por unidade de volume de liquido, define-se a velocidade de

transferéncia de oxigénio (Ny, em go2.m™.h™"). Assim obteremos a seguinte expressio:
ng, *a = Ny, =k, -a(Cs —C) (2.25)

onde o produto ny, - a € a velocidade de transferéncia de oxigénio (No2).

Devido a dificuldade de medir “k;,” e “a” separadamente, usualmente determina-se o
L )

produto kia e este pardmetro ¢ o chamado coeficiente volumétrico de transferéncia de

oxigénio, caracterizando o transporte do O, do gas para o liquido, com dimensdo expressa

como o inverso do tempo.

2.5.1.2. Modelo da teoria de penetracio de Higbie

Modelo baseado numa interface onde a renovagdo da superficie ocorre através do
deslocamento do liquido nessa interface o qual ¢ comumente aceito na descricdo da
transferéncia gas-liquido (KAWASE et al., 1987; GARCIA-OCHOA e¢ GOMEZ, 2004).
Quando uma bolha de gas se movimenta através de um liquido, ela cria continuamente uma
nova area interfacial em seu avango. No intervalo de fixagdo, a ponta de avango pode criar um
redemoinho (turbilhdo) de liquido na interface gas-liquido nesse instante existe uma
transferéncia de soluto pela difusdo molecular. Pode-se assumir que essa difusdo ¢ nao
estacionaria na interface gés-liquido durante o tempo de contato ou de exposi¢do para a

transferéncia de massa (t.). A Equacao 2.26 ¢ escrita, baseada no modelo proposto:
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(2.26)

onde D; é o coeficiente de difusdo na camada. E bem conhecido que k. depende da
intensidade da turbuléncia expressa em fun¢do da energia dissipada (GARCIA-OCHOA e
GOMEZ, 2004).

2.5.1.3. Teoria da renovaciio de superficie

Utiliza uma combinacdo de conceitos do modelo da teoria de duas peliculas e do
modelo da teoria de penetragdo de Higbie, apresentadas previamente. A velocidade de
renovagao da superficie ¢ consideravelmente alta em comparagdo as bolhas livres sob o fluxo
potencial (FIGUEREDO e CALDERBANK, 1979). Como consequéncia, o resultado
experimental mostra que o tempo de exposicdo ¢ afetado pelo micro-redemoinho (micro-
turbilhdo) ou pela turbuléncia na escala microscopica. Assim a taxa dissipacdao de energia no
liquido por unidade de massa (€) ¢ a magnitude mais adequada para caracterizar a escala de
tempo. O tempo de exposicao (t.) que caracteriza o tempo de residéncia dos micro-turbilhdes
na interface é geralmente desconhecido, mas pode ser estimado por um modelo adequado. A
avaliacdo deste tempo pode ser realizada de acordo com a teoria de Kolmogorov da
turbuléncia isotropica, como a taxa entre dois parametros caracteristicos de turbilhdes, ou
seja, o comprimento do micro-turbilhdo () e a flutuacdo de velocidade (u#). Ambos os
parametros dependem da velocidade de dissipacao de energia (g) e da viscosidade cinematica

do liquido (v) de acordo com a equagdo que segue:

1
v3\4
=(%)

u=(v-e)%

(2.27)

(2.28)

O tempo de exposicdo ¢ geralmente considerado como o tempo em que as bolhas
levam para percorrer um comprimento igual ao seu didmetro e ¢ estimado usando a razao

entre o comprimento do micro-turbilhdo e a flutuagdo da velocidade de Kolmogorov.
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2.6. Tamanho de bolha e area interfacial em biorreatores

A partir do tamanho médio das bolhas (Dg) e da retengdo gasosa ou hold-up (g;) pode
ser calculada a area interfacial (OCHOA e GOMEZ, 2009). Assumindo que as bolhas sao

perfeitamente esféricas, pode-se escrever que como a Equacao 2.29:

a=6-zc./dy (2.29)

Por outro lado, a area interfacial pode ser aumentada pela formag¢do de pequenas
bolhas ou pelo incremento do nimero de bolhas. Para um dado volume do gas, uma maior
area interfacial (a) ¢ obtida se o gés ¢ disperso em pequenas ao invés de grandes bolhas. A
area interfacial especifica estd fortemente relacionada com o desenho geométrico e
hidrodindmica no biorreator. As propriedades do meio também afetam significativamente o
tamanho das bolhas e a coalescéncia e, portanto, a area interfacial (OCHOA ¢ GOMEZ, 2009;
OBENG e KRESTA, 2003). A presenca de solutos na fase liquida pode afetar a transferéncia
de massa, alterando as propriedades fisico-quimicas da fase liquida, perturbando o
comportamento da coalescéncia e o tamanho das bolhas. Em liquidos coalescentes (agua e
liquidos viscosos), a colisdo entre as bolhas conduz a formagao de bolhas grandes, reduzindo
a area interfacial. Com o incremento da viscosidade, s6 os micro-turbilhdes com energia
suficiente podem penetrar através da camada limite e a resisténcia a transferéncia de massa
aumenta.

A velocidade de agitacdo e a intensidade da mistura desempenham um papel
importante na quebra das bolhas. Como mencionado, o desenho mecanico do biorreator afeta
a dispersao dos gases, o hold-up e o tempo de residéncia das bolhas. Como foi mencionado,
sdo utilizadas hastes defletoras ou chicanas (baffles) para criar turbuléncia e cisalhamento que

podem quebrar as bolhas (OBENG e KRESTA, 2003).

2.6.1. Retencao gasosa (hold-up)

Retengdo gasosa ¢ definida como a fragdo volumétrica do gas, no volume total da

dispersdo gas-liquido presente no biorreator ¢ ¢ chamado de retengdo gasosa global (gg)

(CHISTI, 1989):

32



Revisdo Bibliogrdfica

Ve (2.30)
&g =
Ve +V,

Onde Vj; € o volume do gés e V;, € o volume do liquido. A reteng@o gasosa determina o tempo
de residéncia do gas no liquido e, em combinagdo com o dg, controla a area interfacial
especifica gas-liquido por onde ocorre o transporte de massa.

A adi¢do de eletrélitos incrementa a retengdo gasosa (hold-up), devido ao decréscimo
do tamanho da bolha e o efeito da coalescéncia a baixas ou altas pressdes (GOGATE,

BEENACKERS e PANDIT, 2000; PUTHLI et al., 2005).

2.7. Cisalhamento em biorreatores

O cisalhamento, também denominado gradiente de deformacao ou esforco cortante, €
o esfor¢o interno resultante das tensdes paralelas a sec¢do transversal de um objeto mecanico.
Analisando a deformacdo mecanica existem trés tipos de forcas de deformagdo
conhecidas:
e Forgas compressivas: que apertam e encurtam um corpo.
e Forcas extensionais: que provocam o estiramento, ou seja, tendem a romper
um corpo.
e Forcas de cisalhamento: empurram cada um dos lados do corpo em dire¢des
opostas.
De acordo com “lei de Newton da viscosidade” dada pela Equagdo (2.31), a
viscosidade dinamica ¢ o coeficiente de proporcionalidade entre a tensdo de cisalhamento (t)

e a gradiente de velocidade (y):

T=U"Y (2.31)
ou

T
W=~ (2.32)

onde 7 ¢ a tensdo de cisalhamento (shear stress) (em N.m'2=kg.m'1.s'2), 4 € a viscosidade

dindmica do liquido em (em Pas=kgm™.s') e ¥ é o gradiente da velocidade, taxa ou
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velocidade de cisalhamento (shear rate), dada a soma das variagdes das velocidades do fluido
com as dire¢des axial, radial e angular.

A viscosidade de um fluido Newtoniano ¢ independente da velocidade de
cisalhamento e da tensdo de cisalhamento, no entanto, ambas dependem da temperatura,
composi¢ao, pH e outros parametros fisico-quimicos (CHARLES e WILSON, 1994). No caso
de fluidos nao-Newtonianos, a relagdo entre a T ¢ y nao ¢ linear.

No caso de fluidos nao-Newtonianos pseudoplasticos e dilatantes, o modelo

matematico que descreve seus comportamentos ¢ dado pela equagdo da Lei de Poténcia:

T=Ky" (2.33)

Sendo que “n” pode variar da seguinte maneira:

n < 1: para fluido pseudoplasticos.

n > 1: para fluido dilatante.

No caso de n =1, a Equagao (2.33) ¢ a propria equacgao da Lei de Newton, sendo nesse
caso K=p.

Porém, ndo sdo todos os fluidos que apresentam esse tipo de comportamento quando
expostos as mesmas condi¢des de cisalhamento. Durante um procedimento fermentativo ¢
possivel ocorrerem alteracdes muito significativas no caldo, podendo este passar a condi¢ao
de fluido ndo-Newtoniano. Um bom exemplo para esse caso sdo os processos que envolvem o
cultivo de bactérias e fungos filamentosos (SCHMIDELL, 2001).

A Figura 2.10 ilustra alguns reogramas (t em fung¢do de Y) para diferentes fluidos,

incluindo os Newtonianos.

Figura 2.10. Reogramas de fluidos
T 1
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Em processos bioquimicos, a velocidade de cisalhamento imposta ao meio reacional ¢
um importante parametro no projeto e operagao de biorreatores. O cisalhamento ¢ considerado
na literatura como um elemento destrutivo que, em excesso pode resultar em danos as células,
levando a perda de viabilidade, gerando mudangas morfologicas, fisiologicas e metabolicas
irreversiveis as células, até mesmo a ruptura e induzindo a morte celular.

Este dano por cisalhamento para microrganismos filamentosos ¢ ilustrado na Figura
2.11, considerando-se regime laminar de escoamento, pode ser observado que a diferenca dos
modulos dos vetores de velocidade pode gerar a fragmentacdo dos micélios. A reologia do
cultivo pode também ser alterada pela alta velocidade de cisalhamento (OH et al., 1991,

MEIJER et al., 1993; JUSTEN et al., 1996; CONTRERAS et al., 1999, CHISTI, 2001).

Figura 2.11. Consequéncia da exposicio de um microrganismo filamentoso ao alto cisalhamento.

&
&

Ta

Fragmentacao
Celular

Germinagao Cisalhamento
Durante cultivos, algumas bactérias, leveduras e fungos filamentosos podem ser
relativamente tolerantes a um ambiente exposto a altas condi¢des de cisalhamento em
comparagdo a cultivos de células de tecidos animal vegetal que sdo delicadas e requerem
geralmente ambientes com condi¢des de cisalhamento bem mais brandas. Segundo Engler e
Robinson (1981) sdo consideradas as células mais sensiveis a fragmentacdo pelo cisalhamento

na seguinte ordem:

NIVEL DE CISALHAMENTO

MO Gram-negativos > Mo Gram-positivos > fungos (levedura)
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A elevada sensibilidade do microrganismo (MO) ou da célula ao cisalhamento ¢
devido a dois fatores: cisalhamento hidrodindmico gerado pelo impelidor e as condigdes de
cisalhamento por borbulhamento de ar. Isto implica em certos cuidados quanto a forma de
fornecimento de O,, assim como ao tipo e grau de agitacdo que serdo utilizados no cultivo.
Deve ser considerada uma regulacdo do ambiente hidrodinamico que forneca as melhores
condigdes de agitacdo e aeracao e, que, no entanto, ndo provoquem danos significativos para

as células (MEIJER et al., 1993).

2.7.1. Cisalhamento hidrodinidmico gerado pelo impelidor

Em biorreatores convencionais tipo tanque agitado e aerado, a velocidade de
cisalhamento varia com a frequéncia de rotacdo do agitador (N) (CHISTI, 2001). Para o
impelidor tipo turbina com pas planas, a velocidade de cisalhamento (considerando regime
laminar) ¢ maxima préoxima a ponta do impelidor, diminuindo a medida que se distancia

deste, conforme ¢ observado na Figura 2.12 (HO e OLDSHUE, 1987).

Figura 2.12. Perfil de velocidade na regiao proxima ao impelidor. (HO e OLDSHUE, 1987).

. AV av
Y=oy

Para células sensiveis ao cisalhamento, reduzir a velocidade de agitagdo do impelidor
para minimizar a velocidade de cisalhamento seria uma solugdo. No entanto, uma baixa
velocidade de cisalhamento implica uma baixa transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a
fase liquida, notadamente em fermentagdes aerobicas cujo crescimento celular eleva a
demanda de oxigénio do processo e simultaneamente a viscosidade aparente ([ap) do caldo.

Com uma baixa transferéncia de oxigénio, o crescimento sera limitado, assim como a propria
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biossintese do produto esperado (BADINO e SCHMIDELL, 2001). Além disso, a biomassa
concentrada poderia gerar aglomerados celulares quando ¢ aplicada velocidades baixas de
agitacdao (OH et al., 1991).

Portanto, o dano provocado pela condi¢do de cisalhamento por agitagdo pode ser
minimizado pelo apropriado desenho do equipamento e controle da agitacdo e aeracdo no
biorreator. Por esse motivo, o efeito da agitagdo sobre a morfologia em cultivos submersos
precisa ser cuidadosamente avaliado, sendo indispensavel a escolha da geometria do
impelidor que determinard as for¢as hidrodindmicas que irdo afetd-la, além da alimentacdo de

ar e da poténcia fornecida ao sistema (OH et al., 1991; JUSTEN et al., 1996; CHISTI 2001).

2.7.2. Cisalhamento por borbulhamento de gas

O borbulhamento de gés também pode causar danos as células por cisalhamento e
pode ocorrer em diferentes regides do biorreator: 1) na regido do aspersor onde as bolhas sao
geradas, 2) durante a coalescéncia das bolhas e quebra das bolhas durante o arrasto no vortice
gerado pelo movimento do impelidor, 3) na regido de ascensdao das bolhas no biorreator e 4)
na eclosao da bolha na interface liquido-gas na superficie do fluido. A Figura 2.13 ilustra

essas regides (OH et al., 1992; CHISTI, 2000).

Figura 2.13. Regides do potencial interacdo bolha-célula, que pode causar dano celular e regiées
de alto cisalhamento em um biorreator agitado com turbina Rushton.
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Fonte: adaptacio de Oh et al., 1992
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O tamanho e a quantidade de bolhas de gas em sistemas gaseificados sdo importantes
fatores na morte celular por cisalhamento, pois o maior dano ocorre nas células aderidas a
superficie da bolha quando esta eclode na superficie do liquido. As rupturas de bolhas
pequenas na superficie do liquido sdo mais violentas que das bolhas grandes, sendo que as
bolhas com didmetro maior que 5,5 mm sdo menos prejudiciais para as células e bolhas
pequenas podem produzir dano instantdneo. O dano celular por borbulhamento ocorre quase
totalmente na superficie do liquido (CHISTI, 1990). Segundo Chisti (2000), a lesdo celular
induzida por estouro ou eclosdo de bolhas em biorreatores de menor escala serd maior em
comparagdo ao estouro de bolhas em biorreator a escala industrial, indicando que o tamanho
das bolhas deve ser superior a 7 mm, preferencialmente entre 10 e 20 mm.

Oh et al. (1989) observaram que ao se utilizar baixa velocidade de agitagdo e baixas
vazdes de alimentag¢do de ar, o numero de células foi reduzido drasticamente em cultivos de
célula animal utilizando o impelidor Rushton, mostrando que o dano as células foi devido a
aspersao de ar, mas ndo indicaram como aconteceu ou onde.

Nos cultivos em suspensdo, devido a baixa agita¢do, os danos celulares por forcas
hidrodindmicas ndo s3o muito significativos e estes danos podem ser atribuidos
principalmente a introducdo, quebra, coalescéncia e eclosdo na superficie do liquido das
bolhas de gas (OH et al., 1992)

Para conseguir um ambiente hidrodindmico favoradvel para o processo, diversas
pesquisas vém sendo realizadas para minimizar o cisalhamento em células sensiveis, como no
trabalho de Whang e Shong (1997), no qual foi projetado com sucesso um novo tipo de
biorreator com rotor centrifugo para cultivos de células sensiveis ao cisalhamento, como
células de plantas. Outra forma de minimizar o dano por cisalhamento por estouro de bolhas ¢é
utilizar agentes protetores em cultivos, como o surfactante nio iénico Pluronic® F68,
mediante pesquisas utilizando célula animal. O efeito do Pluronic® F68 ¢é comumente
relacionado com sua capacidade de evitar a ligacdo das células com as bolhas, evitando que
uma maior quantidade de células seja transportada a superficie (OH et al., 1992; CHISTI,
2000). Por outro lado, os efeitos negativos e positivos referentes ao estresse hidrodinamico
foram expostos com detalhe por Meijer et al. (1993) em cultivos de células de plantas. Até o
momento, os efeitos do cisalhamento na fisiologia dos fungos ainda ndo sdo bem

compreendidos (KRESTA e BRODKEY 2003).
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Sassi et al. (1991) avaliaram o efeito do impelidor Rushton na produgdo de acido
citrico utilizando A. niger, observando que o impelidor nao afetou a producao da biomassa,
mas sim a biossintese de produto.

O efeito do cisalhamento também foi avaliado em cultivos de S. clavuligerus visando
a producao de acido clavulanico. Observou-se que o microrganismo se mostrou sensivel ao
cisalhamento apresentando lise celular quando a agitacdo foi incrementada para manter o
nivel de oxigénio dissolvido (ROUBOS et al., 2001). Nos trabalhos realizados por Rosa et al.
(2005) e Thomasi et al. (2011), observou-se que quanto maior a velocidade de cisalhamento
média (Yp,), menor foi o crescimento celular em cultivos com S. clavuligerus. O aumento nas
condi¢des de cisalhamento pode trazer melhorias na producdo de metabolitos de interesse
como na producao de composto B-lactamico acido clavulanico (ROSA et al., 2005; CERRI e
BADINO, 2012). Este efeito ja tinha sido mencionado por Meijer et al. (1993), indicando que
o cisalhamento pode mostrar efeitos positivo e negativo em cultivos.

Para contornar o efeito negativo do cisalhamento em cultivos envolvendo
microrganismos filamentosos, além de reduzir o consumo de poténcia e modificar o padrdo de
escoamento, recentes trabalhos tem abordado o estudo da influéncia da geometria de
impelidores. Sdo propostas modificacdes geométricas nos impelidores, a fim de melhorar seu
desempenho, sendo estudado minuciosamente o impacto destas modificagdes em impelidores
de escoamento axial pitched blade e hydrofoil (1aminas largas e estreitas) por Kumaresan e
Joshi (2006).

Sandadi et al. (2011), realizaram estudos utilizando impelidores com diferentes
comportamentos de escoamento, como a turbina Rushton (radial) e o a hélice marina (axial),
em cultivos de célula animal (células de ovério de hamster chines) para caracterizar o
rendimento, transferéncia de massa, crescimento celular e producdo de anticorpos. No
entanto, os autores ndo conseguiram demonstrar se a qualidade do anticorpo produzido foi
alterada com a mudanga na geometria do impelidor. Recentemente, um novo modelo de
impelidor, o tipo “orelha de elefante” ou Elephant Ear (EE), tem sido estudado por apresentar
“baixo cisalhamento” (KRESTA e BRODKEY, 2003). Nienow (2006), indica que esta
carateristica se deve ao fato de apresentar um grande volume de arrasto devido ao tamanho
das pés. Pelo que tem sido indicado por muitos autores, esse impelidor ¢ adequado para o
cultivo dos microrganismos sensiveis ao cisalhamento como células animais e alguns fungos

filamentosos (ZHU et al., 2009; COLLIGNON et al., 2010; MIRRO e VOLL 2009).
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2.8. Correlacoes para calculo de velocidade de cisalhamento

Diversos trabalhos na literatura propdem equagdes de previsdo referentes a
quantificagdo da velocidade de cisalhamento média (y,,), assim como da velocidade de
cisalhamento maxima (y,,x). Esses trabalhos fornecem correlagdes obtidas em funcao das
condi¢des de operacdo e das propriedades fisicas (densidade) e reoldgicas do fluido, como o
indice de consisténcia ¢ o indice de comportamento de escoamento (n). A Tabela 2.2
apresenta um resumo das correlagdes relacionados com estimativas de velocidades de

cisalhamento média (y,,) € maxima (Y,ax), @ fim de se ter uma facil comparagao entre eles.

Tabela 2.2. Correlagdes para a y,,, € Ymax €m biorreatores mecanicamente agitados (adaptado de

Chisti, (2001)).

Referéncia Correlacao Observacoes
Regime laminar
Metzner e Otto Vo =k-N Fluido ndo-
(1957) Newtoniano
- Regime laminar
Calderbank e Moo- Ym =k- ( an )"‘1 N Fluido ndo-
Young (1959) " 3n+1 i
Newtoniano
' Regime de transigdo
Kelly e Gigas Vi = 64,3+ N Fluidos Newtoniano
(2003) e nao-Newtoniano
Regime de transi¢do
Pérez et al. (2006) Vm = 33,1- N4 Fluidos Newtoniano

Campesi
et al.
(2009)

Witchterle et al.
(1984)

Robertson e
Ulbrecht (1987)

0,6092 2,876
Ym = K 1T-n - (1,571 - NO*665)1-n"

0,610 2,48
Ym = K1-n - (1,71 - N%*%)1-n

N2-1. diz pL 1/(1+n)
K

Ymax =N- (1 + 5,3n)1/n ' <

0,5
Ymax = 33150 (%)

e ndo-Newtoniano

Regime turbulento
Fluido ndo-
Newtoniano

Regime turbulento
Fluidos Newtoniano
e ndo-Newtoniano

10°<Re<2.9x10*
Fluidos Newtoniano
e ndo-Newtoniano
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A correlagdo classica proposta por Metzner e Otto (1957), mostra que y, ¢

proporcional a N:
y=k.N (2.34)

Onde £ ¢ uma constante adimensional, dependente do tipo de impelidor (por exemplo,
k=11,5 para a turbina Rushton), da geometria do sistema e N ¢ a frequéncia de rotagdo do eixo
do agitador (rpm). Esse conceito tem sido amplamente aceito e utilizado para fluidos nao-
Newtonianos (SCHMIDELL, 2001).

A Equagdo (2.35) proposta por Calderbank e Moo-Young (1959) ¢ uma forma
modificada da Equagdo (2.34). Nela a constante k ¢ corrigida por um termo que ¢ fungdo dos
parametros reoldgicos K e n. Essa equacao foi modificada, pois os autores observaram que
para fluidos ndo-Newtonianos pseudoplasticos (n<l) agitados por diferentes tipos de
impelidores, ¢ possivel definir uma relagdo entre a viscosidade aparente (Map) € as
propriedades reoldgicas do fluido, indice de consisténcia (K) e indice de comportamento de
escoamento (n), obtendo uma equagdo mais completa que a correlagdo proposta por Metzner e
Otto (1957). A abordagem ¢ comumente utilizada para estimativas de y, em regime

turbulento:

n_ (2.35)

. K 4.n \n-1 N
Ym = '<3.n+1>

Kelly e Gigas (2003) utilizaram a modelagem matematica por fluidodinamica
computacional (CFD) para determinar a velocidade de cisalhamento média em regime de
transicdlo em fung¢do da frequéncia de rotacdo do impelidor. Utilizando biorreator
convencional tipo tanque agitado e aerado de 70 L provido de chicanas ou hastes defletoras
(baffles) com impelidor hydrofoil A315 de escoamento axial, operado em regime de
escoamento de transi¢do, a partir de simulagdes observaram que y,, aumentou com aumentos
de N e de n (METZNER e OTTO, 1957). Eles modificaram o valor da constante de
proporcionalidade de forma que a correlagdo se ajustou melhor aos dados experimentais,

obtendo-se um coeficiente de regressdo R*=0,96. Modelo é dado pela Equagio (2.36):
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Vi = 64,3.N (2.36)

Pérez et al. (2006), utilizaram os dados simulados de Kelly e Gigas (2003) para ajustar
uma correlagdo modificada, desenvolvida para um impelidor de escoamento axial hydrofoil

A315, a partir de raciocinio teodrico e analise empirica.

Vin = 33,1.N14 (2.37)

No ajuste foi obtido um coeficiente de regressio R*=0,9990, consideravelmente
melhor que o da Equagdo (2.36). Esta Equacao 2.37 foi validada em regime de transi¢ao por
um impelidor A315.

Campesi (2009), propoés uma metodologia para correlacionar a velocidade de
cisalhamento média com a frequéncia de rotagdo do impelidor e com os parametros reologicos
K e n, para o biorreator convencional tipo tanque agitado e aerado, adaptando a metodologia
proposta por Cerri et al. (2008) para biorreatores pneumaticos. As Equacdes (2.38) e (2.39)

mostram essas relagdes, para vazdes especificas de alimentagdo de ar de 0,50 e 1,00 vvm,

respectivamente:
0,6092 2.876
Vi = K 1-1 . (1,571. N04665)T—n (2.38)

0,6092 2.476
Ym = K 1-n . (1,711.N%>87)1-n

(2.39)

Este método foi avaliado em cultivos submersos de S. clavuligerus, onde se conclui
que elevados valores de velocidade de cisalhamento média (y,,) geram caldos fermentativos
menos Viscosos.

Na literatura sdo também encontrados trabalhos que propuseram correlagdes para
estimativa da velocidade de cisalhamento maxima (Vyax)-

Witcherle et al. (1984) propuseram uma correlagdo para fluidos Newtonianos e nao-
Newtonianos para determinar y,,, na ponta de um impelidor tipo turbina com pas planas.
Sendo um dos Unicos trabalhos na literatura que tenta quantificar y,,x em sistemas com

impelidor tipo turbina com laminas planas.
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N2 g2 - pL)l/ (1+n) (2.40)
K

Venax = N+ (1 + 5,3n) /n - (

onde py. ¢ a densidade do liquido (kg.m™) e d; é o didmetro do impelidor (m).

Robertson e Ulbrech (1987) também propuseram uma correlagdo para determinar vy,
utilizando fluidos Newtonianos ¢ nao-Newtonianos. Eles observaram que nos tanques com
impelidor tipo turbina com pdas planas, a velocidade de cisalhamento ¢ maxima proxima a
ponta do impelidor e diminui quando se distancia da ponta, como pode ser observado na

correlacdo dada pela Equagao (2.41),

pL (2.41)

0,5
Ymax = 33°N15 ;- ()

onde p ¢ a viscosidade dindmica do liquido dada em Pa.s.
2.9. Poténcia dissipada

A poténcia dissipada ou consumo de poténcia € uma varidvel importante na operagao
do biorreator em bioprocessos. Em biorreatores mecanicamente agitados, a poténcia mecanica
transmitida ao fluido ¢ geralmente fornecida por um ou varios impelidores e, portanto, o
consumo de poténcia durante a agitacdo deve-se a resisténcia que o caldo exerce sobre as pas
dos impelidores. A poténcia transmitida ao fluido tem forte influéncia nos processos de
transferéncia de quantidade de movimento, calor ¢ massa do processo. Uma maneira de se
avaliar o consumo de poténcia ¢ a utilizagdo de diagramas e correlagdes disponiveis na
literatura, para sistemas ndo gaseificados (Pg) e gaseificados (P,). Cabe ressaltar que grande
parte das correlacdes e diagramas propostos pela literatura sdo obtidos para fluidos com
caracteristicas diferentes das apresentadas por caldos de fermentag¢do. Portanto, o uso de
diagramas e correlacdes propostas pela literatura, embora uteis, apresentam limitacdes nas
estimativas de consumo de poténcia durante a agitacdo e aerag¢do de caldos de fermentacao.

O requerimento de poténcia em tanques agitados Py foi objeto de estudo de Rushton et
al. (1950a, 1950b), que desenvolveram o conceito de numero de poté€ncia (Np). Os autores
mediram as exigéncias de poténcia na agitacao de fluidos Newtonianos em tanques com e sem

chicanas, utilizando diferentes impelidores e relacionaram os resultados experimentais
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baseando-se na relagdo entre o Np ¢ numero de Reynolds modificado (Re), ambas as

grandezas adimensionais (vide Tabela 2.3).

p-N-d?2 (2.42)
Re = T
__ B (2.43)
Np = pL-N3-d°
L i

Tabela 2.3. Regime de escoamento de fluidos em tanques agitados em func¢do do Numero de

Reynolds (Re) (OBENG e KRESTA, 2003).

Numero de Reynolds (Re) Regime
Re<10 laminar
10<Re>10" transicao
Re >10* turbulento

Quando se impde um regime turbulento de agitacao de um fluido, a poténcia dissipada
sem aspersdo de gas (Po) € obtida a partir de um valor constante de nimero de poténcia (Np),

caracteristica deste regime de agitagao:
Pp=N,-p.-N°-df (2.44)

Onde py. ¢ a densidade do liquido e d; ¢ o diametro do impelidor.

A poténcia transferida ao fluido sem aeragao (Py) pode, portanto, ser estimada através
de diagramas como o de Rushton et al. (1950a, 1950b), ilustrado na

Figura 2.14, que relaciona Np com Re para diferentes impelidores. Sua utilizagdo pode
ser generalizada para sistemas de diferentes tamanhos, desde que esses apresentem dimensdes
que respeitem as relagdes geométricas apresentadas na Tabela 2.4

Onde D ¢ o didmetro do tanque, Hy. ¢ a altura de liquido, C; (clearance) é a distancia
entre a base do tanque e o impelidor, L ¢ a altura da pa do impelidor, Lp ¢ a largura da pa do

impelidor e X ¢ a largura da chicana.
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Figura 2.14. Diagrama do numero de poténcia (Np) em funcio nimero de Reynolds (Re) para

sistemas com diferentes impelidores (RUSHTON et al., 1950a, 1950b).

10°

turbina de & paz planas N

palheta de & pas d
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-1
16 ]
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Fonte: adaptacao de Badino et al., 1997

Tabela 2.4. Relacdes geométricas dos sistemas utilizadas na Figura 2.11 (Badino, 1997).

Impelidor D/ di HL/ di C 1/ di L/ di Lp/ di X/ di
Turbina de 6 pas planas 3 3 1 0,25 0,20 0,10
Hélice (passo = di) 3 3 1 - - 0,10

* tanque com 4 chicanas

2.10. Hidrodinamica em biorreatores

Na literatura “tensdo” é o termo mais utilizado para mencionar qualquer efeito
hidrodinamico em um material bioldgico, mas se esse elemento bioldgico sofre uma mudanga
com o incremento da velocidade de agitacdo, ndo significa que esse material estd sendo
deformado (THOMAS e ZHANG, 1998). Deve ter-se claro que o t (tensdao de cisalhamento
ou shear stress) ¢ diretamente proporcional y (velocidade de cisalhamento ou shear rate).

No transcurso dos cultivos, a composi¢do do meio ¢ alterada durante as fases de
crescimento e producdo, gerando muitas vezes fluidos ndo-Newtonianos, como no caso de
caldos de cultivos envolvendo microrganismos filamentosos, comumente utilizados em

processos de producao nas areas farmacéutica e alimenticia. Neste sentido, para se melhorar a
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transferéncia de O, em sistemas convencionais € necessario incrementar variaveis
manipulaveis como a frequéncia de rotacdo do agitador (N), que altera significativamente a
poténcia fornecida, e a vazao especifica de alimentagdao de ar (¢,) (ROLLINS et al., 1988;
MITSUYASU, KUWAIJIMA e SATOH, 1992; GAVRILESCU, ROMAN e EFIMOV, 1993).

Pelo exposto, para obter-se uma transferéncia adequada de O, da fase gasosa para a
fase liquida, as células podem ser fortemente afetadas por alteragdes no ambiente
hidrodinamico no interior do biorreator, pela geracdo de regides com elevado cisalhamento.

Nos biorreatores convencional tipo tanque agitado, o tanque pode ser dividido em duas
regides:

Regioes de alta dissipacdo de energia: sio as regides proximas do impelidor e
representam zonas com elevada dissipagdo de energia e, por conseguinte, uma boa
transferéncia de calor e massa. A exposi¢do a estas zonas de alta velocidade de cisalhamento
pode causar danos instantdneos as células, mas o dano também pode ocorrer gradualmente por
tensdo hidrodindmica. Isto implica que as células tém a habilidade de se adaptar a certos
niveis de tensdo mecanica.

Regioes de baixa dissipagdo de energia: s6 existem em zonas proximas as paredes do
tanque e em regides estagnadas, onde ha pouca transferéncia de poténcia e uma oferta
insuficiente de O, por efeito de um baixo grau de mistura. Estes gradientes de transferéncia de
massa sao significativos e podem afetar o crescimento dos micélios e formacao do produto
(PAPAGIANNI, 2004).

Portanto, a velocidade de cisalhamento ou a gradiente de deformacdo (y) que
determina o estresse hidrodindmico e que atua sob as particulas bioldgicas ndo ¢ constante em
todo o tanque, devido as variagdes irregulares do escoamento padrdo em todas as coordenadas
(radial, axial e angular) em funcdo do tempo. O estudo da tensdo hidrodindmica em reatores
mecanicamente agitados tende a focar os efeitos letais e sub-letais, através de um elevado
nimero de indicadores de resposta das células (KIERAN, MALONE e MACLOUGHLIN,
2006).

2.11. Dissipacio de energia

A taxa de dissipac¢do de energia media (1), ou taxa de dissipagdo de energia global

(dada em W kg ou m”.s™) pode ser obtida a partir da poténcia dissipada:
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P (2.45)
pL-V

Erh =

onde V ¢ o volume do meio no reator (m”).

A taxa de dissipagdo de energia local ou maxima (€1); max Proxima ao impelidor é
superior a (€1); ¢ depende do tipo de impelidor.

A microescala de turbuléncia de Kolmogorov (ng) ¢ frequentemente considerada

como um indicador potencial do dano celular e ¢ dada por:

e % (2.46)
k= <(ST)1>
Onde a v ¢ a viscosidade cinematica do fluido, dada por:
H (2.47)

Considerando a 4gua como meio da suspensdo celular, tem-se que v~ 10° m”s” ¢
(e1); € a taxa de dissipacdo de energia.

Segundo a teoria da microescala de turbuléncia de Kolmogorov (1941a, 1941b), a
turbuléncia pode ser representada em forma de pequenos redemoinhos ou turbilhdes (eddies)
de diferentes tamanhos onde a quantidade de energia ¢ diretamente proporcional a seu
tamanho. A literatura indica que o dano celular pela dissipacdo de energia devido aos
redemoinhos ocorre quando o didmetro da célula em suspensdo ou o didmetro do agregado
celular apresenta tamanho igual ou maior que o didmetro do turbilhdo de Kolmogorov.
Devido ao fato que estes turbilhdes tém energia suficiente para atuar sobre as células impondo
a elas um estresse, apenas as espécies bioldgicas que apresentam tamanho menor ao menor
turbilhdo da microescala de Kolmogorov ndo sdo afetadas pelo estresse hidrodinamico. Isso
significa que apenas os turbilhdes de maior tamanho conduzem as particulas bioldgicas a um
movimento convectivo em um sistema agitado sem danos as células (THOMAS e ZHANG,
1990). Por exemplo, quando se tem dissipacdo de energia média em fermentacdo bacteriana
em escala industrial igual a 1,0 W.kg" em um meio de cultivo com carateristicas similares da

agua, o tamanho do turbilhdo ¢ de aproximadamente 30 pm.
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Makagiansar et al. (1993) propdoem que a velocidade de agitacdo na ponta do
impelidor ndo ¢ um bom parametro de calculo da dissipacdo de energia em biorreatores na
escala de bancada, planta piloto ou na escala industrial, sendo melhor ter em conta os
parametros como a energia total e a dissipacdo de energia méaxima, considerando também o
tipo de cultivo.

Alguns autores utilizam os valores do kpa como um indicador empirico para
quantificar a tensdo hidrodindmica em que as células se encontram expostas, podendo ser
correlacionado com as forgas geradas pela dissipacdo de energia dos micro-turbilhdes. Como
mencionado anteriormente, a demanda global de O, pelas células € crescente e, portanto, a
transferéncia de O, deve ser incrementada durante os cultivos, principalmente pelo aumento
das condicdes de operacao (N e ¢q) €, por consequéncia, do kpa que depende unicamente de

dois pardmetros, como apresentado na Equacao (2.48):
kpa=A-(EpT- (vo)Pf (2.48)

O primeiro estd relacionado diretamente com a taxa de dissipagdo de energia

especifica ((£1)g), composta por duas parcelas, dada por:

Er)g = Er)s + Erig (2.49)
onde (€1)g ¢ a dissipagdo de energia devido ao borbulhamento de ar, dada por:

(Er)s ~ Vs 8 (2.50)
onde g ¢ a aceleracio da gravidade (9,81 m.s™) e v, ¢ a velocidade superficial do gas dada
(em m.s™).

O segundo termo da Equagdo (2.49) (€r);g refere-se a dissipagdo de energia gerada

pelo impelidor num sistema gaseificado, definida como:

Np, - N3 d? (2.51)

(ET)Ig = Vv
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Onde P; € o nimero de poténcia em condigdes gaseificadas.

P, € geralmente menor que P, e muitas vezes significativa para condigdes de aeragio
utilizadas em cultivos de bactérias e fungos. No entanto, para menores vazoes de alimentacao
de ar em cultivos de c€lulas animais, P, = P,.

De acordo com a Equagdo (2.48), o kra depende também de da velocidade superficial

de gas (vg), dada por:

i (2.52)
S AT
Onde:

m-D? (2.53)
A =
T 4

Onde Ar ¢ a area da secdo transversal do biorreator. A varidvel vg muitas vezes pode ser
desprezada por apresentar valores muito pequenos. Isso poderia ser possivel para processos
pouco aerados.

Essa Equagdo (2.48) ¢ independente do tipo de impelidor e os valores de a e B sdo
usualmente entre 0,5 £ 1 seja qual for o liquido. Por outro lado, o coeficiente A ¢ altamente

sensitivo a concentracdo (NIENOW, 2006); (NIENOW, 2012).

2.12. Influéncia das condicoes de cultivo na morfologia de microrganismos

filamentosos

Um dos primeiros trabalhos que relaciona o estresse mecanico com a morfologia do
micélio de Penicillium chrysogenum, Makagiansar (1993) mostra que a obtengdao de um
adequado grau de mistura, de modo a favorecer a transferéncia calor e massa em cultivos, ¢
essencial para um bom crescimento celular, assim como para manuten¢ao morfologia celular,
condi¢des necessarias para atingir altas produtividades nos bioprocessos.

Na literatura, sao descritos diferentes tipos de morfologia em microrganismos
filamentosos que vao desde hifas livremente dispersas até pellets (altas densidades ou

emaranhados de hifas) conforme mostrado na Figura 2.15.
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Figura 2.15. Estruturas morfoldgicas encontrada em cultivos tipicos de fungos filamentosos e
actinomicetos.

— — Hifa ndo ramificada
HIFAS /k'<<
ISOLADAS
ou
Livremente Hifas
dispersos ramificadas
Disperso

Clumps
ou agregados
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Adaptado de Cox et al., 1998 .

A morfologia dispersa observada na Figura 2.15 ¢ tipica de muitos microrganismos
filamentosos, crescendo em meio de cultivo submerso e em meio sélido. As formas dispersas
dividem-se em hifas isoladas ou livremente dispersas (hifas ndo ramificadas e hifas
ramificadas) e a grande quantidade de hifas formando agregados ou c/umps (COX; PAUL;
THOMAS, 1998), (PAMBOUKIAN; GUIMARAES; FACCIOTTI, 2002).
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A Figura 2.16 mostra a complexa interacdo entre a morfologia, produtividade e as
condigdes de cultivo de microrganismos filamentosos. Portanto, pode-se dizer que a
morfologia desempenha um papel central nos cultivos e, considerdveis esfor¢cos tém sido
realizados para o desenvolvimento de métodos quantitativos de caraterizacdo da morfologia
como a analise de imagem. A variacdo morfoldgica afeta as propriedades reologicas do caldo
de fermentagdo e podem afetar os fenomenos de transporte no interior do biorreator e a

eficiéncia e produtividade do processo inteiro (PAPAGIANNY, 2004).

Figura 2.16. Complexa interacio entre morfologia, produtividade e condicdes de cultivo de
microrganismos filamentosos (PAPAGIANNY, 2004).
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Em cultivos de estreptomicetos, a intensidade da agitacdo aplicada tem impacto sobre
a velocidade de crescimento celular, sinteses de produto, metabolismo através do transporte
de nutrientes e atividades enzimaticas, dano celular, morfologia e sobre a reologia do caldo
ndo-Newtoniano. O acoplamento destes parametros ¢ esquematizado na Figura 2.17.

A producdo de metabdlitos secundarios produzido por estreptomicetos pode ser

afetada pela frequéncia de agitagdo e pela poténcia dissipada. Para a produciao de metabolitos
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parece existir um nivel de agitacdo ideal, mas na literatura a resposta fisiologica frente as

condigdes de mistura permanece ambigua (OLMOS et al., 2013).

Figura 2.17. Acoplamento entre fendmenos relacionados ao biorreator. Em linhas continuas e
pontilhadas referem-se ao acoplamento fisico e bioquimico (OLMOS et al., 2013).
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Finalmente, a caraterizagdo da morfologia das hifas ramificadas (HR) esta relacionada
diretamente com o grau de alongamento (CHR: comprimento de hifa ramificada) e de
ramificagdo das hifas ou nimero de pontas.

A chamada unidade de crescimento de uma hifa ramificada (UCHygr) em pum, definida
como a razdo entre o comprimento total e o nimero de extremidades de hifa ramificada
(NEgr) ou nimero de pontas, da uma medida da importancia relativa do alongamento face a4
ramificagdo ao longo da fermentacdo (PROSSER e TOUGH, 1991), (PINTO et al., 2004).

Para monitoramento da UCH (unidade de crescimento hifal) durante um cultivo ¢ a seguinte:

CHR (2.54)
NEuR

UCH =
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2.13. Analises de imagem

A andlise de imagem é uma técnica poderosa que permite a andlise qualitativa e
quantitativa das estruturas a partir das imagens obtidas por elementos eletronicos (tais como
maquinas fotografica e cameras de video), proporcionando resultados precisos e
estatisticamente significativos, além de facilitar a compreensdo da analise das diferentes
amostras, devido a sua capacidade para caracterizar grande variabilidade de tamanhos e
formas (COX; PAUL; THOMAS, 1998), (PAMBOUKIAN, 2003).

Com o continuo desenvolvimento tecnologico na area de microscopia Optica, a andlise
de imagens tem avancgado cada vez mais, tornando-se um procedimento mais sistematizado e
automatico e resultando numa valiosa ferramenta para caracterizar a morfologia de micélios
complexos, estados fisioldgicos, assim como relagdes entre morfologia e produtividade. Por
exemplo, variacdes da morfologia em processos fermentativos interferem consideravelmente
na produgio de metabdlitos primarios e secundarios (PAMBOUKIAN; GUIMARAES;
FACCIOTTI, 2002, PAPAGIANNY, 2004). A analise de imagem também tem sido utilizada
para relacionar a reologia de um caldo de cultivo com a morfologia, para estudar a
fragmentacdo dos micélios por impelidores e para investigar a diferenciacdo estrutural e a
bioquimica de hifas tanto em cultivos submersos como em cultivos em meio solido (COX;
PAUL; THOMAS, 1998).

Nesse sentido, especificamente em cultivos de estreptomicetos, muitos trabalhos tém
sido publicados sobre a morfologia de crescimento, quantificada por analises de imagens
como no trabalho de Belmar-Beinry e Thomas (1991), onde os autores mostraram que o
aumento da frequéncia de rota¢do aumentou a fragmentagcdo de hifas, em cultivos para a
produgdo de acido clavulanico por S. clavuligerus. Por outro lado, Jisten et al. (1996)
utilizaram a analises de imagens e mostraram que a fragmentacao das hifas num biorreator
tanque agitado pode ser relacionada com a dissipagdo de energia em varias escalas de
operacdo, utilizando diferentes tipos de impelidores. Amanullah et al., (2000) estudaram a
fragmentacdo de hifas durante cultivos de Aspergillus oryzae e Penicillium chrysogenum,
mostrando que o aumento da agitacdo provocou uma diminui¢do na area de clumps. Pinto et
al. (2001) estudaram a viabilidade celular em cultivos de S. clavuligerus, concluindo que a
porcentagem de células vidveis foi bastante elevada e que a morfologia desse microrganismo

foi significativamente influenciada pelo estado do inodculo utilizado (indculo transferido em
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fase exponencial e inoculo transferido em fase estacionaria). Pamboukian, Guimardes e
Facciotti (2002), mediante estudos com cultivos de Streptomyces olindensis, estabeleceram
alguns critérios para a classificagdo automatica do microrganismo em quatro classes
morfologicas distintas (pellets, clumps, hifas ramificadas e hifas ndo ramificadas), de acordo
com suas dimensoes, aplicando técnicas de analise de imagens. Observaram durante cultivos
descontinuos, que o cisalhamento no reator levou ao rompimento de pellets e a formacao de
clumps e hifas livres.

Por outro lado, o uso de corantes tem sido cada vez mais importante para a
caracterizagdo morfoldgica de microrganismos. A maioria dos trabalhos utiliza corante apenas
para melhorar o contraste das imagens que serdo analisadas pelo software no computador. No
entanto, ¢ cada vez mais comum a utilizagdo de corantes especificos, para a diferenciagdao
entre células vidveis e ndo viaveis e para a caracterizagdo do estudo fisiologico do

microrganismo.

2.14. Streptomyces clavuligerus

Grande parte dos bioprocessos aerdbios envolvem cultivos de microrganismos
filamentosos como fungos e bactérias, como no caso o género de actinomicetos Streptomyces.
Cultivos submersos geram caldos com elevada viscosidade aparente e comportamento nio-
Newtoniano, o que dificulta a transferéncia de oxigénio (SASSI et al., 1991; JUSTEN et al.,
1996; CERRI et al., 2009). Os actinomicetos do género Streptomyces produzem uma ampla
gama de metabolitos secunddrios, incluindo agentes antimicrobianos, antiflingicos, anti-
helminticos, antitumorais, assim como herbicidas, pigmentos e outros, sendo responsaveis
pela producdo de mais de 80% dos antibidticos utilizados (CHALLIS e HOPWOOD, 2003).

A espécie S. clavuligerus pertence ao grupo de bactéria Gram-positiva, com forma de
filamentos ramificados de cor cinza e altamente aerdbia, mas ndo ¢ capaz de consumir glicose
livrte no meio de cultura, pois ndo possui um sistema de transporte de glicose (IVES e
BUSHELL, 1997). Na Figura 2.18, pode-se observar este tipo de microrganismo com hifas
com grande vitalidade, conforme mostra a técnica de fluorescéncia de viabilidade celular.

Uma importante caracteristica desta espécie ¢ o fato de produzir mais de 21

metabolitos secundarios, incluindo antibiodticos B-lactamicos. Tais como o 4cido clavulanico,
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cefamicina C, deacetoxicefalosporina C, isopenicilina N, penicilina N entre outros
(ROMERO, LIRAS, MARTIN, 1984).
Devido a sua caracteristica fisiologica de forma filamentosa, a transferéncia de O, em

cultivos destes microrganismos se faz dificultosa.

Figura 2.18. Bactéria filamentosa Streptomyces clavuligerus, amostra correspondente a um meio
de in6culo, pode ser observada a vitalidade do clump.

Foto com permissio Brittes (2012)

2.15. Producao de acido clavulanico por S. clavuligerus

Acido clavulanico é um composto de importancia mundial, conhecido como um
potente inibidor de B-lactamases, que protege os antibidticos [-lactamicos contra a hidrolise
por unido irreversivel ao sitio ativo das B-lactamases. E utilizado em conjunto com
antibioticos B-lactdmicos como a amoxicilina ou ticarcilina, o que permitem que estes
antibioticos recuperem sua eficacia e o seu espectro de acdo (BAGGALEY; BROWN;
SCHOFIELD, 1997).
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A molécula do acido clavulanico como outras clavamas apresentam dois anéis, o
primeiro de quatro membros (anel B-lactdmico) e o segundo denominado anel oxazolidinico,
que inclui um atomo de oxigénio em vez de um atomo do enxofre como ocorre na maioria de
compostos -lactamicos classicos, ver Figura 2.19.

O 4cido clavulanico ¢ tradicionalmente produzido em biorreator convencional tipo
tanque agitado por S. clavuligerus em cultivos com glicerol e derivados de soja como fontes
de carbono e nitrogénio (MAYER et al., 1996 ¢ ROSA et al., 2005).

Rosa (2005) analisou a produgdo de acido clavulanico em cultivos de S. clavuligerus
em biorreator tanque agitado e aerado sob diferentes condigdes de agitacdo e aeracdo e
verificou que a produgdo de acido clavulanico foi afetada positivamente nao apenas por altos
valores de concentrac¢do de oxigénio dissolvido, mas também por altas frequéncias de rotagao
do impelidor, ou seja, a maior condicdo de cisalhamento favoreceu a producdo desse

composto B-lactamico.

Figura 2.19. Estrutura quimica do acido clavulanico pertencente a classe estrutural B-lactama
apresentando uma potente atividade antibacteriana.
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Existem véarios trabalhos na literatura referentes a influéncia dos parametros
nutricionais sobre a produ¢do de antibidticos, assim como também poucos trabalhos que
mostrem a relagdo entre parametros hidrodinamicos e a producao de antibidticos (OLMOS et
al., 2013).

Cerri e Badino (2012) estudaram o efeito da velocidade de cisalhamento na produgdo
de 4cido clavulanico em cultivos de S. clavuligerus em biorreator convencional tipo tanque
agitado e em biorreator airlifi de tubos concéntricos. Observaram que o maior cisalhamento
favoreceu a produgdo de composto [-lactamico, sendo obtidas maiores producdes em
biorreator ndo convencional airlift de cilindros concéntricos.
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2.16. Consideracoes finais

Embora existam muitos trabalhos com diferentes abordagens com relagao aos efeitos
do cisalhamento em cultivos submersos de células e microrganismos. Mas, ndo sao
encontrados trabalhos que quantifiquem e comparem especificamente a velocidade de
cisalhamento em sistemas operados com diferentes impelidores, entre eles o orelha de elefante
(Elephant Ear) nas configuracdes EEDP e EEUP em relagdo ao impelidor turbina Rushton,
convencionalmente empregado em cultivos submersos. Muitos autores definem esses
impelidores como sendo de baixo cisalhamento, mas nenhum trabalho quantifica o
cisalhamento desses sistemas durante cultivos de microrganismos filamentosos que geram
fluidos nao-Newtonianos, avaliando seus efeitos no crescimento e na morfologia celular, bem

como na produ¢do do bioproduto de interesse.
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3. MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho propds-se inicialmente uma metodologia para quantificar a y,
em um biorreator convencional tipo tanque agitado e aerado de 4 L de capacidade qtil
operando com diferentes impelidores: TR, EEDP e EEUP. Utilizaram-se soluc¢des de glicerol
como fluidos Newtonianos e solugdes de goma xantana como fluidos ndo-Newtonianos.
Posteriormente numa segunda etapa foram realizados cultivos de S. clavuligerus para a
produgdo de acido clavulanico nos diferentes sistemas estudados (biorreator tipo tanque
agitado e aerado com diferentes impelidores) sob mesmas condi¢des de operacao (800 rpm e
0,50 vvm) e avaliadas as influéncias da transferéncia de O, e das condigdes de cisalhamento

no crescimento e na morfologia celular e na produgado de 4cido clavulanico.

3.1. Avaliacio da transferéncia de oxigénio e das condicoes de

cisalhamento em biorreator convencional com diferentes impelidores

3.1.1. Materiais

3.1.1.1.  Biorreator

Os experimentos foram realizados em um biorreator comercial tipo tanque agitado e
aerado a escala de bancada, modelo Bioflo II C, New Brunswick Scientific, USA (Figura 3.1).

O biorreator dispde de um vaso de vidro removivel, com capacidade total de 5 L e
volume util de 4 L. O equipamento conta com um sistema de monitoramento e controle de
temperatura, pH e agitagdo. O sistema ¢ equipado com quatro chicanas opostas
diametralmente e um aspersor tipo anel perfurado localizado na base do vaso. Na Figura 3.2
sao mostradas as dimensdes do sistema e¢ no Quadro 1 s3o apresentados seus respectivos

valores.
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Figura 3.1. Biorreator Bioflo IIC (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC Co., Inc.).
: T —

Fonte: arquivo proprio.

Figura 3.2. (a) Dimensées do biorreator utilizado e em (b) posicio do aspersor em func¢io ao
impelidor.

D
« D > |
r'y
— »p B X4m
« e o
f
Hp
Hy
Hra
H,
Ca N
Hr
r
HIJ A v
Je

(a) (b)

Fonte: Arquivo proprio.

59



Materiais e Métodos

Quadro 1. Apresentaciio das dimensdes do biorreator Bioflo IIC da New Brunswick Scientific.

Parametro geométrico Simbolo Dimensao (m)
Diametro externo Dg 0,200
Diametro interno Dy 0,170
Largura da chicana X 0,016
Altura total do reator Ht 0,323
Altura da dorna Hvy 0,313
Altura plana do vaso (vidro parte reta) Hp 0,218
Altura interna da camisa para troca térmica Hy 0,089
Altura do fluido Hy 0,192
Comprimento da base (camisa para troca térmica) Hg 0,104
Altura total do agitador Hra 0,273
Comprimento do agitador no liquido Ca 0,155
Diametro do eixo D. 0,010
Espacgo livre do eixo até a base reator C, 0,037
Distancia do aspersor Dia 0,019

3.1.1.2. Impelidores
Foram estudados trés tipos de impelidores fornecidos pela firma New Brunswick
Scientific (EUA).
a) Duas turbinas Rushton (TR) ou com seis laminas planas (flat-blade), conforme
mostrado na Figura 3.3. No Quadro 2 sdo apresentadas as dimensdes geométricas

desse impelidor.

Figura 3.3. Impelidor tipo turbina Rushton. (a) fotografia do impelidor e em (b) as dimensoes.
‘ E

(b)
Fonte: Fig(a) Arquivo proéprio.
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Quadro 2. Dimensées do impelidor turbina Rushton.
Parametro geométrico Simbolo Dimensio

(m)
Diametro do disco dp 0,063
Diametro do impelidor di 0,076
Comprimento da pa Cp 0,019
Largura da pa Lp 0,016
Espessura da pa E 1,5x107

b) Dois impelidores tipo orelha de elefante ou Elephant Ear (EE) com trés laminas foram
empregados, um operando no modo de escoamento ascendente ou up-pumping
(EEUP) e o outro no modo de escoamento descendente ou down-pumping (EEDP)
com 0,08 m de didmetro. Na Figura 3.4 ¢ na Figura 3.5 podem ser observados esses
impelidores e suas laminas carateristicas que sdo fixas e planas inclinadas formando

angulo de 45°. No Quadro 3 sdo apresentadas suas dimensdes.

Figura 3.4. Impelidor orelha de elefante (Elephant Ear): (a) modo de escoamento descendente
(EEDP) e (b) dimensdes geométricas.

(@) (b)

Fonte: Arquivo proprio.
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Figura 3.5. Impelidor orelha de elefante (Elephant Ear): (a) modo de escoamento ascendente
(EEUP) e (b) dimensdes geométricas.

(a) (b)

Fonte: Arquivo proéprio.

Quadro 3. Dimensées geométricas dos impelidores Elephant Ear.
Parametro geométrico Simbolo Dimensio

(m)
Diametro do impelidor d; 0,080
Largura da pa Lp 0,073

3.1.1.3.  Fluidos

Como fluidos Newtonianos foram utilizados cinco diferentes solugdes de agua-glicerol
e, como fluidos nao-Newtonianos foram empregados seis diferentes solugdes aquosas de
goma xantana. As viscosidades dindmicas das solu¢des de solugdo de glicerol e os parametros
reoldgicos (K e n) das solugdes de goma xantana foram obtidos em redmetro de cilindros
concéntricos da Brookfield Engineering Labs, Inc. (USA), modelo LV-DVIII+. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata a 30 °C.

As solucdes de glicerol foram adquiridas da LabSynth Produtos para Laboratérios Ltda
(Brasil), com pureza de 99,5% sendo foram utilizadas diferentes concentragdes conforme
mostrado na Tabela 3.1.

Foi utilizada a goma xantana Grinsted ULTRA 80, fornecida pela Danisco Brasil Ltda.
Foram utilizadas seis diferentes solu¢des com caracteristicas ndo-Newtonianas de fluido
pseudoplastico, similar ao comportamento de caldos de cultivo, ditos valores de indice de

consisténcia e (K) e indice de comportamento de escoamento (n) sdo apresentados na Tabela
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3.2.

Tabela 3.1. Viscosidades dinimicas das solu¢des aquosas de glicerol a 30 °C.
Solugoes de glicerol C pu x10°

(%v/v) (Pa.s) "
SG-1 16 1,40 1,41421E-5
SG -2 51 5,17 2,33345E-4
SG-3 60 8,38 1,13137E-4
SG -4 65 11,64  4,94975E-5
SG-5 67 15,43  3,88909E-4

Tabela 3.2. Parametros reolégicos das solucdes da goma xantana a 30 °C.

Solugdes de goma C K n

xantana (kg.m’) (Pa.s") + @) +
SGX -1 1,0 0,15 0,00264 0,483 0,00312
SGX -2 1,5 0,24  0,03025 0,436 0,02506
SGX -3 2,0 0,51 0,00114 0,359 3,74477E-4
SGX - 4 2,5 1,01  0,0511 0,280 1,1131E-4
SGX -5 3,0 1,47  0,01559 0,237 0,00192
SGX -6 4,0 2,53  5,65803E-4 0,176 6,11991E-4

3.1.1.4. Fluxometro
Para o controle da vazao de alimentagdo de ar durante os ensaios foi utilizado um

fluxdmetro da COLE-PARMER, modelo 33116-22 na faixa de 0-5,0 L.min".

3.1.1.5.  Antiespumante
Para controle da espuma durante os ensaios in vitro e in vivo foi utilizado o

antiespumante Simethicone Emulsion USP da Dow Corning Medical Antifoam C.

3.1.1.6.  Analisador de oxigénio dissolvido
A concentracdo de oxigénio dissolvido foi medida empregando um analisador de
oxigénio dissolvido da Mettler-Toledo, modelo O, 4100e, conectado a sistema de aquisi¢ao

de dados e computador o qual armazenava valores em intervalos regulares de tempo.
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3.1.1.7. Medidor de pressio
Para medidas de pressdo foi utilizado um medidor eletronico de pressao eletronico

modelo SX990 da T&S Equipamentos eletronicos.

3.1.1.8. Eletrodo de O, dissolvido
Foi utilizado um eletrodo de oxigénio dissolvido (InPro® 6800 da Mettler Toledo,
com sensor de 12 mm), provido de membranas de silicone, para avaliacdo da transferéncia de

oxigenio, e de teflon, durante cultivos de S. clavuligerus.

3.1.1.9. Banho térmico
As medidas de propriedades reoldgicas dos fluidos (u, K € n) e de consumo de poténcia
foram realizadas mantendo a temperatura controlada a 30°C, fazendo o uso de um banho

termostatico com circulagdo da Fujitec, Brasil modelo 521-2D.

3.1.1.10. Equipamento para medida da poténcia

Nas medidas de poténcia foi utilizado um equipamento adaptado; empregando um
motor de 0,4 kW da Ringcone modelo RXMV-400, com velocidade varidvel adquirido da
Shimpo do Brasil Ltda. Para medidas do torque (7) foi utilizado um dinamdmetro digital da

Kratos.

3.1.1.11. Camera digital
Para estudo do padrdo de escoamento e do didmetro de bolhas foi utilizada uma

camera Canon PowerShot SX30IS (14.1 megapixels) fixada em tripé.

3.1.1.12. Software para analise de imagem

As imagens obtidas da camera digital foram analisadas utilizando Image-Pro® Plus™
software (6.0 Media Cybernetics, USA). O método requer um procedimento preliminar de
calibragdo espacial (escala em milimetros e/ou micrometros). As imagens foram tratadas em

computador da Intel-Core 17-2670QM 2.2GHz.
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3.1.2. Métodos

3.1.2.1. Determinacido do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (ki a)
pelo método da pressiao
A determinacao do kja baseou-se no balango de massa para o oxigénio na fase liquida

durante um ensaio degrau, dada pela Equacao (3.1):

dc 3.1
a:kLa'(Cs_C) )

Integrando a Equagdo (3.1) e tomando-se limite inferior de integragdo C = Cy e t = t,

tem-se:

Cs—C 3.2

In (c:— Co) = ~ka (t=t) oy
Rearranjando a Equacao 3.2, obtém-se a Equacao (3.3):

C=Cs=(Cs—Cp)- e~kua(t-to) (3.3)

A estimativa de kpa pela Equagdo (3.3) estaria correta se o eletrodo medisse a
concentragcdo real de oxigénio dissolvido. No entanto, deve-se levar em conta o atraso da
resposta do eletrodo devido ao fato do oxigénio dissolvido no seio do liquido difundir através
da membrana do eletrodo que isola o meio liquido, até da superficie do catodo, onde o
oxigénio ¢ reduzido gerando o fluxo de elétrons.

Aiba et al. (1973), propuseram um modelo de primeira ordem com o intuito de corrigir o

atraso de resposta do eletrodo, como mostra a Equagao (3.4):

dC 34
= ke (C—Co) G4

Sendo:
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ke = 1/Te 3-5)

onde k. ¢ a constante de atraso do eletrodo, 7, é o tempo de resposta do eletrodo, o qual ¢
determinado como sendo igual ao tempo que o sinal do eletrodo (C.) leva para atingir 63,2 %
de seu maximo valor. A constante de atraso do eletrodo (k.) foi calculada como sendo o
inverso do tempo de resposta. O tempo de resposta obtido foi de 8,26 s (tempo obtido por
triplicata) e a constante de atraso do eletrodo igual a 0,121 s™.

A integragdo da equacdo resultante da substituicdo da Equacdo (3.4) na Equagdo (3.3)

com a condi¢do inicial Ce = Ce, e t = t,, leva a obtencao da Equagdo (3.6):

ke - (Ces — Cep)

(G = o) (o gy (36)
e —KpLa

Ce = Ceo . e_ke'(t_to) + Ces . (1 _ e—ke'(t—to)) +

Assim, o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kra) ¢ obtido através do
ajuste da Equagdo (3.6) aos valores experimentais de concentracdo de oxigénio dissolvido
adquirido pelo eletrodo (C.) ao longo do tempo, utilizando o método de minimos quadrados
ndo linear, baseado no algoritmo de Marquardt (1963) (com 95% de confianga) conhecendo
previamente o valor de k.

As medidas ka foram determinadas pelo método dindmico da pressdo (MDP) (BLAZEJ
et al., 2004). Neste método, a pressdo no interior do biorreator foi abruptamente alterada de
100 para aproximadamente 115 kPa, sendo o sinal do eletrodo de oxigénio armazenado ao
longo do tempo. Os autores indicam que uma variagdo simultdnea na concentracdo de
oxigénio em todas as bolhas presentes na dispersdao foi originada independentemente do

padrao de escoamento.

3.1.2.2. Determinacio da velocidade de cisalhamento média (y,,)

O vinculo de y,, como um pardmetro de transferéncia caracteristico foi proposto
originalmente por Nishikawa et al. (1977). Os autores analisaram sistemas de fluidos nao-
Newtonianos por analogia com solugdes Newtonianas para determinar a relagdo linear entre a
Ym € a velocidade superficial do gas (Ug) num biorreator tipo coluna de bolhas. Os autores
utilizaram o coeficiente convectivo de transferéncia de calor na parede externa da serpentina
de refrigeragdo imersa numa coluna de bolhas encamisada. Recentemente esta teoria foi

modificada por Cerri et al. (2008), que utilizou o kra como parametro carateristico para
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avaliar y, em um biorreator airlift de tubos concéntricos e, posteriormente, o método foi
adaptado por Campesi et al. (2009) para um biorreator convencional tipo tanque agitado e
aerado. O trabalho de Campesi et al. (2009) que correlacionou y,,, com varidveis de operagao
(N e ¢ar) € com propriedades reoldgicas do fluido (K e n) através de uma analise baseada na
analogia de sistemas Newtonianos e ndo-Newtonianos utilizando o coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio como um parametro caracteristico. A escolha do kra como um
parametro caracteristico para avaliar a y,,, foi baseada no fato que a transferéncia de oxigénio
ocorre através da area interfacial das bolhas de ar e ¢ distribuido uniformemente no biorreator.

A velocidade de cisalhamento (y) pode ser obtida a partir da tens3o de cisalhamento pela
Lei de Newton, para fluidos Newtonianos, ver Equacao (2.31). Para fluidos ndo-Newtonianos,
como o pseudoplasticos, a relacdo entre a velocidade e a tensdao de cisalhamento é ndo linear,
sendo descrita pelo modelo da Lei de Poténcia, ver Equagado (2.33) paran <1.

Analogamente aos fluidos Newtonianos, W,, para fluidos néo-Newtonianos

pseudoplasticos pode ser expressa como:

= K7™ (37

Isolando v, obtém-se a Equagao (3.8):

1 :
- (%)n-l (3.8)

No presente trabalho, a avaliagdo de y,, com base no coeficiente k; a € descrita como
se segue. Primeiramente, valores de kra foram obtidos para os sistemas Newtonianos

(solugdes de glicerol) e correlacionados com N, ¢ar € com y pela Equagéo (3.9):
fr . . d .
kpa =b-N°-¢; - (3.9)

Para sistemas ndo-Newtonianos (solu¢des de goma xantana), valores experimentais de
k;a foram obtidos para diferentes valores de frequéncia de rotagdao (N) e vazao especifica de
alimentagdo de ¢,. A Equagdo (3.9) ¢ valida tanto para fluidos Newtonianos quanto para nao-
Newtonianos, substituindo p da Equagao 3,9 por p., da Equagdo (3.7), e teremos a Equagao

(3.10):
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kpa =bNepd-(Ky" 1) (3.10)

Posteriormente obtém-se a Equagdo (3.11) a partir da Equagdo (3.10) que apresenta a
Ym como uma func¢do das condi¢des de operacdo (N e ¢,), do coeficiente kja e dos

parametros reoldgicos K e n.

—_

(3.11)

kLa

Ym™ b'N°'¢jr‘Ke

Os dados de kja para sistemas nao-Newtonianos foram correlacionados com as

variaveis N, ¢,r, K € n, de acordo com a Equagao (3.12):
kpa=fN&-¢pi.-Kin (3.12)
Por substituicdo da Equagdo (3.12) em (3.11), obtém-se a Equagdo (3.13), que

expressa a velocidade de cisalhamento média como fung¢do de N, ¢o € dos parametros

reologicos do fluido ndo-Newtoniano:

1
FNE- ¢ K\ o@D (3.13)
Y = ar
Ym b'Nc'(I)gr'Ke
A Equacao (3.13) também pode ser escrita da forma que segue:
(3.14)

1
Vm = [(xNY.¢%.K".nf)|=0-D
Onde:x=f/b;y=g—-c;z=h-d;w=i-e.

3.1.23. Medidas da retencio gasosa
A retengdo gasosa global foi determinada através de medidas de expansdo do volume
em triplicata, isto ¢, foram realizadas medidas da altura do liquido ndo gaseificado (hy) e da

altura da dispersao (hp) em diferentes condi¢des de agitacdo e aeragao.
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A retengdo gasosa global (g¢) foi calculada pela Equagao (3.15) (ZHU et al. 2009):

hp — hy, (3.15)
hy

g =

3.1.2.4. Medidas de consumo de poténcia

A metodologia estd descrita no trabalho do Badino, Barboza e Hokka (1994b). Foi
utilizado um sistema automatizado em diferentes condi¢des de agitacao (N) e aeragao (¢,) a
fim de obter valores de consumo de poténcia para sistemas ndo gaseificados (Py) e
gaseificados (Pg). A poténcia (P) ¢ calculada como o produto do torque (7) requerido para a

agitacdo do fluido pela velocidade angular (o) sendo a Equacao 3.16:
P=T w (3.16)

O torque requerido para a agitacdo do fluido pelo impelidor ¢ o mesmo torque
calculado pelo produto entre a forca medida pelo dinamdémetro (F) e o comprimento do brago
(br) fixado a0 mesmo motor apoiado num rolamento e livre para movimentacao angular na

Equagdo 3.17:
T=F-br (3.17)

Sendo br=0,245 m e w = 2-m - N a velocidade angular do eixo do agitador, logo o

consumo de poténcia € expresso pela Equacgao 3.18:
P=154-F-N (3.18)

Para o sistema nao gaseificado, pode-se calcular o nimero de poténcia (Np) a partir do

consumo de poténcia (Py) pela Equacao (3.19):

Py (3.19)

Np= ————
pL-N*-df

Para sistemas gaseificados o Nj, € calculado a partir de:
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P, (3.20)

Np=——"—
P pL.N3.di‘3

3.2. Avaliacio de transferéncia de oxigénio e das condicoes de

cisalhamento em cultivos de Streptomyces clavuligerus

3.2.1. Materiais

3.2.1.1. Microrganismo
Para os cultivos foi utilizada a linhagem de S. clavuligerus ATCC 27064, considerado
produtor potencial de 4cido clavulanico. O criotubo foi conservado numa solugdo de glicerol

10% v/v em -80 °C.

3.2.1.2.  Médios de cultura
O meio de cultura de reativacao utilizado foi proposto por Rosa et al. (2005), sendo

sua composic¢ao apresentada a seguir:

Quadro 4. Composicao do médio de cultura de reativacio da linhagem S. clavuligerus.
Componente (g.L™

Glicerol 15,00

Peptona bacteriologica 10,00
Extrato de malte 1,00
Extrato de levedura 1,00

K,HPO, 0,80
MgS0,.7H,0 0,75
MnCL.4H,0 0,0001
FeS04.7H,0 0,001
ZnS0,.7H,0 0,001
MoPS 21,00
pH 6,8

®) Tampio 4cido3-N-morfolino propanesulfonico (MOPS).
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A composicao dos meios de cultura de crescimento e produgdo utilizados nos cultivos ¢

apresentada no Quadro 5 (TEODORO et al., 2006).

Quadro 5. Composicdo dos médios de crescimento de S. clavuligerus e producao de acido
clavulinico (Teodoro et al., 2006).

Componente (g.L'l)
Glicerol 15,0

Proteina isolada de soja 25,0

K,HPO, 0,8
MgS0,.7H,0 0,75
MnCl,.4H,0 0,2
NaCl 0,0001
FeS04.7H,0 0,001
ZnS04.7H,0 0,001
MOPS 21,0
pH 6,8

) Nao foi utilizado no médio de produgio no biorreator.

3.2.1.3. Mesa incubadora
Na realiza¢do das duas primeiras etapas dos cultivos (reativacdo e crescimento) foi
utilizada uma mesa incubadora rotativa da Nova Etica, com controle de temperatura e

agitacao.

3.2.1.4. Autoclaves
O material envolvido nos cultivos como biorreatores, meios de cultura, solucdes de
acido e base, vidraria, etc., foram esterilizados em autoclave modelo 103 da FABBE-PRIMAR

Industrial a 1,2 kgf/cm? e 121°C por 20 min.
3.2.1.5. Camera asséptica

Para garantir uma manipulacao asséptica do microrganismo foi utilizada uma camera

de fluxo laminar da marca VECO, contendo um bico de Bunsen e lampada germicida UV.
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3.2.1.6.  Ultrafreezer
As amostras para analise de glicerol bem como os criotubos contendo os
microrganismos foram armazenados em um ultrefreezer FORMA SCIENTIFIC a temperatura

de -80 °C.

3.2.1.7.  Espectrofotometro UV/Vis
Utilizou-se um espectrofotometro digital da Amersham Pharmacia Biotech

ULTROSPEC, modelo 2100 Pro UV/Vis para analise do 4cido clavulanico.

3.2.1.8. Solucio de coloracao

Como reagente de coloragdo dos micélios do microrganismo em estudo foi utilizada uma
solucdo preparada da seguinte forma: 0,3 g de azul de metileno, dissolvido em 30 mL de
etanol 95% (v/v) completando até 100 mL do volume com agua destilada.

O azul de metileno (C;¢H;sN3SCl. 3H,O, PM: 373,90) foi adquirido da LABSYNTH

produtos para laboratdrio Ltda.

3.2.1.9.  Microscopio otico e camera digital

A morfologia do microrganismo foi examinada a partir de amostras diluidas em
microscopio optico Olympus BX50 com ampliacdo de 4, 10 e 20x na objetiva e 10x na ocular.
Com auxilio de uma camera instalada no microscopio foram observadas as imagens em

microcomputador.

3.2.2. Métodos

3.2.2.1.  Avaliacio da velocidade cisalhamento media (y,,) em cultivos de Streptomyces
clavuligerus

Para avaliar a influéncia da y, nos cultivos de S. clavuligerus foram realizados

ensaios com cada tipo de impelidor (TR, EEDP, EEUP). Cada ensaio foi realizado em

duplicata, considerando as mesmas condi¢des de agitagdo (N = 800 rpm) e aeracao (¢, = 0,40

vvm). Em cada cultivo foi avaliada a alteragao da morfologia do microrganismo, assim como

a producdo de acido clavulanico dependente do ambiente hidrodindmico durante todo o

Processo.
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3.2.2.2.  Crescimento celular

O crescimento celular foi determinado indiretamente pela medida do indice de
consisténcia (K) a partir do ajuste do modelo da “lei da poténcia” a reogramas (valores
experimentais de T em fungcdo de y) a cada 6 horas para cada cultivo com diferentes
impelidores. E importante acompanhar a reologia do caldo, ja que a literatura mostra que o K
¢ o parametro mais apropriado para inferir o crescimento celular a partir de caldos que contém
particulas insoliveis como ¢ o caso de caldos de fermentagdo complexos, sendo também
indicado para cultivos envolvendo microrganismos filamentosos. (BADINO; FACCIOTTI;
SCHMIDELL, 1999); (TEODORO et al., 2006).

3.2.2.3.  Analise de imagens

Foi empregada a metodologia proposta por Pinto et al. (2004) e utilizada por
Pamboukian; Guimaraes; Facciotti (2002), para a andlise de imagens. Utilizando o corante
azul de metileno, foram preparados esfregagcos das células em lamina e posteriormente
coradas. Este procedimento garantiu que as amostras obtidas apresentassem grande
estabilidade permitindo a manipulagdo destas e mesmo a realizacdo de medi¢des horas e

mesmo dias apos o processo de fixagdo dos micélios na lamina.

3.2.2.4. Anailise de acido clavulanico (AC)

O método de Bird et al. (1982) foi utilizado para determinacdo do acido clavulanico. O
método consiste na leitura da absorbancia em espectrofotometro a 311 nm do produto da
derivatizagdo do AC com reagente imidazol. As amostras retiradas a cada 6 h eram

centrifugadas a 4 °C a 3250-g por 15 minutos e o sobrenadante utilizado para analise.

3.2.2.5. Analise de glicerol (AG)

A concentragdo de glicerol foi determinada por método enzimatico utilizando um kit para
teste para determinacdo de triglicerideos GPO-PAP (Laborlab, Brasil) (COSTA e BADINO,
2012).
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4.1. Transferéncia de oxigénio e das condicoes de cisalhamento com

diferentes impelidores
4.1.1. Teste preliminar localizacdo do impelidores TR no biorreator

Inicialmente foram testadas duas diferentes configuracdes com relagdo a disposicao
dos impelidores TR no eixo do biorreator. Uma primeira configuragdo frequentemente
utilizada em trabalhos anteriores no Laboratério de Engenharia Bioquimica do DEQ/UFSCar,
representada na Figura 4.1 (a) e uma segunda configuracdo indicada por normas contidas no
manual do usuario da New Brunswick Scientific. Na segunda configuragao analisada (Figura
4.2 (b)), os impelidores dividem o fluido em trés fracdes iguais no tanque. A primeira
configuracdo foi a melhor opg¢do a ser utilizada nos experimentos posteriores em fun¢do da

melhor transferéncia de oxigénio apresentada.

Figura 4.1. Localizacdo dos impelidores no eixo do agitador: (a) configuracio empregada no
LEB-DEQ/UFSCar. b) configuracio indicada no manual da New Brunswick Sciekntific.
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Fonte: arquivo préprio.
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Conforme explicado anteriormente, foram utilizadas duas unidades de impelidores TR
por eixo de reator. Para os ensaios com impelidores orelha de elefante (EE) foi utilizada
apenas uma unidade para cada configuragdo de escoamento ascendente e descendente, A
Figura 4.2 ilustra os posicionamentos utilizados para esses impelidores. O espaco livre a partir
da base do biorreator para todos os impelidores foi C; = 0,037 m com as seguintes relagdes

geométricas: (di/DT)RT = 0,450 me (di/DT)EEDP = (di/DT)EEUP = 0,471 me (DT/HL)EE = 0,890

Figura 4.2. Localizacao dos impelidores dentro do biorreator. a) EEDP e b) EEUP.
I ] I |

l OKM -

(a) (b)

Fonte: arquivo proprio.

4.1.2. Determinacio do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a)

pelo Método da Pressio.

Para desenvolver esta etapa do estudo foi necessario realizar a montagem do sistema
ilustrada na Figura 4.3.

Para obter as medidas de kja, inicialmente era realizada a calibragdo do 0% de
concentragdo de OD pela passagem de uma corrente de N, pelo biorreator. Em seguida, para
cada condi¢do agitagdo (N) e aeracdo (¢.r) do meio liquido foi aplicada uma sobre pressdo no
biorreator pelo fechamento parcial de uma valvula agulha instalada na saida de ar, seguida da
calibragdo do transdutor de pressdo num valor aproximado de 15 kPa (~0,15 atm) e da
calibracdo da concentracdo de saturacdo de OD em 100%. Posteriormente, liberava-se uma

segunda saida de ar isenta de valvula, de forma que a pressdo manométrica zera-se no interior
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do biorreator. A seguir, iniciava-se a agitagdo (N) e aeracdo (¢,) do meio liquido nas
condi¢des em que se pretendia obter o valor do k;a e, subitamente, a saida do biorreator
isenta de valvula era novamente fechada sendo a partir deste momento registrados os valores
de concentracdo de OD lida pelo sistema eletrodo/analisador (C.) ao longo do tempo (t). O
valor de k;a foi determinado a partir do ajuste da Equacao (3.6) aos valores experimentais de
concentragdo de OD (C,) ao longo do tempo, utilizando o algoritmo de Marquardt (com 95%
de confianca), conhecendo valor de k,, obtido previamente a partir de um ensaio degrau
expondo o eletrodo em atmosferas de N; e de ar.

Para cada condi¢ao de operagdo (N e ¢,;) foram obtidos valores de k;a a partir de

ensaios em triplicata.

Figura 4.3. Sistema empregado para determinacio do coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio (ki a).

Transdutor

Eletrodo de pressio Fluxémetro

‘: Analisador
| de OD

Controlador de
saida de ar

e 'y Computador

Biorreator

Tela de aquisicédo e
tratamento de dados

Fonte: arquivo proprio.

Para os trés sistemas experimentais (TR, EEUP e EEDP) foram obtidos valores do kra

para cinco solugdes de glicerol (fluido Newtoniano) e seis solu¢des de goma xantana (fluido
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nao-Newtoniano) em cinco diferentes condi¢des de agitacao (N = 600, 700, 800, 900 e 1000
rpm) e trés vazdes especificas de alimentagdo de ar (¢, = 0,40; 0,80 e 1,20 vvm ) para cada
fluido, totalizando cerca 500 wvalores experimentais de kpa. A Figura 4.4 mostra

esquematicamente a sequéncia de ensaios descritos previamente para ambos os fluidos.

Figura 4.4. Sequéncia experimental para a determinacio de ka.
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[ — | 11 solue
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IMPELIDORES

TURBINA ELEPHANT
RUSHTON EAR

=} =] L=

§ 32| |33

e W | = B
g o Hmkl
2 52 g8
| J T e
L J ‘ experimentos
[
//-- _ _---\\
{ Andlise para cada experimento "-.I
N
P, (RPM)
wvm Da tabela:

600 | 700 | 800 | 900 | 1000 - . -
! ! 15 ensaios *3 =45

Agora 33 * 45 = 1485 ensaios

Fonte: arquivo proprio.

4.1.3. Software para a determinac¢ao do coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio

O sistema de aquisi¢do e tratamento de dados utilizado no presente trabalho foi

desenvolvido por Torresam (2013). Este software torna mais rdpida a determinacdo de k;a
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uma vez que além de adquirir os dados o sistema a presenta uma rotina interna de
programacao para a determinagdo de kra a partir do ajuste da Equacao (3.6). O programa
utiliza o método de Levenberg-Marquardt como algoritmo de otimizacdo para determinar o
valor de kya, que minimiza o erro entre os valores calculados pelo modelo e os dados
experimentais (funcdo objetivo com estrutura de minimos quadrados). A convergéncia da
busca rapida e, além do valor do pardmetro, o algoritmo também fornece o residuo do ajuste e
o erro padrao associado ao parametro.

A interface desenvolvida utilizando a plataforma LabVIEW 8.2 (do inglés Laboratory
Virtual Instrumentation Engineering Workbench) da National Instrument. O sistema foi
organizado de modo a facilitar a visualizagcdo dos dados obtidos do biorreator na tela principal
(Figura 4.5), possibilitando monitorar a vazao de alimentacdo de ar e a pressdao exercida no

sistema e a concentragao de OD ao longo do tempo, bem como determinar o k; a.

Figura 4.5. Interface da aba de monitoramento desenvolvida no sistema supervisorio.
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Fonte: Dissertacio de mestrado Gabriel Deriggi Torresam (2013)

4.1.4. Consumo de poténcia

Foram realizadas medidas de consumo de poténcia no sistema de agitacdo com 4 L de

capacidade util, provido dos impelidores TR, EEDP e EEUP utilizando dois fluidos
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Newtonianos: agua (u=0,000797 Pa.s) e solugdo de glicerol SG-5 a 30 °C (u=0,01543 Pa.s).
Utilizaram-se quatro vazdes especificas de alimentagao de ar (¢,~0,0; 0,40; 0,80 e 1,20 vvm)
e dez condi¢des de agitacao (N=100 até 1000 rpm). Todos os ensaios foram realizados em
triplicata a uma temperatura controlada de 30°C.

O sistema experimental ilustrado na Figura 4.6 foi proposto para medidas de consumo

de poténcia por Badino, Barboza e Hokka (1994 b).

Figura 4.6. Conjunto experimental semelhante utilizado para medida de consumo de poténcia: 1.
Biorreator agitado Bioflo IIC, 2. Motor, 3. Banho termostatizado, 4. Fototacometro, 6.
Fluxometro, 7. Indicador de frequéncia (indicador de poténcia), 8. Dinamometro e braco.

e—————

maotor sobre
rolamento

O)a=

Fonte: Adaptado a Badino, Barboza e Hokka (1994b)
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A frequéncia de rotacdo do agitador (N) foi medida por um fototacometro digital, a
vazao de alimentacdo de ar foi controlada por fluxometro € o consumo de poténcia (P) foi
calculado pela Equagdo (3.18) a partir de medidas de forca (F) obtidas a partir de um

dinamOmetro.

4.1.5. Dissipacido de Energia e Microescala de turbuléncia de Kolmogorov (ng)

Como foi explicado na se¢do 2.11, a microescala de Kolmogorov (k) ou o tamanho
dos pequenos turbilhdes (em pm) é funcdo da dissipacdo da energia (ET)g (em W/kg) e da
viscosidade cinemadtica do fluido (v). Esse parametro ¢ considerado de grande importancia
nestes processos devido ao fato de estar associado diretamente com as condigdes de
cisalhamento impostas as células. Valores de (nk) e de (g1)g e foram calculados pelas
Equacdes (2.46) e (2.49), respectivamente.

Valores de (€1)g € de (k) foram avaliados in vitro em dois fluidos, um deles com
uma viscosidade cinematica 10° m®s”, ou seja, uma suspensio aquosa como fluido
Newtoniano (FN) sem aeracdo ¢ uma solug¢do de goma xantana de viscosidade aparente
clevada (SGX-5) como fluido ndo-Newtoniano (FNN). Valores de (g1)g € de (nk) foram
também avaliados in vivo durante os cultivos utilizando a viscosidade cinematica obtida a

partir dos valores de y,,.

4.1.6. Aquisicao de imagens para determinacio do tamanho médio das bolhas

Foi utilizada a técnica de andlise de imagem a partir de uma série de fotografias e
video do sistema através da parede do vaso. O esquema experimental estd mostrado na Figura
4.7. Nesse sistema foi utilizado um vaso de vidro transparente com as mesmas carateristicas
geométricas do vaso do biorreator Bioflo IIC. Foi utilizada dgua destilada como fluido para
que fosse possivel mostrar claramente a distribui¢do das bolhas de ar em todo o ambiente
hidrodinamico do biorreator (hold-up). As condicdes de agitacdo e aeragdo empregadas
foram: N=100 a 1000 rpm e ¢,,=0,0; 0,4; 0,8; 1,2 vvm.

Foi instalada uma camera digital a aproximadamente 20 cm de distancia do sistema
para captura de imagens e video. A camera foi fixada num tripé para evitar imagens trémulas,

permitindo manter a mesma calibragdo durante a sequéncia total dos ensaios e mostrar o
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padrao de distribui¢do e de tamanho de bolhas em cada condi¢ao de agitacdo e aeracao
empregada (N e ¢,). As imagens foram capturadas em intervalos de tempo de 2 minutos
obtendo um total de 5 imagens para cada configuragdo de impelidor e diretamente

armazenadas no computador, além dos videos obtidos para cada configuracao.

Figura 4.7. Sistema experimental utilizado no estudo do didmetro de bolha mediante obten¢ao

de imagens.
Cartolina

Microcomputador

—

Lampada | —

Vaso transparente
Cimera fotogrifica

Fonte: arquivo proprio.

. . ™ ..
Essas imagens foram analisadas no software Image-Pro® Plus ™, permitindo a
determinagdo do nimero e do didmetro médio das bolhas para cada imagem. Posteriormente,

esses resultados foram tratados no OriginPro 8.1.

4.2. Avaliacdo de transferéncia de oxigénio e das condigcoes de

cisalhamento em cultivos de Streptomyces clavuligerus

4.2.1. Influéncia das condicées de cisalhamento em cultivos de Streptomyces

clavuligerus

Para avaliar a influéncia das condi¢des de cisalhamento nas variaveis de cultivo de S.
clavuligerus foram realizados trés cultivos em duplicata simultdnea com os diferentes
impelidores (TR, EEDP, EEUP), sob as mesmas condi¢des de agitacdo e aeragdo (N e )

especificadas no Quadro 6. Estas condigdes utilizadas na literatura geraram bons resultados
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(ROSA et al., 2005; CAMPESI et al., 2009).

Quadro 6. Condicoes de agitacio e aeracdo empregadas nos cultivos em biorreator T=30 °C.
Cultivo Tipode N ¢, (*) Tempo de cultivo

Impelidor rpm yvm h
B, TR 800 0.5 70
B, EEDP 800 0,5 57
B; EEUP 800 0,5 57

*Tempo médio de duracdo de cada cultivo.

4.2.2. Cultivos em biorreator tipo tanque agitado e aerado

Os cultivos foram realizados em trés etapas, reativagdo do microrganismo,
crescimento e produgdo, cujos procedimentos estdo descritos a seguir:

Reativaciio: um volume de 3,5 mL de suspensio celular contendo 5 g. L' de massa seca de S.
clavuligerus foram inoculados em Erlenmeyers de 500 mL contendo 50 mL de meio de
cultura de reativacdo (MR) e incubados numa mesa incubadora rotativa ou shaker a 30 °C e
250 rpm por 24 h.

Crescimento: Erlenmeyers de 500 mL contendo 45 mL de meio de cultura de crescimento
(MC) foram inoculados com 5 mL de caldo de reativacao e incubados nas mesmas condig¢des
da etapa de reativacao.

Producio: Finalmente, 400 mL de caldo de crescimento foram transferidos para biorreator
convencional contendo 3,6 L de meio de produ¢ao (MP). Os cultivos em biorreator foram
conduzidos a 30 °C, 800 rpm e 0,5 vvm e o pH controlado automaticamente em 6,8 pela
adicao de solucdes de acido (HCI 2M) e de base (NaOH 1M) com controle da espuma .

Em cada cultivo foram retiradas amostras (=35 mL) a cada 6 h, sendo parte destas
utilizadas para a andlise reoldgica do caldo de cultivo, uma frag@o para andlise de imagens e o
restante foi centrifugado a 3250 g por 15 min a 4 °C, sendo o sobrenadante armazenado em
freezer para posteriores analises de acido clavulanico e glicerol. A cada tomada das amostras
foram registrados os valores da concentragao de OD.

A Figura 4.8 ilustra o procedimento experimental utilizado nos cultivos.
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Figura 4.8. Procedimento experimental dos cultivos em biorreator.

Criotubo contendo 3,5 mL de suspensao
de células vegetativas (5 g.L™")
em solucao de glicerol (10% v/v)

Erlenmeyer contendo 50 mL. de MR F
incubado por 24 h em shaker a 250 rpm

e 30 °C e—

Cada 8 Erlenmeyer contem 45 mL
de MC incubados por 24 h no shaker a
250 rpm e 30 °C.

Biorreator IIC, contendo 3,6 L de MP

Cultivo operado a 30 °C,
800 rpm, 0,5 vvm e pH=6,8
com diferentes impelidores

Fonte: arquivo proprio.
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4.2.3. Analise morfologica

Para a analise morfologica de S. clavuligerus foi realizada a seguinte sequéncia para o

preparo de laminas:

a) Amostras foram retiradas do biorreator e uma fracdo de aproximadamente 2 mL foi

diluida segundo fator de diluicdo do Quadro 7 para realizacao do esfregaco.

b) O esfregaco foi realizado espalhando 30 pL a suspensdo do microrganismo numa

lamina de vidro limpa.

c) Para fixacdo dos micélios na lamina, a mesma foi levada a chama de um bico de

Bunsen.

Quadro 7. Diluicdes utilizadas nos cultivos realizados para analise morfolégica.

Tempo de cultivo

Fator de diluicao

(h)

TR EEDP EEUP

0

6

12

18

24

30

36

Apbdsde 42 h

70

70

100
100
100
150
150
200

70
70
80
90
100
100
100
150

70

70

100
100
150
150
150
200

Apoés a fixacdo, aplicou-se a solugcdo de corante azul de metileno e a lamina foi

colocada em repouso por aproximadamente 2 min. As ldminas foram entdo lavadas com agua

destilada para remover o corante ndo absorvido pelo micélio e secadas novamente ao ar.

Finalmente, as amostras foram rotuladas e armazenadas para posterior analise.

4.2.4. Analises de imagem

Para a andlise da morfologia dos microrganismos a partir das laminas, as mesmas

foram observadas em microscopio tendo camara digital acoplada. Foram capturadas

aproximadamente 50 imagens/lamina, sendo as imagens adquiridas e arquivadas no formato
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JPG (com resolucao de 2048x1536 pixels) em computador para posterior analise de imagem.

As imagens foram tratadas a fim de se obter maior contraste nas imagens e logo
analisadas no software Image-Pro® Plus'™ 6, para se determinar os diferentes parametros
morfoldgicos como: porcentagem de cada classe (%), area, perimetro convexo médio,
comprimento, didmetro de cada classe morfologica (pellets, clumps, hifas ramificadas e hifas
nao ramificadas), considerando-se também o nimero de extremidades de hifas ramificadas ou
nimero de pontas.

A partir desses resultados foi calculada a unidade de crescimento hifal (UCH)
conforme indicado na Equacgao (2.54).

A digitalizagdo optica de imagens € o principal processo envolvido na analise digital,
onde os pixels sdo convertidos em unidades métricas, utilizando um fator de calibragcdo que ¢
inserido no programa para a determina¢do do tamanho da espécie analisada. Neste caso a
calibragdo espacial foi de pixels para um. Na figura 4.9 pode-se observar um exemplo do

tratamento utilizado.

Figura 4.9. Tratamento das imagens com o software Image-Pro® Plus™ 6. (a) Fotografia
referente a clumps e hifas ramificadas as 9 horas de cultivo com o impelidor EEUP com aumento
de 100x. Em (b) e (¢) Tratamento dessa imagem.

(a) (b)
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Fonte: arquivo proprio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Transferéncia de oxigénio e das condicdes de cisalhamento em

biorreator convencional com diferentes impelidores

Nesta primeira etapa do trabalho sdo apresentados, e discutidos os resultados de
transferéncia de oxigénio assim como das condigdes de cisalhamento, obtidos em biorreator
convencional equipado com trés tipos de impelidores (TR, EEDP ¢ EEUP) em funcao das
condicdes de agitagdo e aeracdo. Utilizando fluidos Newtonianos (dgua e solugdes de glicerol)
e nao-Newtonianos (solugdes de goma xantana) similares reologicamente, caldos de
fermentagdo com microrganismos filamentosos. Como principal resultado desta etapa foram

obtidas equagdes de previsdo da velocidade de cisalhamento média (y, ) para os diferentes

sistemas.

5.1.1. Correlacoes de ki a para fluidos Newtonianos

5.1.1.1. Impelidor TR

Os valores de kra obtidos para cada ¢, (0,40; 0,80 e 1,20 vvm) estdo ilustrados em
funcdo a N para os diferentes fluidos Newtonianos (Figura 5.1). Na solucdo com menor
concentragdo de glicerol SG-1 observa-se altos valores de k;a devido a grande quantidade de
bolhas de ar geradas no meio ndo coalescente originando uma grande area de contato gas-
liquido. Observa-se também que o kpa ¢ fortemente influenciado tanto por ¢, quanto por N.
No entanto, para maiores concentragdes de glicerol (solugdo SG-2 a SG-5) as influéncias de
¢ar € N sdo menos pronunciadas, devido a maior viscosidade da fase liquida. Para o impelidor
TR, os dados experimentais de ki a para fluidos Newtonianos variaram no intervalo de 0,012 a
0,115 s apresentando um aumento de 9 vezes. Comparando com a literatura, estes valores
mostraram-se maiores que os obtidos por Campesi et al. (2009), que determinaram valores de

kra na faixa de 0,0155 a 0,0827 s utilizando solugdes de glicerol com viscosidades de 2,30 a

16,21 mPa.s.
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Figura 5.1. Determinacdes de k;a através da Equacio 3.6 para fluidos Newtonianos (FN) ou
solucdes de glicerol utilizando o impelidor TR em fun¢ao da frequéncia de rotacao (N) para
diferentes vazdes especificas de alimentacéio de ar (¢,,): (a) 0,40 vvm, (b) 0,80 vvm e (¢) 1,20 vvm.
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0,14 ‘ ‘
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(c)
Os valores de kra foram correlacionados com N, ¢, ¢ p de acordo com a Equacao
(3.9), para fluidos Newtonianos. A correlagdo obtida ¢ dada pela Equagdo (5.1) observando-se

que a viscosidade influencia negativamente a transferéncia de oxigénio.

kLa(TR) — (7,645 i 3,4_7) . 10—6 . N0,778i0,065¢)g,r688i0,032 . u—0,620i0,015 (51)
R*=0,984

A Figura 5.2 mostra os valores do coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (kra) obtidos experimentalmente e os dados previstos pela Equagdo (5.1) para o
impelidor TR. Para ilustrar qualidade do ajuste, observa-se que a maioria dos desvios entre 0s

valores experimentais e previstos pela correlagdo estdo abaixo de 10%.
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Figura 5.2. Valores experimentais de k;a em funcio dos valores calculados pela Equacgao (5.1)
para fluidos Newtonianos agitados com o impelidor TR.
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5.1.1.2. Impelidor EEDP

Para este impelidor (EEDP) foram obtidos valores baixos de kra na faixa de 0,006 até
0,066 s, praticamente a metade da faixa obtida para o impelidor TR. Na literatura nio
existem trabalhos publicados que apresentem valores de kra em biorreatores convencionais
operando com esta configuracdao de impelidor (EEDP) em regime turbulento.
Os valores de kja obtidos para cada ¢, (0,40; 0,80 e 1,20 vvm) estdo ilustrados em fungao de
N para os diferentes fluidos Newtonianos para o impelidor EEDP (Figura 5.3).
Da mesma forma que para o impelidor TR, os valores de kra foram correlacionados com N,

d,r € 1 de acordo com a Equacgdo (3.9), para fluidos Newtonianos. A correlagdo obtida para o

impelidor EEDP ¢ dada pela Equagdo (5.2).

kLa(EEDP) — (4,94 i 2,67) . 10—7 . N1,196i0,078 . ¢g,585i0,035 . H_0’521i0’015 (52)

r
R?=0,972
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Figura 5.3. Determinacdes de k;a através da Equacio 3.6 para fluidos Newtonianos (FN) ou
solucdes de glicerol utilizando o impelidor EEDP em func¢ao da frequéncia de rotacao (N) para
diferentes vazdes especificas de alimentacio de ar (¢,,): (a) 0,40 vvm, (b) 0,80 vvm e (¢) 1,20 vvm.
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A Figura 5.4 mostra os valores do coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (kpa) obtidos experimentalmente e os valores previstos pela Equacao (5.2), para o
impelidor EEDP, onde a dispersdo da maioria dos valores estdo dentro de um desvio de
+10%.

Figura 5.4. Valores experimentais de k;pa em funcio dos valores calculados pela Equacgao (5.2)
para fluidos Newtonianos agitados com o impelidor EEDP.
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5.1.1.3. Impelidor EEUP

Quando utilizado o impelidor EEUP, os valores de k;a variam na faixa de 0,005 a
0,103 s'l, ou seja, um incremento de 19 vezes, com uma faixa de variagdo muito proxima da
obtida para o impelidor TR. Na literatura ndo foram encontrados trabalhos publicados que
apresentem valores de kpa em biorreatores convencionais operando com esta configuracao de
impelidor (EEUP) em regime turbulento. As variacdes de kjpa para fluidos Newtonianos em
funcao das condigdes de agitacdo e aeragdo estdo ilustradas na Figura 5.5.
Os valores de kja foram correlacionados com N, ¢, e u de acordo com a Equagao (3.9), para

fluidos Newtonianos. A correlagdo obtida para o impelidor EEUP ¢ dada pela Equacao (5.3).

kLa(EEUP) — (6,011 i 2'59) . 10—9 . N1,706i0,061 . q)g,r618i0,026 . u—0,716i0,014 (53)

R?=0,990

Figura 5.5. Determinacdes de kja através da Equacio 3.6 para fluidos Newtonianos (FN) ou
solucdes de glicerol utilizando o impelidor EEUP em funcio da frequéncia de rotacdo (N) para
diferentes vazoes especificas de alimentacio de ar (¢,,): (a) 0,40 vvm, (b) 0,80 vvm e (c) 1,20 vvm.
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-1
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A Figura 5.6 ilustra os valores do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
(kpa) obtidos experimentalmente e os dados previstos pela Equacdo (5.3), para o impelidor
EEUP. Observa-se novamente que os desvios encontram-se dentro de +£10%, mostrando o

bom ajuste obtido.
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Figura 5.6. Valores experimentais de k;a em funcio dos valores calculados pela Equacgao (5.3)
para fluidos Newtonianos agitados com o impelidor EEUP.
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Na faixa experimental estudada, observa-se que os valores de kia obtidos com o
impelidor EEDP foram inferiores aqueles obtidos com os impelidores TR e EEUP. Isto ¢
devido ao tipo de escoamento (fluxo descendente ou “down-pumping”) imposto ao fluido, no
qual as pas do impelidor quebram rapidamente as bolhas de ar resultando numa maior area
interfacial gés-liquido na regido entre o impelidor e a base do tanque, mas com pequenos
incrementos na transferéncia de massa (kpa) em comparagdo aos impelidores EEUP e RT.

As correlagdes obtidas para estimativas de kpa para fluidos Newtonianos referentes as
Equacdes (5.1) a (5.3) apresentaram bons ajustes aos valores experimentais obtidos, sendo os
valores das constantes “b”, “c”, “d” e “e” especificos para cada sistema utilizado, devido as
diferencas entre as geometrias dos impelidores. Observa-se que os valores da constante “b”
foi diminuindo em uma ordem de grandeza para os impelidores TR, EEDP e EEUP. Quanto
aos parametros “d” e “e”, ou seja, as poténcias da vazdo especifica de aeracdo (¢,) e da
viscosidade dindmica (p), os valores obtidos para os impelidores TR, EEDP e EEUP foram
inferiores a um e similares. As diferencas maximas obtidas para os pardmetros “d” e “e”
foram de 17,6 e 37,4%, respectivamente. No entanto, observa-se uma grande diferenga entre

os valores do parametro “c” que expressa a influéncia da frequéncia de rotagdo (N) no ka,

principalmente entre os impelidores TR e EEUP, cuja diferenca alcangou cerca de 120%.
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Ainda, os valores de “c” para os impelidores TR ¢ EEUP foram iguais a 0,778 e 1,706,
respectivamente, onde se constata a grande influéncia deste pardmetro para o impelidor

EEUP.

5.1.2. Correlacoes de ki a para fluidos ndo-Newtonianos

5.1.2.1. Impelidor TR

A fim de garantir bons resultados experimentais, os resultados experimentais foram
obtidos em triplicata, com um desvio padrdao infima, indicando os excelentes resultados em
cada caso. Os valores de k;a variaram na faixa de 0,0143 a 0,0813 s'l, com um incremento de
5,7 vezes.

Comparando com a literatura, estes valores ficaram proximos aos obtidos por Campesi

et al. (2009), que determinaram valores de kia na faixa de 0,0155 a 0,0521 s utilizando
solugdes de goma xantana com valores de K na faixa de 0,094 a 1,978 Pa.s" e n de 0,54 a 0,21
em biorreator convencional provido do impelidor TR.
Além disso, nas mesmas condi¢des de operagdo observa-se que os valores de k;a para fluidos
nao-Newtonianos (FNN) foram menores em comparacdo com os obtidos para fluidos
Newtonianos (FN). De acordo com a literatura, os valores de kja decrescem com incrementos
de concentragdo de SGX e, consequentemente, com a viscosidade aparente do fluido
empregado (CAMPESI et al., 2009).

Os comportamentos do kra em fungdo da frequéncia de rotagdo (N) para cada ¢q
(0,40; 0,80 e 1,20 vvm) com os diferentes fluidos ndo-Newtonianos empregados utilizando o
impelidor TR sdo mostrados na Figura 5.7.

Os valores de kra foram correlacionados com as condi¢des de operagdo (N e ¢,p) €
com as propriedades reologicas (K e n) de acordo com a Equacdo (3.12), para fluidos ndo-

Newtonianos. A correlagdo obtida ¢ dada pela Equacao (5.4).

kpacry = (1,130,372) - 1075 - N1431£0,040 , (,048850,017 , 110,131:40,046 . 11,193£0,140 (5.4)

R%=0,979
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Figura 5.7. Resultados experimentais de kpa para fluidos ndo-Newtonianos (FNN) utilizando o
impelidor TR em funcdo da frequéncia de rotacdo (N) para diferentes vazoes especificas de
alimentaciio de ar (¢,,): (a) 0,40 vvm, (b) 0,80 vvm e (c) 1,20 vvm.
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A Figura 5.8 mostra os valores do coeficiente volumétrico de transferéncia de

oxigénio (kg a) obtidos experimentalmente e os dados previstos pela Equagdo (5.4), para o

Figura 5.8. Valores experimentais de k;a em funcio dos valores calculados pela Equacao (5.4)
para fluidos nio-Newtonianos agitados com o impelidor TR.
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impelidor TR. Para ilustrar qualidade do ajuste, observa-se que a grande maioria dos desvios

entre os valores experimentais e previstos pela correlagdo estao abaixo de 10%.

5.1.2.2. Impelidor EEDP

Foram obtidos valores de kra na faixa de 0,0043 ¢ 0,0366 s (incremento de 8,5
vezes), verificando-se que os valores obtidos para este impelidor apresentaram-se bem
inferiores aos obtidos com o impelidor TR. Na literatura ndo foram encontrados trabalhos
publicados que apresentem valores de kpa em biorreatores convencionais operando com esta
configuragao de impelidor (EEDP) em regime turbulento. Para uma melhor visualizagdo, estes
valores sao mostrados na Figura 5.9. Os valores de kja obtidos para cada ¢, (0,40; 0,80 ¢ 1,20

vvm) sdo ilustrados em fungdo a N para os diferentes fluidos ndo-Newtonianos para o

impelidor EEDP.

Figura 5.9. Resultados experimentais de kpa para fluidos ndo-Newtonianos (FNN) utilizando o
impelidor EEDP em funcio da frequéncia de rotacdo (N) para diferentes vazdes especificas de
alimentaciio de ar (¢,,): (a) 0,40 vvm, (b) 0,80 vvm e (c) 1,20 vvm.
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Da mesma forma que para o impelidor TR, os valores de kra foram correlacionados com N,
d.r, K € n de acordo com a Equagdo (3.12) para fluidos ndo-Newtonianos. A correlagdao
obtida para o impelidor EEDP ¢ dada pela Equacao (5.5).
kLa(EEDP) = (1,92440,58) - 107 - N1522+0,037 . q)g,r409i0.015 . K—(0,535£0,042) , |, —(0,686+0,126) (5.5)

R?*=0,978
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Os valores de kpa obtidos experimentalmente o impelidor EEDP sdo confrontados
com os valores calculados pela Equagao (5.5), mostrando-se na Figura 5.10 e a dispersao da

maioria dos valores estdo dentro de um desvio de +£10%.

Figura 5.10. Valores experimentais de k;a em func¢io dos valores calculados pela Equacao (5.5)
para fluidos nio-Newtonianos agitados com o impelidor EEDP.
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5.1.2.3. Impelidor EEUP

Por fim, similarmente ao realizado para os outros impelidores, para cada condi¢ao de
operagao (N e ¢,;) sdo apresentados os valores de kpa obtidos com o impelidor EEUP foram
obtidos. Os valores de kpa variaram entre 0,00622 ¢ 0,0498 s'l, representando um incremento
de aproximadamente 8 vezes.

As variagdes de kja para fluidos Newtonianos em fun¢ao das condigdes de agitagdo e
aeracdo estdo ilustradas na Figura 5.11.
Os valores de kpa foram correlacionados com N, ¢,,, K e n de acordo com a Equagdo (3.9),

para fluidos ndo-Newtonianos. A correlagdo obtida para o impelidor EEUP ¢ dada pela

Equacao (5.6).
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kpageup) = (4,447+1,52) - 107 - NL512£0041 . 4,0:462£0,017 , £0,124+0,048 . 1,338£0,151 (5.6)

R?=0,980

Figura 5.11. Resultados experimentais de kpa para fluidos nao-Newtonianos (FNN) utilizando o
impelidor EEUP em func¢ao da frequéncia de rotacdo (N) para diferentes vazdes especificas de
alimentaciio de ar (¢,,): (a) 0,40 vvm, (b) 0,80 vvm e (c) 1,20 vvm.
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A Figura 5.12 ilustra a qualidade do ajuste, confrontando os valores do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (kra) obtidos experimentalmente ¢ os dados
previstos pela Equacao (5.6), para o impelidor EEUP. Observa-se novamente que os desvios
encontram-se dentro de £10%, mostrando o bom ajuste obtido.

Comparando as faixas de valores de kra para os trés impelidores operando com FNN,
observa-se a maior faixa foi obtida com o impelidor TR, seguido dos impelidores EEUP
(61,3%) e EEDP (45,0%).

As correlagdes obtidas para estimativas de kia para fluidos nao-Newtonianos
referentes as Equagdes (5.4), (5.5) e (5.6) apresentaram bons ajustes aos valores
experimentais obtidos. Observa-se que para os impelidores TR e EEUP, as dependéncias de
kra com todas as varidveis independentes propostas (N, ¢, K, € n) sdo similares o que pode
ser constatado pela proximidade dos valores dos pardmetros “g”, “h”, “i” e “}”, todos
positivos e com pequenos desvios. Os valores da constante de proporcionalidade “f” para os
impelidores TR ¢ EEUP foram proximos e superiores ao valor obtido para o impelidor EEDP.
Observou-se, também, uma influéncia negativa dos parametros reologicos K e n no kja para o
impelidor EEDP, fato que juntamente com o baixo valor de “f’ caracteriza esse tipo de
impelidor como ndo adequado para processos que demandem transferéncia de oxigénio em

sistemas convencionais utilizando fluidos nado-Newtonianos pseudoplasticos.
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Figura 5.12. Valores experimentais de k;a em func¢io dos valores calculados pela Equacao (5.6)
para fluidos nio-Newtonianos agitados com o impelidor EEUP.

0,06 ‘ T

+10%”
I 6 1,512 0, ) 13379 |
005 | K a=4447x10° NP2 g KM n T =
’ g 0%
I 4 ]

2_ R4

0,04 - R=0,980 A _

] -

3 ]
2003 - © .
£ -

2 oL f
&

S0 4
0,01 - S12:9% FNN - EEUP i
0,00 . | . | . | . | . | .

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

-1
kLaCalculado (S )

Ainda, verificou-se que a dependéncia do coeficiente de transferéncia de massa em
relacdo as condi¢des de operacdo (N e ¢,;) para as trés configuragdes de impelidores foram
semelhantes, visto que os coeficientes “g” e “h” apresentaram valores proximos.

Para todos os sistemas avaliados os valores de kra foram maiores operando com
fluidos Newtonianos, nitidamente na solu¢do com menor concentragdo de glicerol (SG-1).
Trabalhando com este fluido tem-se uma reducdo na formagdo de espuma e uma grande
quantidade de bolhas pequenas dispersas no vaso. Segundo Nocentini et al. (1993), isto deve-
se ao fato de que solugdes de glicerol com concentragdes entre 5 ¢ 50 % v.v'' apresentam
mudan¢a de comportamento de liquido coalescente para ndo coalescente talvez devido &
mudanga da tensdo superficial, aumentando desta forma a area interfacial e, por conseguinte,
o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kpa). Por outro lado, concentragdes
maiores de glicerol (SG-2 e SG-5) mostraram carateristicas coalescentes, efeito também
exposto na literatura (LINEK, VACEK e BENES, 1987).

Com o aumento da viscosidade dos fluidos (FN ¢ FNN), os valores de kia sdo

reduzidos. Além disso, devido a carateristica coalescente destes fluidos, tém-se bolhas de
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maior tamanho, o qual foi notado com os aumentos de vazao de ar (¢,), sendo necessario seu
controle com antiespumante.

Como descrito no Capitulo 2, o kra € o produto do coeficiente de transferéncia (ki) e
da érea interfacial de troca de massa (a), portanto, conforme se aumenta k; com o aumento de
@ ha uma diminuicdo da espessura da pelicula estagnada de liquido ao redor da bolha de gas.
Como a area interfacial de troca de massa (a) aumenta conforme se aumenta ¢, isto resulta
em um aumento da retencdo gasosa global (¢g). No entanto, para altos valores de ¢, a area
interfacial (a) comecaré a diminuir devido a coalescéncia de bolhas e, como consequéncia, os
valores de kra também, lembrando que a coalescéncia ¢ uma propriedade fisica do fluido e
que ocorre quando bolhas colidem ocorrendo uma fusdo destas gerando outras de maior
tamanho (KRESTA ¢ BRODKEY, 2003). Esse efeito pode ser desfavorecido no impelidor
EEUP, onde apds a fragmentagdo das bolhas inicialmente formadas (SG-1), estas podem
posteriormente manter seu menor tamanho na dispersdo gas-liquido. Esta hipotese esta de
acordo com o proposto por Kresta and Brodkley (2003), indicando que estes impelidores
axiais de escoamento ascendente (up-pumping) sdao excelentes para a dispersdao gas-liquido,
ou seja, resultando em aumentos de kpa, tornando-os mais eficientes em termos de
transferéncia de oxigénio. Esta eficiéncia dos impelidores “Elephant Ear” deve-se ao fato do
comportamento misto no padrdo de escoamento, ou seja, um escoamento radial e axial
(MIRRO e VOLL, 2009), para baixas e médias viscosidades (KRESTA ¢ BRODKLEY,
2003), embora os autores ndo citem a faixa de valores. Este comportamento estd de acordo
com o observado experimentalmente no presente trabalho, pois para maiores viscosidades e
valores de K, a predominancia foi de um escoamento meramente axial.

Na obtencao dos dados de kja para todos os fluidos, o método do degrau de pressao
(MP) se mostrou altamente confidvel pela reprodutibilidade dos resultados, obtendo-se
excelentes ajustes além do método ser rapido e de baixo custo, quando comparado com outros
métodos (CERRI, 2009). As qualidades dos ajustes podem ser verificadas pelos altos valores
dos coeficientes de correlagao (Rz) e nas Figuras 5.2, 5.4, 5.6, 5.8, 5.10 e 5.12, onde a grande
maioria dos desvios entre valores experimentais e preditos de kia foi inferior a £10% nos trés

sistemas estudados.
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5.1.3. Correlagdes de velocidade de cisalhamento média (y,,)

Uma vez obtidos os coeficientes “b”, “c”, “d’, e “e” para fluidos Newtonianos (SG), e
os coeficientes “f’, “g”, “h”, “i, e “j” para fluidos ndo-Newtonianos (SGX), sdo substituidos
na Equagdo (3.14). Sendo obtidas as correlagdes de previsao da velocidade de cisalhamento
média (y,,) para fluidos ndo-Newtonianos em regime altamente turbulento para os sistemas
equipados com os impelidores TR (o classico), EEDP e EEUP (os novos impelidores). A v,
foi obtida em funcdo das condi¢gdes de operacao (N e ¢,;) ¢ das propriedades reoldgicas dos

fluidos ndo-Newtonianos pseudoplésticos (K e n).

1 2_
Vmcrry = (1,4826 - NOSS3 . 0200 . K0751.. 11,193 )0,620-Ci-m) R*=0,979 (5.7)

1 R*=0,980 (5.8
Ym (BEDP) = (0,389 . NO.326 . ¢;r(1,176 . K-0.014 n—0,686)0,521-(1—n) (5-8)

1 R%=
Ym (EEUP) = (739,768 . N—0,194- i ¢;19,156 . K0,84O . rl1,338)0,716-(1—n) 0’980 (59)

As Equagdes (5.7) a (5.9) de previsao de y,,, para os impelidores TR ¢ EEUP
apresentam expoentes para as variaveis ¢,;, K € n positivos € com valores similares. Quanto a
dependéncia de y,, em relagdo a N, o mesmo influencia positivamente y,, para o impelidor
TR e negativamente para EEUP. J& para o impelidor EEDP (ver Equagao (5.8)), a influéncia
do parametro ¢, em y,, se apresenta como negativa para os impelidores EEDP e EEUP, a
influéncia de N positiva do mesmo modo que para impelidor TR. No entanto, as influéncias
dos parametros reolégicos K e n em y,, foram negativas, contrastando com os impelidores TR
e EEUP.

Como ilustragdo, nas Figuras 5.13 a 5.15 s3o mostrados, para os trés impelidores
estudados, os comportamentos de y,, para os fluidos ndo-Newtonianos (FNN) em fun¢do da

frequéncia de rotagdo (N) para trés vazdes de ar (¢ar).
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Figura 5.13. Variacdo de y, para o biorreator equipado com o impelidor TR com diferentes

FNN em funcio da frequéncia de rotacio (N) e da vazio especifica de ar (¢,,): (a) 0,40 vvmn, (b)
0,80 vvmm e (¢) 1,20 vvm.
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Figura 5.14. Variacao de y,, para o biorreator equipado com o impelidor EEDP com diferentes
FNN em funcio da frequéncia de rotagio (N) e da vazio especifica de ar (¢,): (a) 0,40 vvm, (b)
0,80 vvmm e (c¢) 1,20 vvm.
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Figura 5.15. Variacgio de y,, para o biorreator equipado com o impelidor EEUP com diferentes
FNN em func¢io da frequéncia de rotacio (N) e da vazio especifica de ar (¢,,): (a) 0,40 vvm, (b)
0,80 vvmm e (¢) 1,20 vvm.
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Na Tabela 5.7 sao apresentados as faixas de variagdo de y,, para cada impelidor, em que o

valor a esquerda refere-se a 600 rpm e o valor a direita a 1000 rpm.

Tabela 5.7. Faixas de variaciao de y,, para os impelidores TR, EEDP ¢ EEUP em funcdo de N
(600-1000 rpm) para trés valores de ¢,, de acordo com as faixas de propriedades.

A Y (57)
( v ) K<1,0 Pa.s" e n>0,28 K>1,0 Pa.s" e n<0,28
vvimn

TR EEDP EEUP TR EEDP EEUP

0,40 2076 - 6255  419-1648 2782 -1924 745 -2499  324-515 1582-685
0,80 1464 - 4060  290-1049 2078 - 1520 568 -2195 244-372 1283 -571
1,20 1114 -3152 234 - 805 1772 -1324  485-1831 206-304  1135-513

*Sdo considerados valores minimos e maximos obtidos com 600 e 1000 rpm.

Observa-se que valores de y,, obtidos para o impelidor TR variaram entre 2,8 e 3,8
vezes. Ainda, nota-se que conforme se aumenta ¢, com baixas frequéncias de rotacao (600 e
700 rpm), os valores da y,, se aproximam.

Analisando esse comportamento da y,, para o sistema equipado com o impelidor
EEDP (Equagao (5.8)), observa-se que os valores foram de 4 e 5 vezes inferiores aos obtidos
com o impelidor TR. Por outro lado, y,, apresentou aumentos de 1,4 a 3,9 vezes para o
impelidor EEDP na faixa experimental estudada.
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Em relacdo ao impelidor EEUP (Equacgao (5.9)), observou-se comportamentos nao
esperados contrarios aos observados para os outros impelidores, com uma maior sensibilidade
de v, em relagdo a N e, inesperadamente, uma diminui¢do de y,, com aumentos de N. Foram
obtidas quedas nos valores da y,, entre 1,3 e 2,3 vezes, mesmo com incrementos nos niveis de
¢.r € N. Além disso, os valores de y,, mostraram pequenas mudancas para solugdes com
baixas concentra¢des de goma xantana.

Analisando os valores para os impelidores TR e o EEDP, tém-se efetivamente
aumentos de y,, em funcao de aumentos de N para ambas as configuragdes. Contrariamente,
aumentos em ¢, resultam e decréscimos em y,,. Por outro lado e surpreendentemente, para o
impelidor EEUP temos um comportamento contrario com decréscimos em y,,, @ medida que
se aumenta N, com maiores valores de Y, a 600 rpm em relacdo aos demais impelidores.
Esses comportamentos podem ser verificados na Tabela 5.7 e nas Figura 5.13 a Figura 5.15.

Observando-se os dados da Tabela 5.7, para fluidos com K<1,0 Pa.s" e n>0,28 foram
obtidos valores elevados de y,, para os trés impelidores, em comparag¢do com os fluidos com
K>1.0 Pa.s" e n<0,28, mostrando que quanto mais viscoso o fluido, menor a transferéncia de
quantidade de movimento e, portanto, a velocidade de cisalhamento média (y,,) diminui.
Assim, para evitar o alto cisalhamento durante cultivos, os mesmos devem ser iniciados com
um valor baixo de N e com aumentos de N ao longo do cultivo, a medida que as células
crescem.

Avaliando o comportamento de y,, no sistema com o impelidor TR (Figura 5.13)
empregando os fluidos SGX-4 — SGX-6 ( K > 1.0 Pa.s" ) em fungio dos niveis de N (600 a
1000rpm) e de ¢, (0,40; 0,80; 1,20 vvm), y,, apresentou aumentos em baixas proporcoes
entre 1,8 e 2,0 vezes. Para o sistema operando com o impelidor EEDP (Figura 5.14) foram
observados aumentos de y,, ainda menores 1,4 ¢ 1,6 vezes, mostrando uma tendéncia similar
conforme foram aumentando os valores de N, ou seja, para os valores de Yy, ndo houve
diferenca significativa para um mesmo valor de ¢, , sendo os niveis de y,, similares nos trés
fluidos apresentando-se as trés curvas bem proximas. Analisando o comportamento do
sistema com o impelidor EEUP (Figura 5.15), foram observados decréscimos constantes de
1,2 vezes para cada valor de N e ¢, para os fluidos utilizados (SGX-4 — SGX-6),
apresentando-se uma queda no comportamento de y,, quase constante. Isto é os impelidores
EE em fluidos com K > 1.0 Pas" mostraram um menor coeficiente angular nos

comportamentos do Y, .
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Outra observagdo importante dos dados Tabela 5.7 ¢ que para os trés impelidores
operados, os niveis de y,,, foram afetados com os sistemas operando com baixa frequéncia de
rotagdo (N = 600 rpm) e elevando-se ¢, de 0,80 a 1,20 vvm. No entanto esse aumento da
aeracdo no sistema com o impelidor TR, fez com que os valores de y,,, diminuissem em torno
de 29 e 46%, respectivamente, para K<1.0 Pa.s" e n>0,28 e em torno de 23 e 35% para K>1.0
Pa.s" e n<0,28. O mesmo efeito foi observado para o impelidor EEDP, apresentando quedas
superiores, de 30 a 44% para K<1.0 Pa.s" e n>0,28 ¢ de 10 e 36% para os fluidos com K>1.0
Pa.s" e n<0,28 Para o impelidor EEUP também foram observadas redugdes de 36% para
K<1.0 Pas" e n>0,28 e de 19 a 28% para K>1.0 Pa.s" e n<0,28. Portanto, o emprego de
baixos valores de agitagdo acompanhados por aumentos na vazao de alimentagdo de ar, torna-
se uma alternativa operacional do equipamento em cultivos envolvendo células sensiveis ao
cisalhamento, mas que necessitam de alta transferéncia de oxigénio, carateristicas
apresentadas em cultivos de microrganismos filamentosos.

Em todos os sistemas estudados, observa que aumentos em K geram diminui¢des em
Ym- Resultado semelhante foi também obtido por Cerri (2009), indicando que esta resposta ¢é
esperada devido ao fato que a viscosidade aparente () € inversamente proporcional a
velocidade de cisalhamento (y) para fluidos pseudoplésticos, conforme mostra a Equagado
(3.8).

Para fins comparativos, a Figura 5.16 ilustra valores estimados de Yy, para os trés tipos
de impelidores em funcdo das condi¢des de operacdo (N e ¢,) para a solucdo de goma
xantana SGX-5 (K = 1,47 Pa.s" e n = 0,237) como fluido ndo-Newtoniano. Pode-se observar
que a medida que se aumenta ¢, nos sistemas, os valores estimados de y, diminuem
independentemente de N. Comportamentos similares foram obtidos para outras concentragdes
de goma xantana, conforme pode ser visto nas Figuras 5.13 — 5.15. Isto se deve ao fato de que
com o aumento das bolhas de ar na dispersdao gés-liquido (retencao gasosa) devido ao
aumento de ¢, hd uma diminui¢do da densidade aparente do meio, resultando numa redugdo
da poténcia transferida e, portanto, da transferéncia de quantidade de movimento ao meio
(BADINO e SCHMIDELL, 2001). Comportamento similar também foi reportado por Cerri et
al. (2008) trabalhando em um biorreator airlift de cilindros concéntricos com fluidos ndo-
Newtonianos, onde os altos valores da velocidade superficial do gas (Ugs = Q,./A) gera uma
decréscimo nos valores de y,, devido a coalescéncia de bolhas.

Para as condigdes de operacdo estudadas (N e ¢,), tem-se a seguinte ordem de
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grandeza em termos de faixa de valores de y,.
YTR > > > YEEUP ~ YEEDP
Sabe-se da literatura que, impelidores que geram um escoamento radial sdo mais
cisalhantes que, aqueles que geram escoamento predominantemente axial, como os “Elephant
Ear”, os quais apresentam menor velocidade de cisalhamento. Tal caracteristica pode ser
verificada pelos resultados obtidos. Possivelmente devido ao padrdo de escoamento ou ao
tamanho das pas, sendo que os impelidores com pas de maior tamanho mostram-se menos

cisalhantes (COLLINGNON et al., 2010).

Figura 5.16. Velocidade de cisalhamento média (y,,) em funcio da frequéncia de agitaciao (N)
para os trés impelidores (TR, EEDP ¢ EEUP) considerando a solucio XGS-5 em diferentes
condicdes de aeracio: ¢, = 0,40 vvm, ¢, = 0,80 vvm, ¢,,= 1,20 vvin
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Observa-se que o impelidor TR mostrou-se mais cisalhante além de apresentar uma
maior transferéncia de oxigénio seguido do impelidor EEUP. No entanto, o impelidor EEDP
gerou valores muito baixos de y,, ndo mostrando diferenca utilizando médios com valores de

K>1,0 Pa.s" e n<0,28 e, por isso, este tipo de impelidor seria apropriado no desenvolvimento
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de trabalhos com fluidos de média viscosidade, mas com baixa necessidade de transferéncia
de oxigénio. Este baixo poder cisalhante também foi demostrado no trabalho de Collingnon et
al. (2010), sendo os impelidores EE e o impelidor TTP (Mixel), menos cisalhantes,
comparados a outros na configuracao de escoamento descendente (down-pumping).

Uma vez obtidas as equagdes de previsdo de y, ¢ possivel também prever o
comportamento das condi¢des de cisalhamento para diferentes condigdes de agitagdo e
aeracdo com estes tipos de impelidores ao longo de cultivos envolvendo caldos nao-
Newtonianos peseudoplésticos a partir da Equagdo (3.11) que apresenta a y, como uma
funcdo das “condi¢des de operagdo reais” (N e ¢an), do coeficiente k;a e dos parametros
reoldgicos K e n do cultivo, todos mediveis, e os coeficientes b, c, d e j& determinados

anteriormente para os diferentes impelidores.

5.1.3.1.  Viscosidade aparente (u.p) e regime de agitaciao

Em relacdo ao regime de escoamento foi observada uma maior turbuléncia
trabalhando com o impelidor TR seguido do EEUP com o aumento dos valores de N (600
— 1000 rpm). Por outro lado, com o incremento do ¢, este fendmeno € levemente amortecido.

Para o impelidor EEDP observou-se uma menor turbuléncia no meio agitado e aerado
com o aumento das condigdes de operacdo (N e ¢,) para fluidos com baixas viscosidades.
Porém, quando se aumenta a viscosidade destes fluidos, com o aumento da agitagdo e aeracao
o sistema se mostrou instavel (altas vibragdes mecanicas no vaso). Nesse sentido, a partir dos
valores obtidos de y,, foi possivel obter o nimero de Reynolds para os sistemas com os
diferentes impelidores pela Equacao (2.42), sendo calculada a viscosidade aparente média
(Map), considerando a densidade da agua p = 995,65 (kg/m®). Mostrando-se todos eles um

comportamento altamente turbulento Re>10*, como mostrado na Tabela 5.8.

Tabela 5.8. Faixa de numero de Reynolds obtidos para os impelidores TR, EEDP e EEUP.
Impelidor Numero de Reynolds (Re)

TR 3712 <Re < 58084
EEDP 2038 <Re < 32287
EEUP 4948 <Re < 32955

Como foi indicado partir dos valores da y,, foi possivel estimar as faixas de

viscosidade aparente média (lp) segundo a Equagdo 3.7 em fungdo das condi¢des de agitagdo
115



Resultados e Discussdo

(600-1000 rpm) para cada ¢,, sendo esses valores mostrados na Tabela 5.9. Assim,
verificamos que com o aumento da agitagdo no vaso ha uma diminui¢do nos valores da pap,

contrariamente aos valores obtidos de y,,, para esses fluidos pseudoplasticos.

Tabela 5.9. Faixa de viscosidade aparente média (u,p) para os impelidores TR, EEDP e EEUP
em funcio das condicdes de operacio.

dar Hap (Pas)

vvm TR EEDP EEUP

0,40 0,0016 - 0,01087 0,0032 - 0,021 0,0025 - 0,011
0,80 0,00206 - 0,01359  0,00416 - 0,02726 0,002917 - 0,013
1,20 0,00235-0,01549  0,00477-0,03126  0,003187 - 0,01478

*S4do considerados valores minimos e maximos

5.1.4. Comparacao entre os valores da velocidade de cisalhamento média (y,,)

com a literatura

Na sequéncia, procedeu-se a comparacdo dos valores de y,, obtidos nesta etapa do
trabalho com valores de literatura, no caso para o impelidor TR, devido a existéncia na
literatura de correlagdes para obtencao de y,, apenas para este modelo de impelidor. Para tal
fim, utilizou-se a Equagdo (5.7) e compararam-se os resultados com aqueles obtidos das
correlacdes de literatura apresentadas na Tabela 2.2. Para efetuar a comparacao, utilizou-se
como fluido uma solu¢do de goma xantana de concentragdo elevada (SGX-5), nas diferentes
condi¢des de operacao (N e ¢q). A Figura 5.17 ilustra os valores de y,, obtidos pela Equagao
(5.7) e pelas demais correlagoes de literatura.

Na regiao I da Figura 5.17, observa-se que as curvas geradas pela equacdo de previsao
do presente trabalho (Equacdo (5.7)) encontram-se inseridas na faixa de valores previstos por
correlacdes da literatura. Cabe dizer, que os resultados obtidos com ¢,=0,80 vvm foram bem
préoximos aos obtidos por Pérez et al. (2006). As correlacdes propostas por Kelly e Gigas
(2003) e Pérez et al. (2006) foram obtidas em regime transiente de agitacdo mas, no entanto,
elas foram extrapoladas para o regime turbulento para comparagdo com as demais
correlagoes.

Das correlagdes propostas por Campesi et al. (2009) aqui citadas, deve-se mencionar
que as mesmas nao levam em consideragdo a influéncia da aeragdo (¢,;) nas estimativas de
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Ym- Portanto, essas parecem ser incompletas e pode-se afirmar que a correlagdo proposta
(Equagdo (5.7)), mostra-se mais apropriada e completa por considerar a influéncia de diversas
variaveis em y,, como as variaveis de operagdao (N e ¢,;) € as propriedades reoldgicas do
fluido nao-Newtoniano (K e n) operando os biorreatores em regime altamente turbulento.

Na regido II foi considerada a correlacdo obtida por Robertson e Ulbrecht (1987)
apenas para conferir com valores maximos de cisalhamento, obtidas na ponta do impelidor,
sendo estes valores superiores aos valores obtidos com a equagao de previsao de v, obtidas

no presente trabalho.

Figura 5.17. Comparacio de correlagoes de y da literatura para fluidos ndo-Newtonianos em
regimen turbulento utilizando o impelidor TR: I) Comportamento de y,, em (a, b, ¢) no presente
trabalho para 0,40; 0,80 e 1,20 vvm; (d) Pérez et al. (2006); (e) Kelly e Gigas (2003); (f, g)
Campesi et al. (2009) e, em II) Comportamento dos valores de y,,.x desenvolvida por Robertson
e Ulbrecht (1987) considerando 0,40; 0,80 e 1,20 vvmm.
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5.1.5. Poténcia dissipada

Foram realizados ensaios, a fim de determinar a poténcia imposta ao sistema (P) pelos
impelidores. Tal poténcia dissipada a partir do um impelidor ¢ caraterizada pelo nimero de
poténcia (Np). Os resultados de consumo de poténcia do sistema gaseificado (Py)
normalizados pelo consumo de poténcia do sistema ndo gaseificado (Py), qual seja, (Py/Po), €
de niimero de poténcia (Np) sdo mostrados na Figura 5.18 a Figura 5.20 em funcdo de N para
agua e solugdo de glicerol agitados pelos diferentes impelidores.

Observando as Figura 5.18 (a) e Figura 5.19 (a), nota-se elevados niveis de aeracdo nao
afetaram significativamente o consumo de poténcia dos impelidores RT e EEDP, isto ¢, P,/Py
variou de 0,6 a 0,9 para o impelidor TR e de 0,7 a 1,0 para o impelidor EEDP. Por outro lado,
o consumo de poténcia do sistema equipado com o impelidor EEUP foi levemente afetado
pelo aumento de N para ambos os fluidos (4gua e SG-5) com variagdes de P,/Py entre 0,8 a
0,9, como pode-se observar na

Figura 5.20. Verificou-se também que para N<600 rpm, utilizando-se H,O e altos
valores de ¢ar (= 1,20 vvm), o consumo relativo de poténcia do impelidor EEUP foi
fortemente afetado.

Nas Figuras 5.18 (b), 5.19 (b) e 5.20 (b) sdo apresentados os comportamentos do
numero de poténcia (Np) para cada impelidor em fung¢dao de N, considerando as diferentes
condi¢des de aeragdo para os dois fluidos. Avaliando-se o comportamento de Np, embora a
literatura afirme que em regime turbulento (Re>10%), este pardmetro é independente da
viscosidade do fluido (KRESTA ¢ BRODKEY, 2003), para o impelidor EEDP (Figura 5.19
(b)) observou-se uma variacao significativa onde Np para o fluido com maior viscosidade
(SG-9).

Observando-se os valores de Np para o impelidor TR que apresenta valores
praticamente constantes para elevados valores de N (Figura 5.18 (b)) na faixa de 5 a 12,
dependendo da condi¢do de aeracao empregada, em concordancia com os resultados obtidos
por Rushton et al. (1950). Além disso, conforme se aumenta ¢, (0,40; 0,80 ¢ 1,20 vvm), os
valores de Np foram afetados diminuindo para cerca de 5. O Np para esse impelidor mostrou-
se indiferente com relacdo a viscosidade dos fluidos, uma vez que todos os valores de Re ja se
encontravam no regime turbulento. Porém, quando a solu¢do SG-5 foi aerada, uma acentuada

queda em Np foi observada para N>800 rpm.
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Figura 5.18. Consumo de poténcia para o sistema equipado com o impelidor TR em sistemas
com H,O e SG-5 sob as diferentes condicdes de aeracido (¢.): (a) Po/Py em fun¢ido da frequéncia
de rotacao N. (b) nimero de poténcia (Np) em funcio da frequéncia de rotaciao N.
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Figura 5.19. Consumo de poténcia para o sistema equipado com o impelidor EEDP em sistemas
com H,O e SG-5 sob as diferentes condicdes de aeracido (¢.): (a) Po/Py em fun¢ido da frequéncia

de rotacao N. (b) nimero de poténcia (Np) em funcio da frequéncia de rotaciao N.
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Figura 5.20. Consumo de poténcia para o sistema equipado com o impelidor EEUP em sistemas
com H,O e SG-5 sob as diferentes condicdes de aeracido (¢.): (a) Po/Py em fun¢ido da frequéncia
de rotacao N. (b) nimero de poténcia (Np) em funcio da frequéncia de rotaciao N.
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Os valores de Np com relagdo ao impelidor EEDP mostrados na Figura 5.19 (b) para
ambos os fluidos na auséncia de ar foram préximos (2,6 para a dgua e 2,0 para a solucao de
glicerol SG-5). Porém, quando foram utilizados elevados valores de ¢, (= 1,20 vvm)
utilizando H,O, uma queda de aproximadamente 38% foi observada para N = 700 rpm. O
mesmo aconteceu para o fluido SG-5 quando foi aerado, mostrando valores entre 1,1 e 1,5.
Resultados semelhantes foram observados por Zhu et al. (2009) mediante em ensaios com
N<600 rpm. Os valores de Np para N > 700 rpm apresentaram tendéncia a evoluir com
auséncia e em presenca da aeragdo para ambos os fluidos.

Para o impelidor EEUP na auséncia de aeragao, foram obtidos valores de Np inferiores
a 6, tanto para a agua quanto para a solugdo SG-5, com Np igual a 2.9 e 2.7, respectivamente,
para N>800 rpm. Por outro lado, pela Figura 5.20 (b), observa-se que este impelidor Np ¢
influenciado por aumentos em ¢,, sendo obtidos valores minimos para H,O e para solugdo
SG-5. Observando o comportamento de Np para N>800 rpm, os valores foram relativamente
constantes para ambos os fluidos, aerados ou ndo. Isso poderia explicar a eficiéncia deste
impelidor com relagdo a transferéncia de massa e com decréscimo de y,, em comparagdo aos
impelidores EEDP e RT.

Em todos os casos, quando o ar ¢ introduzido no meio liquido agitado ocorre uma
instantanea reducao da poténcia transmitida pelo agitador, devido a diminui¢cdo da densidade
aparente do meio, (BADINO e SCHMIDELL, 2001). No entanto, as propriedades fisicas do
fluido devem ser consideradas (MARTIN et al., 2010). Esta redugdo foi mais evidente quando
se aumenta ¢, Por exemplo, no sistema equipado com o impelidor EEDP (Figura 5.19 (b)) os
resultados obtidos para o impelidor EEDP foram concordantes com os reportados por Zhu et
al. (2009), onde o comportamento de Np nao foi afetado pelas menores vazdes de alimentagao
de ar (¢paor= 0,01 e 0,005 vvm), mas sim com ¢,= 0,5 vvm.

Outra observagdo interessante ¢ que a reducdo de poténcia para o impelidor EEUP
(Figura 5.20 (a)) foi praticamente independente da vazao de ar (¢,), apresentando um maximo
de P,/Py=0,95 para N=400 rpm, muito proximo ao valor obtido por Zhu et al. (2009) sendo
P,/Py=1. No entanto, com rela¢do aos valores de Np obtidos no presente trabalho (entre 2,4 e
2,9, vide Figura 5.20 (b)), foram superiores aos reportados por Zhu et al. (2009) (Np=1,7)
quando N<700 rpm. Deve ser considerado que o sistema utilizado por Zhu et al. (2009) foi
diferente ao utilizado neste trabalho. Na Tabela 5.1 ¢ apresentado em resumo dos resultados

discutidos acima.

122



Resultados e Discussdo

Tabela 5.1. Comparacio do niimero de poténcia nos sistemas estudados nessa tese de doutorado.

Impelidor Np (presente trabalho) Np (na literatura)
Sem ar Reducio com ar Sem ar Reducio com ar (%) Referéncia

TR ~7-8 25-37,5% 6,6 (Rushton et
al., 1950)

EEDP ~2,1-23 34,8 - 43% 2,1 30% (o= 0,50 vvm) (Zhu et al,,
2009)

2,4 Sieck et al.,

2013

EEUP ~2,4-29 22-27% 1,7  Nao ¢ afetado (Zhu et al.,
2009)

Dos resultados ilustrados nas Figuras 5.18 até 5.20 podem-se classificar os
impelidores estudados com base ao nimero de poténcia na seguinte ordem:
TR > EEUP > EEDP
Ainda, a influéncia efetiva do ar na reducdo dos valores de Np com aumentos da
agitacao foi a seguinte:
EEDP > TR > EEUP
Porém, deve-se considerar a presenca de aeragdo pela superficie a medida que agitacao

foi aumentada em sistemas ndo aerados.

5.1.6. Dissipac¢ao de energia e microescala de turbuléncia de Kolmogorov (1)

Uma vez estudado o consumo de poténcia para os trés sistemas, nesta secdo foi
avaliada a dissipagdo de energia (€r)g nos sistemas em diferentes condigdes de operagido
calculada pela Equagdo (2.49), e a microescala de turbuléncia de Kolmogorov calculada pela
Equacao 2.46 para tais sistemas.

Os sistemas estudados apresentam uma maior dissipacao de energia quando o sistema
ndo ¢ aerado, especialmente operando o sistema com o impelidor TR (Figura 5.21), obtendo-
se o valor de 21 W.kg"' na maxima condigdo de agitagio. Ja nos outros sistemas operando
com os impelidores EE, foram obtidos valores inferiores de (€t) g> mas apresentando o mesmo
comportamento, sendo obtido para o impelidor EEDP 8,4 W.kg'e para o impelidor EEUP

10,8 W.kg" para a maxima condi¢io de agitagdo (vide Tabela 5.2). Conforme relatado por
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Kresta e Brodkey (2003), para a descarga tipica desses impelidores EE foi obtido um valor de

10 W kg™, muito semelhante aos valores obtidos no presente trabalho.

Figura 5.21. Dissipa¢do de energia (£r); imposta aos sistemas com FN equipados com trés
impelidores sem aeracio em diferentes niveis de agitacao.
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A partir dos resultados obtidos referentes a soma das dissipacdes de energias por
borbulhamento de ar no sistema (€1)s Equacdo (2.50) e a gerada pela agitagdo em condigdes
de aspersdo (€r);g Equagdo (2.51), os valores de (€r)s mostraram ser muito inferiores com
valores entre 0,0196 ¢ 0,059 W.kg'l, mesmo com aumento de ¢, de 0,40 para 1,20 vvm.
Concluindo, os valores obtidos da dissipagdo de energia gerada pelo impelidor quando o
sistema foi aerado (E€r);g exibiu altos valores (Tabela 5.2) se comparados com os obtidos de
(€1)s, sendo desta forma o impelidor praticamente o tnico responsavel pela a dissipacdo da
energia aplicada ao sistema.

Na Tabela 5.2 sdo apresentados os comportamentos de (€r)g para cada sistema com
FN e FNN em fung¢do de ¢, € N, assim mesmo na Figura 5.22 se ilustra esse comportamento.

Deve-se ressaltar o aumento dos valores de (€r); com aumentos da agitagdo

utilizando o impelidor radial TR.
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Tabela 5.2. Valores da dissipacdo de energia (ET)g em funcio das condicées de agitacio e

aeracfo para trés sistemas agitados com impelidores TR, EEDP e EEUP, utilizando como fluidos
H,0 (FN) e SGX-5 (FNN).

Tipo Dissipa¢do de Energia (£r),4 (W. kg™")
Impelidor ar (VVID)
FN FNN
0,00 0,40 0,80 1,20
TR 5,17-21,12 4,56 — 16,09 4,07 — 14,09 3,69 — 13,89
EEDP 1,62 — 7,88 1,54 7,71 1,42 -73 1,15-6,48
EEUP 2,72 -10,48 2,69 —9,47 2,67 -9,34 2,37 -8,97

*Valores tabelados da dissipagdo de energia minimos ¢ maximos referente a 600- 1000 rpm..

Observa-se que os valores de (€r)g obtidos para o impelidor EEUP sdo superiores que
os obtidos para o impelidor EEDP que exibiu aumentos menores de (€r)g em fungido do
aumento da agitacdo em comparagdo com os outros dois impelidores. Desta forma, podem-se
classificar os impelidores estudados com base na dissipacao de energia na seguinte ordem:

TR >>> EEUP > EEDP.

Comportamento contrario aos valores obtidos por Zhu et al. (2009) utilizando os
impelidores EE foi observado. Estes autores reportam valores menores de (€r)g operando
com impelidor EEUP e valores maiores operando o sistema com o impelidor EEDP.

Quando ¢ adicionado ar a um sistema agitado contendo um FNN, os valores de (€r)g
sdo atenuados (Tabela 5.2), evidenciando a diminuicdo da densidade aparente do meio e
reducdo da transferéncia de quantidade de movimento, conforme o exposto por Badino e
Schmidell (2001), sendo o impelidor EEUP o menos afetado a medida que foi alimentado ar
no sistema, apresentando valores entre 2,37 e 9,47 W.kg'l. Os outros sistemas apresentaram
valores de (€r), entre 3,69 ¢ 16 W.kg'! (impelidor TR) e entre 1,15 ¢ 7,71 W.kg" (impelidor
EEDP) com aumentos de N (Tabela 5.2).

A resposta dos impelidores TR ¢ EEDP pode ser explicada devido ao fendmeno
nomeado de flooding (afogamento do impelidor) (ZHU et al., 2009), fendmeno indesejado
que implica na queda da eficiéncia do sistema quando o mesmo ¢ aerado. Segundo Nienow e
Bujalski (2004) os impelidores EE na configuracdo de escoamento descendente (down-
pumping) sdo eficazes na suspensdo de solidos quando o sistema ndo é aerado e uma vez

areado, apresentam perdas na sua capacidade.
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Esta ¢ uma carateristica importante no desempenho deste tipo de impelidor em
cultivos de células animais utilizando microcarregadores (COLLINGNON et al., 2010).
Resultados similares tambem foram obtidos por Zhu et al. (2009) com os impelidores axiais
EEDP e EEUP obtendo valores baixos de (€r)g quando o sistema foi operado a 600 rpm
utilizando como FN a H,O, mostrando-se o impelidor EEUP como a mais efetivo para
sistemas aerados.

Com aumentos na vazao especifica de ar ao meio nos trés sistemas de impelidores, os
mesmos apresentaram a seguinte relagdo em fungio aos niveis de (€1)g:

TR > EEDP > EEUP

A partir desses resultados, pode-se demostrar que a dissipacdo de energia aumenta
devido a aumentos na agitacdo do impelidor tanto em sistemas aerados como em ndo aerados
para fluidos Newtonianos e ndo-Newtonianos, sendo estes influenciados negativamente por
aumentos na aeragdo. Além disso, deve-se considerar que a dissipagdo de energia ndo ¢
uniforme no reator, devido a alta velocidade nas regides proximas ao impelidor e as regides
estagnadas proximas as paredes do vaso.

A partir de valores de (€r)g foi possivel determinar valores da microescala de

turbuléncia de Kolmogorov (nk) de acordo com metodologia apresentada na se¢do 4.1.5, ou
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seja, o tamanho do micro-turbilhdo gerado no sistema altamente turbulento com ou sem
aeracdo. Observando as Figura 5.23 e 5.24, pode-se afirmar que os micro-turbilhdes em FN
possuem dimensdes menores em comparagdo aos micro-turbilhdes obtidos em sistemas com

FNN aerados.

Figura 5.23. Valores da microescala de Kolmogorov (nx em pm) para um sistema com FN (H,0)
nao aerado, com diferentes niveis de agitacdo com impelidores TR, EEDP ¢ EEUP.
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Observa-se que nos sistemas operados com FNN, os valores de nk vao diminuindo
conforme se aumenta a agitacdo nos trés sistemas de impelidores, mas para um valor de N
fixo com aumentos nos niveis de ar, aumentam as dimensoes dos micro-turbilhdes. De acordo
com os valores apresentados na Tabela 5.3, observa-se que os valores de ng encontram-se
entre 45 ¢ 127 um para o impelidor TR, entre 132 € 357 um para o impelidor EEDP e entre 80
e 123 um para EEUP. Nota-se, portanto, que foram menores os turbilhdes gerados pelos
impelidores TR e EEUP em comparacdo aos gerados com o impelidor EEDP. Segundo Bailey
e Ollis (1986), em sistemas de biorreatores tipo tanque agitado os micro-turbilhdes ou
redemoinhos de menor tamanho se encontram na faixa de 10 e 100 um.

Pode-se classificar os impelidores em escala decrescente da microescala de
Kolmogorov (nk) de acordo como segue:

EEDP >>> EEUP > TR
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Esta classificagdo indica que o impelidor EEDP provoca altos valores de microescala
de Kolmogorov e o impelidor TR ¢ o mais cisalhante por formar micro-turbilhdes de menor
tamanho. No entanto, esta resposta (micro-turbilhdes de menor tamanho) ¢ prejudicial ao
processo quando se utiliza este impelidor em cultivos de células altamente sensiveis ao
cisalhamento, o que indica que o impelidor TR gera maior dano potencial as células. Ja,
diante desses resultados, observa-se que o impelidor EEDP ¢ o mais adequado para uso em
cultivos de microrganismos sensiveis ao cisalhamento. No entanto, deve também ser
considerado o dano celular gerado pelas bolhas de ar nestas condigdes. Logo, a frequéncia de

borbulhamento deve ser controlada, conforme relatado por Joshi (1996).

Tabela 5.3. Valores da microescala de Kolmogorov (n) para frequéncias de agitacio entre 600 e
1000 rpm nos sistemas equipados com os impelidores TR, EEDP e EEUP, utilizando FN (H,O)
sem aeracido e FNN (SGX-5) com diferentes niveis de aeracéo.

Tipo Escala de Kolmogorov (nk) (um)
Impelidor Oar (VVIM)
FN FNN
0,00 0,40 0,80 1,20
TR 21-14,7 92 -45 112,1 - 54,9 126,7 - 60,8
EEDP 28 -18,9 251,6 —132,4 306 - 160 357-182,5
EEUP 24,6 - 17,6 99,5 -80,6 111,7-90,6 123 -97,7

Deve-se também supor que a escala de micro turbuléncia de Kolmogorov ndo ¢
constante no interior do tanque, resultando em varia¢des de uma regido a outra, muitas vezes
apresentando valores menores ao valor médio no escoamento na descarga do impelidor como
referido por Collignon et al. (2010), sendo o valor minimo de ng 1/3 do valor médio obtido.
Como consequéncia, os impelidores EE podem ser indicados como os mais adequados para
operar em cultivos sensiveis ao cisalhamento por apresentar micro-turbilhdes que originam

menores valores de dissipagdo de energia ((€r)g). Conforme indica a literatura, altos valores
de (1), estdo ligados ao dano celular (NIENOW, 2006). Analisando ambos os impelidores
EEDP e o EEUP, pode-se notar que os valores da (€1)4 obtidos para o impelidor EEUP foram

relativamente maiores que os valores obtidos para o impelidor EEDP. Portanto, esta resposta

foi positiva para o impelidor EEUP.
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Figura 5.24. Microescala de Kolmogorov (nk) considerando para um FNN (SGX-5), agitado com
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Este efeito também foi reportado por Zhu et al. (2009) que indicam que altos valores

Portanto, um efeito negativo em microrganismos sensiveis ao cisalhamento ocorrera

A fracdo volumétrica de gas no reator ou retencdo gasosa global (gg), obtida pela
Equacao (2.30)

A

de (g1)g e vazdes de ar (¢ur) sdo requeridos para satisfazer uma elevada transferéncia de
oxigénio com aumen

transferéncia de massa da fase gasosa para a fase liquida. A analise realizada nesta etapa do

tempo de permanéncia do gés no liquido, a 4rea interfacial gas-liquido e, portanto, a
trabalho baseou-se na avaliacdo da influéncia da viscosidade dos fluidos utilizados na

num sistema operando com o impelidor TR,
5.1.7. Retencao gasosa global (gg)
reten¢do gasosa para cada tipo de sistema utilizado.

mais efetivo.
nesta etapa.
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A elevada turbuléncia e a geragdo de espuma no sistema dificultou a tomada de
medidas precisas de pardmetro €5, sendo todas as medidas obtidas em triplicata. Na sequéncia
sdo apresentados os comportamentos obtidos de €5 em fungdo das condi¢des de operacdo para
os trés sistemas de impelidores utilizados (Figuras 5.25, 5.26 ¢ 5.27), operados com fluidos
Newtonianos. Uma intensa turbuléncia foi encontrada ao se operar com o impelidor TR,
comportamento ja esperado. Ao se operar com impelidores de escoamento misto axial/radial
(EE) seu comportamento foi caracteristico, isto €, nos ensaios com o impelidor EEUP a
turbuléncia mostrou-se mais atenuada. Mesmo com aumento da aeragcdo e operando com
fluidos de baixa viscosidade foi observado esse comportamento do escoamento misto, mas em
fluidos mais viscosos o comportamento axial foi predominante. Inicialmente, no sistema com
o impelidor EEDP operando com fluidos menos viscosos, este se mostrou muito favoravel em
termos de homogeneizacdo do meio, favorecendo a transferéncia gas-liquido, além de uma
turbuléncia moderada. No entanto, com altas viscosidades e aumentos de N e ¢, este se
mostrou um sistema instavel e altamente cadtico, o qual seria explicado pelo afogamento

(flooding) do impelidor no sistema.

Figura 5.25. Variacao de ¢c em fun¢ao da frequéncia de rotacao (N) no sistema com o impelidor
TR operando com FN em diferentes niveis de aeracido: a) ¢, = 0,40 vvm, b) ¢,,= 0,80 vvm e ¢)
Gar= 1,20 vvm.
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Figura 5.26. Variacio de £ em func¢io da frequéncia de rotaciao (N) no sistema com o impelidor
EEDP operando com FN em diferentes niveis de aeracio: a) ¢,.= 0,40 vvmm, b) ¢,,= 0,80 vvin e ¢)

Gar= 1,20 vvm.
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Figura 5.27. Variacao de &g em funcao da frequéncia de rotacio (IN) no sistema com o impelidor
EEUP operando com FN em diferentes niveis de aeraciao: a) ¢,.= 0,40 vvin, b) ¢,,= 0,80 vvm e ¢)
$ar=1,20 vvm.
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Com base nos resultados obtidos, observa-se que € apresentou maiores valores nos
sistemas Newtonianos (solugdes de glicerol) em comparagdo aos valores obtidos com fluidos
nao-Newtonianos (solu¢des de goma xantana).

Quanto aos niveis de espuma, estes foram maiores nas solugdes de glicerol,
especialmente em altas concentracdes (SG-2 a SG-5) em altos niveis de N e ¢,. Observou-se
também que com aumentos na viscosidade dos fluidos, a retengdo gasosa diminuiu mesmo
com o aumento da velocidade de agitagdo, devido ao comportamento coalescente das bolhas
nestes fluidos (SG-2 a SG-5). (NOCENTINI et al., 1993; CERRI, 2009).

Na Tabela 5.4, sdo apresentados a faixa dos valores de €g obtidos para cada tipo de

impelidor com aumentos sucessivos de ¢y,

Tabela 5.4. Faixa de valores de g; obtidos para cada tipo de impelidor operando com fluidos
Newtonianos em diferentes condicdes de agitacio e aeracio.

Qar Valores de £; para FN
vvm TR EEDP EEUP
0,40 0,088 — 0,159 0,027 — 0,102 0,024 — 0,145
0,80 0,098 - 0,153 0,041 -0,114 0,033 -0,143
1,20 0,100 - 0,155 0,045 -0,118 0,033 - 0,158

Dos resultados experimentais podemos concluir que os maiores valores de €g foram
obtidos utilizando a ¢, = 0,40 vvm em sistemas operando com fluidos Newtonianos,
mostrando-se a seguinte ordem em fun¢do aos valores obtidos de €g:

EEUP > EEDP >TR

Sendo que para essa baixa vazdo de ar, os impelidores EE mostraram maiores
dispersdes gas-liquido (&), comparado ao impelidor TR.

A retencdo gasosa (g;) foi afetada negativamente no sistema equipado com o
impelidor EEDP com os acréscimos da aeracao (¢,,), ver Figura 5.26 e Tabela 5.4, reduzindo
desta forma a transferéncia de gés para a fase liquida. Os resultados obtidos sdo concordantes
com o divulgado por Zhu et al. (2009), onde a maior retengdo gasosa obtida para o impelidor
EEUP (~6%) compara-se a obtida para o impelidor EEDP (~3%), trabalhando com agua e
baixas condi¢des de agitag¢do e aeracdo de 0,5 vvm.

Observa-se, nos sistemas utilizando o fluido com menor concentragdo de glicerol (SG-

1), apesar de apresentar uma menor viscosidade, os niveis de g; foram baixos, mas

137



Resultados e Discussdo

verificando os valores obtidos de kra (secao 5.12), estes valores se mostraram elevados. Este
comportamento pode ser observado em todos os sistemas sem exce¢ao (Figura 5.25 a Figura
5.27), especialmente com maiores vazoes de ar. Tal efeito obtido pode ser explicado devido
ao comportamento ndo coalescente das bolhas presentes nas solugdes com concentracdes de
glicerol menores que 50% m/v, que geram um aumento na area de contato gas-liquido,
conforme relatado por Nocentini et al. (1993). Tal efeito foi constatado ao se observar uma
grande quantidade de bolhas mintsculas dispersas em todo o vaso.

A partir dos ensaios utilizando fluidos ndo-Newtonianos, em todos eles observou-se
uma diminui¢do nos valores de g&; com o aumento do indice de consisténcia (K),
contrariamente ao observado nos fluidos Newtonianos, onde a retencdo gasosa (gg)
apresentou outro comportamento. Os dados experimentais de retencdo gasosa para FNN sao
mostrados nas Figura 5.28 em funcdo das condicdes de agitacdo para cada condigdo de
aerac¢do para cada impelidor, sendo os valores maximos e minimos apresentados na Tabela

5.5.

Tabela 5.5. Valores maximos e minimos de &g obtidos para cada tipo de impelidor operando com
fluidos ndo-Newtonianos.

Qar Valores de £; para FNN
vvm TR EEDP EEUP
0,40 0,035-0,114 0,011 —0,062 0,014 — 0,063
0,80 0,037 -0,115 0,0094 — 0,069 0,017 -0,08
1,20 0,046 — 0,12 0,0153 — 0,063 0,017 - 0,082

Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar que o impelidor TR proporcionou
quedas nos niveis de g; entre 3,3 e 2,6 vezes conforme se aumentou ¢,, comportamento
semelhante ao observado com FN. No caso do impelidor EEDP g apresentou quedas entre
7,3 e 4,8 vezes, sendo mais afetado pelas altas condi¢des de aeracdo. Um comportamento
diferente foi apresentado pelo sistema com o impelidor EEUP, onde as variagdes foram
minimas, com aumentos de g entre 4,5 e 4,8 vezes de acordo com ¢, imposta a0 meio. A

partir destes resultados, operando com FNN define-se a seguinte relacao:

EEDP > EEUP >TR
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Figura 5.28. Variacdo de g; em funcdo da frequéncia de rotacio (N) no sistema com o impelidor
TR operando com FNN em diferentes niveis de aeracio: a) ¢, = 0,40 vvm, b) ¢,,= 0,80 vvm e ¢)
Gar= 1,20 vvm.

0,12 — : : ‘ ‘ ‘ ‘ |
TR - ¢, = 0,40 vvm

0,08 ~

£ ()

0,06 -

0,04

L L |
600 700 800 900 1000
N (rpm)

(a)

0,12 I w T w T ‘ \
TR - ¢ = 0,80 vvm

0,10

0,08 ~

e ()

0,06 -

0,04 - .

L L |
600 700 800 900 1000
N (rpm)

(b)
139



Resultados e Discussdo

0,14

——SGX-1 TR - ¢ = 1,20 vm

0,06 -

0,04

(©)

Figura 5.29. Variacio de £ em func¢io da frequéncia de rotaciao (N) no sistema com o impelidor
EEDP operando com FNN em diferentes niveis de aeracao: a) ¢,.= 0,40 vvin, b) ¢,,= 0,80 vvim e
¢) ¢or=1,20 vvm.
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Figura 5.30. Variaciao de £ em func¢io da frequéncia de rotaciao (N) no sistema com o impelidor
EEUP operando com FNN em diferentes niveis de aeracao: a) ¢,.= 0,40 vvin, b) ¢,,= 0,80 vvim e
¢) ¢or=1,20 vvm.
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Devemos mencionar que na determinagdo de g deve-se considerar que medidas das
alturas de liquido de forma a calcular o volume (Equagdo (2.30)) sdo propensas a erro

experimental significativo, conforme mencionado por Zhu et al., (2009).

5.1.8. Avalia¢ao do diAmetro de bolha (Dg) por analise de imagem

As imagens digitais do comportamento hidrodindmico de um fluido Newtoniano
(H20) em cada sistema de impelidores TR, EEDP e EEUP sdo apresentadas nas imagens
digitais expostas, sendo evidente uma diferenciada distribui¢do das bolhas em cada sistema.
Os diametros médios das bolhas foram avaliados em mm (Figura 5.31 e 5.33), e estas sdo
apresentadas na Figura 5.36.

Considerando-se cultivos de microrganismos filamentosos altamente aerdbios que
necessitam de elevada transferéncia de O, e, portanto, elevados valores de N (600 a 1000
rpm) com ¢, = 0,40; 0,80 e 1,20 vvm, a partir das condigdes experimentais testadas, tem-se
que conforme se aumenta a agitagdo no vaso as bolhas de ar sdo mais fragmentadas (ou
cisalhadas) no médio liquido. Sendo assim, define-se duas regides no vaso a fim de
determinar a distribuicdo das bolhas, uma regido proxima dos impelidores onde uma grande

quantidade de bolhas de ar ¢ fragmentada e outra regido longe do impelidor com bolhas mais
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dispersas. Uma grande concentracdo de bolhas de menor tamanho permanece proxima ao
impelidor e, conforme se distancia dele, a maioria das bolhas sdo irregulares e de maior
tamanho. Isto se deve a baixa fragmentacdo das bolhas adicionada a coalescéncia do sistema
ar-agua (BLAZEJ et al., 2004). Assim, os valores do coeficiente de transferéncia de massa
serdo maiores nesta regido (proxima ao impelidor), devido as pequenas bolhas formadas pela
fragmentacao, além de ser favorecida pela alta turbuléncia (KRESTA e BRODKEY, 2003).

Analisando o comportamento do sistema com o impelidor TR (Figuras 5.31, 5.32 e
5.33 - a’, a” e a”), pode-se observar uma grande quantidade de bolhas de menor tamanho em
comparagdo as apresentadas com os outros impelidores (Figuras 5.31, 5.32 ¢ 5.33 - b, b"e b”
ec’,c”ec”). As Figura 5.31, 5.32 e 5.33 (a’) verifica-se que a distribui¢do das bolhas ¢ quase
uniforme em todo o sistema, com maior predominancia nas regides proximas aos impelidores
quando operado no impelidor TR com N = 600 rpm. A partir da andlise das imagens foram
obtidos valores do didmetro médio de bolha (Dgy) de 1,85 a 1,66 mm para o impelidor TR
com aumentos na aeragao em 600 rpm. Para maiores valores de N foi dificil de avaliar as
fotografias pela complexidade do sistema, pois com aumentos na velocidade de agitagdo com
o impelidor a distribui¢do de bolhas dentro do sistema tornou-se altamente cadtica, formando
uma espécie de nuvem, onde pequenas bolhas de ar ndo puderam ser mais distinguidas. Esta
dificuldade torna-se mais visivel quando o sistema ¢ operado nas mais altas velocidades da
agitacdo (800 e 1000 rpm).

Com incrementos na aera¢do foram observados o mesmo comportamento, mas com
maior intensidade. No entanto, pode-se visualizar uma diminui¢do no tamanho das bolhas.

Com base nos dados obtidos, observa-se para o impelidor TR que com o aumento de
N sdo obtidos valores elevados de kpa provocado pelo aumento da area superficial das bolhas
de gas em contato com o liquido. Isto foi corroborado pelas imagens digitais das Figuras 5.31,
5.32 ¢ 5.33 (a’), (") e (a"), as quais mostram uma grande quantidade de bolhas dispersas no
meio provocando aumento nos valores de y,, devido a colisdo entre bolhas, bolhas e o
impelidor, bolhas e a parede do vaso.

Dando continuidade a andlise das imagens digitais, para o sistema operado com o
impelidor EEDP agitado a 600 rpm (Figuras 5.31, 5.32 e 5.33 b’) observa-se uma menor
quantidade de bolhas sendo estas de maiores dimensdes, comparadas as bolhas geradas pelos
impelidores TR e EEUP, situando-se estas bolhas em torno do impelidor ¢ nas regides
proximas a parede e a base do tanque, enquanto outra pequena fracao de bolhas ascende para

a superficie do liquido.
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Figura 5.31. Imagens digitais do comportamento hidrodinimico de H,O agitada com trés
impelidores com ¢, = 0,40 vvim em diferentes condices tipicas de agitacio empregadas em
cultivos de microrganismos filamentosos altamente aerobios.
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Figura 5.32. Imagens digitais do comportamento hidrodinimico de H,O agitada com trés
impelidores com ¢, = 0,80 vvim em diferentes condices tipicas de agitacio empregadas em
cultivos de microrganismos filamentosos altamente aerobios.
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Figura 5.33. Imagens digitais do comportamento hidrodinimico de H,O agitada com trés
impelidores com ¢, = 1,20 vvim em diferentes condices tipicas de agitacio empregadas em
cultivos de microrganismos filamentosos altamente aerobios.
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Valores de DBy obtidos no sistema com o impelidor EEDP foram entre 2,82 ¢ 1,91
mm quando N variou de 600 para 1000 rpm, com aumentos na vazao de alimentacdo de ar
(Figura 5.36 (a)-(c)).

Uma explicacdo a este comportamento, observada nas imagens digitais nas Figura
5.31, Figura 5.32 e Figura 5.33 (b’), (b"), (b”), € devido ao tipo de escoamento gerado, no caso
axial descendente (down-pumping). Neste tipo de escoamento as bolhas sdo empurradas para
a base do reator ndo atingindo a fragmentacao desejada, pois para um N fixo, as bolhas nesse
sistema (EEDP) mostram-se maiores em comparagao as outros dois sistemas (RT e EEUP).
Operando com o impelidor EEDP quando a agitacdo foi aumentada, um numero maior de
bolhas ascende para a regido superior, sendo entdo dispersadas, mas esta distribuicdo nao ¢
uniforme no vaso, concentrando-se em sua maioria entre o impelidor ¢ a base do vaso.
Podemos concluir, portanto, que o impelidor EEDP ndo ¢ eficiente na fragmentacdo das
bolhas e com o aumento de N ndo se mostrou muito eficiente em comparagao aos impelidores
TR e EEUP. Nesse caso, mesmo os aumentos nos niveis de aeracdo nao foram bem
aproveitados.

Para o impelidor EEUP (Figura 5.31, Figura 5.32 e Figura 5.33 (¢'), (c") e (c")), pode-
se observar uma melhor distribui¢do das bolhas no sistema, onde as dimensodes das bolhas
mostram-se mais uniformes (mais esféricas) e apresentaram uma melhor distribuicdo das
bolhas em todo o sistema mesmo com a mudanca dos pardmetros (N, ¢,;). Os tamanhos de
DBy ficaram na faixa de 2,54 a 2,02 mm. Consequentemente, com aumentos dos niveis de
agitacao num valor fixo de alimentagdo de ar, tem-se um aumento da concentragdo de bolhas
em torno desse impelidor o que explica o comportamento de y,,, apresentado na sec¢do 5.1.3.
Esta carateristica também foi relatada por Venkat et al. (1996) mediante estudos utilizando a
técnica 3-D PTV (velocimetry tracking velocimetry) utilizada para caracterizar os campos de
escoamento na regido do impelidor utilizando microcarregadores, observando-se a formagao
de um voértice entre a secdo anterior da pa ¢ o eixo do impelidor originando regides
estagnadas. Este comportamento pode ter gerado menor transferéncia de quantidade de
movimento ao liquido a medida que se aumentou N.

A partir dos resultados obtidos nesta etapa do trabalho podem-se classificar estes
impelidores em fun¢do do tamanho de bolha gerado em regime turbulento:
TR < EEUP < EEDP
Sendo que o impelidor TR gera bolhas de menor tamanho, isto esta de acordo com sua

resposta altamente cisalhante e influenciada por altos valores de Np, provocando altos niveis
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de dissipacdo de energia ao meio. Por outro lado, o impelidor EEUP se mostra menos
cisalhante mantendo uma excelente dispersao das bolhas em todo o sistema sem variagdes
drésticas no tamanho e, finalmente, o impelidor EEDP se apresenta como um impelidor
menos cisalhante por mostrar um tamanho maior de bolhas sendo afetado negativamente pela
aeracao.

Dando continuidade a analise, para fins ilustrativos na Figura 5.34 ¢ mostrada uma
imagem padrdo na qual foi efetuado o tratamento das imagens no Image Pro-plus para

contagem das bolhas. Posteriormente avaliadas conforme apresentada na Figura 5.35.

Figura 5.34. Ilustraciio do tratamento de imagem visando a contagem das bolhas no sistema
agitado com o impelidor EEUP a 600rpm utilizando o software Image Pro-plus.

43 canon 047 600rpm 12vvm.jpg (1/1) El@
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Na Figura 5.36 (a)-(c) sao apresentados os diametros médios das bolhas obtidos
mediante analise das imagens digitais obtidas para cada sistema de impelidores e diferentes
niveis de ar. As barras representam o didmetro de bolha acompanhado de seus desvios padrao
de cada populacao de dados tratados.

Ademais dos parametros estudados nos impelidores, realizamos caraterizagdes pelo
seu padrao de escoamento, ou seja, radial e axial. Com ajuda das imagens digitais e video (ver
secdo 3.1.1.12 e 4.1.6, foi obtido o padrao de escoamento para cada sistema de impelidores no
biorreator Bioflo IIC tipo tanque agitado aerado, ver Figura 5.37. Esse sistema foi uma
adaptacao dos estudos realizados por Venkat e Chalmers (1996), Kresta and Brodkey (2003),
Zhu et al. (2009). Mediante as observagdes ¢ evidente o alto poder do escoamento radial
gerado pelo impelidor TR, assim como o escoamento gerado pelos impelidores EE em meio

Newtoniano variando a agitacao e diferentes niveis de ar.

Figura 5.35. Dados obtidos a partir do tratamento no Image Pro-plus para Bosterior avaliacio.
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Figura 5.36. Didmetro de bolha media (Dgy) em mm para os trés sistemas de impelidores (TR,
EEDP, EEUP) e diferentes condicdes de agitacio e aeracio. A) ¢, = 0,40; B) ¢, = 0,80; C) ¢, =
1,20 vvmm.
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A Figura 5.37 apresenta o comportamento para cada tipo de impelidor estudado aqui,

sendo estes:

a) Duas turbinas de Rushton gerando um escoamento radial unidirecional
b) Elephant Ear no modo down-pumping

c) Elephant Ear no modo up-pumping. Sendo que B e C geram um padrdo de escoamento

axial e radial.
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Figura 5.37. Padrdo de escoamento para os trés sistemas de impelidores utilizados neste
trabalho.

(2) (b) (©

Fonte: Arquivo proprio

5.2. Avaliacio das condicoes de cisalhamento em cultivos de Streptomyces

clavuligerus com diferentes impelidores

Com o objetivo de avaliar a influéncia da velocidade de cisalhamento média (y,) in
vivo, foram realizados cultivos submersos utilizando a bactéria filamentosa S. clavuligerus,
nos quais foram monitoradas as alteragdes morfoldgicas, bem como a y,,, de forma a avaliar o
seu efeito na producdo de acido clavulanico, composto de alto valor na industria farmacéutica.

Foram realizados trés cultivos em duplicata em biorreatores tipo tanque agitado e
aerado equipados com trés impelidores estudados, TR, EEDP e EEUP, ja que estes

apresentam diferencas nos padroes de escoamento e de cisalhamento. Para fins comparativos
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foram definidas mesmas condi¢cdes de operagdo tipicas utilizadas em cultivos, ou seja,
composi¢ao de meio de cultura, pH = 6,8, temperatura de 30 °C, vazio especifica de
alimentagdo de ar ¢, = 0,50 vvm; frequéncia de rotacdo do eixo N = 800 rpm; V =4 L. Os
sistemas em operacdo nas primeiras horas de cultivo estdo ilustrados na Figura 5.38,
mostrando-se todos os sistemas em condi¢do turbulenta de agitacdo Porém, pode ser
ressaltada a extrema turbuléncia gerada no sistema equipado com TR na Figura 5.38 (a).
Sendo que no transcurso dos cultivos foram gerados altos niveis de espuma como apresentado

na Figura 5.39.

Figura 5.38. Biorreatores tipo tanque agitado durante cultivos sob as mesmas condicoes de em

Fonte: Arquivo proprio.

Na Figura 5.38 (b) ¢ apresentado o sistema equipado com o impelidor EEDP, no qual
podemos observar nitidamente que o nivel de caldo de cultivo sob operagao foi mais baixo em
compara¢cdo aos outros sistemas. Na Figura 5.38 (c), observa-se que o sistema com o
impelidor EEUP transpareceu como menos turbulento e mais estdvel em relagdo aos demais

sistemas.
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Figura 5.39. Imagem do caldo de cultivo com o impelidor TR em 10 horas de cultivo, com
destaque para a grande formacio de espuma. _

Fonte: Arquivo préprio.

5.2.1. Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kpa) e velocidade de
cisalhamento média (y,) em biorreator nos cultivos com diferentes

impelidores

Valores do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kra) ao longo dos
cultivos realizados com os impelidores TR, EEDP ¢ EEUP foram obtidos pelas Equacgdes 5.4,
5.5 ¢ 5.6 e os valores da velocidade de cisalhamento média (y,,) pelas Equacdes 5.7, 5.8 e
5.9, considerando os parametros reoldgicos (K e n) obtidos a partir das amostras dos caldos de
cultivo e as condi¢des de operagdo previamente estabelecidas, N = 800 rpm € ¢pr= 0,50 vvm.

Na Figura 5.40 podem ser observados os perfis de kra ao longo dos cultivos, sendo
evidente a maior transferéncia de oxigénio no sistema operado com o impelidor TR, seguido
do impelidor EEUP e uma menor transferéncia obtida com o impelidor EEDP. Nas primeiras
horas de cultivo observa-se altos valores de k;a operando com o impelidor EEDP, seguido
pelos impelidores TR e EEUP. A boa transferéncia do impelidor EEDP no inicio dos cultivos
talvez seja devido ao excelente comportamento que esse impelidor apresenta com fluidos

Newtonianos. No entanto, na sequéncia do cultivo, observa-se que nas primeiras 15 h uma
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queda brusca nos valores de k;a no sistema operado com o impelidor EEDP. Para o impelidor
TR a queda nos valores do k;a foi menos acentuada até as 18 h de cultivo. Para o sistema
operando com o impelidor EEUP a queda dos valores de kpa foi ainda mais suave
prolongando-se até as 27 horas de cultivo.

Os valores obtidos de kja para o sistema operado com o impelidor TR foram similares
aos valores obtidos por Campesi (2009), ressaltando a nao existéncia na literatura de trabalhos
que avaliam valores de kra ao longo de cultivos de microrganismos filamentosos para

sistemas com impelidores EE.

Figura 5.40. Perfis do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a) nos cultivos
operando com os impelidores TR, EEDP ¢ EEUP e condicées de N=800rpm e ¢,~ 0,50 vvm.
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Comparando os comportamentos de K, kya e y,, ao longo dos cultivos nas Figura 5.41
a Figura 5.43, podemos observar uma grande variagdo dessas varidveis entre os diferentes
impelidores utilizados, ficando evidente a diferenca entre os impelidores estudados, sendo o
impelidor TR o que exibiu maiores valores de y,, seguido do impelidor EEUP, sendo estes
impelidores os mais cisalhantes.

Também pode ser observado que valores de kra diminuem conforme os niveis de K
aumentam, sendo o impelidor EEDP o mais afetado em func¢do da menor transferéncia de

oxigénio (Figura 5.42).
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Figura 5.41. Variacdes de K, kia e de y,;, ao longo dos cultivos com impelidor turbina de
Rushton (TR) operando com N=800rpm e ¢,= 0,50 vvin. As barras indicam os desvios padrao.
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Figura 5.42. Variacdes de K, k;a e de y,,, ao longo dos cultives com o impelidor EEDP operando
com N=800rpm e ¢,= 0,50 vvin. As barras indicam o desvio padrio.
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Figura 5.43. Variacées de K, k.a e de y,, ao longo dos cultivos com o impelidor EEUP operando
com N=800rpm e ¢,.= 0,50 vvm. As barras indicam o desvio padrao.
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No sistema equipado o impelidor TR (Figura 5.41), observa-se uma lenta diminuicao
de y,, até as 18 horas. Posteriormente V,, manteve-se oscilante em torno de 3000 s,
atingindo um valor maximo de 7800 s’ em 60 horas de cultivo. Para o impelidor EEUP
(Figura 5.43), os valores de y,, apresentaram um aumento constante atingindo um maximo
(5778 s') em 45 horas de cultivo e depois se manteve quase constante em torno de 4800 s
Operando o sistema com o impelidor EEDP (Figura 5.42), o mesmo ofereceu uma resposta
“menos agressiva” em termos de cisalhamento, observando no inicio do cultivo altos niveis de
Ym, mantendo-se constantes apos das 12 h de cultivo, em torno de 370 s, mesmo com um
aumento nos niveis de K. A queda da resposta cisalhante relacionou-se a um valor méximo do
indice de consisténcia menor em relagdo aos outros impelidores (Kpax-tr = 1,94 Pa.s”,
Kinax-geup = 2,50 Pa.s" € Kiax-gepp = 1,64 Pa.s"). Posteriormente os valores de K decrescem ao
longo do tempo de cada cultivo devido a lise gerada no microrganismo, observando-se um
aumento da velocidade de cisalhamento. No entanto, o impelidor EEDP mesmo operando
com caldo apresentando baixos niveis de K, apresentou dificuldade na homogeneizagdo do

mesmo, sendo observadas grandes regidoes estagnadas denominadas de zonas mortas,
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proximas as paredes do vaso, o que indica uma redugdo das transferéncias de massa e calor no
interior do tanque durante a homogeneizacio (AMANULLAH et al., 1998). Portanto, o
sistema com o impelidor EEDP foi afetado negativamente pelo incremento da viscosidade do
caldo, o que indica que o uso deste impelidor ¢ inadequado para cultivos de microrganismos
filamentosos. Que geram caldos de cultivo viscosos com comportamento nao-Newtoniano
pseudoplastico, além da configuragao do sistema utilizado (EEDP ou EEUP), ¢ dizer,
poderiam ser incrementados os valores do clearance (C;), como o indicado por Kresta e
Brodkey (2003). Esta resposta esta de acordo com os resultados obtidos por Collignon et al.
(2010), que avaliaram diferentes impelidores nas configuragdes down pumping em biorreator
de 10 L, sendo que os impelidores EEDP e TTP apresentaram uma resposta menos cisalhante
quantificada por técnicas de derivada espacial utilizando a técnica PIV, em baixas rotacdes
(50 e 20 rpm) para uma suspensiao completa de microcarregadores.

Avaliando a resposta do impelidor EEUP, observa-se que o mesmo foi menos cisalhante
que o impelidor TR, oferecendo melhores condi¢des de cultivo e permitindo um aumento nos
valores de K, isto €, oferecendo condi¢des para o crescimento celular. Esta relacdo direta entre
o indice de consisténcia (K) ¢ a concentracao celular em diferentes condi¢des de cisalhamento
também foi apresentada por Campesi (2007), mediante a avaliacdo da resposta cisalhante do
impelidor TR em diferentes graus de agitagdao de 600 até 1000 rpm em biorreator de 4 L. Cabe
ressaltar que nestes cultivos ndo foi possivel medir a massa seca das células devido a presenga
de insoluveis no meio de cultura devido a presenca de proteina isolada de soja.

De acordo estes resultados esperados, conforme a avalia¢do realizada na segdo 5.1.3, os
impelidores sdo classificados em fun¢ao do grau de cisalhante da seguinte forma:

TR>EEUP>EEDP

Demostrando-se assim, o baixo poder cisalhante dos impelidores EE, sendo necessario
salientar que estes resultados sdo os primeiros encontrados na literatura que ratifica a resposta
menos cisalhante dos impelidores EEs em relagdo ao impelidor TR em cultivos de

microrganismos filamentosos altamente aerdbios.

5.2.2. Analise da morfologia celular durante cultivos com diferentes impelidores

Com relacdo ao efeito das condi¢des de cisalhamento na morfologia celular, foram
caracterizadas e quantificadas quatro classes morfoldgicas de S. clavuligerus em cada sistema

de impelidores. Foram determinadas as porcentagens referentes a cada classe morfologica,
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sendo também determinadas algumas dimensdes carateristicas ao longo de cada cultivo, como
area média (AM), didmetro médio (DM), comprimento médio (CM) e perimetro convexo
médio (PCM). Foram tratadas aproximadamente 2400 imagens (fotografias digitais),
consumindo um tempo de trabalho de mais de 2 meses. Como ilustragdo, algumas dessas
fotografias estdo apresentadas na Figura 5.44, onde se encontra os tipos de estruturas ou

classes morfologicas encontradas ao longo de cada cultivo. Sao elas:

Figura 5.44. Fotografias alusivas as diferentes classes morfolégicas apresentadas por S.
clavuligerus no caldo de cultivo: a) pellet (aumento 40x); b) clumps; c) hifas ramificadas e d)
hifas nao ramificadas (aumento de 100x).
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Pellets: formagdes bastante compactas de hifas conforme observado na Figura 5.44
(a). Também pode ser notada uma grande quantidade de hifas emaranhadas e fragmentos de
proteina de soja utilizados no meio de cultura como fonte de nitrogénio, que também foi
corada pelo azul de metileno, dificultando o tratamento das imagens.

Clumps: aglomerados de hifas ilustrados na Figura 5.44 (b). S3o menos compactos
que os pellets.

Hifas ramificadas (HR): formagdes lineares com ramificagdes, que apresentam mais

de duas pontas (Figura 5.44 (c)).

Hifas n3o ramificadas (HNR): formagdes lineares sem ramificagdes que apresentam

duas pontas (Figura 5.44 (d)), sendo estas estruturas de menor tamanho.

Salienta-se que nos indculos encontram-se formas celulares de pellets, clumps e hifas
ramificadas, apresentando alteragdes em termos destes parametros morfologicos. As
porcentagens de cada classe sdo expostas na Figura 5.45 para os impelidores TR, EEDP ¢
EEUP, observando-se a predominancia das hifas ramificadas nos trés cultivos, assim como a

geracdo de hifas ndo ramificadas, produto do cisalhamento.

Figura 5.45. Porcentagens de classes morfolégicas ao longo dos cultivos com diferentes
impelidores: (a) TR, (b) EEDP e (c) EEUP.
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As dimensodes de cada classe morfoldgica foram avaliadas em micrometros (um) no
transcurso dos cultivos estando esses valores acompanhados de seus respectivos desvios
padrdo, onde se tem que:

Pellets (P): os valores médios referentes a esta classe sdo mostrados nas Figura 5.46 a
5.49, onde ¢ possivel observar as grandes dimensdes apresentada por essa classe morfoldgica
(AMp, DMp, CMp e PCMp). Os pellets sao de maior tamanho em comparagdo aos clumps €

hifas livres.

Figura 5.46. Area media de pellets (AMp). Figura 5.47. Didmetro médio de pellets (DMp).
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Figura 5.48. Comprimento médio de pellets Figura 5.49. Perimetro convexo médio de
(CMp). pellets (PCMp).
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Por exemplo, os pellets apresentaram uma area média (AMp) de 85.154 pm” enquanto
os clumps apresentaram AMc de 6.041,7 um’ (Figura 5.46 e 5.51). Posteriormente, no

decorrer do processo, observa-se que os pellets desaparecem em poucas horas de cultivo
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devido alta fragmentacao causada pelas condi¢des de cisalhamento a que foram submetidos.
Esta resposta se manifestou principalmente nos cultivos operando com os impelidores
TR e EEUP. Ja em 6 h de cultivo, ndo foi mais detectada esta classe morfoldgica. No cultivo
operado com o impelidor EEDP os pellets desaparecem aproximadamente apos das 9 h. A
partir desses resultados pode-se afirmar que o impelidor EEDP parece ser menos cisalhante no
inicio do cultivo que os impelidores TR e EEUP.
Clumps (c): suas dimensdes (AM¢, DM¢, CM¢, PCM¢) sdo mostradas nas Figura 5.50

a 5.53. Foi observada uma répida fragmentacao de c/lumps no cultivo com TR antes de 20 h de

cultivo.
Figura 5.50. Area média de clumps (AM). Figura 5.51. Didmetro médio de clumps (DM¢).
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Figura 5.52. Comprimento médio de clumps Figura 5.53. Perimetro convexo médio de
(CM(). clumps (PCM¢).

600 T T T T T 6000 T T T T T
—M—TR—O— EEDP —A\— EEUP : —m— TR —O— EEDP —/\— EEUP
5000 |- 1

4000

(nm)
C

(9%

(=3

(=3

(=]

PCM

2000

1000

0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (h) Tempo (h)

164



Resultados e Discussdo

Sua propor¢ao apresentou maior diminui¢do em torno de 40%, mantendo-se em torno
de 10% do total ap6s 18 h de cultivo operando o sistema com o impelidor TR, ao contrario do
observado nos cultivos com impelidores EE.

Nos cultivos com os impelidores TR e o EEUP os clumps apresentaram menores
dimensdes, com didmetros médios na faixa de DMc¢(tr)= 182,1 a 56,4 pm e DMcErup=182,1
a 47,0 um, sendo estes menores em comparagdo com os obtidos com o impelidor EEDP
(DMcEeppy=182,1 a 89,0 um), mostrando ser este impelidor EEDP o menos cisalhante.

A fragmentagdo dos clumps no cultivo com o impelidor EEUP foi lenta em
comparagdo aos outros impelidores, diminuindo gradualmente em termos de porcentagem.
Apo6s 33 h de cultivo suas proporgdes se mantiveram praticamente constantes durante todo o
cultivo (Figura 5.45 (c)). Com base nesses resultados, pode-se afirmar que esse impelidor gera
um ambiente mais adequado para o desenvolvimento do microrganismo, talvez devido ao tipo
de escoamento gerado mantendo o meio uniforme durante a agitagao. Contrariamente, uma
agitacdo nao uniforme pode gerar efeitos negativos para o ambiente fermentativo devido a alta
densidade micelial, provocando limitacdo de nutrientes e prejudicando a transferéncia de
oxigénio ao nucleo de pellet e clumps, afetando negativamente a produgdo do metabolito de
interesse, assim como gerando danos fisicos e até mesmo a morte do microrganismo
conforme relatado na literatura (PINTO et al., 2001; GARCIA-OCHOA e GOMES, 1998). A
Figura 5.54 ilustra uma fotografia de um clump tipico do microrganismo S. clavuligerus,
mostrando regides ndo vidveis maioritariamente no centro do c/lump e algumas hifas laterais
(em vermelho) e uma fracdo de membranas intactas ou vidveis (em verde).

Hifas ramificadas (HR): os resultados de AMpyr, DMpgr, CMpgr, PCMpyr ao longo dos

cultivos para esta classe morfoldgica estio mostrados nas Figura 5.55 a Figura 5.58. Nas
cinco primeiras horas, esta classe foi gerada pela fragmentacdo de pellets e clumps e, por esta
razdo, a diminui¢do desta classe morfologica foi mais lenta no cultivo com TR (Figura 5.45
(a)), sendo mais acentuada nos cultivos com os impelidores EE.

Cabe salientar o predominio de HR préximo de 70% do total nas primeiras horas de
cultivo com os impelidores EE, indicando que esses impelidores se mostraram mais
cisalhantes no inicio do cultivo quando o caldo apresenta um comportamento proximo ao
Newtoniano. Logo entre as 9 e 15 h de cultivo o nimero de HR diminui levemente tendo
nesse instante um aumento no nimero clumps. Esse efeito ¢ mais notério com o impelidor

EEUP (Figura 5.45 (c)). Nesse periodo de cultivo, o maior nimero desses clumps parece ser
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gerado a partir dos HR (hifas ramificadas), mas estes c/lumps apresentaram também menor

area para o impelidor EEUP, em comparagao aos impelidores EEDP e TR.

Figura 5.54. Fotografia de um clump durante um cultivo de S. clavuligerus.

Foto com permissao Brittes (2012).

Em termos de area média de clumps até 15 h de cultivo, foram observadas variagdes
nas seguintes faixas: (AMc)ggup = 1.163,7 a 1.712,6 pm*; (AMc)rr= 1.869.3 a 3.983,8 um’ e
(AMc)gepp=1.581,6 a 2.902,0 pmz. A partir desses resultados, define-se a seguinte
clasificacdo em fun¢do de AMc:

TR>EEDP>EEUP

Caso os resultados sejam analisados em funcdo do comprimento médio de HR
(CMpur), estes apresentaram menores valores para o impelidor EEUP em comparacdo aos
resultados obtidos para o impelidor EEDP. Esta diferenca pode ser explicada pela abundante
ramifica¢do apresentada nos cultivos pelo EEUP. Em cultivos operando com impelidores TR
as HR apresentaram menores comprimentos antes das 20 h de cultivo em comparacao aos

impelidores EE, obedecendo a clasificacdo em termos de comprimento médio (CMpygr):
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EEDP>EEUP>TR.

Resultados similares foram observados por Dion (1954), citado por Kresta e Brodkey
(2003), relatando estas mudancas na morfologia em cultivos de Penicilium chrysogenum para
a producdo de penicilina, utilizando condi¢des Otimas de agitacdo e aeracdo, sendo que a
agitacao afetou o crescimento dos micélios, gerando fragmentos curtos, grossos € bem

ramificados, denominando as hifas como “hifas jovens”.

Figura 5.55. Area média de hifas ramificadas Figura 5.56. Diimetro médio de hifas
(AMgg). ramificadas (DMgg).
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Figura 5.57. Comprimento médio de hifas Figura 5.58. Perimetro convexo médio de hifas
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O comportamento observado nas primeiras horas do cultivo pode ser explicado a partir
da literatura. Em um meio liquido agitado, o inoculo da origem a coldnias com diferentes

densidades e tamanhos de micélio, dependendo da linhagem, do meio e condigdes de aeragao
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entre outras condi¢des de operacdo. Onde a agitacdo durante estas fermentagdes submersas
pode levar a fragmentacao de pellets, mas também a ruptura de fragmentos de hifas, muitas
vezes resultando na renovagdo do crescimento celular a partir desses fragmentos. Logo, esses
fragmentos podem agir como novos centros de crescimento (origem de novas micro-
colonias). Por outro lado, em muitos casos o micélio finalmente se desintegra e sofre autolise,
porém pouco se sabe a respeito deste fenomeno (BALLOWS, 2004; PAPAGIANNY, 2004).

Nesse sentido, no inicio dos cultivos os sistemas mostraram condi¢des altamente
favoraveis para este tipo de microrganismo, sendo determinante no aumento da concentragao
celular traduzida em termos de valores de K quando utilizados os EE.

Avaliando o sistema equipado com o impelidor EEDP, este parece ser o mais afetado
negativamente pelo aumento da viscosidade, interferindo como barreira a transferéncia do
oxigénio e homogeneiza¢do do meio, provocando limitagdes dréasticas ao cultivo, sendo que
os numeros de clumps ¢ HR se mantiveram praticamente constantes apds as 20 h de cultivo,
nao sendo mais fragmentados (Figura 5.45 (b)).

De maneira geral nos cultivos com o impelidor EEUP houve uma maior fragmentagao
de clumps nas primeiras h do cultivo, mas entre 10 e 18 h sua propor¢ao aumentou, parecendo
ser gerados a partir de HR. Depois das 20 h de cultivo pode notar-se o decréscimo na
quantidade de clumps e o aparecimento de HR em maior propor¢ao que HNR.

Com base nos resultados obtidos, o impelidor EEUP ofereceu melhores condi¢des de
cultivo, devido ao fato que o cisalhamento ocorreu de forma gradual sem afetar de maneira
dréastica as estruturas morfoldgicas. Assim, os microrganismos se adaptaram melhor ao
ambiente hidrodindmico gerado por este impelidor no inicio de cultivo, sendo o impelidor
EEUP o mais adequado ao tipo de cultivo.

Ao longo dos cultivos os comprimentos das HR foram diminuindo, quando o sistema
foi operado com os impelidores TR e EEUP, mantendo-se praticamente constantes para o
sistema equipado com o EEDP. Em geral, os comprimentos das HR variaram nas seguintes
faixas para cada impelidor: CMugr(tr) = 169,4 a 59,9 pym, CMugrEepp) = 169,4 a 130,0 um e
CMhurEeup)= 169,4 a 48,4 pm.

Hifas ndo ramificadas (HNR): grandes quantidades de HNR surgem nos cultivos utilizando

os impelidores TR e EEDP. Suas dimensdes (AMpng, DMpng, CMpng, PCMpngr) s@o

apresentadas nas Figura 5.59 a Figura 5.62. HNR nos cultivos com o impelidor TR
apresentam menores dimensdes em relagdo as obtidas com os impelidores EE, atingindo um

maximo de 35% do total as 18 h de cultivo.
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Figura 5.59. Area média de hifas nio Figura 5.60. Didmetro médio de hifas nio
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Para o impelidor EEDP, o surgimento de hifas isoladas foi gradual, atingindo um
maximo de 30% em 20 horas de cultivo, mantendo-se constante a partir desse instante. No
entanto, as HNR geradas em sistemas com o impelidor EEDP apresentaram maiores
dimensdes comparadas aos outros impelidores, com comprimento médio em torno de 80,0 um
apods 30 h de cultivo.

Nos cultivos com o impelidor EEUP, as HNR apareceram paulatinamente, conforme
os clumps foram sendo fragmentados. No impelidor EEUP, a maxima quantidade de HNR
observada foi a menor dentre os trés impelidores testados, em torno de 20% do total.
Curiosamente, as HNR geradas no sistema com o EEUP apresentaram maiores comprimentos,

entre 40,0 e 86,4 um, antes das 9 h de cultivo em relacdo & resposta obtida para os outros
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impelidores, o que sugere que o impelidor EEUP fornece um ambiente menos agressivo. Para
fins comparativos, considera-se o comprimento médio (CM) das HNR ao longo dos cultivos,
obtendo as seguintes faixas de valores: CMunr(tr)=52,5 a 22,8 pm, CMunr&epp=45,0 a 86,0
um e CMpnrEeup=86,4 a 25,5 pm.

Cabe salientar que, independentemente do tipo de impelidor, o aumento do niimero de
HNR esta relacionado ao cisalhamento das demais classes morfologicas.

De modo a resumir a grande quantidade de resultados obtidos, apresenta-se a Tabela
5.6 para melhor comparacao dos resultados.

A partir dos resultados apresentados nas Figura 5.63 e Figura 5.64 referentes ao
numero de extremidades de hifas ramificadas (NEyr) e a unidade de crescimento hifal (UCH)
nos cultivos realizados, para o impelidor TR foi obtido um valor médio de (NEpr)rr=6,0
pontas no inicio do cultivo, apresentando um valor de UCH=15 pm. No entanto, ao longo do
cultivo as HR apresentaram em média 5 pontas e, como consequéncia, valor de UCH variou
na faixa de 20,0 a 13,0 um. Ou seja, o sistema dotado do impelidor TR ndo se apresentou
como um ambiente favordvel desde o inicio do cultivo para o microrganismo, talvez pelo
excesso de turbuléncia submetendo o microrganismo a um estresse pelo elevado
cisalhamento.

Operando o sistema com o impelidor EEDP, foi obtido um valor médio de
(NEur)eepr=9,5 pontas no inicio do cultivo com UCH=10,0 um, mostrando-se como um
ambiente ideal para o microrganismo, nao existindo limitagdes de nutrientes nem de oxigénio,
mas esse comportamento foi positivo apenas enquanto o sistema apresentou baixa
viscosidade. Com o incremento da populagdo micelial o ambiente se mostrou desfavoravel
com esta configuragdo de impelidor, pois no transcurso do cultivo o niimero de pontas
diminuiram sensivelmente variando na faixa de (NEpr)eepp=5,0 a 6,0 pontas, com grande
aumento nos valores de UCH entre 26,0 € 29,0 um.

Para o impelidor EEUP foi obtido um valor médio de (NEpr)ggup=7,5 pontas nas
primeiras horas de cultivo. No entanto, ao longo do cultivo o numero de pontas diminuiu para
o intervalo entre 6,0 e 7,0 pontas, mantendo valores de UCH entre 17,0 e 10,0 um. Desta
forma, obteve-se a seguinte classificacdio em fung¢do do numero de extremidades de hifas
ramificadas (NEpg).

EEUP > TR > EEDP
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Tabela 5.6. Valores maximos e minimos das dimensées médias obtidas, referente a cada classe
morfologica nos cultivos em biorreatores de S. clavuligerus com os trés impelidores utilizados

nessa pesquisa.

Tipo de  Dimensdes
(nm) Pellets Clumps HR HNR
Impelidor
AM (um?) 85154,9 6041,7 - 958,5 612,8 -70,3 40,0 - 14,8
DM 390,53 182,1 -56,4 68,4 - 25,6 28,0-11,9
CM 522,66 381,7-152,8 169,4 - 59,9 52,5-22.8
TR
PCM 8373 3573,9-963,4 708,8-239,0 114,0 - 41,6
NEng (-) ~6<15h <~5 pontas
UCH { . c . ,
As 6 h ~15um no transcurso do cultivo diminui, de 20 h até 13 um
AM (um’) 851549 - 56403,9  6041,7 — 24570 612,9-210 142,7—-175,0
DM 390,5 —309,7 182,1 - 89,0 68,38-55,72 47,7-28,0
CM 522,0-413,0 381,7-252,0 169,4 —130,0 45,0 —86,0
EEDP PCM 8373,0-5813,4  3573,9-1629,0  708,8-458,7 99,0 - 194,0
NEnr () ~ 9,5 as 3h e depois das 15 h ~5-6 pontas
UcH 10 um 3h — logo ~ 26 - 29 um
AM (um’) 85154,9 6041,7 - 1089,0 612,9-91,6 69,0 - 23,7
DM 390,5 182,1 —48,0 68,38 -19,3 49,0 - 13,5
CM 522,7 381,7 - 130,0 169,4 - 48,4 86,4 - 25,3
EEUP PCM 8373,0 3573,9-1150,0  708,8—196,0 110,7 57,0
NEur (-) ~ 7,5 as 3h —logo ~ 6-7 pontas
UCH

~17-10 pm

*Dimensdes médias para pellets, clumps e hifa ramificada no t=0 ¢ dizer apenas inoculado o médio.
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Verificando a excelente resposta apresentada pelo impelidor EEUP, neste tipo de
cultivo que geram caldos altamente viscosos, pode-se observar na Figura 5.63 que o maior
nimero de extremidades de hifas ramificadas (NEggr) geradas com o impelidor EEUP ¢
superior aos observados para os impelidores EEDP e TR. Validando essa resposta pelos
valores baixos de valores de UCH em comparagdo aos resultados obtidos para o impelidor
TR. Esta resposta indica que o impelidor EEUP ofereceu melhores condi¢des no cultivo, ja
que forneceu condi¢des favordveis ao ambiente hidrodinamico, isto ¢, menor cisalhamento
associado a uma excelente transferéncia de oxigénio para este tipo de fluido, como foi
demostrado nas secgdes 5.1.3.; 5.1.8. ¢ 5.2.1. Uma possivel explicagdao desses resultados vem
do padrao de escoamento gerado, o qual define um ambiente nutricional uniforme aos
microrganismos filamentosos, favorecendo o aumento da ramificacdo do micélio ao se reduzir
o comprimento da UCH. Em condi¢des limitantes de nutrientes, o micélio tende a ser menos
ramificado para maximizar a disponibilidade de nutrientes. Nesse caso, tem-se a resposta
apresentada pelo impelidor EEDP onde a ramificagdo decresceu entre maior foi a unidade de

crescimento hifal (UCH), conforme proposto por Prosser e Tough (1991).

Figura 5.63. Nimero de extremidades de hifas Figura 5.64. Unidade de crescimento hifal de

ramificadas (NEgg) hifas ramificadas (UCHgR).
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A literatura indica que modificando a transferéncia da massa gas-liquido e calor
mediante a agitacdo, dependendo do tipo de impelidor, isto conduz a diferengas em termos de
crescimento celular, mudanca na morfologia e produtividade em -cultivos envolvendo
microrganismos filamentosos (ROLLINS et al., 1988; MAKAGIANSAR et al, 1993;
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JUSTEN et al., 1996). Porém, deve ser considerado o tipo de escoamento gerado pelos

ta diretamente relacionado com as propriedades cisalhantes no meio

L4

, Ja que isso es

impelidores

fermentativo que influenciam nos parametros morfologicos (tamanho e forma dos agregados
miceliares), modificando a reologia dos caldos em todo o processo, como foi demostrado nos

resultados desta etapa.
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Os resultados mostraram valores muito altos de (€r)g entre 10,2 ¢ 11,2 W.kg'1 no
sistema operando com o impelidor TR, em comparagdo aos impelidores EE, (€r)4 entre 4,1 e
4,5 W.kg"' para o impelidor EEDP e (Er)gentre 5,2 ¢ 5,6 W.kg' para o impelidor EEUP. A
partir desses resultados podem-se classificar os sistemas em termos de dissipagdo de energia
da seguinte forma:

TR>>>EEUP>EEDP

Nota-se que a resposta apresentada pelo impelidor TR em termos de (£1)g foi mais

que duas vezes superior a obtidas pelos sistemas com impelidores EEs, sendo o EEDP quem

apresentou menores valores de (€1)g. Segundo Chisti (2000), a dissipagdo de energia durante
a ruptura das bolhas depende do tamanho destas, sendo maiores os valores de (€1)y em bolhas
de menor tamanho conforme mostrado nos resultados com o impelidor TR, interferindo na
morfologia celular.

Por outro lado, os valores de n ficaram na faixa de 23,8 a 63,4 pm para o impelidor

TR, entre 10,0 e 208, 9 um para o impelidor EEDP e entre 31,5 ¢ 80,4 um operando o sistema
com impelidor EEUP. Estes resultados demostram a resposta altamente cisalhante gerada pelo
impelidor radial TR ao cultivo, gerando turbilhoes de menor tamanho seguido pelo impelidor
EEUP, mostrando-se menos cisalhante o impelidor EEDP por gerar micro-turbilhdes de
maiores dimensdes. Ao longo dos cultivos, pode classificar os impelidores de acordo com o
tamanho dos micro-turbilhdes gerados de maior a menor, da seguinte forma:
EEDP>>EEUP>TR

A partir da classificagdo desses impelidores em termos de dissipagdo de energia e de

tamanho de micro-turbilhdes, pode-se constatar que conforme se aumenta a velocidade de

cisalhamento, os valores de ng decrescem. Como foi indicado na Se¢do 2.12., os valores de Nk

sdo usualmente utilizados como indicador potencial de dano celular, sugerindo que os valores
da dissipagdo de energia ndo s3o uniformes no caldo de cultivo. Além disso, n, depende do

tipo de impelidor utilizado, tornando-se entdo um parametro importante, devido as variagdes
irregulares no escoamento em todas as coordenadas e no tempo (HO e OLDSHUE, 1987).
Com base nos resultados obtidos, pode-se considerar o impelidor TR como o mais
cisalhante, ja que esse impelidor fragmenta os pellets e clumps no inicio do cultivo, bem como
geram micro-turbilhdes de menor tamanho (Figura 5.65). Sendo estes altamente destrutivos
como se pode comprovar pela grande quantidade de HR e HNR com menores dimensdes

encontradas no caldo de fermentagdo com o impelidor TR (Figura 5.45).
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O impelidor EEUP gerou valores de ng relativamente mais altos que o impelidor TR.
Isto ¢ confirmado pelos resultados da analise morfoldgica, obtendo menores dimensdes de HR
e grandes quantidades destes nos caldos.

Pode-se observar que com o aumento da viscosidade do caldo o tamanho dos micro-
turbilhdes aumenta e vice-versa, conforme mostrado em todos os sistemas, sendo entdo que os
niveis de cisalhamento diminuem com aumento da viscosidade. Por exemplo, nas primeiras
horas de cultivo, onde o caldo apresenta um comportamento proximo de fluido Newtoniano, o
impelidor EEUP mostrou-se menos cisalhante por gerar micro-turbilhdes de maior tamanho
aliado com menores valores de (1), em comparagdo aos gerados pelos impelidores TR e
EEDP.

Estas respostas também podem ser influenciadas pelo tamanho das bolhas geradas em
cada sistema conforme estudado na seccao 5.1.8. Para o impelidor TR, com N = 800 rpm nao
foi possivel determinar o diametro de bolha pelo comportamento do sistema altamente
turbulento. No entanto, presume-se pelos niveis de agitacdo e aerag¢do utilizados, que as
bolhas tenham didmetro médio menor de 1,85 mm, observado a 600 rpm e 0,40 vvm. Quanto
ao impelidor EEUP, o mesmo gerou valores de diametro médio de bolha de 1,93 mm, valor
ligeiramente maior o obtido com o impelidor TR. Uma resposta menos cisalhante também ¢
coerente com os valores obtidos de didmetro médio de bolhas para o impelidor EEDP, de 2,24

mm para o sistema operado a 800 rpm, conforme apresentado na Seccdo 5.1.8.

5.2.4. Influéncia das condicoes de operacido de biorreator na producao de acido

clavulanico nos cultivos com diferentes impelidores

Os resultados ao longo dos cultivos realizados em biorreator convencional com os
impelidores TR, EEDP e EEUP estdo ilustrados nas Figura 5.68 até¢ a Figura 5.70,
respectivamente, onde se observa os comportamentos para a concentracdo de glicerol (Cg),
concentragdo de oxigénio dissolvido no caldo fermentativo (OD em %), indice de consistencia
(K), indice de comportamento de escoamento (n) e concentracao de acido clavulanico (AC).

Na Figura 5.68 sdo apresentados os resultados obtidos no cultivo B-1 equipado com o
impelidor TR. Neste cultivo ndo houve limitagdo por falta de oxigé€nio, atingindo a
concentragdo de OD o valor minimo de 51% em 24 h de cultivo. Observa-se que o indice de

consisténcia (K) alcancou o valor maximo de 1,94 e o indice de comportamento de
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escoamento um valor de 0,24 em 24 h de cultivo. Observa-se também que a fonte de carbono
foi totalmente consumida em 30 h e foi obtida uma producao de acido clavulanico de 380,7
mg.L" em 54 h de cultivo. Estes resultados sio semelhantes aos obtidos por Campesi (2007),
utilizando este tipo de impelidor TR sob as as mesmas condi¢des de cultivo do presente
trabalho (N=800 rpm, ¢,~0,50 vvim e V=4 L), porém os autores ndo avaliaram a produ¢ao do

AC.

Figura 5.68. Resultados do cultivo B-1 em biorreator tipo tanque agitado equipado com o
impelidor TR.
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Na Figura 5.69 estao ilustrados os resultados obtidos no cultivo B-2 equipado com o
impelidor EEDP. Pode-se verificar que nesse cultivo também nao houve limitagdo por falta de
oxigénio, sendo a concentragdo de OD apresentou um valor minimo de 10,4% em 21 h de
cultivo. No entanto, esta varidvel foi fortemente afetada em comparagdo aos outros sistemas
devido a uma agitagdo ineficiente apresentada por este tipo de impelidor. Apesar de

apresentar um indice de consisténcia maximo de 1,64 Pa.s" e um indice de escoamento de
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0,25 em 33 h, o valor maximo de K (Ky,,x) se mostrou menor em comparagdo aos outros dois
sistemas (B-1 e B-3). Neste sistema observasse que a fonte de carbono (substrato limitante)
foi totalmente consumida em 27 h de cultivo e foi obtida uma producdo de 4cido clavulanico

baixa, de apenas 196,6 mg.L™' em 45 h de cultivo.

Figura 5.69. Resultados do cultivo B-2 no biorreator tipo tanque agitado equipado com o
impelidor EEDP.
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O cultivo B-3 foi executado no sistema equipado com o impelidor EEUP, ¢ os
resultados estdo ilustrados na Figura 5.70. A condi¢dao de ndo limitagcdo por falta de oxigénio
foi evidente, uma vez que o valor minimo de concentracdo de OD foi de 42,5% em 27 h de
cultivo. O cultivo gerou um valor maximo de K (Ky.x) de 2,52 Pa.s” em 39 h de cultivo,
mostrando-se alto comparado aos outros dois sistemas. Nesse tempo de cultivo foi obtido um
valor minimo de indice de escoamento (n) de 0,27. Nesse cultivo com o impelidor EEUP, a

concentracio méaxima gerada de AC foi de 453,3 mg.L" em 45 h de cultivo, sendo a maior
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producdo obtida dentre os trés sistemas estudados. O substrato limitante (glicerol) foi

totalmente consumido em 33 h de cultivo.

Figura 5.70. Resultados do cultivo B-3 no biorreator tipo tanque agitado equipado com o
impelidor EEUP.
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A Tabela 5.7 traz um resumo dos resultados obtidos nos trés cultivos realizados em
duplicata com os trés impelidores, bem como uma classificacio destes em funcdo dos
resultados gerados.

A partir destes resultados pode-se afirmar que, quanto maior a condigdo de
cisalhamento imposta ao caldo, mais lentamente o microrganismo gera o produto € mais
lentamente o processo atinge o maximo valor na producdo de AC, resultando no
prolongamento do cultivo (54 h) e uma diminui¢do da produtividade em produto, como foi
observado no sistema com o impelidor TR.

Também se pode observar que quanto mais cisalhante o sistema, o maximo valor

atingido do indice de consisténcia ocorre em menor tempo (24 h), caso contrario observado
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nos sistemas com os impelidor EE. Nesse caso, a transferéncia de oxigénio deve ser
considerada, pois os valores de k;a foram maiores para o sistema como o impelidor TR,

seguido dos sistemas com os impelidores EEUP e EEDP.

Tabela 5.7. Classificacido dos impelidores em fun¢io das varidveis obtidas em cada cultivo.

CLASIFICACAO DOS IMPELIDORES

Variaveis Estimativas Tempo (h)

AC pa (mg.L™) 453 380 196 45 45 54
EEUP > TR > EEDP EEDP = EEUP <TR

Keamin (s) 0,0216 0,0138 0,008 15 18 27
TR > EEUP > EEDP EEDP < TR < EEUP

Kinax (Pa.s™") 2,52 1,94 1,64 24 33 39
EEUP > TR > EEDP TR < EEDP < EEUP

ODyin (%) 51,0 425 10,4 21 24 27
TR > EEUP > EEDP EEDP < TR <EEUP

Cq (gL 14,66 14,66 14,66 27 30 33
EEUP = EEDP = TR EEDP > TR > EEUP

(Er)g (Wkg™ 10,2-11,2  5,2-5,6 4,1-45
TR>>>EEUP>EEDP Variavel

Nk (um) 10,0-208  31,5-80,4 23,8 -63,4 18 33 39
EEDP>>EEUP>TR TR < EEUP < EEDP

As maiores concentracdes de AC foram obtidas em condigdes de maior crescimento
celular. A melhor condicdo foi observada para o impelidor EEUP, que favoreceu o
crescimento celular (K,.x=2,5 Pa.s"), sendo este controlado pelo aumento constante de % de
hifas ramificadas (Figura 5.45 (c)) por um tempo prolongado (39 h) e o acimulo de AC
(Cacmax=453 mg.L'l) em menor tempo comparado ao TR. Este excelente resultado obtido com

o EEUP, provavelmente ¢ devido a alta transferéncia de oxigénio (ki a), associada a um menor
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cisalhamento como apresentado na secdo 5.2.1., mostrando uma boa homogeneiza¢ao do
meio.

Por outro lador, o impelidor EEDP gerou baixo cisalhamento e pobre transferéncia de
oxigénio pela deficiente homogeneiza¢do, mostrando a maior queda de OD % em 21 h, em
valores proximos ao critico. Considerando o crescimento celular representado pelo indice de
consisténcia (K) como uma consequéncia da adequada transferéncia de oxigénio (kia), pode-
se classificar os valores maximos de K (Kyax) como apresentado na Tabela 5.7, ou seja:

Kiax-EEUP > Kimax-TR > Kmax-EEDP

Quando o sistema ¢ agitado com o impelidor TR, este desintegra rapidamente os
clumps gerando HR, mas a produc¢do de AC foi gerada conforme se aumentou a porcentagem
em HNR.

Nos cultivos com maiores producdes de AC obtidas com os sistemas EEUP e TR,
foram observadas dimensdes menores das HNR, isto é, estes sitemas se mostraram mais
cisalhantes, apos 30 h de cultivo para o impelidor TR e apds 35 h de cultivo para o EEUP. No
sistema com o impelidor EEUP observou-se um aumento de HR, sendo que a maior produgao
de AC foi acompanhada da fragmentacdo de clumps de forma continua, gerando
proporcionalmente HR e concordando com o surgimento de HNR no caso do impelidor
EEUP. Convencionalmente, AC ¢ produzido em biorreatores equipados com o impelidor TR,
no entanto, nesta etapa do trabalho foi obtida uma reducdo do tempo de producdo, de 54 h
para 45 h, operando com impelidores EE.

A literatura mostra trabalhos que indicam o glicerol como elemento essencial para a
biosintese do AC, pois atua como fonte de carbono e como precursor primario da molécula de
AC (TEODORO et al., 2006; ROSA et al., 2005; COSTA e BADINO, 2012). Nesse ponto, o
consumo de glicerol foi relativamente mais lento no sistema operando EEUP, sendo
consumido totalmente em torno de 33 h de cultivo, 27 h com o impelidor EEDP e 30 h com o
impelidor TR. Este resultado deve-se talvez a alta velocidade de absorcao do glicerol no
sistema EEDP, que gera o acimulo de intermediarios metabolicos que inibem a producio do
AC (COSTA e BADINO, 2012), o que teria favorecido o processo utilizando EEUP,
reduzindo esta velocidade de absor¢do acompanhada de uma elevada transferéncia de
oxigénio ao meio e niveis moderados de cisalhamento, afetando positivamente o metabolismo
secundario, como relatado por Pinto et al. (2004). Esta transferéncia de oxigénio teria
favorecido ao crescimento constante de hifas novas e por tanto uma maior producido de AC

como foi observado nos resultados obtidos de UCH com um maior nimero de ramificagoes.
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No trabalho de Costa e Badino (2012) foram obtidos resultados semelhantes em
cultivos realizados em shaker a baixa temperatura de 20°C, definindo menores velocidades de
consumo de glicerol. Os autores explicaram que a reducdo da velocidade de consumo de
glicerol favorece a produ¢do de AC porque reduz os efeitos de repressdo/inibi¢cdo gerados pela
fonte de carbono. Considerando que em cultivos com consumo mais lento de glicerol, menos
fonte de carbono ¢ utilizada para o metabolismo primario (crescimento celular), ha um melhor
direcionamento para o metabolismo secundario, isto €, para a produgao de AC.

Ainda, Rosa et al. (2005) evidenciaram que cultivos com enriquecimento de oxigénio
puro no houve um incremento na producdo de AC comparado ao cultivo controle sem
enriquecimento, sendo que em condi¢des de limitagdo por falta de oxigénio foram obtidos
maiores valores de K. Estes autores também evidenciaram que consumos lentos de glicerol
podem ser responsaveis pela elevada produgdes de AC em biorreator de bancada, além do
maior cisalhamento celular. Os autores também analisaram cultivos para de producdo AC
considerando um mesmo nivel de aeragdo (0,50 vvm), operando com impelidor TR e variando
os niveis de agitacdo (600, 800 e 1000 rpm), obtendo-se maior produ¢do de AC em cultivos
com a maior velocidades de agitagdo (1000 rpm), isto ¢é, em condi¢cdes de elevado
cisalhamento.

A partir dos resultados obtidos nesta etapa do trabalho, pode-se notar que a producao
de AC esté relacionada com a fragmentacdo de clumps e HR para os trés impelidores e ¢
favorecida pela transferéncia de oxigénio. De acordo com Pitlik e Towsend (1997) e Rosa et
al. (2005), a producao de AC estd intimamente relacionada transferéncia de oxigénio e com as
condi¢gdes de cisalhamento, sugerindo que a tensdo aplicada promove a ruptura da parede

celular e a liberagao de AC do espago periplasmico para o caldo.
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a)

b)

CONCLUSOES

Com relagdo aos valores de kja nos trés sistemas estudados para os diferentes fluidos
Newtonianos ¢ ndo-Newtonianos utilizados e nas faixas e de N e ¢, testadas,
independentemente do tipo de fluido, os maiores valores foram obtidos para o sistema
com o impelidor TR, seguido dos impelidores EEUP e EEDP. Para fluidos
Newtonianos, as faixas de valores de kra para os sistemas com os impelidores TR e
EEUP foram similares, estando os valores obtidos para o sistema com o impelidor
EEDP na faixa de 50 a 40% dos valores obtidos para TR e EEUP. Para nao-
Newtonianos as faixas de valores obtidos para os impelidores EEUP e EEDP foram a
torno de 62 e 45% dos valores obtidos para o impelidor TR, respectivamente.

A metodologia proposta no presente trabalho propiciou a obtencdo de equagdes de
previsdo da velocidade de cisalhamento média (y,) para os sistemas com os
impelidores TR, EEDP ¢ EEUP em funcao das condi¢des de operagdao (N e ¢,;) e das
propriedades reologicas (K e n) dos fluidos. Demostrou-se quantitativamente as
menores condigoes de cisalhamento impostas pelos sistemas providos pelos
impelidores de escoamento misto (axial e radial) ou “Elephant Ear” (EEDP, EEUP)
em comparacdo ao sistema com o impelidor tradicional turbina Rushton (TR),
seguindo a seguinte ordem decrescente de niveis de cisalhamento: TR > EEUP >
EEDP.

A partir dos coeficientes obtidos para cada impelidor ¢ possivel determinar a y,,, em
fun¢do de parametros como ki a, N, ¢.r, K € n, que podem ser obtidos diretamente em
cultivos. Foi demostrado que o impelidor EEDP apresenta menores faixas de
velocidades de cisalhamento ao ser utilizado com meios que apresentam carateristicas
pseudoplasticas com valores superiores de K>1,0 m Pa.s" e n<0,28, além de fornecer
menores valores de transferéncia de oxigénio, mesmo em altas condi¢des de agitacdo e
aeragdo, devido ao efeito de afogamento de impelidor (flooding). Tais resultados
confirmaram que o impelidor EEDP pode ser utilizado em cultivos de células mais
sensiveis ao cisalhamento, mas que, no entanto ndo demandem niveis elevados de
transferéncia de oxigénio, sendo eficientes atuando em sistemas fluidos com

comportamento Newtoniano.
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d)

g)

h)

Os valores previstos de velocidade de cisalhamento média (y,,) pelas correlacdes
obtidas neste estudo apresentaram boa concordancia com aqueles previstos por
correlagdes apresentadas na literatura utilizando o impelidor TR, validando a
metodologia proposta. Além disso, as correlagdes se mostraram mais completas por
considerar um maior numero de variaveis envolvidas nas condigdes de cisalhamento.
O impelidor EEUP mostrou-se eficiente por fornecer adequada transferéncia de
oxigénio com aumentos da agitacdo em fluidos Newtonianos ¢ nao-Newtonianos,
associado a um menor cisalhamento em comparagdo ao impelidor TR. Esta resposta
foi verificada mediante imagens digitais, gerando uma excelente dispersdo das bolhas
em todo fluido além de manter um tamanho de bolha uniforme.

Com relagdo aos diametros médios de bolhas obtidos nos sistemas agitados com os
trés impelidores avaliados, foi observada uma semelhanga entre os didmetros médios
de bolha gerados nos sistemas com os impelidores EEUP e EEDP. Salientando que
este ultimo gerou menos bolhas e apresentou uma distribuicdo nao uniforme das
bolhas em todo o vaso, além de gerar algumas bolhas com maiores dimensoes. Ja os
diametros de bolhas obtidos no sistema com o impelidor TR foram menores em
comparag¢ao aos impelidores EE.

Com relagdo ao consumo de poténcia ou poténcia dissipada no diferentes sistemas, os
impelidores TR e EEDP foram mais afetados negativamente quando aerados em
compara¢ao ao impelidor EEUP. Valores do numero de poténcia (Np) obtidos para o
impelidor TR foram superiores (Npx7) em comparacdo aos obtidos para os
impelidores EE, para os quais foram obtidos os seguintes valores, (Np)eepp=2,1 2 2,2 €
(Np)eeup=2,7, para o regime turbulento de agitacao.

Os maiores valores de retencdo gasosa (hold-up) foram obtidos nos sistemas com os
impelidores TR e EEUP, sendo os valores muito menores para o impelidor EEDP.
Analisando os valores de velocidade de cisalhamento média (y,) ao longo dos
cultivos de S. clavuligerus, verificou-se que os valores estimados de y,, para as trés
configuragdes de impelidores seguiu a seguinte ordem: TR>EEUP>>EEDP. A
configuracdo com o impelidor EEDP gerou baixos niveis de cisalhamento, afetando
em menor proporcao a morfologia celular de S. clavuligerus ao longo dos cultivos. No
entanto, em cultivos celulares ¢ desejavel se obter altas concentragdes celulares.
Considerando este parametro, a melhor condicdo de cultivo de S. clavuligerus foi

obtida para configuracdo EEUP, onde se observou os maiores valores de K, devido a
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)

k)

)

adequada transferéncia de O, aliada a um menor cisalhamento em relagdo ao sistema
com o impelidor TR. Contrariamente, menores valores de K foram obtidos com o
impelidor EEDP.

Aumentos na viscosidade afetaram mais negativamente a transferéncia de oxigénio no
impelidor EEDP

Maiores transferéncias de oxigénio foram obtidas nos sistemas com os impelidores TR
e EEUP em relacdo ao impelidor EEDP, indicada pelos valores altos de ki a.

Talvez a eficiéncia do impelidor EEUP pela alta producdo de acido clavulanico seja

produto da queda menos acentuada no declive dos valores de k; a antes das 27h.

m) Verificou-se também com os impelidores EE, a formacdo de novos centros de

p)

)

crescimento e aumento na formacao de c/umps nas primeiras horas de cultivo, sendo
estes de pequenas dimensdes.

O critério de classificagdo morfologica proposto mostrou-se adequado para
monitoramento da morfologia durante todos os cultivos.

Confirmou-se o predominio de pellets, clumps e hifas ramificadas logo apds a
inoculagdo, indicando que o aparecimento de hifas ndo ramificadas ¢ produto do
cisalhamento.

A eficiéncia do padrao de escoamento gerado pelo impelidores EEs foi crucial nas
primeiras horas do cultivo, sendo altamente benéfico quando utilizado o impelidor
EEUP, o qual apresenta um cisalhamento controlado ao longo do cultivo. Isso ¢é
demostrado na resposta do crescimento dos micélios, adaptando-se ao meio o qual ndo
se mostrou agressivo ao microrganismo. Desta forma, foram obtidos menores valores
do UCH e um maior nimero de pontas, mostrando um ambiente favoravel para o
microrganismo em fun¢do da adequada transferéncia de oxigénio e acesso a nutrientes.
Com base nos resultados obtidos, verificou-se também a limitagdo por falta de
oxigénio gerada por uma pobre transferéncia de oxigénio no sistema com o impelidor
EEDP.

A melhor condi¢do de cultivo em funcdo da produ¢do de acido clavulanico foi obtida
utilizando o impelidor EEUP obtendo Cacmax=453 mg/L € K=2,5 Pa.s". Os resultados
sugerem que as hifas isoladas estdo diretamente relacionadas com o indice de
consisténcia (K) e com a producdo de 4cido clavulanico. De acordo com a rapida
fragmentacdo de clumps e surgimento de hifas isoladas, conclui-se que o impelidor

TR, cisalha mais que os impelidores EE, isto €, pelos tamanhos das HR e HNR que
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foram gerados em maiores quantidades e em menores dimensdes. Tal fato mostra uma
vantagem no uso do impelidor EEUP em cultivos de microrganismos sensiveis ao
cisalhamento, e que necessitam de niveis superiores de oxigenacdo para seu
crescimento e atividade, ndo afetando o desempenho do processo. Essa vantagem esta
associada ao padrao de escoamento gerado pelo impelidor EEUP.

Os impelidores EEUP mostraram-se como uma alternativa totalmente viavel na
industria, minimizando tempo e, por conseguinte, reduzindo os custos de produgdo

nestes tipos de sistemas.
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SUGESTOES

Para a continuidade deste trabalho sugere-se:

O estudo do tempo de mistura em biorreatores de 5 e 10 L utilizando os diferentes
impelidores e operando os sistemas numa faixa mais ampla de agitagdo (100-1000
rpm).

Estudar os comportamentos dos sistemas em relagao a hidrodinamica e transferéncia
de massa variando na localiza¢do dos impelidores EE.

Utilizar sistemas mistos de impelidores (EEs e TR) nas suas mais diversas
configura¢des com dois e trés impelidores.

Utilizar fluidos com outras caracteristicas ndo Newtonianas.
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