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RESUMO

Este trabalho de concluséo de curso teve como objetivo estudar a transferéncia de oxigénio
intermitente em biorreatores quimicos pneumaticos, por meio de uma analise comparativa com
0 método convencionalmente utilizado para aeracdo de processos bioquimicos: o regime
continuo. Buscou-se verificar a viabilidade de substituicdo desse método pelo regime pulsado,
como alternativa eficiente para a reducdo do consumo de gas. Para isso, foram realizados
ensaios preliminares em diferentes condicdes de abertura e fechamento da valvula reguladora
da vazéo de ar (definidas por meio de um planejamento experimental fatorial com ponto
central), no sistema agua/ar, a fim de determinar pardmetros relevantes para a eficiéncia do
processo, como o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio e a eficiéncia de
transferéncia de oxigénio. Esses ensaios embasaram a analise estatistica de significancia, que
fundamentou a deciséo de escolha das condic@es utilizadas (3vvm continua e 3 vvm 1F/3A)
para conducdo dos cultivos com organismos bioldgicos. Em seguida, foram realizados
experimentos em duplicata com leveduras Saccharomyces cerevisiae sob as duas condig¢oes
mais promissoras. Os resultados demonstraram um rendimento do crescimento celular, em
relacdo ao consumo de substrato, 2% superior na condicdo de aeracdo intermitente. Além disso,
observou-se uma reducdo de 25% no consumo de gas, representando uma economia
significativa nos cultivos e contribuindo para a viabilidade do processo.

Palavras chave: coeficiente de transferéncia de oxigénio, eficiéncia de transferéncia de oxigénio,

intermiténcia, aeracdo, SimulaFerm, reatores pneumaticos, coluna de bolhas, economia, oxigénio.



ABSTRACT

This course completion work aimed to study intermittent oxygen transfer in pneumatic chemical
bioreactors, through a comparative analysis with the method conventionally used for aeration
of biochemical processes: the continuous regime. The aim was to verify the feasibility of
replacing this method with the pulsed regime, as an efficient alternative for reducing gas
consumption. For this purpose, preliminary tests were carried out under different conditions of
opening and closing of the air flow control valve (decided through a central point factorial
experimental design), in the water/air system, in order to determine important parameters in the
efficiency of the process, such as the volumetric coefficient of oxygen transfer and oxygen
transfer efficiency. These tests served as the basis for a statistical analysis of significance, which
supported the decision to choose the conditions used (3vvm continuous and 3vvm 1F/3A) to
conduct the cultures with biological beings. Then, experiments were carried out, in duplicate,
with Saccharomyces cerevisiae yeasts with the two most promising conditions. The results
demonstrated a 2% higher yield of cell growth in relation to substrate consumption under
intermittent aeration conditions. In addition, a 25% reduction in gas consumption was observed,

representing significant savings in crops and contributing to the viability of the process.

Keywords: oxygen transfer coefficient, oxygen transfer efficiency, intermittency, aeration,
SimulaFerm, pneumatic reactors, bubble column, economy, oxygen.
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1. INTRODUCAO

1.1. Bioprocessos

O cerne dos bioprocessos esta nas reacfes metabdlicas destinadas a obtencdo de um
produto de interesse, utilizando estruturas bioldgicas como enzimas, células ou organelas, entre
outras. Em processos envolvendo microrganismos, é necessario que haja no meio uma matéria
prima (substrato) que sustente o desenvolvimento celular e biossintese dos produtos desejados.

Os bioprocessos podem ser classificados como anaerdbios ou aerdbios. Os anaerdbios
ocorrem na auséncia de oxigénio, enquanto os aerébios requerem oxigénio dissolvido no meio
para que as reacdes metabolicas ocorram adequadamente. Para isso, € essencial promover a
aeracdo e agitacdo da cultura, em vias de garantir a transferéncia de massa entre as fases gasosa
e liquida, mantendo uma concentracdo de oxigénio dissolvido suficiente para que as células
desempenhem suas atividades metabolicas (CRUEGER & CRUEGER, 2005)

A conducdo dos bioprocessos exige o uso de equipamentos denominados biorreatores.
Esses dispositivos sdo responsaveis por assegurar a aeracao e a agitacdo do meio reacional,
proporcionando oxigenagdo continua. Neles sdo introduzidos o meio de cultura e as células
microbianas ou de tecidos vegetais ou animais, que protagonizam a converséo de interesse. Os
biorreatores podem ser classificados de acordo com o volume, geometria e tipo de aeracéo e
agitacdo, caracteristicas que influenciam diretamente pardmetros como hidrodinamica,
cisalhamento, transferéncia de calor e massa, geracdo de espuma, entre outros aspectos
discutidos ao longo deste trabalho (CONCEICAO & GONCALVES, 2009).

1.2.  Reatores pneumaticos

O estudo da transferéncia de massa em biorreatores quimicos é assunto amplamente
difundido no meio académico. No entanto, a partir da publica¢do do livro “Airlift biorreactors”
em 1989, por Yusuf Chisti, a comunidade cientifica passou a voltar sua atencdo para os reatores
pneumaticos e suas vantagens em relagdo aos tradicionais reatores tanque agitado e aerado
(Cerri et al., 2010). A possibilidade de unir agitacdo e aeracdo, de maneira a reduzir
consideravelmente o0 consumo energético, e a auséncia de impelidores, o que proporciona
condicdes de cisalhamento menos intensas e mais uniformes dentro do dispositivo, tornou os
reatores pneumaticos bastante atrativos para aplicacdo em bioprocessos envolvendo enzimas,
células e microrganismos filamentosos em geral (bactérias e fungos) menos resistentes a

deformac®es fisicas.



Dentre os modelos pneumaticos, o reator coluna de bolhas se destaca pela simplicidade
construtiva e pela eficiéncia operacional, em que a aeracdo desempenha um papel central na
mistura e na transferéncia de massa. Nesse sistema, o gas é introduzido na base do reator por
um aspersor, formando bolhas que, devido a sua menor densidade, ascendem pelo meio liquido.
Esse movimento ascendente promove a circulagdo do liquido, sendo o principal responsavel

pela agitagdo do sistema.

1.3.  Aeragdo intermitente

Na maioria dos bioprocessos, a aeragdo é conduzida de maneira continua. Entretanto,
quando a aeracdo é cessada, existe um intervalo de tempo em que ainda existe transferéncia de
massa no sistema, devido as bolhas remanescentes no volume de controle. A aeracdo
intermitente parte do principio de utilizar-se do intervalo entre pulsos para obter um ganho em
transferéncia de massa em detrimento da quantidade de gas utilizada. Portanto, antes do
oxigénio ser injetado no reator, este deve passar um mecanismo responsavel por limitar seu
transito por um periodo de tempo estipulado, proporcionando o pulso, o qual vai depender dos

tempos de abertura e fechamento do mecanismo.

1.4.  Objetivos e estrutura do trabalho

O estudo em questdo buscou explorar o regime de alimentacdo de oxigénio por vazéo
intermitente de ar e avaliar como sua utilizacdo afetaria a transferéncia de oxigénio num cultivo
aerdbio. Para isso, foi necessario analisar a influéncia das vazdes continua e intermitente, com
diferentes tempos de abertura e fechamento da valvula solenoide. A meta foi entender a
possibilidade de substituir a aeracdo continua pela intermitente num dado bioprocesso
analisando parametros como o coeficiente de transferéncia de oxigénio, eficiéncia de
transferéncia de oxigénio, além do crescimento celular sob essas diferentes condi¢bes de
transferéncia de oxigénio.

A relevéncia deste trabalho estd na possibilidade de reducdo do consumo de gas em
bioprocessos aerdbios. Considerando que muitos cultivos requerem 0xigénio puro — um
insumo de elevado custo —, uma alternativa que permita reduzir seu uso, sem comprometer o
desempenho do processo, representa um ganho significativo. Portanto, a partir da aplicacao da
alimentacdo intermitente, espera-se mensurar uma possivel economia no uso de gas, mantendo
a viabilidade e eficiéncia do bioprocesso.

Para facilitar a compreensdo das etapas desenvolvidas neste estudo, o trabalho foi



dividido em topicos:

- Revisdo bibliografica: Abordagem dos principais conceitos tedricos envolvendo
transferéncia de massa gas-liquido, reatores coluna de bolhas, cultivos aerdbios, cinética
de crescimento celular,

- Metodologia: Detalhamento dos procedimentos experimentais utilizados para obtencéo
dos parametros de eficiéncia de processo, modelagem matematica empregada nos
calculos, além da lista de materiais utilizados.

- Resultados e discussdo: Apresentacdo e discussdo dos resultados obtidos e andlises
correlacionando-os com a literatura.

- Conclusdo: Resumo dos resultados explicitando se a aeragdo continua pode ou néo ser
substituida pela intermitente abordando a contribuicdo do trabalho, limitacGes e

sugestdes para estudos futuros envolvendo o tema.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo serdo apresentados 0s principais conceitos e fundamentos teoricos que

sustentam o desenvolvimento do trabalho.

2.1. Transferéncia de massa gas-liquido

A transferéncia de massa gas-liquido é indispensavel em processos bioquimicos, em
especial os processos aerébios. Este fendmeno consiste no movimento de espécies quimicas
entre duas fases e o entendimento deste mecanismo € essencial para equacionar e otimizar a
eficiéncia dos processos que o envolvem.

A transferéncia de massa do gas para o liquido ocorre devido a um gradiente de
concentracdo entre as duas fases. Em processos em que ha a alimentacdo de oxigénio, por
exemplo, este se desloca da fase gasosa, onde possui uma concentracdo mais elevada, para o
liquido, onde sua concentragdo é mais baixa. Este transporte pode ser explicado pela Teoria das
duas peliculas estagnadas (WHITMAN 1923), que considera a existéncia de resisténcias a
transferéncia de massa de uma fase a outra. A Figura 1 ilustra o trajeto de uma espécie quimica
da fase gasosa até a liquida, a qual passa por duas camadas de resisténcia, a gasosa e a liquida,
onde prevalece o transporte por difusdo molecular. Essas camadas representam uma pelicula
estagnada, que controla o processo de transferéncia. No caso da transferéncia de oxigénio da

bolha de ar para a fase liquida, a pelicula estagnada da fase liquida imp&e a maior resisténcia



devido a baixa difusividade de oxigénio, sendo, portanto, a etapa controladora do processo de

transferéncia.

Figura 1 - Representacdo esquematica da transferéncia de massa gas-liquido seguindo a teoria

das duas peliculas estagnadas
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Fonte: Welty & Wicks (2007).

De acordo com os principios citados anteriormente, tem-se que a taxa com que a
transferéncia de massa ocorre € controlada por um coeficiente global, que depende dos
coeficientes convectivos de transferéncia de cada fase (k. e kg) e da constante de Henry (H),
como expressado na Equacdo (1). Dessa maneira, é possivel chegar em uma equacdo que rege

a taxa de transferéncia de massa gas-liquido, dada pela Equagéo (2):

1 1 H

Wt .
N =K, xax*(C*=C) (2)
Sendo:

N: Taxa de transferéncia do composto quimico (mol/(m3.s)).

a: Area interfacial de transferéncia do composto, ou seja, area de contato entre as fases
gasosa e liquida, dividida pelo volume (m™1).

C*: Concentracéo de saturacdo do composto dissolvido na fase liquida (mol/m3).

C: Concentracdo do composto dissolvido na fase liquida (mol/m?3)

K, : Coeficiente global de transferéncia de massa (m/s).
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Como ke >> ki, logo a resisténcia a transferéncia da fase liquida € muito maior que a
da fase gasosa. Portanto, a partir da Equacdo (1) a equacao (2) pode ser reescrita na forma que
segue:

N = kiax*(C*—C) (3)

Onde k,a (em s™) é o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio, produto
entre o coeficiente convectivo de transferéncia de massa da fase liquida (k) e a area interfacial
de transferéncia de massa (a).

Além dos parametros que constituem a equacdo da taxa de transferéncia de massa, que
influenciam no seu resultado, é importante salientar que a agitacdo também tem papel
importante, uma vez que quanto maior a agitacdo, menor sera a espessura da pelicula estagnada
da fase liquida, aumentando o coeficiente de transferéncia e consequentemente a taxa de

transferéncia de massa.

2.2. Levedura Saccharomyces cerevisiae

As leveduras sdo microrganismos unicelulares pertencentes ao reino Fungi,
classificados dentro do filo Ascomycota ou Basidiomycota. Essas células fUngicas possuem
diametro que varia entre 3 e 10 um, apresentam parede celular composta majoritariamente por
quitina, glicanas e proteinas e podem ser encontradas em ambientes variados, como frutas,
solos, vegetacdo em decomposicdo e até no trato digestivo de alguns animais (WALKER,;
STEWART, 2016). As leveduras possuem capacidade de realizar tanto respiracdo aerdbia
quanto fermentacdo anaerdbia, conferindo a esses micro-organismos alta versatilidade
metabdlica. Devido a essa caracteristica, sdo amplamente empregadas na indudstria alimenticia,
farmacéutica e energética para producdo de etanol, bebidas alcodlicas, proteinas recombinantes
e compostos bioativos (SOUZA et al., 2019).

Dentre as espécies de leveduras conhecidas, a Saccharomyces cerevisiae € uma das mais
estudadas e aplicadas em bioprocessos industriais, sendo considerada um organismo modelo
em microbiologia e biotecnologia. Sua principal via metabdlica utilizada é a glicélise, que
converte glicose em piruvato, seguido da regeneragdo do NAD" através da conversdo do
piruvato em etanol e CO-, quando o oxigénio ¢ limitado (DE DIOS; SALAZAR; MORENO,
2020). A figura 2 remete a uma representacdo microscopica real de uma amostra de

Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 2 - Micrografia eletrénica de varredura (MEV) detalhada da levedura Saccharomyces

cerevisiae.

Fonte: Carvajal Barriga (2013).
2.3. Parametros de eficiéncia

2.3.1. Eficiéncia de transferéncia de oxigénio (Ero,)
A eficiéncia de transferéncia de oxigénio (Ero,) € um parametro importante em
bioprocessos aerdbios, que utilizam ar ou oxigénio puro na alimentagéo. A Er,, definida pela

Equacdo (4), consiste em uma maneira de medir a quantidade de oxigénio que realmente é

utilizada no processo (OZranSf ), em relagdo & quantidade alimentada no reator (0511””).

Otransf
— 22
ETOz - Oalim (4)
2

Vale ressaltar que, muitas vezes, o conceito de Er, pode ser confundindo com o

coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k,a). Enquanto o k;a esté relacionado

com a capacidade do sistema transferir de oxigénio do meio gasoso para o liquido, a E7,, mede

a fracdo de oxigénio fornecido que € transferida, ou seja, a eficiéncia de uso do gas.
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2.3.2. Constante de atraso do eletrodo de oxigénio

A constante de atraso do eletrodo, também chamada de tempo de resposta do eletrodo,
é um parametro que caracteriza 0 tempo necessario para que um eletrodo atinja um estado de
equilibrio ap6s uma mudanca subita na tensdo de oxigénio dissolvido, obtida por um “ensaio
degrau” utilizando atmosferas com Na/ar ou N2/O>. Esse conceito é especialmente relevante em
sensores eletroquimicos, como eletrodos de oxigénio dissolvido, pH e condutividade, utilizados

em biorreatores e processos industriais (Oliveira, 2025).

2.4. Reator coluna de bolhas

Outro aspecto importante que influencia a transferéncia de oxigénio e sua eficiéncia é o
modelo do biorreator utilizado no bioprocesso.

O reator coluna de bolhas é considerado o modelo mais simples dentre os reatores
pneumaticos, tanto pelo seu design, quanto pela maneira como opera. Este tipo de reator ndo
possui mecanismos mecanicos de agitacdo (motor, eixo e impelidores). Nesse dispositivo, a
agitacdo ocorre exclusivamente pela passagem do gas através do equipamento. Apesar de sua
simplicidade, este modelo tende a ter um étimo custo beneficio, dependendo do tipo de processo
que serd conduzido no seu interior. No entanto, apresentam limitagdes quando operam com
sistemas altamente viscosos ou com microrganismos muito sensiveis a tensdo de cisalhamento.
Em cultivos envolvendo microrganismos unicelulares com paredes celulares mais rigidas e com
baixa viscosidade no meio, como bactérias e leveduras, eles sdo uma escolha adequada.

Outro ponto relevante quando a discussdo esta relacionada uso de biorreatores em
processos bioquimicos, € a questdo da geometria do equipamento e como ela influencia nos
parametros de eficiéncia, ja que o design do biorreator afeta diretamente a distribuicdo das
bolhas, area interfacial gas-liquido, k.a e gradientes de concentracdo e temperatura.

Um biorreator coluna de bolhas apresenta-se comumente com geometria cilindrica
vertical. A relacdo altura/diametro (H/D) é crucial para seu desempenho (Shuler & Kargi,
2017).

A relacdo H/D superior a 10 aumenta o tempo de residéncia das bolhas, o que favorece
a transferéncia de massa, mas alturas elevadas podem vir a gerar problemas de gradientes de
temperatura e de concentracdo ao longo do reator (Garcia-Ochoa & Gomez, 2009). Ja, quando
a razdo H/D é menor que 5, observa-se uma melhora na recirculagdo do liquido, mas, em

contrapartida, menor sera o tempo de residéncia das bolhas no reator. Portanto, o cuidado com

13



essa razdo é imprescindivel para otimizar a mistura e melhorar o desempenho do processo.

Por mais que o reator coluna de bolhas apresente uma geometria simples, nele também
existem algumas regides especificas que valem ser destacadas:

1. Zona de dispersao: Parte inferior do reator, onde as bolhas sdo aspergidas para dentro
do meio por intermédio de um aspersor.

2. Zona de mistura: Regido em que as bolhas se distribuem aleatoriamente no liquido e
onde ocorre a maior parte da transferéncia de massa. Nessa regido também ocorrem 0s
fendmenos de quebra, quando a bolha se fragmenta em partes menores devido a forgas
mecénicas, diferencas de pressao ou interagdes interfaciais e a coalescéncia, quando duas ou
mais bolhas se fundem para formar uma estrutura maior (LEAL, 2007).

3. Zona de separacdo: Parte superior, onde as bolhas se desprendem da dispersao gas-
liquido e deixam o volume de controle.

A Figura 3 ilustra as diferentes regides de um biorreator coluna de bolhas.

Figura 3 - Representacao das zonas internas de um reator coluna de bolhas.

Effluent
Gas

CT 9 Intermediate
Sieve

Plates

w Inlet Air

Fonte: Adnan (2015).

2.5.  Crescimento celular

Este tdpico engloba conceitos importantes relacionados a cultivos submersos de
microrganismos e parametros importantes relacionados a sua eficiéncia de processo.

O crescimento celular é descrito em termos de diferentes fases, que representam a
dindmica populacional ao longo do tempo em cultivos (DORAN, 2012), esquematizado pela
figura 4.
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A fase lag (fase 1) corresponde ao periodo inicial do cultivo, momento em que 0s
microrganismos (leveduras, no caso deste estudo) estdo se adaptando ao ambiente.
Normalmente, este periodo possui pouco ou nulo crescimento celular.

E comum fazer a ativacio das leveduras. Este processo consiste em expor o
microrganismo ao meio de cultura antes mesmo da sua inoculagéo e € interessante para diminuir
a duracdo da fase lag quando o cultivo comecar.

A ativacdo confere ao microrganismo o ajuste seu metabolismo as novas condicdes
ambientais e este comeca a sintetizar enzimas, que serdo necessarias para metabolizar 0s
nutrientes presentes no meio. Além disso, ocorre a hidratacdo da levedura tornando sua
membrana funcional novamente para absor¢do de agua.

Na fase exponencial (fase 3) ocorre a maior velocidade de crescimento celular, portanto,
sendo de grande relevancia para o desempenho do processo. Durante esse periodo, a variagcdo

celular é descrita pela Equacéo (5):

X = XO * e#max*t (5)

Em que:

X: Concentracdo de biomassa (g/L);

X,: Concentracéo inicial de biomassa (g/L);
t: tempo (h);

o q Velocidade especifica méxima de crescimento (h™1).

Posteriormente ao apice do crescimento celular, ocorre uma diminuicdo na velocidade,
devido principalmente ao inicio da escassez de nutrientes no caldo de cultivo.. Na fase
estacionaria (fase 5), a velocidade de crescimento passa a ser igual a de morte celular, e a
producdo de metabdlitos secundarios passa a predominar.

Na fase de declinio (fase 6), a morte celular passa a ser predominante e a viabilidade
celular é afetada tanto pela falta de nutrientes quanto por outros aspectos inibitorios.

Monod (1949) explicita mais duas fases, que seriam a de aceleragéo (fase 2), logo apds
a fase lag, que € um curto periodo de tempo antes da estabilizacdo da velocidade de crescimento
e a fase de retardacéo (fase 4), que antecede a fase estacionaria, com curta duracéo, até que as
velocidades de crescimento e morte se tornem iguais, ndo havendo mais aumento na densidade

populacional do cultivo.
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Figura 4 - Exemplificacdo das 6 fases de um cultivo pela visao de velocidade de crescimento

e densidade populacional, ambas em relacdo ao tempo.
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Fonte: Monod (1949).

2.5.1. Cinética do crescimento celular de Monod
Ao longo dos anos, muitos modelos matematicos foram desenvolvidos para estudar a
cinética do crescimento microbiano e os parametros relacionados a eficiéncia desse processo.
Em 1949, Jacques Monod apresentou seu modelo cinético para prever o comportamento
microbiano relacionando com a velocidade especifica de crescimento com a concentracao de

substrato limitante disponivel no meio, de acordo com a equag&o:

Cs

U= Umax * Kot Cs (6)

Onde:
u: Velocidade especifica de crescimento (h™?1);
Hnmay: Velocidade especifica méaxima de crescimento celular (h™1);

Cs: Concentragdo de substrato limitante (g/L);

K: Constante de saturagéo (g/L).

E importante salientar que uma quantidade de substrato (S) muito maior que K, infere

que o crescimento celular independa da concentracao de substrato. Portanto, u=~pu. ..
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Se S for substancialmente menor que Kj, € possivel aproximar o termo K + C, para K
tornando a velocidade de crescimento linearmente dependente da quantidade de substrato no
meio.

CS
S Hmax *

Para estabelecer seu modelo, Monod (1942) adotou algumas suposicdes e limitacGes.
Dentre elas, que o crescimento € limitado por apenas um Unico substrato e ndo ha inibicdo por
este ou por produtos. Além disso, valores de temperatura, pH e de concentracdo de oxigénio
sdo considerados constantes e 6timos.

Outro parametro importante na analise de cultivos € o rendimento. Com os valores de
concentracdo de células e de substrato, pode-se calcular o coeficiente de rendimento celular, ou

fator de conversdo de substrato em células (Y, /¢,)-

Cx p=Cx;

(7)

Y, =
Cx/Cs CSi_CSf

3. METODOLOGIA

3.1. Materiais

Para garantir a realizacao do estudo, foram utilizados os seguintes materiais:

Reator coluna de bolhas cilindrico simples de vidro de 2 L de capacidade (til;
Sensor polarografico de oxigénio dissolvido InPro 6800 (METTLER-TOLEDO);
Fluxémetro AALBORG para ar, modelo GFC37 (0-50 L/min);

Sistema arduino UNO com vélvulas solenoides;

Transmissor de oxigénio M4500 (METTLER-TOLEDO);

Banho termostético TC-500 (BROOKFIELD));

Pipetas de 1, 5e 0,1 mL (EPPENDORF RESEARCH);

Espectrofotdmetro (AMERSHAM BIOSCIENCEYS);

Balanca AE 200 DeltaRange (METTLER-TOLEDO);

10. Incubadora com agitagéo orbital refrigerada de piso modelo SL-221 (SOLAB);

© o N o g bk~ wDhdPE

11. pHmetro;
12. Centrifuga refrigerada (EPPENDORF);
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13. Shaker homogeneizador (EPPENDORF);

14. Kit glucose GOD/PAP;

15. Levedura Saccharomyces cerevisiae;

16. Extrato de levedura;

17. Glicose;

18. Ureia;

19. Sulfato de Magnésio hepta-hidratado (EXODO CIENTIFICA);
20. Fosfato de potassio (EXODO CIENTIFICA).

3.2.  Métodos
3.2.1. Determinacdo da tensdo de oxigénio dissolvido para o regime de alimentacéo
continuo - Método de desgaseificacéo e reoxigenacao

Os primeiros experimentos realizados em triplicata para cada condicéo tiveram como
objetivo obter valores de oxigénio dissolvido ao longo do tempo, para posteriormente serem
calculados os valores de kia e de Erq, nas vazoes de 1, 2 e 3 vwm com regime alimentagao
continua. O procedimento foi realizado no sistema bifasico ar/agua e consistiu em adicionar 2
L de agua destilada no reator coluna de bolhas equipado com um aspersor do tipo placa
perfurada. Uma figura do equipamento pode ser visualizada na Figura 5 e as dimensdes sdo
apresentadas na Tabela 1. Em seguida, conectou-se o fluxdmetro de ar e o sensor de oxigénio
foi inserido até aproximadamente a metade da altura de liquido dentro do reator. Realizou-se a
calibragdo do transmissor de oxigénio dissolvido (DOT) ajustando os valores minimo e méximo
de tensédo de oxigénio dissolvido (DOT). Para isso, alimentou-se ar até a satura¢do da agua com
oxigénio, sendo a DOT fixando em 100%. Posteriormente, a alimentacdo de ar foi substituida
por gas N2 até que todo o oxigénio fosse removido, ajustando a DOT para 0%. Concluida a
etapa de calibragdo, o transmissor foi conectado a uma placa de aquisicdo de dados
(NATIONAL), a qual converte a medida analégica de DOT em digital, sendo os dados
transferidos para o ultrabook SANSUMG e tratados com software dedicado que adquire os
valores de DOT ao longo do tempo. A determinacéo de kia foi realizada a partir de um ensaio
degrau. Apos a calibracdo e alimentacdo com N2 para atingir DOT = 0% a alimentacdo de N>
foi interrompida e substituida por ar comprimido. Os valores de DOT foram adquiridos ao longo

do tempo até alcangar um valor de DOT¢ em que seja obtida a estabilizagdo em torno de 100%.
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Figura 5 - Reator Coluna de bolhas de 2 L de capacidade util.

Fonte: acervo do autor.

Tabela 1 - Dimens0es reator

Altura do reator ~ Didmetro Tipo de aspersor Diametro do orificio
(mm) (mm) (mm)
500 98 Placa perfurada com 161 orificios 0,5

Fonte: acervo do autor

3.2.2. Avaliacéo da vazdo de alimentacdo e dos intervalos de abertura (A)/fechamento

(F) da valvula solenoide no kLa e na Ero,

A etapa seguinte teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes condicdes de
abertura e fechamento da valvula solenoide sobre o coeficiente volumétrico de transferéncia de

oxigénio (k.a) e a eficiéncia de transferéncia de oxigénio (Er¢,). A analise foi realizada com

base em um planejamento fatorial 22 com ponto central, conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Planejamento fatorial

Valores codificados Valores reais Intervalos de abertura/fechamento das
Qar (vwm) valvulas solenoides

(tempo fechado/tempo aberto em s)

-1 -1 1,0 3F/1A
-1 +1 1,0 1F/3A
+1 -1 3,0 3F/1A
+1 +1 3,0 1F/3A
0 0 2,0 2FI2A

Fonte: acervo do autor

A partir deste planejamento foram conduzidos ensaios em triplicata para a determinagéo
de kia para o sistema com alimentacdo intermitente de ar. Para tal, o fluxdmetro foi acoplado
ao sistema arduino UNO com as valvulas solenoides para cessar a alimentacdo de ar
periodicamente. Em seguida, foram realizados os calculos de k.a e Er(, para todas as condi¢es

avaliadas.

3.2.3. Determinacdo da constante de atraso do eletrodo (k)

Para a obtencdo de valores do coeficiente de transferéncia de oxigénio (k.a), faz-se
necessario determinar a constante de atraso do eletrodo (ke) para todas as condi¢@es de operacao
estudadas. O método para a determinacdo de ke baseia-se numa mudanga abrupta na
concentracdo de oxigénio dissolvido, monitorando a resposta do eletrodo ao longo do tempo. O
procedimento consiste em encher o reator com 2 L de agua destilada e ligar a aeracdo na vazao
estudada. Em seguida o sensor poligrafico é inserido no reator e realizada sua calibracdo
expondo a valores de DOT=0% (N2) e DOT=100% (ar). Com o sistema calibrado, o eletrodo é
retirado do reator e exposto a uma atmosfera de N> (DOT=0%). Quando essa porcentagem de
oxigénio dissolvido é atingida, o software de aquisicdo € acionado, inicia-se a gravacdo e 0
eletrodo é inserido novamente no reator com agua saturada de O, do ar (DOT=100%). O ensaio
perdura até que a leitura acuse DOT=95% de saturacdo de agua com O do ar.

O calculo de k, envolve um equacionamento prévio referente ao tempo caracteristico
de resposta do sistema do eletrodo (t), parametro fundamental para modelagem de processos
dindmicos e representa 0 tempo necessario para que uma variavel do sistema atinja 63,2% do
seu valor final, ap6s um ensaio degrau (0<DOT (%) <100). Especificamente, para sistemas
envolvendo transferéncia de oxigénio, sistemas de primeira ordem, T estd relacionado a
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constante de decaimento exponencial e define a rapidez com que o sistema responde a uma
perturbacdo (Ogata, 2010).
A equacdo diferencial de primeira ordem que descreve a variacdo da tensdo de oxigénio

dissolvido (DOT) em um sistema aerado pode ser descrita como:

D% = k, * (DOT* — DOT) (8)
Sendo:
DOT™: Tensdo de oxigénio dissolvido na condicdo de saturacdo de agua com O do ar
(100%).
DOT: Tensao de oxigénio dissolvido no tempo t (%);
k.: Constante de atraso do eletrodo (s™1)

t: tempo (s)

Resolvendo a equacgéo diferencial pelo método de integracdo simples e considerando

DOT, = 0 no instante inicial (t, = 0), tem-se:
DOT(t) = DOT* * (1 — e ke*t) (9)
Sabendo que o tempo de caracteristico de resposta do sistema t € definido como:

=L (10)

Substituindo (9) em (8) e considerando t = T tem-se:

DOT(7) = DOT** (1 —e 1) =DOT* =« (1—1/e)
Portanto:

DOT(r) = DOT* * 0,632
Considerando que a concentracdo maxima de saturagdo é 100%, tem-se que:

DOT(1) = 63,2%

A Figura 6 ilustra a variacdo da DOT com o tempo no ensaio degrau para a

determinacéo do tempo de resposta do eletrodo (7).
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Figura 6 - Representacdo grafica da curva da tensdo de oxigénio dissolvida no tempo

Tensao de Oxigénio Dissolvido em Funcao do Tempo
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Fonte: acervo do autor

3.2.4. Calculos para obtencao do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

(kLa)

3.2.4.1. Regime de aeracao continua

Ao final de cada ensaio é gerado um documento com os valores de DOT em func¢édo do

tempo, como ilustra a Figura 7.
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Figura 7: Planilha gerada pelo sistema de aquisicdo de dados durante um ensaio para a

determinacdo de k_a.

A B c D E F G H | ] K L M N [¢] P Q R s T u v
1 |od_ImA |0D% Ph T1°C  T_2°C  P_N/mA2 flux_02 vazao_tot UGS wm flu ar degrau od Pparcial coman_bacoman aci dp_descid dp_subida coman_ancomand teiteracoes miliseg  time

408 1222 212 25054 26345 -523934 1,395 6991 0023 1313 5596 0 0209 12 2 0 0 1 40 20 13115000 15:15:38
3 41 1284 212 24618 25932 -523429 1395 7,011 0023 1317 5616 0 0209 0 0 0 0 0 0 22 13116000 15:15:39
4 409 1222 212 25491 25519 -523934 1397 6993 0023 1313 5596 0 0209 [ 0 0 0 0 0 25 13117500 15:15:41
5 41 1,284 212 25928 25932 -523934 1,394 6974 0023 131 5,58 0 0209 0 0 0 0 0 0 28 13119000 15:15:42
6 400 1222 212 24181 25932 -523934 1395 6967 0023 1,308 5572 0 0209 0 0 0 0 0 0 30 13120001 15:15:43
7 409 1222 2116 24518 25519 -523934 1397 6985 0023 1312 5588 0 0209 ] 0 0 0 0 0 33 13121500 151545
8 a0 1222 212 25054 25519 -523429 1397 6969 0023 1309 5572 0 0209 0 0 0 0 0 0 35 13122501 15:15:46
9 4,09 1,222 212 25054 25932 -5244,39 1,394 6,926 0,023 1,301 5,532 0 0,209 0 0 0 0 0 0 38 13124001 15:15:47
10 41 1284 212 25491 25519 -523934 1,39 695 0023 1,305 5,56 0 0209 0 0 0 0 0 0 41 13125500 15:15:49
1 414 1534 2123 23744 26758 -523429 1395 6899 0023 1,296 5504 0 0209 0 0 0 0 0 0 43 13126501 15:15:50
12 42 1908 2116 25054 25106 -523934 1392 6972 0023 1309 5,58 0 0209 [ 0 0 0 0 0 46 13128000 15:15:51
13 421 197 2116 25928 24603 523429 1,392 696 0023 1307 5568 0 0209 0 0 0 0 0 0 49 13129500 15:15:53
14 481 5714 2123 24618 26345 -523420 1,392 6964 0023 1,308 5572 0 0209 0 0 0 0 0 0 52 13131000 15:15:54
15 482 5777 2116 23744 26345 -523934 139 6962 0023 1,307 5572 0 0209 ] 0 0 0 0 0 54 13132000 15:15:55
16 482 5777 2116 25054 26758 -523934 139 6938 0023 1303 5548 0 0209 0 0 0 0 0 0 57 13133500 15:15:57
17 5,65 10,956 2,116 23,744 25,932 -5239,34 1,392 6,952 0,023 1,306 5,56 0 0,209 (1] 1] o o o 0 60 13135000 15:15:58
18 581 11954 2,116 24181 26758 -523429 1392 7 0023 1315 5608 0 0209 0 0 0 0 0 0 62 13136000 15:15:59
19 581 11,954 212 25491 26758 -523429 1387 6355 0023 1,306 5568 0 0209 0 0 0 0 0 0 64 13137000 15:16:00
20 66 16,884 212 24518 25932 -523429 139 6962 0023 1307 5572 0 0209 [ 0 0 0 0 0 67 13138500 15:16:02
21 687 18569 212 22806 25932 -523934 139 694 0023 1,303 5548 0 0209 0 0 0 0 0 0 70 13140000 15:16:03
2 687 18569 212 24181 25932 -523934 1392 6972 0023 1,309 5,58 0 0209 0 0 0 0 0 0 73 13141500 15:16:05
23 767 23561 2116 25491 25932 -523934 1392 6372 0023 1,309 5,58 0 0209 0 0 0 0 0 0 76 13143000 15:16:06
24 795 25308 2123 25491 25932 -524439 139 6958 0023 1307 5568 0 0209 [ 0 0 0 0 0 78 13144000 15:16:07
25 795 25308 212 24181 26345 -523934 1392 6944 0023 1304 5552 0 0209 0 0 0 0 0 0 81 13145500 15:16:09
26 795 25308 212 24618 25519 -523420 1387 6355 0023 1,306 5568 0 0209 0 0 0 0 0 0 83 13146500 15:16:10
27 88 30612 2123 25491 25932 -523934 1392 6944 0023 1304 5552 0 0209 ] 0 0 0 0 0 85 13147501 15:16:11
28 9,03 32047 2116 25928 25106 -524439 1,39 697 0023 1309 5,58 0 0209 0 0 0 0 0 0 88 13149000 15:16:12
29 9,03 32,047 2,12 24,181 25,932 -5239,34 1,389 7,005 0,023 1,315 5,616 0 0,209 (1] 1] o o o 0 91 13150500 15:16:14

Fonte: acervo do proprio autor

O célculo para obtencdo dos valores de k;a é realizado por um processo iterativo
utilizando o método dos minimos quadrados (MMQ), que é facilitado se realizado em planilha
Excel ou utilizando qualquer outro software de iteracéo. Para isso, é necessario transformar os
horarios em que os pontos foram coletados pelos seus respectivos tempos de ensaio, gerando
colunas com valores de tempo (s) e de DOT (%) (identificados como “OD%” na planilha). O
método tem como objetivo minimizar a soma dos quadrados dos residuos (SQR) entre os

valores de OD% experimentais e calculados pela equacéo:

ke

DOT;a1(%) = DOT,, * e(Tke*@=t0) 4 DOT* & (1 — e(er(t=t0)y 4 —fe
(ke—kLa)

(DOT, — DOT*) * (e(Thrar(t=t)) _ o(=kex(t=to)y (11)

E possivel criar uma coluna para calcular os quadrados dos residuos (QR), uma célula
para calcular a soma dos quadrados dos residuos (SQR) e utilizar a funcdo Solver do software

Excel para minimizar essa soma estimando o valor de k; a.

3.2.4.2. Regime de aeragdo intermitente

A metodologia adotada para obter os valores de k;a com vazdo de alimentagéo de ar
intermitente segue 0 mesmo memorial de calculo utilizado para o regime continuo, entretanto,
uma caracteristica de ensaios de k;a com alimentacdo de ar no regime intermitente é que o

grafico OD% x t possui degraus, como reflexo dos pulsos de alimentacdo, como ilustrado na
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Figura 8. Dessa forma, como o método dos minimos quadrados utiliza a varia¢do da funcdo erro
para ajustar os dados ao modelo, um grafico com degraus pode conter pontos em que a derivada
da funcdo erro seja negativa. Nesse caso, ao inveés de minimizar a soma dos quadrados dos
residuos, os pontos em questdo ndo estariam corroborando para a minimizacdo dessa soma e

portanto, o calculo com os dados originais de OD% em fun¢do do tempo, ndo seriam precisos.

Figura 8 - Trecho de uma curva OD% X t no regime intermitente de aeragéo evidenciando os

degraus.
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Fonte: acervo do autor

Assim, para que fosse possivel obter valores de k;a véalidos e consistentes, foi
necessario filtrar os dados experimentais dos ensaios intermitentes, de maneira a se obter um
grafico suavizado e mais proximo do que seria o grafico correspondente a um ensaio com
aeracdo continua. Os valores calculados pelo grafico suavizado e pelos dados originais
apresentaram uma variacdo na faixa de 45%, o que configura uma diferenca expressiva para ser
relevada.

O processo de suavizacgao consistiu em realizar a media dos valores, a cada intervalo de
10 em pontos, tanto para o tempo quanto para os valores de OD%. Cada média corresponde a
um novo ponto, que em conjunto dao origem a uma nova curva de OD% x t suavizada (Figura
9).
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Figura 9 - Comparacéo entre os graficos de OD% x t com valores originais e suavizados.
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Fonte: acervo do autor

Em seguida, o procedimento para obtencdo do k;a segue exatamente 0 mesmo

procedimento explicado na secédo 3.2.5.

3.2.5. Calculos de Erq,
3.2.5.1. Regime de aeracao continuo

Para obter a quantidade de moles de oxigénio transferida para a fase liquida durante sob
uma dada uma condicdo aeracdo, € necessario fazer algumas consideracdes preliminares.
Primeiramente deve-se explicitar as condi¢fes experimentais, visto que elas vao influenciar na
quantidade de oxigénio transferida.

Dentre elas, a concentracédo de saturagdo de oxigénio dissolvido, expressa pela Lei de

Henry (Equacéo (12)):
ngat = Ky *po, = Yo, * P (12)

Sendo:

Cgft: Concentracdo de saturacao de oxigénio na dgua (mol/L);
Ky: Constante de Henry (mol.L™. atm™1);

Do, Pressdo parcial de oxigénio no ar de alimentagao (atm);
Yo, fragdo molar de oxigénio no ar de alimentagéo (—);

P: pressdo total (atm).

A Equacdo (12) define que Cgft depende da constante de Henry, que varia com a
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temperatura, e da pressdo (P). No caso, considera-se a temperatura de 25°C e a pressao
barométrica P = 0,9088 atm (pressao atmosférica na cidade de S&o Carlos). Nessas condicdes,

tem-se:

Ky =0,00129 mol. L™t atm™?

Além disso, a pressdo parcial de oxigénio é determinada pela fragdo de oxigénio

presente no ar atmosférico, que é igual a 0,20946 (The Engineering ToolBox, 2020).

Outra consideracdo necessaria envolve o fato de que o gas oxigénio na corrente de ar se

comporta como gés ideal. Dessa forma, seu volume molar é calculado pela Equacédo 13:

R*T
Vinotar = 'y (13)

Sendo:

Vimotar- VOlume molar do ar (L /mol);

R: Constante universal dos gases (0,082057 L.atm.mol™ 1. K~1);
P: Presséo do ar na entrada do reator (atm);

T: Temperatura do ar (K).

Com as consideragdes acima, é possivel prosseguir para o célculo efetivo da eficiéncia

de transferéncia de oxigénio. Sabe-se que a Er¢, € a dada pela relagdo entre a quantidade de

moles de O- transferida para a fase liquida e a quantidade total de moles de O2 alimentada. Os

termos da equacéo (4) podem ser expressos pelas Equacgdes (14) e (15) que seguem:

transf _ (DOTef_DOTeL)*ngt*Vreator

0, - 100 (14)
alim _ Q" xy07F" *talimentacio

02 - Vmolar (15)

Sendo:

DOTef: Tenséo de oxigénio dissolvido final (%);
DOT}: Tens&o de oxigénio inicial dissolvido (%);
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Q%" Vazio de alimentacéo de ar (L/s);

Yo, Fragdo molar de oxigénio na corrente de alimentacdo de ar;
talimentacio- €MPO de aeracdo efetiva (s);

Vreator: VOlume do reator (L).

Por fim, Er,, € calculada pela Equagao (4), retomada abaixo:

Otransf
— 22
ETOz - Oalim (4)
2

3.2.5.2. No regime de aeragéo intermitente

O calculo de E7(, no regime intermitente de aeragdo & da mesma forma que para o
regime de aeracdo continua, sendo a diferenca devido ao tempo de aeracéo efetiva, uma fracdo
do tempo total do ensaio e vai depender da condicao de abertura e de fechamento das valvulas,
que esta em vigor. No caso de uma condi¢do em que o oxigénio € aspergido por 3 segundos e
cessa por 1 segundo, por exemplo, tem-se um tempo de aeracdo efetivo no final do ensaio de

75% do tempo total.

3.2.6. Avaliacdo das condicBes de aeracdo continua e intermitente no crescimento da
levedura Saccharomyces cerevisiae

Com os valores calculados de k.a e de Er(, para condigdes continuas e intermitentes de
aeracdo, foi realizada uma analise prévia para entender quais condi¢Ges seriam testadas em
cultivos envolvendo o crescimento de microrganismos aerébios. A principio a condicdo com
aeracao continua a 3 vvm e intermitente a 3 vvm com 1 segundo fechado e 3 segundos aberto
(1F/3A) apontaram dados promissores, ou seja, valores elevados de kia no espaco amostral

estudado e uma diferenca consideravel na Er, sendo o maior valor apontado pela condi¢ao

intermitente. Estes, serdao demonstrados e discutidos na secéo de resultados.

Os dados foram analisados por um teste ANOVA de uma via para avaliar diferencas
significativas entre os tratamentos, utilizando o nivel de significAncia de 5% (p<0,05). As
analises foram realizadas no software Excel, considerando como varidveis independentes a
vazao e a configuracdo da aeragdo (continua ou intermitente 1F/3A) compondo 2 grupos, com

3 tratamentos cada, e como variavel dependente a Er, .

O primeiro cultivo conduzido foi um cultivo aerobio teste para avaliar o crescimento da
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levedura e, a partir dos resultados experimentais, obter parametros cinéticos e encontrar as
melhores condi¢Ges iniciais dos cultivos sob condi¢bes de aerag¢do continua e intermitente para
evitar que os ensaios fossem limitados pela falta de oxigénio.

No cultivo teste, 0 meio de cultura teve a seguinte condic&o inicial, 20 g/L de glicose e
2 g/L de in6culo (S. cerevisiae liofilizada), sendo a levedura ativada previamente com 10 g de
glicose adicionada em 200 mL de meio de cultura. Ao final do cultivo, os resultados foram

analisados e calculou-se a velocidade maxima de crescimento celular (u,,,,,.) a partir dos dados

experimentais de concentracgdo celular (Cx) em funcéo do tempo, calculada pela Equagéo 16.

Cx(g/L) = 0,451 * Absss * diluigao (16)

Sendo:
Absss: Valor de absorbancia medido pelo espectrofotémetro calibrado na
frequéncia de 505nm;

diluicao: fator que explicita em quantas vezes a amostra analisada foi diluida.

Conhecendo os valores de Cx, calculou-se os valores de Ln(Cx) e plotou-se o grafico
de Ln(Cx) x t, que explicita a fungdo da equacdo (17), a qual corresponde a equacdo (5)

linearizada. Por meio do coeficiente angular da funcao, obteve-se o valor de p,,, .-

InCy =InCyx,— tmax * t a7

Com o valor de p,,,,, 0 software SimulaFerm do pacote computacional AnaBioPlus
para andlise de bioprocessos e a partir do modelo cinético de Monod, foi possivel estimar a
constante de saturacdo (Ks), que foi utilizada posteriormente em uma segunda simulagéo
buscando identificar as condicdes iniciais dos experimentos para avaliar o crescimento celular
de S. cerevisiae sob diferentes condi¢des continua e intermitente de aeracao.

Além das simulagbes da cinética de crescimento, para encontrar os valores de
concentragGes iniciais de substrato (C,) e de células (Cx,) adequados para evitar limitagéo por
oxigénio, utilizou-se de um equacionamento para prever qual seria a porcentagem de oxigénio
dissolvido aos finais dos cultivos, com o intuito de certificar-se que ndo ria ocorrer um cenario
de limitag&o por oxigénio.

Sabe-se que a concentragdo de oxigénio dissolvido em um determinado tempo depende
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da concentracdo de saturacdo de oxigénio no meio (C*), expressa por:

Co, = 22 4« DOT(%) (18)

2 100

Sendo:

Co,: Concentragdo de saturagdo do oxigénio dissolvido no meio na temperatura do

processo (mol/L);

Co,: Concentracdo de oxigénio dissolvido em um determinado tempo t (mol/L);

DOT: Porcentagem de oxigénio dissolvido no meio (%).

Assim, utilizou-se os tempos de 0,5; 1,0 e 2,0 h para a andlise. A partir dos valores de
Cx em cada um dos pontos, calculou-se a velocidade especifica de respiragdo celular (Q,,) pela

Equacéo (19) para cada tempo de cultivo e o valor médio.

_ kpax(Cp,—Co,)

Qo,=———(.— (19)

Cx

Com o valor da taxa metabolica média (Q,,) para o cultivo teste, calculou-se os valores

de Cy, utilizando o mesmo equacionamento, dessa vez, partindo da equacao (19). Varios inputs
de Cx, e de Cs, foram testados e utilizados para entender como se comportaria o crescimento
celular e obter um valor de Cx visando utiliza-lo na equagéo (19). Enfim, com o valor de C,
foi possivel utilizar a equacédo (18) e prever a tensdo de oxigénio dissolvido no fim do cultivo

para entender se haveria limitagéo por oxigénio ou ndo. Com as condigdes iniciais do processo

simuladas e otimizadas, foram realizados os cultivos.

3.2.6.1. Determinagéo da concentracéo celular

A concentracao celular (Cx) das amostras foi obtida pelo método gravimétrico da massa
seca, por fornecer valores mais precisos e proporcionais a quantidade de biomassa (Carvalhal,
2001).

Antes dos inicios dos cultivos, uma série de etapas foram concluidas para certificar que
todos os resultados seriam possiveis de serem alcangcados. Primeiramente, foram separados 21
tubos Eppendorfs de 2 mL, sendo 14 (dois por amostra) pesados vazios, os quais foram

utilizados para analise de massa seca pela diferenca entre as massas inicial (tubo vazio) e final
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(tubo com o corpo de fundo seco em estufa a 60°C por 48 h contendo a massa seca do material
bioldégico no seu interior apds centrifugacdo, lavagem e centrifugacdo da amostra). A
concentracéo celular (Cx) foi obtida dividindo a diferenga das massas pelo volume da amostra
retirada, como demonstrado na Equacéo (20). Os outros sete recipientes foram reservados para
armazenar os sobrenadantes de cada ponto.

_mymmy

Cx=—— (20)

Sendo:
mg. Massa final do Eppendorf apos a secagem (g);

m;: Massa inicial do Eppendorf vazio;

,: Volume da amostra.

3.2.6.2. Cultivo aerobio de leveduras

O meio de cultura utilizado no cultivo de leveduras teve a seguinte composi¢édo: 20,0
g/L de glicose; 5,6 g/L de KH,PO,; 1,4 g/L de MgSO0, * 7H,0, 6,8 g/L de extrato de levedura
e 5,32 g/L de ureia e pH ajustado em 4,6 ajustado com solucdo de HCI 5 M. O cultivo foi
realizado em biorreator de 2 L a 30 °C com concentracéo inicial de células CxoE1,5 g/L.

Apos a inoculagdo, deu-se o inicio do cultivo e retiradas amostras em duplicata, de 30
em 30 minutos, até o tempo de 3 horas de cultivo, anotando-se a tensao de oxigénio dissolvido
(DOT em %) no caldo. As amostras eram retiradas e distribuidas em 2 Eppendorf de 2 mL que
eram colocados por 10 minutos em centrifuga a 4°C numa rotacdo de 10000 rpm. Depois da
centrifugacdo foi utilizada uma pipeta automatica de 1 mL para retirar o sobrenadante das
amostras, que foram armazenados em geladeira para posterior analise de glicose. O corpo de
fundo da centrifugacdo era ressuspendido, lavado, novamente centrifugado e levado para a

secagem. Esse procedimento foi repetido até o final do experimento.

3.2.6.3. Preparacdo da curva de calibracéo de glicose

Este método, também conhecido como espectroscopia de absorcdo, relaciona a
quantidade de luz emitida com a quantidade de luz ndo absorvida pela amostra em funcéo do
comprimento de onda. Esse fen6meno é conhecido como transmitancia. A absorbancia, também
chamada de densidade dptica, é matematicamente definida como o logaritmo do inverso da
transmitancia. De acordo com a Lei de Beer, expressa pela Equacdo (21), a concentracdo de

particulas sélidas em suspensdo (C) apresenta uma relacdo diretamente proporcional com a
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absorbancia (A).

A=axbxC (21)

Entende-se “a” como a constante de proporcionalidade ¢ “b” é o caminho Optico do
meio absorvente.

Entretanto, para solugbes muito concentradas, a lei de Lambert Beer ndo é valida.
Devido a proximidade das particulas, ocorrem desvios da linearidade entre absorbancia e
concentragdo (SKOOG et al., 2006).

Portanto, deve-se construir uma curva de calibracdo para se obter uma equacgédo que
relacione a concentracdo de glicose com a absorbancia.

Para isso, utiliza-se uma solugdo “mae” de glicose de 2 g/LL em um baldo volumétrico
de 100 mL. A partir dela, sdo criadas solugées de 1,5; 1,0; 0,5; 0,25 e 0,125 g/L, ou seja, sdo
feitas diluicdes de 1,33; 2; 4; 8 e 16x. na figura 10, esta representado um esquema representativo

de uma diluicdo sequencial.

Figura 10 - Representacéo da diluigéo seriada

25pL 50l 75l
1QOOIJL 1QOO|JL 1QOOpL 1QOO|JL 1QOpL Agua Agua Agua
Agua Agua Agua Agua Agua A

Fonte: Manso (2014) (Adaptado de Cruz et al., 2011)

Nesse trabalho, a primeira dilui¢do foi a Gnica que utilizou a solucéo inicial. Em seguida
foi utilizado 1 mL da solugdo anterior e a esta, adicionou-se 1 mL de &gua destilada. Em caso
de necessidade de descobrir o volume da solugcdo mais concentrada que deve ser adicionada

para obter determinada diluicdo, basta utilizar a Equacéo (22):
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CixVi =GV, (22)

Sendo:

C;: Concentracéo da solucéo anterior.

Vi Volume da solucdo anterior que deve ser adicionado para obter a diluicdo em
questao;

C,: Concentracdo da solucéo que se deseja obter;

7, Volume total da solucdo que se deseja obter.

Com as solugdes prontas, foram preprarados 7 tubos Eppendorf com 1 mL do reagente
do kit glucose GOD/PAP e adicionava-se 10 uL de uma das solugdes diluidas, em cada um
deles. Com os valores de absorbancia obtidos, obteve-se o grafico de "Cs vs. Abs” para obter

a curva de calibracdo para a analise da concentracédo de glicose.

3.2.6.4. Analise da concentracao de glicose

Ao final de cada cultivo tem-se as amostras de sobrenadantes refrigeradas. Deve-se
retird-las da geladeira e separar 15 tubos Eppendorfs. Sete destes sdo destinados a diluicdo da
solucdo de sobrenadante, nos outros sete é adicionado 1 mL do reagente do Kit glucose
GOD/PAP para possibilitar a leitura no espectrofotdmetro e o Ultimo sera direcionado para o
“branco” (referéncia zero de absorbancia).

Foi definida uma diluicdo de 10x (200 uL de sobrenadante para 1800 uL de agua) para
0s pontos de 0 e 2,0 h e uma diluigdo de 5x (400 uL de sobrenadante para 1600 uL de &gua)
para os pontos de 2,5 a 3,0 h. Foram feitas dilui¢des distintas para as amostras, de forma que os
valores de absorbancia lidos estivessem dentro da faixa em que foi obtida para a curva de
calibracdo. Apds as diluicBes, utilizou-se a pipeta de 100 uL para adi¢do de 10 uL da amostra
diluida para tubo Eppendorf com 1 mL do reagente. Para preparacdo do branco foram
adicionados 10 uL de agua ao tubo Eppendorf com 1 mL de reagente.

Com todas as solucdes prontas, ajustou-se a temperatura do banho maria em 37°C e as
amostras sdo deixadas submersas por 10 minutos. Apos este tempo, os tubos foram retirados,
secos e realizadas as leituras das absorbancias a 505 nm, ajustando inicialmente o zero
utilizando como referéncia a solucdo branco. Para tal as amostras reagidas eram transferidas

para uma cubeta de quartzo que era posicionada no espectrofotometro, fechava-se o
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compartimento de medida e o botdo de leitura era acionado, obtendo na tela o valor da

absorbancia, que é diretamente proporcional a concentracdo de glicose.

Com os valores de absorbancia das amostras retiradas ao longo do cultivo, os valores

de concentracdo de glicose (substrato: Cs) foram obtidos pela equacéo de calibracdo que segue:

Cs = (a' x Abs — b") * diluicio
Sendo:
a’: Coeficiente angular da curva de calibracdo;

b’: Coeficiente linear da curva de calibracao;

Figura 11 - Fluxograma consolidado de toda metodologia experimental do estudo

Determinacao do kLa -
Método de desgaseificacao e
reoxigenacao
|

h 4

&

v ¥
{

. Avaliagéo da vazao
[Contmuo] de alimentacgédo e dos

intervalos de

.

da valvula solenoide
no kla e na ETO?2

Determinacao da

constante de v
atraso do eletrodo _
(ke) Intermitente

Avaliacao das condi¢cbes de aeracao
continua e intermitente no crescimento da
levedura Saccharomyces cerevisiae

' Gra"'\"""’r;‘:.!‘:gi“ |[Cu|t|u0 aerébio de
leveduras

Fonte: Acervo do autor.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Constante de atraso do eletrodo (k)

Na Tabela 3, pode-se consultar os valores das constantes de atraso do eletrodo (ke)
obtidas experimentalmente para as condigdes de aeragdo nos regimes continuo e intermitente,
que foram utilizadas nos calculos dos coeficientes volumétricos de transferéncia de oxigénio
(kLa).

Tabela 3 - Valores de k, obtidos para as condicdes estudadas.

Vazéo ke (s1)

1,0 vvm continuo 0,102

2,0 vvm continuo 0,101

3,0 vvm continuo 0,101

1,0 vvm intermitente (3F/1A) 0,094
1,0 vvm intermitente (1F/3A) 0,094
2,0 vvm intermitente (2F/2A) 0,090
3,0 vvm intermitente (3F/1A) 0,083
3,0 vvm intermitente (1F/3A) 0,085

fonte: acervo do autor.

Pela tabela 3 verifica-se que os valores de k, obtidos apresentaram baixa variabilidade.
Como este parametro depende do material da membrana do sensor de oxigénio dissolvido, € de
se esperar que para um mesmo eletrodo sejam encontrados valores semelhantes. Entretanto, a
flutuacdo dos resultados, por mais que pequena, pode ser explicada pelo regime de escoamento,
que varia de condicao para condicdo e afeta 0 numero de Reynolds (Re) em cada situacéo. Esta
variacdo de Re e constatagdo de um regime mais ou menos turbulento implica em um tempo de

resposta associado & mistura e renovagdo da camada difusiva. (BARD & FAULKNER, 2001).

4.2. Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (ka)
Na sequéncia encontram-se os valores de k; a calculados para as condi¢cfes de aeracédo

continuas e intermitentes premissadas no planejamento experimental (item 3.2.2).
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Tabela 4 - Valores obtidos para k;a de todas as condi¢des estudadas

Vazdo kpa (h?) Desvio padréo
1,0 vvm continuo 52,75 0,790
2,0 vvm continuo 67,73 0,920
3,0 vvm continuo 1145 1,480
1,0 vvm intermitente (3F/1A) 14,60 0,230
1,0 vvm intermitente (1F/3A) 41,44 5,230
2,0 vvm intermitente (2F/2A) 52,04 0,290
3,0 vvm intermitente (3F/1A) 32,57 0,200
3,0 vvm intermitente (1F/3A) 117,40 3,090

Fonte: acervo do autor.

Pelos resultados da Tabela 4, é possivel observar que os maiores valores de k;a foram
obtidos nas condicdes de maior vazdo, exceto para condi¢do de 3 vvm - 3F/1A, em que se
obteve um valor muito abaixo das outras duas condigfes com a mesma vazédo. Fato que pode
estar relacionado ao tempo de fechamento da valvula solenoide, indicando que um intervalo
com 75% do tempo sem aeragdo acarreta em decréscimos significativos na transferéncia de
oxigénio, o que pode comprometer o cultivo. O aumento de k;a devido ao aumento da vazéo
esta atrelado & diminuicdo da espessura da pelicula estagnada da fase liquida, devido a agitacdo
mais intensa do meio, com o maior fluxo de ar no volume de controle, facilitando a transferéncia

de oxigénio e contribuindo para os maiores valores de k; a.

4.3. Eficiéncia de transferéncia de oxigénio (Ero,)
Na Tabela 5 encontram-se os valores de eficiéncia de transferéncia de oxigénio (Er,,)

calculados para as condicdes de aeragdo continuas e intermitentes propostas no planejamento

experimental (item 3.2.2).
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Tabela 5 - Valores obtidos para Er,, de todas as condicGes estudadas

Condicéo Ero, (%0) Desvio padréo
1,0 vvm continuo 0,740 0,004
2,0 vvm continuo 0,500 0,005
3,0 vvm continuo 0,490 0,021
1,0 vvm intermitente (3F/1A) 0,796 0,005
1,0 vvm intermitente (1F/3A) 0,698 0,085
2,0 vvm intermitente (2F/2A) 0,641 0,014
3,0 vvm intermitente (3F/1A) 0,553 0,002
3,0 vvm intermitente (1F/3A) 0,529 0,004

Fonte: acervo do autor.

Analisando os resultados da Tabela 5, observa-se um comportamento de diminui¢éo na
eficiéncia de transferéncia de oxigénio (Er,,), conforme a vazdo de alimentagdo € aumentada.
Isso pode ser explicado pelo fato, que conforme aumenta-se a vazéo, a quantidade alimentada
(denominador) supera a quantidade transferida (numerador), influenciando negativamente na
eficiéncia de uso do gés.

Com base na andlise dos dados das tabelas 4 e 5 uma combina¢do comparativa chamou
a atengao em relacdo aos valores de k,a e E7,,. Observando as condigdes 3,0 vvm com aeragao
continua e 3,0 vvm com aeracao intermitente 1F/3A, verifica-se, que elas possuem o0s maiores
valores de k;a entre as condi¢des estudadas. Mesmo que o desvio padrdo tenha sido alto, a
condicdo mais préxima apresentou um valor de k;a cerca de 50% menor. Além disso, a
condigdo intermitente demonstrou uma eficiéncia de transferéncia de oxigénio maior que a
condicdo com aeragdo continua, ou seja, maior capacidade de transferéncia de oxigénio junto
de uma maior eficiéncia no uso do gas, o que é relevante pensando em um cultivo real.
Entretanto, para certificar de que essa diferenca na eficiéncia era realmente significativa, foi
necessario fazer um teste ANOVA para garantir que esses pontos seriam estatisticamente

distintos, antes de prosseguir com as analises.
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4.4. Analise estatistica para verificacdo de significatividade

As tabelas que seguem apresentam os resultados do teste realizado para garantir que as

condigdes escolhidas e seus parametros calculados apresentavam diferencas significativas em

nivel estatistico, em vias de obter uma garantia prévia de escolha destas como condicGes para

os cultivos com seres Vivos.

Tabela 6 - Divisao de grupos e tratamentos.

Grupos
Tratamentos
A B
1 0,52502 0,48804
2 0,53031 0,47024
3 0,53279 0,51115

Fonte: Acervo do autor.

Tabela 7 - Valores obtidos de soma, média e variancia entre os tratamentos do mesmo grupo.

Grupo Contagem Soma Média Variancia
A 3 1,58812 0,529373 1,58E-05
B 3 1,46943 0,48981 0,000421
Fonte: Acervo do autor.
Tabela 8 - Teste ANOVA.
Fonte da variacao SQ Gl MQ F calc valor-P  F critico
Entre grupos 0,002348 1 0,002348  10,75759  0,030504 7,708647
Dentro dos grupos  0,000873 4 0,000218
Total 0,003221 5

Fonte: Acervo do autor.
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Com base nos resultados da Tabela 6, pode-se inferir o nimero de grupos e 0 nimero
de tratamentos em cada grupo. Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados dos célculos de
soma de quadrados, graus de liberdade e médias quadraticas, que sao utilizados para inferir se
as diferencas sdo significativas ou ndo. No caso, 0 que importa é entender apenas se ha
diferencas significativas entre os grupos. Logo, Fcalc foi calculado apenas para essa analise.
Como Fcalc>Fecritico, a hipotese HO foi rejeitada e, portanto, existe diferenca significativa entre
as duas condicdes analisadas.

Com a validacdo estatistica, as condi¢Ges de aeracao para 3,0 vvm com aeracdo continua

e 3,0 vvm com aeracdo intermitente 1F/3A foram escolhidas para a realizacéo dos cultivos.

4.5. Cultivo teste

Como apresentado na metodologia, o cultivo teste serviu como base de estudo do
comportamento da levedura S. cerevisiae e teve papel importante na decisdo das condicdes
iniciais do processo.

No experimento teste, os valores de Cx foram obtidos a partir da densidade 6tica, visto
gue € uma maneira mais rapida de obter estes valores, uma vez que depende apenas da diluicdo
das amostras e leitura das absorbancias, ndo sendo necessario aguardar a secagem das amostras.
A anélise para determinacgdo das condicdes iniciais se baseou nos resultados apresentados na
Tabela 9.

Tabela 9 - Valores de concentragéo de levedura ao longo do cultivo teste.

Tempo (h) Absorbancia Cx (g/L) Ln (Cx)
0 0,082 1,849 0,615
0,5 0,084 1,894 0,639
1,0 0,093 2,097 0,741
2,0 0,107 2,413 0,881
3,0 0,142 3,202 1,164

Fonte: Acervo do autor.

Com base nos resultados foi possivel obter o grafico do logaritmo neperiano da
concentracéo de levedura em funcéo do tempo (Figura 12) e o coeficiente angular da curva da
fase exponencial (representada pela parte linear do grafico), que corresponde a velocidade
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especifica maxima de crescimento celular (u,,,.)-

Figura 12 - Logaritmo neperiano de Cx em funcdo do tempo do cultivo teste, com énfase na

fase exponencial de crescimento.
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Fonte: Acervo do autor.

Com base em um ajuste linear nos pontos do grafico da Figura 10, obteve-se o valor de

Hmare = 0,203 h~1, 0 qual é importante para realizar simulacdes e obter os demais parametros

cinéticos envolvidos.
Antes das simulagdes, também foi necessario calcular o decaimento da concentracao de
substrato (Cs) utilizando a curva de calibragdo de glicose construida previamente. Os valores

utilizados para a preparacéo da curva de calibracdo séo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores de absorbancia utilizados para a construcédo da curva de calibracdo de

glicose.

Cs (g/L) Absorbéancia
0,125 0,040
0,250 0,085
0,500 0,177
1,000 0,327

Fonte: Acervo do autor.
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Foram utilizadas solucdes com concentracdo de 0,125 g/L até 1,0 g/L. Os valores de Cs
em funcdo de absorbancia estdo ilustrados no grafico da Figura 13, onde se observa uma

linearidade entre essas variaveis.

Figura 13 — Grafico de Cs em fungdo de absorbancia para a obtengéo da equacéo de

calibracéo.

Curva de calibracao da glicose

1,5
= 1
B
& 05
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Abs y=23,0496x-0,0108
R*=0,9973

Fonte: Acervo do autor.

A partir da equacdo de calibracdo, foram calculados os valores de concentragdo de
glicose (Cs) ao longo do tempo pela Equacgéo (24).

Cs = (3,0496 = Abs — 0,0108) * diluicdo (R?=0,997) (24)

A Tabela 11 apresenta os valores de Cs em funcéo do tempo de cultivo.

Tabela 11 - Variagdo da concentracdo de substrato (Cs) ao longo do tempo.

Tempo (h) Absorbéancia Cs (g/L)
0 0,275 20,696
0,5 0,261 19,629
1,0 0,243 18,256
2,0 0,185 13,834
3,0 0,087 6,363

Fonte: Acervo do autor.
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Conhecendo-se os valores de Cx e de Cs ao longo do cultivo, foi possivel o valor do

coeficiente global de rendimento celular (Yx/s) como sendo:

Yx/s = 0,094 gx.g§1

4.5.1. Modelagem e simulacdo do crescimento e da respiracao celular

Com os valores iniciais de concentragdes de substrato (Cs,), de células (Cy,), do valor
de Yy,s e de velocidade maxima de crescimento celular (u,,,,), pode-se estimar o valor da
constante de saturacdo (Ks) do modelo cinético de Monod (1942) de crescimento celular
(equacédo (b)), utilizando o software SimulaFerm do pacote computacional AnaBioPlus. Este

software integra numericamente Cy e Cs em fung¢do do tempo, portanto resolve duas EDO’s

para obtencdo dos parametros de processo.
A Figura 14 ilustra a tela inicial do software SimulaFerm onde sdo inseridas as

informag0es para realizar a simulagdo do crescimento celular.

Figura 14 - Condic0es iniciais e parametros utilizados como inputs nas simulacdes no
software SimulaFerm para encontrar o valor da constante de saturacdo (Ks) do modelo
cinético de Monod (1942).

Condigdes iniciais
Cx, =[1848  [a/L) Co, 0 (o)
Cs, =[206%  [a/L)

Tempo de cultivo

t=[3 (hl
Coeficientes de rendimento—(~ Estequiométrico —* Global

Yee =004 0 Yos = ()

Condigdes de cultiva

m, = [c (1/h) kg = | (17h)
K gp= | (1/h] Cs1*= | [a/L)

Modelo de crescimento celular: Monod

Mo |[I.2I]3 [1/h] Ly = | (a/L)

Fonte: Acervo do autor.
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Apos algumas simulagdes o valor de K = 2,8 g/L promoveu, visualmente, o melhor
ajuste do modelo aos resultados experimentais. A Figura 15 ilustra o ajuste do modelo aos dados

experimentais.

Figura 15 - Tela do software SimulaFerm que ilustra o ajuste do modelo cinético de Monod

(1942) aos dados experimentais de Cx e Cs em fungdo do tempo.
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Fonte: Acervo do autor.

Em seguida, utilizou-se o equacionamento apresentado no item 3.2.6, para encontrar as
condicdes iniciais mais adequadas para o processo de crescimento celular sob condicbes de
aeracdo continua e intermitente a 3,0 vvm. Na Tabela 12 sdo apresentados, os valores de DOT

(%) e na Tabela 13, os valores de concentragdo de oxigénio dissolvido e de @, calculados em
cada instante de tempo, sendo estes ultimos utilizados para o calculo do valor de Q,,médio ao

longo do cultivo teste.
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Tabela 12 - Valores de tensdo de oxigénio dissolvido (DOT) ao longo do cultivo teste.

Tempo (h) DOT (%)
0,0 100,0
0,5 44,0
1,0 28,2
1,5 18,3
2,0 9,6
2,5 5,4
3,0 4.4

Fonte: Acervo do autor.

Para os calculos cujos os valores encontram-se na Tabela 13, foi considerado o k;a
obtido na condig&o de aeracédo continua a 3,0 vvm, a qual o cultivo teste foi conduzido e como

concentracdo de saturagao do oxigénio a 30°C, utilizou-se o valor C5, = 0,00754 g/L (Garcia

& Gordon, 1992).

Tabela 13 - Valores de velocidade especifica de consumo de oxigénio (Q,,) ao longo do

cultivo teste.

Tempo (h) Co, (g/L) Qo, (9o,-9x"-h™Y)
0,5 0,00332 0,26
1,0 0,00213 0,30
2,0 0,00072 0,32

Fonte: Acervo do autor.

Pela média aritmeética dos valores de Q,,encontrados, obteve-se o valor:

9o,

Qozmedio = 0,29 oy
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Observa-se que o valor obtido de Q,,médio encontra-se proximo ao valor de literatura
para a levedura S. cerevisiae de 0,30 gngh (BAILEY & OLLIS, 1986).
X*

Seguindo o protocolo proposto na metodologia, foi possivel obter as condic¢des iniciais

a serem utilizadas nos experimentos seguintes: Cxo = 1,5 g/L e Cso = 10 g/L.

4.6. Crescimento da levedura S. cerevisiae sob condicBes de aeracdo continua e
intermitente

Na sequéncia sdo apresentados todos os resultados de tensdo de oxigénio dissolvido
(DOT em %) nos experimentos conduzidos em duplicata a 3,0 vvm com aeragdes continua e

intermitente (1F/3A), de acordo com as condicdes iniciais escolhidas no item anterior.

Tabela 14 - Tensdo de oxigénio dissolvido (DOT em %) ao longo dos cultivos de crescimento

da levedura S. cerevisiae sob aeragdes continua e intermitente a 3,0 vvm.

Aeracdo continua Aeracao intermitente
Tempo (h)
Experimento 1 | Experimento 2 | Experimento 1 | experimento 2
DOT (%) DOT (%) DOT (%) DOT (%)
0,0 100,0 100,0 100,0 100,0
0,5 67,0 65,6 52,5 52,9
1,0 58,0 58,3 43,1 44,0
1,5 51,1 50,3 31,8 35,0
2,0 43,4 43,6 22,4 25,5
2,5 36,4 36,1 15,9 18,4
3,0 30,7 29,2 11,9 10,9

Fonte: Acervo do autor.

Observando-se os valores de DOT (%) ao longo do tempo obtidos nos cultivos, é
possivel atestar que os experimentos conduzidos sob condi¢bes de aera¢do continua e
intermitente a 3,0 vvm apresentaram comportamentos bem semelhantes. Ao comparar o cultivo

de aeracdo continua com o de aeragdo intermitente, observa-se que o cultivo intermitente
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apresentou um decaimento de DOT (%) um pouco mais rapido. A partir dessa informacao pode
se inferir algumas hipoteses. A primeira, € que no cultivo com aeracédo intermitente, o kia foi
relativamente menor que na condi¢do sob aeragdo continua, o que nédo tinha sido observado na
analise com o sistema agua/ar. Nesse caso, a transferéncia de oxigénio para o meio liquido no
cultivo intermitente ndo atendeu & demanda celular de forma t&o eficiente quanto na condigdo
de aeracdo continua. Portanto, em caso de cultivos mais longos com as mesmas condicGes
iniciais, pode ser que aerando intermitentemente, o0 processo viesse a ser limitado pela
quantidade de oxigénio disponivel no meio, que segundo a literatura seria abaixo de 10% da
saturacdo com ar. Nesse caso, avaliando viabilizar a condi¢do de aeragdo intermitente, outra
andlise a respeito das condicdes iniciais do processo deveria ser feita. 1sso ndo significa afirmar
que os cultivos conduzidos nesse estudo chegaram a essa situacdo, o que € comprovado pela
analise de concentracéo celular ao longo do tempo apresentada na sequéncia.

A Tabela 15 apresenta os resultados obtidos das médias das duplicatas das
concentracOes de levedura (Cx) ao longo do tempo obtidas nos cultivos conduzidos sob

condicdes de aeracdo continua e intermitente a 3,0 vvm.

Tabela 15 - Valores de concentracéo celular (Cx) ao longo do tempo obtidas nos cultivos

conduzidos sob condicGes de aeracao continua e intermitente a 3,0 vvm.

Aeracéo continua Aeracao intermitente

Tempo (h) | Experimento 1 | Experimento 2 | Experimento 1 | experimento 2

Cx (g/L) Cx (g/L) Cx (g/L) Cx (g/L)
0,0 1,23 1,15 1,03 1,25
05 1,23 1,25 1,17 1,35
1,0 1,57 1,50 1,48 1,48
1,5 1,52 1,72 1,75 1,80
2,0 2,07 2,10 2,05 2,20
2,5 2,45 2,63 2,35 2,65
3,0 3,10 3,12 3,17 3,35

Fonte: Acervo do autor.

Com base nos valores da Tabela 15, obtém-se valores médios para cada condicdo de
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aeracdo empregada, apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 - Médias das concentragdes celulares (Cy) ao longo dos cultivos conduzidos sob

condicdes de aeragdo continua e intermitente a 3,0 vvm.

Aeracao continua

Aeracao intermitente

Tempo (h)
Cx (9/L) Cx (9/L)
0,0 1,19 1,14
0,5 1,24 1,26
1,0 1,54 1,48
15 1,62 1,78
2,0 2,09 2,12
2,5 2,54 2,50
3,0 3,11 3,26

Fonte: Acervo do autor.

Plotando os valores de Cx (g/L) em funcéo do tempo para as duas condigdes de aeracéo

avaliadas, obtém-se a Figura 16:
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Figura 16 - Perfil do crescimento celular médio para as duas condi¢des de aeragdo avaliadas.
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Fonte: Acervo do autor.

A partir da analise do grafico da Figura 16 é possivel observar que 0s crescimentos
celulares foram similares para as duas condicdes de aeracdo estudadas. A aeracédo intermitente
teve um crescimento até relativamente maior que a condicdo de aeragdo continua. Portanto,
mesmo que a condicdo intermitente tenha imposto uma menor condicdo de transferéncia de
oxigénio e, por consequéncia, uma menor tensdo de oxigénio dissolvido (DOT em %), essa
situacdo ndo foi o suficiente para que o ensaio fosse limitado por oxigénio. Dessa forma,
entende-se que é possivel conduzir ensaios com aeragdo intermitente e obter crescimentos
celulares pareos ou até maiores, que em condicBes de aeracao continua, com menor consumo
de ar.

Além disso, o ponto mais importante dessa analise é em relagdo a economia na
quantidade de oxigénio utilizado no cultivo. Para um cenario em que 0s ensaios conduzidos
fossem conduzidos a 3,0 vvm, ou seja 6 L/min, por um periodo de 3 horas (180 minutos) e
sabendo-se que a fragdo parcial de 0,(g) no ar é de 0,20946, pode-se inferir que ao longo de
cada ensaio foram gastos 226,5 L de oxigénio. Assim, os dois ensaios continuos gastaram um
total de 453 L de oxigénio. Considerando, que um cilindro de oxigénio de 50 L custa R$
1.200,00, pela cotacdo de 2018 da empresa Oxilumen, seriam necessarios 9 cilindros de 50 L

para realizacdo dos cultivos, ou seja, um custo em torno de R$10800,00.
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Pela configuracdo de abertura e fechamento de valvula nos ensaios intermitentes, com
3 segundos aberta e 1 segundo fechada, o volume de ar gasto nestes ensaios € 25% menor que
na condicdo continua, visto que durante ¥z do tempo o ar ndo estava sendo aspergido. Portanto,
nos ensaios intermitentes seriam gastos 339,75 L de oxigénio, o que infere num custo de R$
8.154,00. Portanto, R$ 2.646,00 a menos no or¢camento total e R$ 1.323,00 a menos por ensaio
realizado.

Para avaliar se ha algum ganho de rendimento celular utilizando aeracdo intermitente,
foram medidas as concentracdes de glicose ao longo do cultivo. As tabelas 17 e 18 apresentam
os valores das médias de absorbancia das amostras utilizadas para o calculo dos valores de

Cs (g/L) no tempo, para as duas condi¢des de aeracgao:

Tabela 17 - Valores de absorbancia coletados para analise de concentracao de glicose no

tempo
Aeracdo Continua Aeracdo Intermitente
Tempo (h)
Absorbancia Absorbancia
0 0,354 0,392
0,5 0,341 0,375
1,0 0,294 0,360
1,5 0,248 0,310
2,0 0,224 0,397
2,5 0,283 0,314
3,0 0,076 0,140

Fonte: autor
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Tabela 18 - Variagdo da concentracao de glicose ao longo do tempo

Regime continuo  Regime Intermitente
Tempo (h)
Cs (g/L) Cs (g/L)
0,0 10,67 11,85
0,5 10,28 11,31
1,0 8,84 10,87
1,5 7,46 9,35
2,0 6,72 7,63
2,5 4,26 4,73
3,0 1,10 2,07

fonte: autor

Quanto ao coeficiente de rendimento celular, a Tabela 19 apresenta os valores de Yy

obtidos nos cultivos conduzidos sob aera¢des continua e intermitente a 3,0 vvm.

Tabela 19 - Valores de coeficiente de rendimento celular obtidos nos cultivos

conduzidos sob condi¢fes de aeracdo continua e intermitente a 3,0 vvm.

Regime Continuo Regime Intermitente
Yy/s (9x-95") Yy/s (9x-95)
0,201 0,217

Fonte: Acervo do autor.

Observa-se que, além de uma reducdo de volume de gas gasto de 25%, o cultivo no
regime intermitente também possibilitou um rendimento de substrato a células 2% maior, ou
seja, esse resultado é uma evidéncia de que a aeracdo intermitente permite obter um rendimento
celular similar ao de uma aeracgdo continua, porém com uma economia de 25% de gas utilizado.
Assim, podendo ser ponto de partida para nortear e guiar outras analises de reducdo de custo de
processo.

Na Figura 17 € possivel verificar o perfil das curvas de concentragao de células e de

substrato ao longo do tempo.
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Figura 17 — Perfil da concentragdo celular e da concentragdo de substrato para os

ensaios com aeracdo continua e intermitente
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Fonte: Acervo do autor.

5. CONCLUSOES

O estudo realizado exp0s e desenvolveu uma nova abordagem para a aeragédo de cultivos
microbianos em biorreator pneumatico. Embora o trabalho tenha sido desenvolvido em escala
laboratorial, é possivel atestar sua relevancia. Atingir uma reducdo de gasto com 0 uso do
oxigénio na faixa de 25%, com um rendimento equivalente ao de um cultivo convencional,
torna a aeracdo intermitente uma grande aliada na reducdo de custos de cultivos aerdbios,
principalmente daqueles em que a biomassa em estudo tem um grande valor agregado, ou
necessita da alimentacdo de oxigénio puro para que seu desenvolvimento nao seja afetado.
Além disso, outros bioprocessos que dependam de aeragdo podem adotar a aeragdo intermitente
como forma de diminuicdo em seus custos e viabilizagdo do processo. Portanto, a aeracao
intermitente pode vir a ser uma alternativa para aplicagdo em bioprocessos aerébios.

Um possivel desafio para a aeracdo intermitente em biorreatores pneumaticos é o
aumento de escala. Mesmo com a aeracdo continua operar um reator pneumatico em larga
escala ja € uma tarefa dificil, visto que em reatores de grande escala a mistura ndao é uniforme,

portanto sdo criados gradientes de oxigénio e de temperatura, uma vez que metabolismo celular
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gera calor. Além disso, em reatores maiores existe maior probabilidade da criacdo do curto
circuito gasoso (ESPERANCA, 2018), onde as bolhas de ar praticamente ndo participam da
transferéncia de massa antes de deixar o volume de controle, devido a ascensao rapida do gas.
Aumentos de escala causam mudancas na hidrodindmica do reator €, com um regime de aeracao
intermitente, contornar estes obstaculos parece um desafio ainda maior, em relacdo a aeragédo
continua. Dessa forma, uma possivel sugestdo para estudos futuros seria tentar prever o
comportamento fluidodindmico em reatores pneumaticos alimentados pelo regime intermitente
por meio de simulac@es por fluidodindmica computacional (CFD). Além disso, outra sugestao
relevante seria estudar como outras organelas e microrganismos se comportam em meio a
aeracdo intermitente, ou se existe alguma condicdo de abertura e fechamento de valvula 6tima

para este tipo de alimentacdo gasosa.
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