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Resumo

A microfiltracdo de células de E. coli e celulases, na presenca de dois
floculantes foi avaliada através de simulacbes utilizando o método de
Runge-Kutta de 42 Ordem para modelar o processo de filtragdo tangencial e
estimar a energia gasta no mesmo e na bomba de recirculacao. Os floculantes
adicionados ao caldo de cultivo sdo polimeros catidnicos, com estrutura néo
elucidada neste trabalho. A estabilidade enzimatica na presenca destes
polimeros foi avaliada, porém a produgao de celulases foi abaixo do esperado,
nao sendo possivel analisar os resultados de forma confiavel. Utilizando como
referéncia o experimento sem o uso de floculantes, foi possivel observar uma
diminuicdo de energia de 4,67%, para a menor pressao experimental (24400
Pa), no processo de filtragado, apesar do tempo de processo ser maior. Para as
simulagdes de gasto energético pela bomba de recirculagcéo, os experimentos
sem o uso de floculantes apresentaram uma diminuicdo de 22% no consumo
energético com o aumento da pressao, enquanto que, ao usar estes polimeros,
houve um aumento de 1,48 (floculante 17WATIPS610) e 6,27 (17WATIPS611)
vezes no consumo de energia, utilizando como referéncia o processo sem

floculantes e na menor pressao.

Palavras-chave: Microfiltragdo. Filtragdo tangencial. Celulases.

Runge-Kutta.



Abstract

The microfiltration of E. coli cells and cellulases, in the presence of two
flocculants, was evaluated through simulations using the 4th Order Runge-Kutta
method to model the tangential filtration process and estimate the energy spent
on it and on the recirculation pump. The flocculants added to the culture broth
are cationic polymers, with a structure not elucidated in this work. The
enzymatic stability in the presence of these polymers was evaluated, but the
production of cellulases was lower than expected, making it impossible to
reliably analyze the results. Using as a reference the experiment without the
use of flocculants, it was possible to observe an energy decrease of 4,67%, for
the lowest experimental pressure (24400 Pa), in the filtration process, despite
the process time being longer. For the simulations of energy expenditure by the
recirculation pump, the experiments without the use of flocculants showed a
22% decrease in energy consumption with increasing pressure, while when
using these polymers, there was an increase of 1,48 (flocculant 177WATIPS610)
and 6,27 (17WATIPS611) times in energy consumption, using as a reference

the process without flocculants and at the lowest pressure.

Keywords: Microfiltration. Tangential Flow Filtration. Cellulases.

Runge-Kutta.
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1. Introducao

O uso de enzimas em processos industriais tem aumentado grandemente
nos ultimos anos. Além da preocupagdo crescente sobre os impactos
ambientais do uso de reagentes quimicos, o uso de enzimas mostra-se uma
alternativa economicamente viavel, ja que é passivel de trabalho em condi¢des
mais brandas de temperatura e pressao, maior especificidade, reduzida
producao de substancias indesejadas e a possibilidade de recuperagao ao final
do processo (CABRAL et al, 2003).

A celulose é um polissacarideo natural que € encontrado principalmente na
parede celular de plantas. Constituido por monédmeros de glicose ligados entre
si, podendo atingir uma cadeia de até 25000 residuos de glicose (SADHU,
2013). A biomassa de plantas € uma rica fonte de celulose e explorada
economicamente, tanto como matéria prima ou fonte de carbono para outros
processos quimicos (JUTURU, 2014).

Além do uso de substancias quimicas, uma das formas mais usadas para
degradar a celulose em cadeias menores de glicose é através do uso de
celulases. A endocelulase (EC 3.2.1.4) é caracterizada por hidrolisar
randomicamente as ligagdes glicosidicas da molécula de celulose, diminuindo
a viscosidade do meio em que se encontra (WILSON, 2011). Por sua rapida
hidrolise, esta enzima é utilizada em diversas industrias, como na de bebidas
para extragdo e clarificacdo de sucos de frutas, na de ragdo animal para
desnaturacdo de gréaos e na de papel para branqueamento da polpa de
madeira (JUTURU, 2014).

Um dos processos mais eficientes de producédo de endocelulases é através
da expressdo em bactérias. A bactéria Escherichia coli € um dos chassis de
expressdo heterdloga mais utilizados atualmente por possuir rapido
crescimento em meios de cultura industrialmente faceis de serem produzidos,
ser modificada geneticamente sem técnicas dispendiosas e por ter o genoma
amplamente conhecido (JUTURU, 2012).



As etapas de clarificacao tipicamente relacionadas a um bioprocesso podem
ser executadas com diferentes processos unitarios, sendo que cada um possui
um rendimento diferente. A filtracdo tangencial € um dos métodos mais
utilizados para separar moléculas de interesse do caldo de cultivo, utilizando
como principio o tamanho das particulas. Neste processo de clarificagdo, o
caldo de cultivo é bombeado tangencialmente ao longo da superficie da
membrana, ao mesmo tempo em que uma pressao € aplicada
perpendicularmente ao movimento do fluido, forcando a passagem de uma
parte do fluido e das biomoléculas de interesse pela membrana, a qual deve
ser permeavel e seletiva (BELTER, 1987). Apesar de ser um modelo bem
estudado ao longo dos ultimos anos, a filtragao tangencial ainda mostra-se
como um dos processos de clarificacdo mais versateis, uma vez que sua
resolucdo depende de diversos fatores, como a membrana utilizada, o fluxo do
permeado, o tempo do processo, a pressao aplicada, o fouling e a area da
membrana (HARRISON, 2015).

Dentre as caracteristicas da filtracdo, a formagao do fouling na membrana é
uma das que mais influenciam no rendimento. Este processo é definido como a
formacado de uma torta incompressivel na superficie da membrana, obstruindo
0s poros e impedindo a passagem do soluto, diminuindo o rendimento da
fitragem e danificando a membrana de forma permanente. Diversos métodos
para remediar o fouling sao usados, como o backflushing, que é a passagem
de um gas ou solvente no sentido contrario ao da filtragao, retirada mecanica
da torta por raspagem, otimizagdo das condi¢bes operacionais € o uso de
floculantes (GEKAS, 1990).

Os floculantes sao muito estudados para remediar este processo, uma vez
que possuem o potencial de agregar as moléculas presentes no caldo de
cultivo a ser clarificado, especialmente quando possuem cargas residuais. Em
células de E. coli, a carga da membrana é geralmente negativa, promovendo a
agregacgao na presenga de moléculas catibnicas (KARIM, 2008). Apesar do
uso de floculantes ja ter sido comprovado como um aditivo positivo ao
processo de filtragao (KARIM, 2008; MATOS, 2011) é necessario definir uma

concentragdo 6tima, uma vez que a adigdo de uma concentragdo muito grande



de floculantes leva ao processo inverso ao esperado, formando uma torta

incompressivel novamente (MATOS, 2011).

Tendo em vista estas informagdes, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso
de floculantes em um processo de filtragdo tangencial utilizado para separar

células inteiras do caldo de cultivo contendo endocelulases.

. Revisao Bibliografica

2.1. Utilizagao de enzimas industriais

Desde a antiguidade, os humanos tém se beneficiado do uso de enzimas
mesmo nao tendo pleno conhecimento sobre suas caracteristicas, como no
caso da producao de paes e vinhos. Dessa forma, nossa relagdo com o uso
desta tecnologia data de séculos no passado.

Por definicdo, as enzimas sado catalisadores bioldgicos que tém a
capacidade de aumentar a velocidade das reagdes quimicas, diminuindo sua
energia de ativacao, sem sofrer alteragdes em sua estrutura e sao divididas em
6 classes, baseadas no tipo de reacdo que catalisam, conforme demonstrado

na Tabela 1:
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Tabela 1: Classes de enzimas e reagdes em que elas podem atuar (ROBINSON, 2015).

Classe Reacgao catalisada

Oxido-redutases Transferéncia de elétrons entre
moléculas

Transferases Transferéncia de um atomo ou de um

grupo de atomos entre moléculas
Hidrolases Reacdes de hidrdlise

Liases Remocédo de um grupo de uma

molécula (ndo hidrolitica)
Isomerases Formacéao de isbmeros

Ligases Ligagdo covalente entre duas
moléculas em conjunto com a

hidrélise de uma moléculas de ATP

Em sua grande maioria, as enzimas sao proteinas de estrutura superior, ou
seja, polimeros estruturados através de ligagdes peptidicas que, através de
processos termodinamicamente favoraveis, enrolam-se, adquirindo uma
estrutura tridimensional caracteristica e complexa, chamada de estrutura
terciaria ou quaternaria (em algumas enzimas). Estas particularidades de
arranjo sao responsaveis pela criacdo de um sitio ativo nas enzimas, que € a
regiao diretamente ligada a catélise de reagdes, e geram especificidade e
seletividade as mesmas, participando na aceleracdo de processos com
substratos especificos (CABRAL et al, 2003).

Atualmente, um dos mercados mais proeminentes para o uso de enzimas é
o de detergentes, o qual inclui tanto 0 uso doméstico quanto industrial,
representando um total de aproximadamente 40% do consumo de enzimas
produzidas industrialmente (DE ALMEIDA LIMA, 2001). Porém, este numero

11



nao representa o potencial que estas biomoléculas tém no cenario industrial
mundial, sendo utilizadas desde a area de producdo de alimentos até a
produgcdo de papel e celulose. Alguns exemplos sobre o uso dessas

biomoléculas estdo elucidados a seguir.

2.1.1. Industria de alimentos

As industrias de alimentos atualmente precisam, para continuar com um
fluxo de vendas satisfatério, satisfazer algumas necessidades basicas que o
consumidor possui. A procura por alimentos com maior valor nutricional e que
preserva as caracteristicas organolépticas naturais dos mesmos, aliados a um
maior tempo de prateleira, faz necessario um investimento cada vez maior em
tecnologias que auxiliem a producédo e preparo, como o0 uso de tecnologias
enzimaticas.

O uso industrial de enzimas para modificacdo e producao de alimentos pode
ser dividido em diferentes segmentos, como o0 uso em panificagdo, produgao
de queijos, producédo de bebidas alcoodlicas e nao alcodlicas, cada um com
suas particularidades e necessidades. Para a panificagdo, por exemplo, sdo
usados biocatalisadores que possuem a capacidade de aumentar a qualidade
do produto final, como a amilase, que ao ser adicionada a farinha gera uma
maior maciez, e lipases, que atuam no aumento do sabor e prolongamento do
tempo de prateleira (SINGH, 2016).

Na producdo de bebidas, o uso mais comum de enzimas € na produgao de
sucos e bebidas a base de frutas. Aqui, 0 uso destas moléculas tem como
objetivo aumentar a produtividade, a eficiéncia, diminuir os custos envolvidos
no processamento e tornar o produto final esteticamente agradavel para o
consumidor. Para isso, sado utilizados diversos tipos de enzimas, como a
pectinase e a celulase, que atuam no tecido vegetal e facilitam a extragédo e
filtracdo do suco (MONTEIRO, 2009).

Atualmente, uma area que esta em crescimento é a de alimentos funcionais
e probioticos e, em resposta a essa demanda, € crescente o uso de
oligossacarideos na dieta humana. Dos oligossacarideos disponiveis, podemos

citar os xilooligossacarideos e os celuoligossacarideos, ambos obtidos a partir
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de matéria lignoceluldsica. Os xilooligossacarideos sao definidos como
oligbmeros formados a partir de unidades de xilose, e sua produgao tem como
pressuposto a separagdo das fragdes de xilana do material lignoceluldsico,
através de rotas quimicas ou enzimaticas. Uma vez isolada, complexos
enzimaticos, contendo geralmente exo-xilanases e B-xilosidases, séo utilizados
para produzir cadeias de xilooligossacarideos, ao mesmo tempo que também
previnem a producao de xilose (MENEZES; DURRANT, 2008).

Os celuoligossacarideos, por sua vez, sdo formados por moléculas de
glicose ligadas entre si através de uma ligacdo [B-1,4, e sdao um produto
intermediario do processo de hidrélise de celulose a glicose. Assim como na
produgcao de xilooligossacarideos, sao utilizados complexos enzimaticos para
degradar a celulose, geralmente contendo endoglucanases, exoglucanases e
B-glucosidase, porém, a produgao deste tipo de oligossacarideo deve receber
uma maior atencdo, ja que enzimas como a B-glucosidase podem impedir a
formacao de celuoligossacarideos e resultar em uma alta concentragéo de
glicose (AVILA et al, 2021).

2.1.2. Industria de detergentes

Na industria de detergentes, € comum o uso de enzimas que catalisam
reacoes de hidrolise, assim como o uso de um combinado de diferentes
enzimas para garantir uma maior eficiéncia na limpeza (LI et al, 2012).
Geralmente, sao utilizadas lipases (auxiliam na retirada de gorduras),
proteases (manchas de produtos organicos) e celulases (aumentam a maciez e
realgam as cores do produto) (SINGH, 2016).

O uso de enzimas como auxiliares na limpeza traz beneficios econémicos e
ambientais. Além de necessitarem de condicbes mais brandas para serem
usadas, os detergentes bioldégicos tém a vantagem de serem altamente
eficientes, contribuindo para menores tempos de ciclos de lavagem, diminuindo
o gasto de agua e a concentracdo de produto utilizado. Por fim, o uso de
agentes biologicos em produtos de limpeza reduz a quantidade de produtos

quimicos que normalmente estariam presentes em sua composi¢ao, causando
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menos danos ambientais e de saude as pessoas que o utilizam (ITO et al,
2005).

2.1.3. Industria de papel e celulose

A producao industrial de papel é feita transformando a madeira em polpa,
que é entdo processada para produzir o papel. Inicialmente, ha a degradacgao e
posterior solubilizagdo da lignina através do processo de kraft, no qual a
madeira passa por um tratamento com o uso de produtos alcalinos e alta
temperatura. Esse processo resulta na despolimerizacdo da lignina, a qual é
solubilizada no caldo de tratamento. O produto deste processo costuma ter
uma cor caracteristica marrom, sendo necessario o uso de processos quimicos
de branqueamento. Tais processos ocorrem com O uso de sucessivas etapas
de exposi¢cao da polpa a, principalmente, diéxido de cloro e lavagem para
retirar o excesso deste produto quimico. Porém, o processo de branqueamento
esta associado a um alto custo ambiental, o que torna o uso de enzimas uma
alternativa interessante para o processamento da matéria prima, diminuindo o
uso de compostos antioxidantes no processo de branqueamento (WALIA,
2017; BAJPAI, 1992).

As enzimas mais utilizadas nesse segmento industrial sdo as xilanases, as
quais atuam diretamente na hidrdlise da xilana presente na madeira,
hidrolisando-a em fragmentos de lignina mais faceis de serem acessados por
compostos redutores de lignina, resultando em um menor uso de quimicos
para a etapa de branqueamento. Além disso, € comum a presenca de resinas
formadas por um conjunto de diferentes lipidios, os quais representam nao s6
um residual industrial de manejo problematico, mas que também podem causar
manchas no papel. Para o controle e diminuicdo da quantidade de resinas no
processo, € comum o uso de lipases (MONTEIRO, 2009; SINGH, 2016;
BAJPAI, 1999).

Outro uso comum de enzimas na industria de papel e celulose € na
modificagao das propriedades das fibras, visando facilitar o processo de refino.
O tratamento enzimatico é geralmente feito com celulases, os quais tendem a

aumentar a aderéncia das fibras umas com as outras, gerando um aumento na
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eficiéncia do processo de prensagem e secagem. As celulases também podem
ser utilizadas no processo de reciclagem de papel, retirando a tinta da folha

através da hidrdlise parcial de carboidratos presentes (BHAT, 2000).

2.2. Producao de celulase

A celulose é um dos componentes celulares mais abundantes nas plantas,
sendo o principal constituinte da sua parede celular. Por ser um polimero
natural composto de diversos residuos de glicose, tecidos ricos em celulose
sdo um interessante produto para a industria de transformacao, podendo ser
usados desde fonte de carbono para produc¢ao de produtos quimicos até como
substrato para cultivos de microrganismos. Para isso é necessario que a
celulose passe por um processo de despolimerizagéo, o qual torna mais facil o
acesso e uso da glicose em sua composig¢ao. Tais processos podem seguir
tanto rotas quimicas quanto rotas enzimaticas, sendo que o uso de produtos
quimicos é desaconselhado, pois gera subprodutos toxicos para as células.
Assim, 0 uso de enzimas para a despolimerizacdo € a rota mais comumente
utilizada (JUTURU, 2014).

Para a completa degradagdo da celulose, geralmente é utilizado um
consorcio de trés enzimas diferentes: endoglucanases (E.C. 3.2.1.4),
exoglucanases e B-glucosidases (E.C. 3.2.1.21), sendo que as exoglucanases
podem ser divididas em duas categorias: com agao a partir da parte redutora
(E.C. 3.2.1.176) ou da néo redutora (E.C. 3.2.1.91) da cadeia oligomérica.
Inicialmente, a endoglucanase é responsavel por clivar as ligagdes glicosidicas
das regides amorfas da celulose, gerando cadeias oligoméricas longas. A
exoglucanase catalisa a hidrélise destas cadeias em celobiose, um
dissacarideo composto por duas moléculas de glicose, a qual € finalmente
hidrolisada pela B-glucosidase, liberando um mondmero de glicose (JUTURU,
2014; WILSON, 2011).

No passado, a producido de enzimas de interesse industrial era limitado pela
disponibilidade de microrganismos produtores destas proteinas. Os
microrganismos produtores de celulases eram isolados de diferentes fontes,

como a partir de amostras de solo, esterco e do rumen de animais. Alguns
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destes microrganismos sao Cellulomonas sp., Schizophyllum commune,
Bacillus circulans, Proteus vulgaris entre outros (JUTURU, 2014).

Com o desenvolvimento de tecnologias do DNA recombinante, foi possivel
dinamizar os processos de producado, através do uso de vetores de expressao
heterdloga, os quais podem ser modificados para aumentar a produtividade do
processo (JUTURU, 2012). Um dos microrganismos mais utilizados para a
expressao heterdloga de proteinas recombinantes é a bactéria Escherichia coli.
Esta bactéria Gram-negativa exibe caracteristicas interessantes para uso como
vetor de expressao, como um rapido crescimento em diversos tipos de meio de
cultivo, baixo custo, alta produtividade e um genoma ja bastante estudado e
conhecido (LIU, 2012). Em muitos estudos iniciais, ndo se havia demonstrado a
habilidade da E. coli de excretar proteinas, sendo necessario o uso de mais
etapas de purificacdo (MAKRIDES, 1996), porém, novas pesquisas ja
demonstraram a capacidade desta bactéria para excretar proteinas (NI, 2009),
0 que a coloca novamente como um dos melhores vetores para producao de

proteinas simples e que nao necessitam de modificacdes pods traducionais.

2.3. Processos de separacao e purificacao

As etapas de downstream tipicas de um bioprocesso tem como objetivo a
retirada de contaminantes e outras impurezas presentes apds a fermentacéo.
Para isso, €& preciso levar em consideracao diversos fatores como as
propriedades fisicas e quimicas da molécula de interesse (peso molecular,
resisténcia ao calor e ao pH, solubilidade em agua, entre outros) e a finalidade
para qual a mesma sera usada, ou seja, qual a melhor forma para que ela seja
apresentada para uso. Dessa forma, os processos de separacido precisam ser
divididos em etapas, garantindo a purificacdo efetiva da biomolécula, ao
mesmo tempo em que a integridade molecular ndo seja alterada (DORAN,
1995).

De forma geral, podemos avaliar a efetividade de um processo de
purificagdo com base em duas medidas quantitativas, pureza e rendimento. A

pureza é definida matematicamente como a quantidade de produto em relagao
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a quantidade total de biomoléculas (produtos + impurezas) presentes no meio

inicial, demonstrada na Equacao 1:

0 — quantidade de produto *
Pureza ( /0) ( quantidade de produto + quantidade de impurezas 100 (1 )

A pureza é uma das medidas mais importantes de um processo de
separacao, pois a utilizagado do produto final muitas vezes tem relacéo direta a
essa medida. Entretanto, ela ndo €, necessariamente, uma medida de
qualidade de processo, ja que a presenga de um grau minimo de impurezas
pode impedir o uso do produto final. Um exemplo de tal situagdo é um
biofarmaco injetavel com pureza de 99,99% mas que apresenta tragos minimos
de pirogénios, impossibilitando seu uso para tratamento (DA SILVA et al, 2018).

O rendimento, por sua vez, é definido como:

. 0 — quantidade de produto recuperado %
Rendimento ( /0) ( quantidade de produto na alimentacio 100 (2)

A primeira etapa de um processo de biosseparagcdo consiste na remocgao
das células utilizadas na etapa de fermentacéo, geralmente conhecida como
clarificagcdo, caso o produto de interesse seja excretado para o meio
extracelular. Para esta etapa, geralmente s&o utilizadas operagdes unitarias
chamadas de processos de baixa resolugao, por possuirem alto rendimento e
menor seletividade aos contaminantes, gerando produtos com baixa pureza e
em grandes quantidades. Esta primeira etapa, porém, precisa ser modificada
caso os produtos de interesse sejam produzidos de forma intracelular, com a
adicdo de operagdes unitarias de quebra da parede celular e excrecdo do
conteudo presente (HARRISON et al, 2015).

Em seguida, sdo utilizados os processos de separagao soluto-soluto, os
quais possuem a funcdo de aumentar a concentragdo da molécula de interesse
na solugcdo pos-processamento. As operagdes unitarias envolvidas neste
processo sao as que possuem maior gama de modulos de operagao, podendo
ser adaptadas para aumentar ou diminuir a seletividade e a pureza do produto

final, dependendo da necessidade processual, e podem ser separadas em dois
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grupos de processos: isolamento do produto e purificagdo. Os processos de
isolamento geralmente sao etapas de menor resolugdo, como processos de
adsorcao e precipitacdo, que buscam aumentar a concentragao da molécula de
interesse, através da separagdo da mesma de outros compostos que possuem
caracteristicas fisico-quimicas muito diferentes. Estas etapas sdo geralmente
mais simples e ndo necessitam de investimentos muito altos, porém sao
essenciais para que o conjunto de operagdes downstream sejam eficientes. As
técnicas de purificagdo, por outro lado, tem como finalidade retirar as
impurezas da solucdo que possuem caracteristicas parecidas com a molécula
alvo, ou que nao tenham sido retiradas em etapas anteriores. Técnicas como a
cromatografia sdo empregadas para garantir uma maior pureza ao mesmo
tempo em que geram um menor rendimento, e costumam ser as etapas que
geram o maior custo processual (DORAN, 1995).

Finalmente, sdo efetuadas as etapas de polimento, que possuem como
fungdo a preparagdo do produto final para ser comercializado. Aqui, estéo
incluidas as etapas que garantem mais facilidade para o transporte e
acondicionamento, aumentando o tempo de vida do produto e garantindo uma

forma adequada para a utilizagao.

2.4. Processos de filtracao

A filtracao € um dos processos de clarificagdo e separagdo mais utilizados,
por ser relativamente simples e facil de ser executado. Nele, ocorre a
separagao da parte soélida (geralmente composta de particulas e moléculas
sem interesse para o produto final) do liquido, através de uma superficie
porosa (filtro), a partir de uma diferenca de pressao, que é a forga motriz do
processo.

Os processos de filtracdo dividem-se em duas categorias: filtracdo
convencional e filtragdo tangencial, nos quais a diferenca predominante é a
direcdo do fluxo de alimentagcdo em relagdo a superficie do filtro. A filtracdo
convencional € caracterizada pelo escoamento do fluido perpendicularmente
em relacao ao filtro e pela aplicacdo de uma pressio constante nesta mesma

diregdo. Este processo € utilizado para a clarificagdo de moléculas e
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microrganismos grandes, onde o produto de interesse é excretado para o meio

extracelular, e pode ser descrito através da lei de Darcy:

1 dV _ Ap
e = 3)
A dt uOR

A partir da Equagdo 3, pode-se perceber que a resisténcia (termo R da
equacgao) tem influéncia sobre o fluxo do permeado. A filtragdo tradicional
facilita a formagéo de tortas, ou seja, a deposi¢cao de residuos sélidos e/ou
formagdo de peliculas gelatinosas de agregados de biomdleculas, que
diminuem o fluxo de filtracdo com o tempo. A resisténcia pode entdo ser
separada em dois parametros distintos, a resisténcia natural do meio de

filtracao (Rm) e a resisténcia formada pela torta (RC), conforme demonstrado na

Equacéo 4:

R=R +R (4)
m (s

A resisténcia da torta é altamente dependente de dois fatores intrinsecos do
processo: o volume do filtrado e o tipo de torta formada (incompressivel e
compressivel). As tortas incompressiveis se caracterizam por possuirem um
parametro de resisténcia especifica, sendo que a resisténcia total da torta é
diretamente proporcional ao volume do filtrado, conforme indicado pela

Equacéo 5:

R = apo(j) (5)

Porém, para processos com material biolégico as tortas formadas sao
geralmente compressiveis, ou seja, a resisténcia ndo pode ser facilmente

caracterizada pela Equacao 5, sendo necessario estimular este parametro:
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o« = o (Ap)° 6)

Onde « é uma constante relacionada ao tamanho das particulas do filtrado e
s € o0 parametro de compressibilidade da torta. Esta relacdo parte do principal
de que a relagao entre a resisténcia especifica e a queda de pressao pode ser
calculada experimentalmente. Embora as Equagdes 1 a 6 possam representar
um processo convencional de filtracdo, nem sempre € possivel caracterizar
com precisdo a dindmica desse processo, sendo necessario recorrer a
processos matematicos que possam calcular os parametros relacionados a

resisténcia da torta com mais exatidao (TIEN, 2003).

2.5. Filtragao tangencial

Diferentemente da filtracdo convencional (dead end filtration), a filtragao
tangencial (crossflow filtration) se caracteriza por possuir um fluxo de
alimentagao paralelo ao meio poroso que serve como filtro para o processo,

como demonstrado na Figura 1:

(a)

Alimentacgao

Retido >

M L it : -'- I.1 -': .o.u *s c'-.-'

IRRERRI

Permeado Permeado

Figura 1: Esquema do funcionamento para um processo de filtragdo (a) convencional e (b)
tangencial (adaptado de HARRISON, 2015).
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Como ¢é possivel observar pela Figura 1, a formagcdo de uma camada de
residuos (“torta”) ao longo da membrana se distribui ao longo do comprimento
da membrana, seguindo a diregdo do fluxo de alimentacdo. A espessura da
torta tem grande influéncia sobre o fluxo de permeado, podendo desde diminuir
o fluxo de permeado até impedir totalmente que o fluido seja filtrado. Por causa
de seu modo de operacgao, a filtracdo tangencial possui a vantagem de, apos
um certo tempo de processo, atingir um estado estacionario de filtragao, ou
seja, a espessura da torta formada ndo tem a capacidade de impedir
totalmente o fluxo de permeado, embora possa diminuir drasticamente a

velocidade com que isso acontece (Figura 2):

a) b)

Fluxo

o - a=

" Espessura da torta

Tempo

Tempo

Figura 2: Esquematizacao da formacao de camada e fluxo de permeado ao longo do
tempo para um processo de filtragdo (a) convencional e (b) tangencial (adaptado de
HARRISON, 2015).

E importante observar que a formacdo da torta esta relacionada, entre
outros fatores, a escolha da membrana, de forma que a mesma ira impedir a
passagem de certos componentes ou ndo. A escolha do método de filtragado vai
depender do tamanho das particulas presentes no meio néo filtrado, podendo
variar na faixa de 10 - 0,1 ym (microfiltracdo) até tamanhos de particulas
menores que 0,001 um (osmose reversa). A microfiltracdo é comumente usada
quando as biomoléculas de interesse ja estdo em um meio que possui um certo
nivel de pureza, e.g. concentragcao de proteinas apos passarem por um etapa
anterior de purificacdo. Nesse tipo de processo, a membrana deve possuir um

tamanho de poro menor que o tamanho da biomolécula, resultando na
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formagdo de uma camada gelatinosa rica em produtos de interesse, que pode
ser recuperada através de processos posteriores. A ultrafiltragdo, por outro
lado, é usada em processos onde o meio a ser filtrado possui contaminantes,
como solidos de tamanho inferior a 0,1 ym e/ou células inteiras, e a escolha de
membrana deve ser feita de forma a reter as particulas suspensas, as quais
possuem tamanho inferior a 1000 A (HARRISON, 2015).

O processo de rejeicdo das particulas dissolvidas na alimentagdo é
caracterizado por um gradiente de concentracdo ao longo de uma camada
limite em contato com a membrana. Ao longo da filtragdo, o acumulo desses
solutos € chamado de polarizagao por concentragdo, e pode ser expresso

matematicamente pela Equacgéo 7:

Jc = — N (7)

Onde: J é o fluxo de permeado, ¢ é a concentragdo dos solutos e B € 0
coeficiente de difusdo do soluto. Considerando a formacédo de uma camada de

espessura 6, a Equacao 7 pode ser solucionada, obtendo-se a Equacéo 8:

Com cwrepresentando a concentracdo na superficie da membrana e ca

concentracdo do soluto no fluxo de alimentacdo. Pela Equacdo 8, podemos
perceber a influéncia que o fluxo de alimentacéo e o coeficiente de difusdo do
soluto, no qual uma molécula com baixa massa molar, ou seja, coeficiente de
difusdo baixo, em um fluxo suficientemente alto, leva ao aumento da
concentracdo do mesmo na superficie da membrana, iniciando o processo

conhecido como fouling da membrana
Os processos de impedimento de difusdo através da membrana sao
responsaveis nao so6 pela perda de eficiéncia do processo como também pelo
aumento de custos do mesmo. Dessa forma, entender os mecanismos de
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formagédo e prevengao do fouling na membrana é essencial para otimizar os
processos de downstream que utilizam a filtragao.

A formagao de uma camada de solutos na superficie do filtro é resultado de
interacoes fisicas e/ou quimicas entre os componentes dissolvidos na solucéo
e a membrana. Diversos mecanismos estdo envolvidos na formagao e aumento
de espessura durante o processo, os quais dependem do tamanho do soluto,
a carga eletrostatica, o pH do meio e a estrutura da membrana. Em processos
nos quais o tamanho do poro da membrana € maior que o tamanho da
molécula e existe uma interagao eletrostatica entre os dois, pode ocorrer um
processo de adsorgao internamente nos poros, levando ao primeiro passo para
a formagdo de uma camada completa. E importante ressaltar que este primeiro
passo pode levar ao entupimento completo de alguns poros, levando a um
processo irreversivel de diminui¢do de eficiéncia da membrana ja observada
anteriormente em estudos (GEKAS, 1990).

Apds a adsorgao inicial a membrana, os componentes dissolvidos comegam
a se depositar em cima dos componentes adsorvidos na membrana. Com o
tempo, € observada a formagdo completa de uma camada em partes da
membrana, iniciando o impedimento ao fluxo do permeado. Este processo
costuma ser a primeira etapa do processo de fouling em filtragbes de células
inteiras ou apods sofrer lise, visto que o tamanho dos componentes dissolvidos
no meio s&o0 maiores que o poro presente na membrana. Apds alguns minutos,
o processo de deposicao ira formar varias subcamadas agregadas. Aqui, ja é
possivel perceber uma diminuigdo significativa no fluxo de permeado, pois
ocorre um movimento de difusdo no sentido inverso ao da membrana, e as
biomoléculas de interesse retornam ao fluxo de alimentagao, sendo carregadas
novamente ao longo da membrana até alcangarem uma regido com menos
impedimento.

Em processos de filtragcado envolvendo a presenga de células nao lisadas,
como na purificagdo de proteinas extracelulares, o tamanho dos
microrganismos presentes no meio pode resultar em uma rapida degradagao
do processo e causar dificuldades na limpeza da coluna de filtragdo. Desde
células com tamanho reduzido como a E. coli, com um didmetro médio de 1

pum, até células maiores como leveduras, a formacéao da torta, aqui chamado de
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biofouling, costuma ocorrer nos primeiros minutos da filtragdo, diminuindo
drasticamente a eficiéncia do processo. Uma das técnicas que podem ser
empregadas para diminuir a ocorréncia desse fenbmeno é a utilizacdo de
floculantes (KARIM, 2008; KIM, 2001).

2.6. Floculantes

O processo de floculagdo consiste na mudanga das forcas coloidais
presentes naturalmente em um meio, ou seja, ele altera as for¢cas de repulsao
eletrostatica entre os coldides, favorecendo a atragcao entre os mesmos e a
formacdo de agregados moleculares com maior tamanho que os coldides
originais, facilitando o processo de filtragao.

O uso de floculantes € muito difundido em diferentes tipos de industrias,
cada qual com seu uso em particular. Um dos usos mais difundidos deste tipo
de molécula é no tratamento de aguas residuais, no qual existe uma alta
concentragdo de residuos organicos e inorganicos de tamanho reduzido, em
uma suspensdo coloidal. Estas s6é podem ser separadas da agua quando
agregadas atravées do uso de floculantes inorganicos, geralmente sais
metalicos, como sulfato de aluminio (LEE et al, 2014). Além disso, é muito
comum encontrar sistemas dispersos na industria quimica, como nas industrias
de tintas e agroquimicos, onde o uso de floculantes pode ser utilizado para
estabilizar o produto final ou para modificar o comportamento mecénico de
determinada substancia, aumentando ou diminuindo a viscosidade do meio de
forma a garantir caracteristicas especificas (SHARMA et al, 2006).

A perturbagao das forgas de repulsdo entre os coldides pode ser atingida
pela adicdo de diversos tipos de agentes coagulantes, desde a simples adigéo
de acidos e bases simples até o uso de polimeros inorganicos. Como as
proteinas produzidas em fermentagdes sao geralmente muito sensiveis a
mudanc¢as de pH, o uso de acidos e bases muitas vezes ndo € a rota mais
comumente utilizada, prevenindo a desnaturacdo e perda de atividade da
molécula de interesse. Dessa forma, o uso de macromoléculas mostra-se como

uma alternativa interessante (MATOS, 2011).
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4.1.

As macromoléculas mais utilizadas para processos de floculagcdo sao
polimeros inorganicos, sendo que os polimeros catibnicos sdao os mais
adequados em meios com bactérias n&o lisadas em suspensao. Por possuirem
uma distribuicdo de cargas negativas em sua superficie, 0s microrganismos
sdo atraidos pelo polimero, formando grandes aglomerados e,
consequentemente, facilitando o processo de filtragdo. Para que esse processo
seja eficiente, é preciso conhecer também a concentragao 6tima de polimero,
uma vez que uma alta concentragdo pode ocasionar uma mudanga na
concentragdo de cargas do meio, facilitando a dispersao coloidal novamente,
assim como estudar as forgcas de cisalhamento envolvidas no processo,
evitando que estas quebrem os aglomerados celulares (KARIM, 2008; KIM,
2001; WISNIEWSKI, 1998).

Objetivos

Avaliar o processo de filtracdo para a clarificagao do caldo de cultivo de E.
coli para a producgao de endoglucanase. Para isso foi avaliado:
I.  Processo de filtragdo em membrana de fibra oca,;
. Modelo tedrico para calculo do fluxo do permeado utilizando o método
de Runge-Kutta de 42 Ordem;

[ll.  Energia gasta no processo de filtrac&o.

Materiais e métodos

Transformacao das células

A insercdo do material genético de interesse na E. coli foi realizada
utilizando 100 pL de células, as quais eram mantidas em ultra-freezer. As
células, foi acrescentado 1 uL do plasmideo, e a solugdo deixada em gelo por
20 minutos. Apos esse tempo, foi realizado o heat shock durante 90 segundos,
em banho térmico a temperatura de 42 °C. Em seguida, 800 yL de meio Luria

Bertani (LB) foram adicionados e a solugao foi incubada em shaker por 1 hora,
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a 37 °C e 200 RPM. Finalmente, 100 uL foram plaqueados em meio sélido LB,

contendo 100 pL de ampicilina, durante a noite a 37 °C.

4.2. Producao do caldo de cultivo

Apds o processo de transformacdo, aproximadamente 10 col6nias foram
adicionadas a um frasco tipo Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio
LB. Em seguida, o frasco foi incubado em shaker a temperatura de 37 °C e 200
RPM, até atingir uma densidade dética de 0,3. Este processo foi realizado em
triplicata.

Em um frasco tipo Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio SB, foi
adicionado 1 mL do pré-inéculo e deixado em shaker a 37 °C e 200 RPM
durante 72 horas. Ao frasco tipo Erlenmeyer, foi adicionado 50 yL de uma
solugédo de ampicilina na concentragdo de 100 g/L, a cada 24 horas de cultivo.

O processo de cultivo foi realizado em triplicata.

4.3. Determinacgao da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para produzir 1 ymol de glicose por minuto e o processo de determinagéo da
mesma foi realizado em triplicata. Em microtubos de 2 mL foi adicionado 90 uL
de substrato carboximetilcelulose de sédio (CMC) 2%, previamente preparado,
e mais 10 yL da amostra, sendo que no tubo controle a amostra foi substituida
por 10 pL de agua destilada. Os tubos foram submetidos ao banho térmico, a
70 °C por 10 minutos e, apds decorrido esse tempo, foram colocados em gelo
durante 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 100 yL de DNS e agitados em
vortex para, em seguida, serem submetidos ao banho seco por 5 minutos a
temperatura de 100 °C. Os tubos foram novamente colocados em gelo por 5
minutos e, em seguida, adicionou-se 1 mL de agua destilada a cada microtubo
e agitados em vortex. Finalmente, foi realizada a leitura de absorbéancia no

espectrofotdbmetro a 540 nm.
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4.4. Estabilidade enzimatica na presenca de floculantes

Em microtubos contendo 2 mL do caldo de cultivo, foi adicionado 0,002 g de
floculantes, de modo que a concentragao final na solugéo foi de 1 g/L. A
atividade enzimatica foi avaliada de hora em hora, segundo protocolo descrito
na secao 4.3, durante 4 horas, sendo que o tempo inicial foi o momento de

adicao da solugao.
4.5. Processo de filtracao

O processo de filtragao foi realizado utilizando membrana de fibra oca de
0,22 um de polisulfona e area de 1100 cm?. O fluxo de permeado do processo
foi avaliado, através da determinagdo do volume de permeado com o tempo
decorrido, através da medicdo da vazéo de permeado, descrito pela Equacéao
9:

av —AP
dt «V R 9)
W+

O processo de filtragcdo foi realizado com a adigdo de floculantes
(17WATIPS610 e 17WATIPS611), sendo que um experimento adicional foi
executado sem a adicdo dos mesmos para determinagdo dos padroes

experimentais.

4.6. Determinacgao do fluxo teérico de permeado

Para determinagao do fluxo tedrico de permeado, foi utilizado o Método de
Runge-Kutta de 42 Ordem. Este método utiliza-se de sucessivas aproximagdes
lineares para estimar os valores numéricos em um ponto (x, y), a partir de uma

equacao diferencial. Assim, temos:
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dy _ _
= f@), yx) =y, (10

A aproximagéao dos valores numéricos em um ponto (x, y) da Equagao 10 &

feita pelo conjunto de Equacgdes:

k= h*f(x, ) (11)
k.= h* f(x +i-y4~i) (12)
2 0 2’ 0 2
k::h*fu-+igz+f% (13)
3 0 2’770 2
k,= h* f(x,+h y +k) (14)

Em seguida, o valor de k é calculado através da média ponderada dos

valores parciais de kn:
1
k—6(k1+2*k2+2*k3+k4) (15)

Por fim, os valores do intervalo (x, y) que se pretende calcular foram obtidos

a partir da Equagao 16 e 17:

y, =y, Tk (16)

x1=x0+h (17)

Para este trabalho, considerou-se um passo (h) de 0,1.
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4.7. Determinacao dos parametros energéticos do processo de

filtragcao

Para determinar a energia do processo de filtragdo foi calculado a poténcia
necessaria para realizar a passagem do fluxo através da membrana, a partir da

Equacao 18:

P =Q*AP (18)

Sendo Q a vazédo do permeado e AP a pressdo. Em seguida, a energia para
a filtracdo foi estimada a partir da integragdo dos valores de poténcia

calculados, conforme Equacgao 19:

t
E = fPotdt (19)

&

Finalmente, calculou-se o gasto energético total do sistema, ou seja, a

energia gasta para a filtragcao e a circulagao do fluido (Equacgéao 20 a 22):

E1=)/1*AP1*A1:1 (20)

E2=)/2*AP2*A1:2 (21)
3 i AL

ER TOE, T y*AP *At, (22)

Sendo y a vazao de bombeamento. A energia relativa (ER) calculada pela

Equacéo 22 se refere a energia total gasta em relagdo a uma condig¢éo fixa do
processo. Para isso, foi considerado como padrdo um valor de pressao de
24400 Pa.

Considerando as vazdes entre dois valores de energia como constantes

(y1 = Vz)’ em referéncia ao padrao, obtém-se a Equacédo 23, utilizada para
calcular a energia resultante:
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5.1.

*
AP2 At2
AP *At

171

E,

R 1

Sendo AP2 a pressao utilizada, AP1 a pressao de referéncia e At o tempo

necessario para que o volume de filtrado seja igual ao volume de controle
definido.

Por fim, a partir dos resultados obtidos com a Equacéo 23 e utilizando um
volume de controle de 1,75 litros, foi calculado o volume filtrado por unidade de

energia gasta para cada pressao experimental, a partir da Equacgao 24:

Q, =1 (24)

Resultados e discussoes

Estabilidade enzimatica na presencga de floculantes

Os testes de estabilidade enzimatica foram realizados com os floculantes
17WATIPS610 e 17WATIPS611 (chamados de 610 e 611, respectivamente),
pois 0s mesmos apresentaram bons resultados nos testes realizados por
GONCALVES (2021), apresentando formacao de de particulas maiores e mais

densas. Os resultados sao apresentados na Tabela 2:
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Tabela 2: Atividade enzimatica na presenga dos floculantes ao longo do tempo.

Tempo (h) Padrao (U/L) 610 (U/L) 611 (U/L)

0,0 2,375+ 0,51 0,728 £ 0,30 1,620 + 0,49
0,5 1,694 + 0,29 3,260 £ 1,19 1,307 + 1,88
1,0 1,454 + 0,42 0,845 + 0,31 2,459 £+ 0,64
1,5 0,870 £ 0,11 2,097 + 1,81 1,614 +0,83
2,0 0,846 +0,17 3,627 + 2,09 2,273+ 2,44
2,5 0,748 + 0,05 1,300 £ 0,74 1,073 £ 0,33
3,0 7,480 £ 2,78 4,746 £ 0,78 8,896 + 2,57
3,5 5,224 + 3,90 6,642 + 0,21 8,077 £ 1,68
4,0 7,675+ 1,40 6,863 £ 0,09 7,579 £ 2,88

A producédo de endocelulases para os testes de estabilidade enzimatica foi

abaixo do esperado, o que n&o permitiu determinar a atividade de modo
confiavel. Novos experimentos de estabilidade enzimatica estavam
programados para serem realizados novamente, confirmando ou refutando a
hipétese levantada, porém, em decorréncia da pandemia causada pelo

Sars-cov-2, os experimentos ndo puderam ser realizados.

5.2. Determinagao do fluxo teérico de permeado

Os parametros utilizados para o calculo da Equacéao 9 foram obtidos através
de experimentos realizados em conjunto com GONCALVES (2021), sendo o

seu TCC apresentado em conjunto com este , e sdo apresentados na Tabela 3:
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Tabela 3: Parametros experimentais para o calculo da vazéo de permeado em um sistema de

filtragcao tangencial.

Parametro Padrao 610 611

a(ki 6,670 * 1073 1,149 * 10M4 1,201 * 10M4
g

Cs (k_93 2,8 1,44 4.44

Rm (m—l) 2,646 * 1078 4137 * 10M1 4719 *10M2

Para avaliar a eficiéncia do Método de Runge-Kutta para o calculo do fluxo,
foi realizada uma comparacdo dos resultados simulados com resultados
obtidos no software MatLab, para um processo sem o uso de floculantes. Os

resultados obtidos sao apresentados na Figura 3:
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Figura 3: Comparacgao entre os resultados obtidos com o método de Runge-Kutta de 42 Ordem

e software MatLab.

Como ¢é possivel observar pelo Figura 3, o método escolhido para este
trabalho foi implementado corretamente no Excel para simular o
comportamento dindmico esperado para o aumento de volume do permeado

através do tempo de processo.
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Os resultados obtidos nas simulag¢des séo apresentados na Figura 4:
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Figura 4: Resultados das simulagdes em fungéo do tempo para as simulagbes sem (padrdo) e

com (610, 611) floculantes.

O comportamento da curva de fluxo para o experimento sem floculantes
apresentou resultados conforme o esperado, em que tem-se um fluxo elevado
para os instantes iniciais, os quais rapidamente diminuem com o passar do
tempo de processo e com a formagdo de uma camada mais espessa na
superficie da membrana. Para as simulacbes com os floculantes, pode-se
observar a influéncia que a formacéo de agregados moleculares tém sobre o
processo, 0s quais apresentam valores de fluxos muito inferiores ao longo do
processo, 0 que pode ser explicado pelo aumento da resisténcia da torta e da
membrana, parametros que sao influenciados pelo aumento da massa
molecular observado nesses testes. Entretanto, um ponto a ser considerado ao
observar estes resultados, € o proprio modelo utilizado para simular os

experimentos. A Figura 5 ilustra os resultados experimentais observados por
GONCALVES (2021):
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Figura 5: Resultados experimentais para a filtragdo com o uso do floculante 610 e o
experimento sem floculantes (adaptado de GONCALVES, 2021).

O biofouling da membrana é um processo complexo e dindmico, o qual
recebe influéncia de diversos fatores, como a forma dos coldides e a carga dos
ions presentes nos arredores da torta. Para analisar o efeito das tortas
biolégicas em um processo de filtragdo, os modelos utilizados para predizer o
comportamento do fluxo ao longo do tempo tem de levar em conta nao
somente os efeitos de difusdo contraria ao fluxo, mas também a influéncia
eletrostatica que o material biolégico presente no meio (células, proteinas,
lipideos, etc) exerce sobre a torta. Atualmente, as simulagdes de processos
com impedimento de fluxo incorporam os diversos efeitos presentes em suas
equagdes, generalizando os resultados para obter aproximagdes da realidade.
Estes métodos sacrificam a resolugdo do resultado final para ser necessario
menor poder computacional de célculo, ja que modelos complexos envolvendo
os diversos efeitos de difusdo, impedimento e reacdo ndo sao facilmente
solucionados. O uso de modelos mais completos pode ser a solugao para obter
resultados mais préximos da realidade (KIM, 2006). Por ndo representar o
processo de biofouling, 0 modelo utilizado € uma representacéo aproximada da
filtracdo real, considerando somente os principais efeitos dessa etapa de
downstream. Sendo assim, a simulacdo mostra que o melhor processo é

aquele sem floculantes.
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5.3. Determinagao dos parametros energéticos do processo de

filtracao

Para determinar os parametros energéticos da filtracdo e obter dados

comparativos entre os experimentos, foi definido quatro valores de pressao
para trabalho (24400 Pa, 37200 Pa, 50000 Pa, 62800 Pa) e um volume de

filtrado para referéncia dos experimentos (1,75 litros). Os resultados da energia

necessaria para a realizagcdo do processo de filtragcdo sdo mostradas nas

Tabela 4, 5 e 6 e na Figura 6:

Tabela 4: Energia necessaria para a filtragado do volume de controle para a simulagdo sem

floculantes.
Pressao (Pa) Tempo (s) Energia (J) Qf
24400 1112,8 53,5 0,033
37200 692,4 83,5 0,021
50000 475,6 115 0,015
62800 338 148 0,012

Tabela 5: Energia necessaria para a filtragdo do volume de controle para a simulagdo com o

floculante 610.

Pressao (Pa) Tempo (s) Energia (J) Qf

24400 1650,8 51 0,034
37200 1082,8 77,7 0,023
50000 805,6 104,49 0,017
62800 641.,4 131 0,013
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Tabela 6: Energia necessaria para a filtragdo do volume de controle para a simulagdo com o

floculante 611.

Pressao (Pa) Tempo (s) Energia (J) Qf

24400 6979,6 51 0,034
37200 4578 77,7 0,023
50000 3406 104 0,017
62800 2711,8 131 0,013

120 /
: /

20

Energia (1)

60
40
20

0
0,00E+00 1,006+04 2,006404 3,00E+04 4,00E+04 5,006+04 6,00E+04 7,006+04

Pressdo (Pa)

Figura 6: Energia necessaria para filtrar o volume de controle sob diferentes pressdes.

E possivel notar pelos resultados obtidos que a energia necessaria para o
processo de filtragcdo tem uma relagdo quase linear com a pressao. Para as
simulagbes com o uso de floculantes, nota-se que a energia requerida para a
fitracdo é sempre inferior ao padrdo, especialmente em pressdées mais
elevadas de processamento. Esse resultado pode ser explicado pelo

impedimento que o biofouling da membrana representa, ja que, para os
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experimentos com o uso de floculantes, o efeito destes sobre o material
particulado diminui a taxa de formagao da camada de residuos na superficie da
membrana. Os dados de porcentagem de energia economizada tendem a

reforgar essa possibilidade, conforme demonstrado na Figura 7:
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0%
0,00E+00 1,00E404 2,00E+04 3,00E+04 4,00E+04 5,00E+04 6,00E+04 7,00E404

Pressdo (Pa)

Figura 7: Relagdo da porcentagem de energia economizada (em relagao ao padrao) para cada

valor de pressao.
Apesar de a energia gasta no processo de filtracdo ser menor ao usar

floculantes, os tempos de processamento se elevam, conforme é possivel

observar nas Figuras 8 e 9:
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Figura 8: Tempo de processo para as diferentes pressbes de simulagéo.
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Figura 9: Relagédo da porcentagem do tempo de processo (em relagdo ao padrdo) para cada

valor de pressao.
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Esses resultados estdo de acordo com os resultados demonstrados na
Figura 4, reforcando que, para simular os efeitos de biofouling em um sistema
complexo, é necessario o uso de equagdes que consideram os diversos efeitos
ao que o sistema é submetido.

Além da energia gasta somente no processo de filtragdo, € necessario
também considerar o gasto energético do sistema de filtragdo como um todo,
ou seja, sistema filtro-bomba de recirculagdo. A energia gasta pela bomba
pode ser relacionada ao tempo de processamento, a pressao utilizada e a
formacdo da torta na superficie do filtro, fatores que influenciam no trabalho
necessario para manter o fluxo de fluido constante. Utilizando a pressao de
24400 Pa como referéncia e os dados das simulacbes sem o uso de

floculantes, obteve-se os resultados de energia demonstrados na Tabela 7:

Tabela 7: Energia requerida pela bomba de recirculagao para o caldo de cultivo sem

floculantes.
Pressao (Pa) Tempo (s) Energia
24400 1112,8 1,00
37200 692,4 0,95
50000 475,6 0,88
62800 338 0,78

A energia requerida pela bomba, considerando a vazao como constante,
diminui ao passo em que a pressao se eleva e aumenta de forma diretamente
proporcional ao tempo de processo. Para bateladas com o uso de uma maior
pressao, o tempo necessario para filtrar o caldo de cultivo é diminuido, levando
a uma menor energia utilizada pela bomba e, consequentemente, uma menor
energia para filtrar o volume de controle no experimento (1,75 L). Essa relagao

pode ser melhor visualizada na Figura 10:

39



0,80

0,60

Energia (J]

0,40
0,20

0,00
0,00E+00 1,00E+04 2,00E+04 3,00E+04 4,00E+04 5,00E+04 6,00E+04 7006404

Pressdo (Pa)

Figura 10: Relacado entre a presséo e a energia requerida pela bomba de recirculagéo para o

caldo de cultivo sem floculantes.

Apesar dos resultados demonstrados na Tabela 7 e na Figura 10, podemos
perceber pelos resultados da Tabela 4 e Figura 5 que um aumento na pressao
requer maior energia para que a vazao do permeado seja mantida. A partir
destes resultados, faz-se necessario avaliar se o aumento da pressdo no
sistema é energeticamente favoravel para o processo, ja que, ao utilizar a
maior pressao, a energia requerida pela bomba é apenas 22% menor do que
ao utilizar o valor de referéncia, enquanto que o aumento de uso de energia no
processo de filtracdo entre os valores extremos de pressao (62800 e 24400 Pa)
é de 278%.

Os resultados das simulagdes da energia total com o uso de floculantes séao

demonstrados nas Tabelas 8 e 9:
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Tabela 8: Energia requerida pela bomba de recirculagdo para o caldo de cultivo com o

floculante 610.

Pressao (Pa) Tempo (s) Energia
24400 1650,8 1,48
37200 1082,8 1,48
50000 805,6 1,48
62800 641,4 1,48

Tabela 9: Energia requerida pela bomba de recirculagdo para o caldo de cultivo com o

floculante 611.

Pressao (Pa) Tempo (s) Energia
24400 6979,6 6,27
37200 4578 6,27
50000 3406 6,27
62800 2711,8 6,27

Para as simulagbes sem o uso de floculantes, & possivel perceber a
influéncia que o aumento da pressao e o tempo de processamento tem sobre a
energia total requerida, onde € possivel perceber que o aumento da presséo é
inversamente proporcional a energia requerida pela filtracdo e diretamente
proporcional ao tempo de processamento. Esses resultados podem ser
explicados a partir da andlise empirica da dire¢dao do fluxo e da pressao
aplicada. Com o aumento da pressdo, ha um aumento das forgcas de
cisalhamento nas particulas presentes na superficie da membrana,
aumentando o arrasto das particulas e diminuindo a polarizagao, resultando em
uma maior area livre, ou seja, sem a formagdo da torta. Com o uso de

floculantes, conforme demonstrado nas Tabelas 8 e 9, a energia requerida pela
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bomba aumenta em relagdo aos valores ao padrao, mas se mantém constante
ao aumentar a pressdo. Ao utilizar esses polimeros, os agregados com alta
massa molecular tendem a se acumular em uma regido especifica da
membrana, geralmente nas regides onde o processo de filtragdo se inicia. Ao
longo do processo, essas regides exibem uma maior resisténcia ao fluxo,
enquanto as regides sem essa concentragdo de particulas apresentam menor
resisténcia, sendo necessario uma menor energia para realizar o processo
(SONG, 1995). Com essa dinamica de concentragédo de particulas, 0 aumento
da pressdao nao € suficiente para diminuir a polarizagdo e o fouling da
membrana, resultando no valor constante de energia total observado.

A partir destes resultados, podemos inferir que, ao adicionar floculantes ao
sistema, é necessario uma maior quantidade de energia em comparagdo ao
processo sem floculantes na menor pressao, elevando os gastos energéticos
totais (considerando o processo de filtracdo e a bomba de recirculagao). Dessa
forma, os gastos energéticos se tornam um fator decisério na avaliagao de
custo beneficio do uso dos polimeros, em conjunto com o tempo de

processamento e o rendimento do produto final.

Conclusao

O uso de métodos computacionais para simular o processo de filtragao é
uma importante ferramenta no estudo, controle e previsdo de bioprocessos.
Apesar dos erros propagados pelo no ajuste do modelo utilizado, a simulagao
realizada neste trabalho mostrou-se capaz de representar resultados
esperados para o fluxo de permeado do caldo de cultivo nos experimentos com
e sem floculantes.

A simulacao da energia total do sistema mostrou que, para a simulagdo sem
o uso de floculantes, o aumento da pressao resultou em um menor gasto
energético, reduzindo-o em 22%. Para as simula¢gdes com o uso de floculantes,
a energia gasta se manteve constante em todas as pressdes utilizadas, porém,
houve um aumento no gasto energético de 148% e 627% para os floculantes
17WATIPS610 e 17WATIPS610, respectivamente. Estes dados, em conjunto

com os resultados do fluxo de permeado e tempo de filtragdo, permitem inferir
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que o uso de floculantes ndo favoreceu o processo de filtracdo, diminuindo sua

eficiéncia processual e energética.
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