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RESUMO

A queima de combustiveis fdsseis tem liberado uma grande quantidade
de poluentes na atmosfera. Entre 0s mais nocivos encontra-se o didxido
de enxofre (SO,), que ao reagir com a umidade do ar se transforma em
acido sulfarico, sendo, portanto, o causador da chuva &cida. A chuva
acida é extremamente prejudicial para a fauna e flora; acelera os
processos de corrosdo de prédios e monumentos; e gera graves
problemas de salde para o ser humano. Em vista disso, muitos paises
tém reformulado sua legislacdo a fim de exigir a comercializagdo de
combustiveis com teores baixissimos de enxofre. Os processos de
dessulfurizagdo existentes ndo sdo capazes de remover o enxofre a
niveis tdo baixos. Por isso, tem-se desenvolvido um novo processo
denominado biodessulfurizacdo. Nesse processo, a degradacdo do
enxofre se da através da acdo de micro-organismos que atuam como
catalisadores. A bactéria Rhodococcus erythropolis vem despontando
como uma das mais promissoras na biodessulfurizagdo, pois remove 0
enxofre dos organossulfurados sem quebrar os anéis benzénicos,
mantendo assim o potencial energético dos mesmos. Nesse trabalho
buscou-se analisar a capacidade da cepa nacional Rhodococcus
erythropolis ATCC4277 de dessulfurizar o dibenzotiofeno e o 6leo
diesel A S1800 em reator descontinuo utilizando concentracfes de fase
organica (n-dodecano ou diesel) de 20, 80 e 100% (v/v). O R.
erythropolis ATCC4277 ndo foi capaz de degradar os compostos de
enxofre presentes no 6leo diesel A S1800, no entanto, foi capaz de
degradar o DBT em 93,3, 98,0 e 95,5% quando na presenca de 20, 80 e
100% (v/v) de n-dodecano, respectivamente. Atraves dos resultados
obtidos neste trabalho concluiu-se que as melhores condigBes para
realizar o processo de dessulfurizacdo do DBT em reator descontinuo
pelo R. erythropolis ATCC4277 ¢ utilizando 80% (v/v) de n-dodecano
como fase organica, o pH do meio fermentativo variando entre 6,5 e 7,5
e conduzi-lo sob em uma faixa de temperatura entre 25 e 30°C.

Palavras-chave: Biodessulfurizagdo, Rhodococcus erythropolis,
dibenzotiofeno, 6leo diesel, n-dodecano.






ABSTRACT

For decades the burning of fossil fuels released a lot of pollutants in the
atmosphere. Among the most harmful is sulfur dioxide (SO,), which
reacts with the moisture in the air and turns into sulfuric acid,being the
main cause of acid rain. Acid rain is very harmful to animal and plant
kingdoms; accelerates the corrosion’sprocesses of buildings and
monuments, and causes serious health problems for humans. As a result,
many countries have reformed their legislation to require the sale of
fuels with very low sulfur content. The existing processes of
desulfurization are not capable of removing sulfur so low. Therefore,
there has developed a new process called biodesulfurization. In this
process, the degradation of sulfur occurs through the action of
microrganisms  that act as  catalysts.  The  bacterium
Rhodococcuserythropolis has emerged as one of the most promising for
biodesulfurizationbecause it removes the sulfurwithout breaking the
benzene rings, thereby maintaining the potential energy of the same. In
this study we sought to examine the capacity of national
Rhodococcuserythropolis  strain - ATCC4277 desulfurizing of the
dibenzothiophene and diesel A S1800 in the batch reactor using
concentrations of organic phase (n-dodecane or diesel) of 20, 80 and
100% (v/v). R. erythropolis ATCC4277 was not able to degrade the
sulfur compounds present in diesel A S1800, but was capable of
degrading DBT in 93.3, 98.0 and 95.5% in the presence of 20, 80 and
100% (v/v) of n-dodecane, respectively. Based in the results obtained in
this study, it was concluded that the best conditions to perform the
process of desulfurization of DBT in the batch reactor with R.
erythropolis ATCC4277 is using 80% (v/v) of n-dodecane as organic
phase, the pH of the fermentation medium ranging between 6.5 and 7.5
and drive it on in a temperature range between 25 and 30 °C.

Keywords: Biodesulfurization, Rhodococcuserythropolis,
dibenzothiophene, diesel fuel, n-dodecane.
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INTRODUCAO

A poluicdo atmosférica é um tema em voga atualmente. Sendo
amplamente debatido ndo séno ambito académico, mas também por
politicos, empresarios e leigos. Esse tipo de poluicdo se da,
principalmente, através da queima do combustivel e do carvao, na qual
ocorre a liberacdo de altas concentracGes de gases para a atmosfera,
incluindo, entre eles, o diéxido de enxofre (SO,) e os
hidrocarbonetospoliciclicos aromaticos (HPAs).Os grandes centros
urbanos sdo os principais responsaveis pelas altas emissfes destes
compostos, uma Vez que 0S mMesmos apresentam uma maior
concentracdo de veiculos automotores e inddstrias em geral (ONAKA et
al., 2001).

Altos indices de emissdo de SO,fazem com que esse composto
reaja com a umidade presente na atmosfera e acabe formando o &cido
sulfdrico. O &cido sulfirico, por sua vez, gera acidez na chuva que, por
conseguinte, provoca a acidificagdo de rios, lagos e fontes naturais;
aceleracdo dos processos de corrosdo de prédios e monumentos; reducao
da visibilidade e a geracdo de problemas de salide como: pneumonias,
problemas respiratorios e agravamento de doencgas cardiovasculares
(ALVESet al., 1999). Por este motivo, muitos paises vém modificando
suas legislacbes no sentido de exigir a producdo de combustiveis com
baixo teor ou até mesmo livres de enxofre.

A remocdo doscompostos sulfurados do carvao, petrdleo e seus
derivados, antes da sua combustdo, seria uma das estratégias para
diminuir os niveis de emissao de SO, para a atmosfera (DENOME et al.,
1994). Atualmente, tem-se removido o enxofre nas refinarias através de
um processo de quebra catalitica conhecido como hidrodessulfurizacéo
(HDS).

A HDS ¢ realizada por catdlise metalica na presenga de
hidrogénio em condi¢cBes extremas de temperatura e pressdo
(MAGHSOUDletal., 2001). Entretanto, este processo é adequado
somente para a remogdo de compostos simples de enxofre que se
encontrem sob a forma inorgéanica, ndo apresentando eficiéncia para
estruturas mais complexas.

Uma das alternativas apontadas para solucionar esse problema é a
biodessulfurizagdo (BDS), que utiliza micro-organismos para degradar
0s compostos organossulfurados presentes nos combustiveis fdsseis.
Todavia, esse € um processo que ainda se encontra em fase de
desenvolvimento (GROSSMAN, 2001).
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Estudos que envolvem a BDS vém utilizando o dibenzotiofeno
(DBT) como um “composto modelo” a fim de representar os compostos
sulfurados presentes nos combustiveis (ANNWEILER, 2001). Diversos
micro-organismos ja foram descritos na literatura como capazes de
degradar o DBT, entre os quais se destacam os do género Rhodococcus
sp., Corynebacteriumsp., Brevibacterium sp. ePseudomonas sp.
(AFFERDEN et al., 1990; KEULEN et al., 1997; KIRIMURA et al.,
2000; MAGHSOUDI et al., 1999; ODA & OHTA, 2002; SCHILLING
et al., 2002).

Uma das vantagens concernentes a BDS é a de que os micro-
organismos sdo capazes de remover o enxofre do DBT, sem desfazer os
anéis aromaticos para tal, mantendo assim o valor energético do
combustivel. A degradacdo ocorre pela via metabdlicasulféxido-sulfona-
sulfonato-sulfato, normalmente denominada “4S”. Trata-se de uma via
gue ataca especificamente o atomo de enxofre presente no DBT
deixando-o, ao final, sob uma forma tratavel (sulfato). Além disso, o
DBT, ap6s ser metabolizado, é transformado no composto 2-
hidroxibifenila, no qual os dois anéis aroméaticos permanecem intactos,
implicando assim na manutenc¢éo do seu potencial energético (ALVESet
al.,, 1999; GALLANGHERet al., 1993; SETTI et al., 1997; WANG
&KRAWIEC, 1994).

Em vista do exposto e observando que ndo ha um trabalho que
utilize um micro-organismo de cepa nacional como biocatalisador no
processo de dessulfurizagdo do DBT e do 6leo diesel A S1800,
constatou-se ser este um importante nicho para contribuicGes cientificas.

OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é investigar a capacidade de
dessulfurizacdo de combustiveis através de uma rota biotecnoldgica
utilizando o Rhodococcus erythropolis ATCC4277.

Os principais objetivos especificos deste trabalho séo:

- Avaliar a influéncia de fatores como pH e temperatura no
crescimento do micro-organismo;

- Determinar as concentragdes minimas inibitérias (CMI) dos
compostos DBT, gasolina tipo C, n-dodecano e 6leo diesel A S1800.

- Avaliar a eficcia da remogdo de compostos sulfurosos de
formulagdes sintéticas de combustiveis, utilizando-se 0 DBT como 0
composto sulfurado modelo em reatores descontinuos;

- Avaliar a eficicia da remogao de compostos sulfurosos do éleo
diesel em reatores descontinuos;
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- Determinar os parametros cinéticos que regem esse processo de
dessulfurizacéo.

ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Visando uma melhor compreensdo do leitor, a estrutura da
dissertacdo ¢ apresentada a seguir.

No Capitulo | é apresentado o levantamento bibliogréfico dos
principais trabalhosabordando os aspectos fundamentais envolvidos no
processo de dessulfurizacdo do DBT e do 6leo diesel A $1800. Também
sdo abordadas as caracteristicas gerais do dleo diesel e da gasolina tipo
C (comum), bem como o histérico do petréleo no Brasil e no mundo.
Além disso, discorre-se sobre as caracteristicas do Rhodococcus
erythropolis. E expdem-se ainda algumas das pesquisas mais relevantes
relacionadas com o presente trabalho,enfocando os principais resultados
obtidos para posterior comparacao.

No Capitulo Il é apresentada a metodologia empregada nos
estudos da capacidade de dessulfurizagdo do Rhodococcus erythropolis
ATCC4277; da resisténcia as alteracdes de pH, temperatura e
concentracdo de compostos como o DBT, n-dodecano, gasolina tipo C e
Oleo diesel A S1800; e determinacdo dos parametros cinéticos. Os
ensaiosexperimentais foram realizados no Laboratorio de Transferéncia
de Massa — LABMASSA —do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina.

No Capitulo 11l sdo apresentados os resultados das anélises do
percentual de degradacdo do DBT e da formagdo do 2-HBP por
cromatografia de fase liquida de alta eficiéncia (HPLC); do percentual
de remocdo de enxofre do 6leo diesel A S1800 por espectrometro de
fluorescéncia de raio-x; da cinética do processo de dessulfurizacdo; da
condicdo celular apds reacdo por microscopia de fluorescéncia; e dos
célculos para a determinacéo dos pardmetros cinéticos.

No Capitulo 1V sdo apresentadas as principais conclus@es obtidas
neste trabalho e assugestdes para o desenvolvimento de trabalhos
futuros.

Nos Apéndices A, B e C sdo apresentadas as curvas de calibracio
doDBT e da 2-HBP no cromatografo de fase liquida de alta eficiéncia
(HPLC), curvas de crescimento do obtidas nopresente trabalho.
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CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo é apresentado o levantamento bibliografico dos
principais trabalhos abordando os aspectos fundamentais envolvidos no
processo de dessulfurizacdo do DBT e do 6leo diesel. Também sédo
abordadas as caracteristicas gerais do 6leo diesel e da gasolina tipo C
(comum), bem como o histérico do petréleo no Brasil e no mundo.
Além disso, discorre-se sobre as caracteristicas do Rhodococcus
erythropolis. E expfem-se ainda alguns dos trabalhos mais relevantes
relacionados com o presente trabalho, enfocando o0s principais
resultados obtidos para posterior comparagao.

1.1 O PETROLEO
1.1.1 Historico

1.1.1.1 Mundial

A participacdo do petrdleo na vida do homem remonta a tempos
biblicos, tendo-se registro da sua utilizacdo pelos fenicios, egipcios,
gregos e romanos. No Novo Mundo, os indios pré-colombianos, incas,
maias e outras civilizacdes antigas, também estavam familiarizados com
o0 petroéleo, dele se aproveitando para diversos fins. Era entdo conhecido
pelos mais variados nomes: betume, asfalto, alcatrdo, lama, resina,
azeite, nafta, 6leo de rocha, balsamo da terra, mimia, bréia, piche de
Trinidad, etc. Nesta fase, o petroleo era retirado de exsudagdes naturais
encontradas em todos os continentes (NEIVA, 1986; THOMAS, 2004).

Na sociedade moderna, o inicio e a sustentacdo do processo de
busca pelo petrdleo bem com a crescente afirmacdo do produto datam de
1859, quando foi iniciada a exploragdo comercial nos Estados Unidos.
Descobriu-se que a destilagio do mesmo resultava em produtos que
substituiam, com grande margem de lucro, o querosene (obtido do
carvdo e do dleo de baleia) que era amplamente utilizado para a
iluminacdo. Posteriormente, com a inven¢do dos motores a diesel e a
gasolina, estes derivados, até entdo desprezados, adicionaram lucros
expressivos a atividade.

Os pocos e a perfuragdo pelo método de percussdo se
multiplicaram, vivendo seu periodo aureo até o fim do século passado.
Entretanto, nesse mesmo periodo, inicia-se o desenvolvimento do
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processo rotativo de perfuracdo, que foi utilizado pela primeira vez em
1900. Com o passar dos anos, desenvolveu-se uma grande variedade de
estruturas maritimas, incluindo navios, para portar esses equipamentos
de perfuracdo (THOMAS, 2004).

Na década de 1960 a abundéancia de petroleo disponivel no
mundo, 0 excesso de producdo, aliados aos baixos pregos praticados
pelo mercado, estimularam o consumo desenfreado. J& nos anos 70,
houve brutais elevacbes no processo do petréleo. Essa Ultima, também
ficou marcada pelos significativos avancos na geoquimica organica,
com conseqliente aumento no entendimento das areas de geracdo e
migracdo de petréleo. Com isso, nos anos 80 e 90, 0s avancos
tecnoldgicos reduziram os custos, criando assim um novo ciclo
econdmico para a industria petrolifera (THOMAS, 2004).

1.1.1.2 No Brasil

O historico do petréleo no territério brasileiro inicia em 1858,
guando o Marqués de Olinda assina 0 Decreto n° 2.266 que concede a
José Barros Pimentel o direito de extrair mineral betuminoso para a
fabricacdo de querosene na entdo provincia da Bahia. Contudo, o
primeiro poco brasileiro s6 foi perfurado em 1897 no estado de Séo
Paulo.

Durante décadas inimeros pogos foram perfurados em todo o
Brasil sem muito sucesso. Até que em 1953, no governo Vargas, foi
instituido o monopdlio estatal do petréleo com a criagdo da Petrobras,
gue iniciou de maneira decisiva as pesquisas sobre o petrdleo brasileiro.

Desde sua criacdo, a Petrobras, ja descobriu e explora uma grande
guantidade de pocos de petréleo ao longo de todo o territério nacional.
Além disso, cada década de existéncia da empresa € marcada por
avancos tecnoldgicos de grande relevancia na exploracédo do petréleo no
pais (THOMAS, 2004).

Atualmente o parque de refino brasileiro é composto por treze
refinarias, das quais onze pertencem ao grupo Petrobras, sendo as outras
duas pertencentes a grupos privados.

Em 2011, a producgdo nacional de petroleo foi de 1.552 mil barris
de petrdleo por dia, representando 2% na producdo mundial, tornando o
Brasil 0 15° maior produtor de petréleo no mundo. Em termos de refino,
a industria petroquimica brasileira possui uma capacidade instalada de
processamento de 1.897 mil barris de petréleo por dia, representando
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5,26% da capacidade mundial e 0 12° lugar entre os maiores refinadores
de petrdleo (ANP, 2011).

1.1.2 Constituintes do petréleo

Segundo Thomas (2004), o petréleo, do latim petra (pedra) e
oleum (6leo), é uma substancia oleosa, inflamavel, menos densa que a
agua, com cheiro caracteristico e cor variando entre 0 negro e 0
castanho-claro. E formado a partir da decomposicio de plantas e
animais marinhos, sendo resultado da transformacédo destes por meio das
mudancas de calor e pressdo sob a superficie da terra (FATORELLLI,
2005).

O petroleo contém centenas de compostos quimicos, no entanto, é
separado em fragdes de acordo com a faixa de ebulicdo dos compostos
(THOMAS, 2004). A Tabela 1.1 apresenta as fragfes tipicas que sdo
obtidas do petroleo.

Tabela 1.1: Frag0es tipicas do petrdleo.

~ Temperatura | Composicao
Fragdo de ebulicdo (°C) | aproximada Usos
Gas residual | ---- C.-GC, géas combustivel.
Gas liquefeito gés eng,ar(afado,
de petréleo — | Até 40 C3—Cy uso domestico e
GLP industrial.
Gasolina 40 - 175 Cs—Cyo combustivel de
automoveis,
solvente.
Querosene 175-235 Ciu—Cop iluminacao,
combustivel de
avides a jato.
Gasoleo leve | 235 - 305 Ci3—Cyy diesel, fornos.
GaSé|EO 305 - 400 C18 — C25 CombUStiVel,
pesado matéria-primap/
lubrificantes.
Lubrificantes | 400 —510 Co— Cas 6leos lubrificantes.
Residuo Acima de 510 Cass asfalto,piche,
impermeabilizantes.

Fonte: THOMAS, 2004.
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Apesar dos 6leos obtidos de diferentes reservatdrios possuirem
caracteristicas distintas, a maioria € composta principalmente por
hidrogénio e carbono (hidrocarbonetos), na razdo de 2:1
aproximadamente. No entanto, encontra-se ainda uma quantidade muito
pequena de outros elementos, como enxofre, nitrogénio e oxigénio, bem
como baixas concentracbes de compostos organicos metalicos,
principalmente niquel e vanadio (FATORELLI, 2005). Na Tabela 1.2
tem-se o resultado de uma andlise elementar do 6leo cru tipico.

Tabela 1.2: Andlise elementar do dleo cru tipico (% em peso).

Elemento Percentual em peso (%0)
Hidrogénio 11-14
Carbono 8387
Enxofre 0,06 -8
Nitrogénio 0,11-1,7
Oxigénio 01-2

Metais até 0,3

Fonte: THOMAS, 2004.

Todavia, nas refinarias, submete-se o petrdleo a diversos
processos pelos quais se obtém grande diversidade de derivados, tais
como o gas liquefeito de petréleo (GLP), gasolina, naftas, dleo diesel,
gasoleos, querosenes de aviacdo e de iluminacdo, 6leo combustivel,
asfalto, lubrificantes, solventes, parafinas, coque de petréleo e residuos.
As parcelas dos derivados produzidos em determinada refinaria variam
de acordo com o tipo de 6leo cru processado (THOMAS, 2004).

1.1.2.1  Compostos sulfurados

O enxofre é o terceiro elemento mais abundante encontrado no
petroleo, apresentando uma concentracdo que fica na faixa de 0,06 e
8,0%, sendo considerada como concentracdo média 0,65% em massa.
Normalmente, encontra-se esse elemento no petréleo sob as formas de
sulfetos, polissulfetos, benzotiofenos e derivados, moléculas policiclicas



35

com nitrogénio e oxigénio, gas sulfidrico, dissulfeto de carbono, sulfeto
de carbonila e enxofre elementar (muito raro).

Os compostos sulfurados sdo indesejaveis por:

e aumentarem a polaridade dos 6leos (aumentando a estabilidade
das emulsdes);

e serem responsaveis pela corrosividade dos produtos do
petrdleo;

e contaminarem os catalisadores utilizados nos processos de
transformacéo;

e determinarem a cor e o cheiro dos produtos finais.

Além disso, sdo toxicos e produzem SO, e SOz por combustao,
gases extremamente poluentes da atmosfera, os quais formam H,SO; e
H,SO, (acido sulfirico) quando em contato com a umidade do ar
(THOMAS, 2004).

1.2 OLEO DIESEL

O oleo diesel é um produto oriundo da destilacdo do petréleo
bruto, tendo como caracteristicas ser pouco inflamavel, medianamente
toxico, pouco volatil, limpido, isento de material em suspensdo e com
odor forte e caracteristico. E constituido principalmente por
hidrocarbonetos parafinicos, oleofinicos e aromaticos, mas também
possui em sua composi¢do, em baixas concentragdes, substancias que
contém atomos de enxofre, nitrogénio e oxigénio (PETROBRAS, 2011).

A massa especifica do diesel de petroleo é de aproximadamente
0,832 kg/L, o que implica em uma massa especifica 12% superior a da
gasolina. Apresenta um valor energético de 35,86 MJ e libera 2,6 kg de
CO, para cada litro queimado. Alcanga uma eficiéncia da ordem 45%
entre energia quimica e energia mecanica quando empregado em
motores turbo a diesel (US DEPARTAMENT OF ENERGY, 2011).

1.2.1 Producéo

As fracdes denominadas de gasoleos, bésicas para a producdo de
oleo diesel, sdo obtidas a partir do refino do petréleo pelos processos de
destilacdo atmosférica, craqueamento catalitico fluido e cogueamento
retardado. A esses gasoleos podem-se agregar outras fracbes como a
nafta pesada ou querosene, resultando no produto conhecido como 6leo
diesel. A incorporacdo destas e de outras fracdes obtidas por outros
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processos de refinacdo dependem da demanda global de derivados de
petroleo pelo mercado consumidor (ALVES et al., 2008).

1.2.2 Aplicacéo e consumo

Devido a alta energia liberada ao se comprimir uma mistura 6leo
diesel/ar, passou-se a utiliza-la para gerar energia e movimentar
maquinas e motores de grande porte. Por isso, 0 6leo diesel é empregado
em motores de combustéo interna e igni¢do por compressdo (motores do
ciclo diesel) utilizados nos mais diversos meios de transporte
(automdveis, furgdes, Onibus, caminhdes, pequenas embarcagdes
maritimas, locomotivas e navios), maquinas de grande porte e em
aplicacdes estacionarias (geradores elétricos, por exemplo).

No Brasil, o 6leo diesel é o derivado de petréleo mais consumido
no pais, devido a predominancia do transporte rodoviario, tanto de
passageiros quanto de carga. Em 2009, o volume de dleo diesel
comercializado representou 41% do volume total de derivados. Outro
fator que vem impulsionando a comercializacdo desse produto no
territorio brasileiro é o crescimento econdémico ocorrido nos Gltimos
anos. Houve ainda uma redugdo no percentual da importagdo deste
derivado, devidoa elevacdo da producdo interna recente.

De acordo com sua aplicacdo, o 6leo diesel é comercializado
como rodoviério ou maritimo (ANP, 2011).

1.2.2.1  Oleo diesel rodoviario

O 6leo diesel automotivo € dividido em subgrupos que permitem
sua adequacdo as necessidades ambientais e dos usuarios.

Oleo diesel metropolitano (maximo 0,35% de enxofre)

Segundo a PETROBRAS (2011), essetipo de 6leo diesel deve ser
utilizado nas regides com as maiores frotas em circulacdo e que
possuam condic8es climaticas adversas a dispersao dos gases resultantes
da combustdo do mesmo, necessitando de maior controle das emissdes.

Extra diesel aditivado

Esse tipo de dleo diesel é assim denominado por conter um
pacote multifuncional de aditivos que objetivam manter limpo o sistema
de alimentagdo do combustivel, reduzir o desgaste dos bicos injetores,
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diminuir a formagdo de sedimentos e depdsitos, proporcionar melhor
separacdo da agua eventualmente presente no diesel e conferir maior
protecdo anticorrosiva a todo o sistema de alimentagcdo (PETROBRAS,
2011).

Diesel Padrao (ou de Referéncia)

E especialmente produzido para o consumo das companhias
montadoras de veiculos a diesel, que o utilizam para a homologacdo de
motores nos ensaios de consumo, desempenho e de emissdes
(PETROBRAS, 2011).

Na Tabela 1.3 observam-se as formas de comercializacdo do éleo
diesel segundo a Resolugdo da ANP n° 42.

Tabela 1.3: Formas de comercializagdo do 6leo diesel.
SEGMENTO AUTOMOTIVO

Diesel Extra  Diesel Extra  Diesel Diesel
Podium  Diesel ~ Comum Diesel Comum Inverno
S-50 S-50 S-50
ggeéfggiae sel Sim (5% em volume)
Presenga - - x . x Sim (se
de Aditivos Sim Sim Nao Sim Nao gxtra
diesel)
500 ou 1800
Conforme
rig’)‘("f(;ep%"ta' 50 Resolucio ANP | 500
' N° 65, de
09/12/2011
NUmero ) de 51 46 42
Cetano min.
Coloragéo Incolor a amarelada
(Presenca de corante vermelho no S1800)
Filtracéo
Complementar Sim Né&o
nos postos

Fonte: PETROBRAS, 2011.

1.2.3 Teor de enxofre

O petréleo contém compostos de enxofre, muito dos quais
remanescemapds o refino. Com isso, tem-se no Oleo diesel
comercializado um teor de enxofre que varia entre 50 e 1800ppm.
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Os Oxidos de enxofre formados pela combustdo do éleo diesel
podem ser descarregados para a atmosfera ou se transformar em acidos
na cadmara de combustdo. Por isso, menores teores de enxofre no diesel
implicariam na reducdo da emissdo de o¢xidos de enxofre e de
particulados, bem como na diminuicdo do desgaste dos anéis e cilindros
nos motores.

Nos paises desenvolvidos, os teores de enxofre encontrados
nodiesel possuem niveis muito baixos. No Japdo, o teor maximo
deenxofre no diesel € de 10 ppm. Em paises europeus, desde 1996ja
havia diesel comercializado possuindo aproximadamente 50 ppm. E, em
2005 todo o diesel comercializado na Unido Européia passou a
terconcentragdo méxima de enxofre de 50 ppm. Nos Estados Unidos,
tais valoresde concentracdo ja haviam sito atingidos em 1993.
Atualmente, ospadres americanos sdo da ordem de 15 ppm.

No Brasil, até 1994, o diesel possuia 13.000 ppm. A partir de1994
passaram a existir no Brasil duas qualidades distintas de o0leo
dieselprevistas em lei; o diesel rural, vendido no interior do pais, e 0
dieselmetropolitano, comercializado num raio de 40km dos grandes
centros.

Hoje o diesel comercializado no interior possui 1800ppm de
enxofre (0,2%)enquanto que o diesel metropolitano possui no Maximo
500ppm (0,05%). Ambos os tipos de combustivel, atendem as
exigéncias legaise dos fabricantes de motores, conforme se observa na
Tabela 1.4.

Cientes do impacto ambiental causado pela alta taxa de emissao
de enxofre na atmosfera, a Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP) aprovou no dia 16 de outubro de 2009, a
Resolucdo da ANP n°42, que especifica a diminuicdo gradativa do teor
de enxofre no 6leo diesel, determinando que a partir do dia 1° de janeiro
de 2014 o diesel S1800 deixe de ser comercializado sendo totalmente
substituido pelo diesel S50 (PROGRAMA AMBIENTAL DO
TRANSPORTE, 2008).
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Tabela 1.4: Evolugdo da diminui¢do do teor de enxofre no diesel brasileiro.

Data Legislacao Enxofre Maximo (ppm)
29.11.1955 Resolugdo CNP n° 5 10.000
12.03.1963 Resolugdo CNP n° 3 10.000
09.03.1976 Resolugdo CNP n° 4 13.000
22.01.1980 Resolugdo CNP n° 7 13.000
. A B D
20.12.1993 Portaria DNC n° 28
10.000 5.000 10.000
. A B C D
23.03.1996 Portaria DNC n°9
10.000 5.000 3.000 | 10.000
. A B C D
04.08.1997 Portaria DNC n° 32
10.000 5.000 3.000 | 2.000
. Metropolitano Interior
27.12.2001 Portaria ANP n° 310
2.000 3.500
Portaria ANP n° 310 S500 Metropolitano Interior
22.03.2005
(Resolugéo da ANP n° 12) 500 2.000 3.500
Metropolitano Interior
17.07.2006 | Resolucdo da ANP n° 15
500 2.000
16.10.2007 | Resolugdo da ANP n° 32 50 (Fase P6 — S50)
Resolugdo da ANP n° 15 Metropolitano Interior
24.12.2008
(Resolucéo da ANP n° 41) 500 1.800
14.10.2009 Resolugdo ANP n° 31 10 (Fase P7 — S10)
Oleo diesel | Oleo diesel Oleo diesel
16.10.2009 Resolugdo ANP n° 42 A/B S50 A/B S500 A/B S1800
50 500 1800
Fonte: ANP, 2011.
1.3 GASOLINA

Basicamente, a gasolina é um combustivel constituido por

hidrocarbonetos e,

em menor

guantidade, p

or compostos

oxigenados,sulfurados, nitrogenados e metélicos. Os hidrocarbonetos
gue compdem a gasolina (aromaticos, olefinicos e saturados) sdo em
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geral, mais "leves" do que aqueles que compdem o 6leo diesel, uma vez
gue sdo formados por moléculas de menor cadeia carbbnica
(normalmente cadeias de 4 a 12 atomos de carbono).

As gasolinas automotivas sdo utilizadas como combustivel para
motores de combustdointerna com ignicdo por centelha. Sdo empregadas
principalmente em carros de passageiros,caminhdes de carga e veiculos
utilitarios.Entretanto,  também  sdo  muito  utilizadas em
equipamentosagricolas, motores maritimos de dois e quatro tempos, e
motores a explosdo fixos terrestres.

A gasolina basica (sem oxigenados) possui uma composicao
complexa. Sua formula¢do pode demandar a utilizacdo de diversas
correntes nobres oriundas do processamento do petrdleo como nafta
leve, nafta craqueada, nafta reformada, nafta alquilada, entre outras.No
entanto, a proporcdo destes componentes varia de acordo com a refinaria
gue a produz. Na Tabela 1.5, tm-se as principais correntes formadoras
da gasolina, bem como seus processos de obtencdo e propriedades
(PETROBRAS, 2011).

Tabela 1.5: Composicéo da gasolina, segundo o processo de obtengéo da

Petrobras.

Faixa | Indice de

Constituintes Processo de Obtencgédo d? ~ Octano
ebulicdo Motor

(°C) (Clear)

BUtano destilacdo e processos de ) 101
transformacéo
Isopentano destlla(;ao: processos deN 97 75
transformagdo, isomerizagdo

Alcoilada Alcoilagéo 40-150 | 90-100
Nafta leve de Destilag&o 30-120 | 50-65
destilacdo
Nafta pesada de Destilacio 90-220 | 40-50
destilacdo
Hidrocraqueada Hidrocragueamento 40 - 220 80 - 85
Craq_ugada Craqueamento catalitico 40 -220 78 - 80
cataliticamente
Polimera Polimerizacdo de olefinas 60-220 | 80-100
Craq_ueada Coqueamento retardo 30-150 70-76
termicamente
Reformada Reforma catalitica 40 - 220 80 - 85

Fonte: PETROBRAS, 2011.
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1.3.1 Tipos de gasolina

Atualmente, o Departamento Nacional de Combustiveis — DNC
define e especifica quatro tipos de gasolina como disponiveis para
consumo: tipo A, tipo A premium, tipo C e tipo C premium. Cada um
desses é definido em funcdo das principais caracteristicas de projeto dos
motores, da taxa de compressdao do motor, e de outras variaveis que
afetam o desempenho do motor.

Gasolina automotiva tipo A
Esta gasolina constitui-se basicamente de uma mistura de naftas
numa proporcao tal que enquadre o produto na especificacdo prevista.

Gasolina tipo A-premium

Este tipo apresenta uma formulagéo especial. E obtida a partir da
mistura de naftas de elevada octanagem (nafta craqueada, nafta
alquilada, nafta reformada) e que acabam fornecendo ao produto maior
resisténcia a detonacdo, do que a fornecida pela gasolina tipo A comum.

Gasolina tipo C

Esta gasolina é preparada pelas companhias distribuidoras que
adicionam alcool etilico anidro a gasolina tipo A. O teor de alcool na
gasolina final atinge a faixa de 21 a 23% em volume, conforme prevé a
legislacdo atual. Esta gasolina apresenta uma octanagem minimade 80
(MON).

Gasolina tipo C-premium

E elaborada pela adicio de 21 a 23% de alcool anidro a gasolina
tipo A-premium. Foi desenvolvida com o intuito de atender aos veiculos
nacionais e importadosque necessitem de altas taxas de compressao, alto
desempenho no motor e que possuam a recomendacdo dos fabricantes
para utilizar um combustivel de elevada resisténcia a detonacéo.

Gasolina Aditivada

Adicionam-se a uma parte da gasolina do tipo A, comum ou
premium, além do alcool etilico, produtos (aditivos) que conferem a
gasolina caracteristicas especiais. Esses aditivos multifuncionais
possuem, entre outras, caracteristicas detergentes e dispersantes e tém a
finalidade de melhorar o desempenho do produto (PETROBRAS, 2011).
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Através da Tabela 1.6 observam-se as diferentes caracteristicas
das gasolinas comercializadas no Brasil.

Tabela 1.6: Diferencas entre os tipos de gasolina comercializadas no Brasil.

DIFERENCAS ENTRE AS GASOLINAS

. Gasolina Gasolina Aditivada | Gasolina
Caracteristica .
Podium Supra Comum
95
S&:E)anagem Maior 87
Desempenho
Classificagéo .
ANP Premium Comum
30
(En’:;‘gfre - Menos 1.000
PP Poluente
.. Sim x .
Aditivos Detergentes/Dispersantes Nao possul
< Obrigatério em todas as gasolinas automotivas
Alcool brasilei
Anidro ras_llt_alras, o
em percentual definido pela legislacao.
Levemente Verde, em razdo do
Cor . corante adicionado | Amarelada
alaranjada
pela BR

Fonte: PETROBRAS, 2011.

1.3.2 Producéo e consumo

A Petrobras, empresa petrolifera brasileira, produz diversos tipos
de gasolina utilizando tecnologia prdpria, fabricando as diversas frac6es
de petréleo constituintes da gasolina e misturando-as entre si e com 0s
aditivos, através de formulagGes convenientemente definidas para
atender aos requisitos de qualidade do produto.

O grande crescimento da producdo de gasolina, motivado pelo
desenvolvimento da indistria automobilistica, foi possivel ndo so
através do refino, mas também de processos de transformacdo de fraces
pesadas, que fazem aumentar o rendimento total do produto em relagédo
ao petroleo.
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1.3.3 Teor de enxofre

O petroleo contém compostos de enxofre sob diferentes formas e
guantidadesvariaveis, conforme sua origem. Tais compostos s&o
indesejaveis por:

e causarem odores desagradaveis em alguns produtos;

e corroerem 0S equipamentos de refinacdo, tanques de
armazenamento e motores;

e danificarem certos catalisadores utilizados nos processos de
refino;

e agirem como produtos antagdnicos em relacdo aos compostos
antidetonantes, reduzindo a sua eficiéncia;

o formarem Oxidos de enxofre que vdo se transformar em
poluentes atmosféricos.

A ANP vem introduzindo melhorias na qualidade dos
combustiveis, por meio de revisdes nas especificacdes brasileiras com
resultados significativos para 0 meio ambiente, sem perder de vista a
responsabilidade de contemplar, ao mesmo tempo, a qualidade e a
garantia de suprimento.

No dia 10 de outubro de 2009 foi publicada a Resolugdo ANP n°
38, que estabelece as especificagdes da gasolina comercial com limite
méaximo de 50ppm de enxofre para atendimento & fase L6 do Programa
de Controle da Poluicdo do Ar por Veiculos Automotores (Proconve).
Trata-se de uma reducdo significativa dos atuais 1.000 ppm para 50
ppm.Esta gasolina estard disponivel para comercializacdo em 1°. de
janeiro de 2014.

Através dos dados contidos na Tabela 1.7 pode-se constatar a
evolucdo da diminuicdo do teor de enxofre na gasolina comercializada
no Brasil ao longo de décadas (ANP, 2011).
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Tabela 1.7: Evolugdo da diminuig&o do teor de enxofre na gasolina brasileira.

Data Legislagdo Enxofre Maximo (ppm)
04.09.1979 | Resolugdo CNP n° 14 2.500
17.11.1994 | Portaria DNC n° 43 2.000

Comum Premium
20.05.1998 Portaria ANP n° 71

1.5000 1.000
28.12.1999 | Portaria ANP n° 197 1.000
Portaria ANP n° 197
21.08.2001 ) 1.000
(Portaria ANP n° 204)
27.12.2001 | Portaria ANP n° 309 1.000
10.10.2009 | Resolucédo ANP n° 38 50 (Fase L6)

Fonte: ANP, 2011.

1.4 BIODESSULFURIZACAO

As recentes regulamentacdes que limitam a concentragdo maxima
de enxofre presente nas fragdes de combustiveis e o constante declinio
na qualidade das reservas de petréleo, fazem com que a remog¢do do
enxofre seja a principal preocupagdodas refinarias.

Alguns niveis de tolerancia exigidos pela legislacdo chegam a
representar uma remocéo de 99,99% do enxofre contido em um 6leo cru
tipico, para tal, as industrias tém se utilizado dos processos chamados de
hidrodessulfurizagdo profunda e hidrodessulfurizacdo ultra-profunda.
Todavia, reconhece-se que 0s processos de hidrogenacdo catalitica
existentes ndo sdo capazes de atender os niveis de remocéo exigidos, e
isso vem impulsionando inimeras pesquisas a fim de se encontrar uma
solucdo para tal problema (OYAMA et al., 2008).

Uma das alternativas para substituir e/ou complementar o
processo de hidrodessulfurizacdo (HDS)é o processo biolégico
denominado de biodessulfurizacdo (BDS). Na BDS utilizam-se micro-
organismos para degradar os compostos organossulfurados presentes
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nos combustiveis fosseis. Como 0s micro-organismos atuam ao nivel da
remocdo do enxofre ligado covalentemente a matrizes orgénicas, este
processo torna-se mais eficaz para adessulfurizacdo dos combustiveis
fosseis do que a HDS (ALVES, 1999).

H4 mais de quatro décadas que se desenvolveu o conceito de
utilizar micro-organismos na remog¢do do enxofre de combustiveis
fosseis. Isso ocorreu quando se descobriram micro-organismos
acidofilos capazes de oxidar compostos sulfurosos como o Acidianus,
Sulpholobus e o Thiobacillus. No entanto, os primeiros estudos néo
apresentaram resultados satisfatérios. Somente nesta Ultima década é
gue esta area mostrou um desenvolvimento significativo.

Inicialmente, focou-se na utilizacdo do dibenzotiofeno (DBT)
como um composto modelo nos processos de dessulfurizagdo, em
virtude de que o DBT e os derivados de DBT representam a maior
proporcéao de enxofre tiofénico no petréleo e seus destilados, e de que o0s
DBTs alquil-substituidos sdo os mais dificeis de remover entre todos 0s
compostos organossulfurados (alguns deles resistem até mesmo ao
tratamento com HDS ultra-profunda) (OLDFIELD et al., 1998).

Inimerosmicro-organismos, pertencentes a diferentes géneros, ja
se mostraram capazes de remover o enxofre presente no DBT como, por
exemplo, Brevibacterium sp. (AFFERDEN et al., 1990),
Corynebacterium sp. (MAGHSOUDI et al., 1999), Rhodococcus sp.
(MAGHSOUDI et al., 2001), Paenibacillus sp. (IZUMI et al., 2001),
Pseudomonas sp. (KEULEN et al., 1998), Gordonia sp. (CHANG et al.,
2001) e Bacillus sp.(KIRIMURA et al., 2000). No entanto, os produtos
obtidos ao final do processo de BDS nem sempre sdo 0S mesmos €, com
isso, nem todos sdo vantajosos financeiramente, tanto quando se pensa
nos custos para remové-los definitivamente, quanto na diminui¢do do
potencial energético do combustivel processado.

A divergéncia na formagéo dos produtos pelos micro-organismos
supracitados se deve, principalmente, as diferentes via metabdlicas
utilizadas por cada um deles no processo de BDS, dentre as quais se
destacam trés: Kodama, Van der Afferden e a 4S.



46

Figura 1.1: Via metabolica Kodama da degradagdo oxidativa do DBT.
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Fonte: GUPTA et al., 2005.

Na via de Kodama, apresentada na Figura 1.1, o ataque ao anel
benzénico ocorre nas posicdes 2 e 3 do DBT, isso culmina na quebra de
um dos anéis benzénicos fazendo com que 0 composto perca um pouco
do potencial energético.Além disso, o produto final do DBT ainda
contém o atomo de enxofre, apresentando niveis de toxicidade bioldgica
semelhantes ao substrato inicial (ALVES et al., 1999; GALLAGHERet
al., 1993; GUPTA et al., 2005).

Em 1990, Van Afferden propds uma via metabdlica diferente
(utilizando como micro-organismo a Brevibacterium sp.), na qual o
DBT é convertido a benzoato e sulfito, que por sua vez é oxidado a
sulfato, por oxidacdo abidtica. Entdo, o benzoato é totalmente
mineralizado a dioxido de carbono (CO,) e 4gua (H,0). Assim, o DBT &
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utilizado como nutriente pela bactéria como fonte de carbono e enxofre
(AFFERDEN et al., 1990). Esta via de degradacdo do DBT ndo émuito
interessantepara 0s processos de BDS de combustiveis fosseis, uma vez
gue a mineralizagdo completa da estrutura carbonada implicara
necessariamente em uma diminuicdo da energia quimica dos
combustiveis (ALVESet al., 1999).

Uma terceira via metabdlica, que esta representada na Figura 1.2,
é a via sulfoxido-sulfona-sulfonato-sulfato, mais conhecida como “4S”,
foi apresentada pela primeira vez por Kilbane (1999). Trata-se de uma
via especifica para a remocao do atomo de enxofre presente no DBT, em
gue o grupo tiofénico sofre um ataque oxidativo progressivo. Esta via
envolve um sistema multienziméatico, com trés atividades diferentes
(GRAY et al., 1996).

A primeira enzima é uma monooxigenase do DBT, que oxida o
DBT a 5,5’-dioxido de DBT em dois passos; a segunda enzima é
também uma monooxigenase que converte o 5,5’-dioxido de DBT em
2’-hidroxibifenilo-2-sulfinato e, finalmente, uma liase que catalisa a
quebra da ligacdo C-S transformando o 2’-hidroxibifenilo-2-sulfinato
em dois produtos finais, 2-hidroxibifenila (2-HBP) e sulfato.

A via “4S” ¢ a maisadequada para o processode BDS, uma vez
gue o atomo de enxofre é removido do DBT sob a forma de um produto
tratavel (sulfato), apresentando uma pequena perda de seu valor
energético. As linhagens que seutilizam dessatém sido extensivamente
estudadas a fim de se obter uma ferramenta biologica que seja de
fundamental importdncia no tratamento em larga escala dos
combustiveis fosseis (WANG& KRAWIEC, 1994).
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Figura 1.2: Via metabdlica “4S” da degradagdo do composto DBT.
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Fonte: GUPTA et al., 2005.

1.4.1 Rhodococcus erythropolis

A maioria dos trabalhos relacionados ao processo de BDS
realizados na Gltima década focou-se no metabolismo de compostos
heterociclicos de enxofre, particularmente do DBT, pelas linhagens de
Rhodococcussp. Essa espécie parece ser a mais apropriada ao
metabolismo de compostos organossulfurados. Folsom et al. (1999), por
exemplo, consolida em seu trabalho a capacidade do
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Rhodococcussp.defazer uso da via metabdlica “4S” para remover o
enxofre de compostos benzo-alquilados e dibenzotiofenos (Cx-BT e Cx-
DBT).

Além de ser capaz de degradar o DBT pela via “4S”, o
Rhodococcussp. possui uma caracteristica hidrofébica, o que faz com
gue, em um sistema bifasico 6leo/agua, essa bactéria fique na interface.
Isso significa que as linhagens de Rhodococcus séo capazes de acessar
0s compostos extremamente hidrofébicos de Cx-DBTs diretamente no
6leo, enquanto que outras espécies como a Pseudomonas sé consegue
acessar esses compostos (em quantidade muito inferior) na fase aquosa.
Tal atributo melhora expressivamente a taxa de transferéncia de massa,
aumentando assim o percentual de degradacéo do DBT.

Figura 1.3: Diagrama conceitual de algumas etapas da dessulfurizacdo de
compostos Cx-DBTs.
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Fonte: MONTICELLO, 2000.

Na Figura 1.3 tem-se um diagrama conceitual de alguns passos da
dessulfurizagdo do éleo, onde se observa que 0 micro-organismo é capaz
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de acessar 0os compostos Cx-DBTs tanto na fase aquosa quanto na
organica (MONTICELLO, 2000).

Outra caracteristica interessante das linhagens de Rhodococcus é
a sua capacidade de sobreviver aos efeitos tdxicos de muitos solventes,
adaptando sua membrana celular a fim de manter funcdes bioldgicas
essenciais. Mudancgas na composi¢do dos acidos graxos da membrana,
com vistas em manter a mesma fluidez da membrana, parece ser a maior
resposta dessa bactéria a compostos altamente toxicos (HEIPIEPER et
al., 1994; CARVALHO et al., 2005a). Isso faz com que o Rhodococcus
cresga, sem maiores problemas, na presenca da maioria dos n-alcanos,
alcodis, terpenos e oleo diesel, conforme descrito por Carvalhoet
al.(2004, 2005a, 2005b, 2005c, 2009), Guchhaitet al. (2005) e
Maghsoudiet al.(2001).

1.4.2 Biodessulfurizagédo: avancos e desafios

De acordo com Monticello (2000), o esquema representado na
Figura 1.4 seria um diagrama conceitual do processo de BDS. Ele
destaca que trés bioreatores seriam necessarios para que se atingissem as
baixas concentracGes de enxofre requeridas pelas novas legisla¢fes, uma
vez que as velocidades especificas de degradacdo e produtividade dos
micro-organismos estudados até o momento ainda sdo muito baixas.
Além disso, nesse cendrio, as células cresceriam e seriam “revitalizadas”
durante 0 processo, um passo necessario para se atingir o longo tempo
de residéncia do biocatalisador requerido para um processo viavel
comercialmente. Com relacéo, aos processos de separacdo, Monticello
(2000) acredita que eles poderdo ser realizados somente por
hidrociclones ou combinando 0s mesmos com outros processos de
decantagéo de baixo custo e sistemas de centrifugagéo.
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Figura 1.4: Diagrama conceitual do processo de BDS.
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Fonte: MONTICELLO, 2000.

Segundo Monticello (2000) a comercializacdo dessa tecnologia,
vai depender, portanto, da solugdo de inimeros problemas criticos. 1sso
inclui a solugdo dos problemas de transferéncia de massa através de
mudancas no préprio processo de BDS e na atividade enzimatica dos
micro-organismos. Faz-se necessario ainda, um melhor entendimento
sobre os problemas relacionados ao metabolismo celular de maneira a
transformar essa interessante via metabdlica microbiolégica em um
processo comercial.

McFarland (1999) destaca que a maioria dos processos
petroquimicos ocorre a altas temperaturas e pressdes, e fato de ter de
provocar o resfriamento de uma corrente do processo a fim de submeté-
la ao processo de BDS,onde nem sempre pode ser muito pratico.
Portanto, deve-se estudar mais profundamente a termoestabilidade das
enzimas concernentes ao processo de dessulfurizacdo. Além disso, é
necessario que o0s biocatalisadores sejam capazes de se adaptar
perfeitamente as altas concentracdes de hidrocarbonetos, e que possuam
uma alta tolerancia a solventes, principalmente para a BDS da gasolina.

Outra barreira para a aceitagdo comercial da BDS envolve a
logistica do manuseio asséptico, carregamento, estocagem e uso de
células vivas de bactérias em relacdo ao ambiente de refino.

Os processos de separagdo entre a mistura combustivel, fase
aquosa e micro-organismo ainda néo se encontram bem definidos, o que
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gera certa inseguranga com relagdo ao percentual de recuperagdo do
combustivel (MCFARLAND, 1999).

Inimeros pesquisadores como Bhatia & Sharma (2010), Calzada
et al.(2009), Kamaliet al. (2010), Konishiet al. (2005), Li et al. (2009),
Nakayama et al.(2009) dedicaram-se a entender melhor a genética e as
enzimas pertinentes ao processo de BDS, desvendando o que as inibe,
favorece, 0 que induz a sua formac&o, etc. Tais estudos vém resultando
em modificagdes genéticas nos micro-organismos que, por conseguinte,
vém alcancando maiores percentuais de dessulfurizacdo e maior
estabilidade nos processos de BDS.

Pesquisadores como Bouchez-Naitali et al. (2004), Caro et al.
(2008), Carvalhoet al.(2004, 2005a, 2005b, 2005c, 2009), Tao et al.
(2006) se dedicaram a entender 0s mecanismos que regem e aumentam a
resisténcia da parede celular dos micro-organismos na presenca de
compostos  extremamente toxicos. Isso vem ajudando outros
pesquisadores a adotar melhores estratégias de adaptagéo para os micro-
organismos utilizados na BDS.

Kirimura et al. (2001), Konishi et al.(1997), Li et al. (2003)
utilizaram-se de micro-organismos termofilicos como Bacillus subtilis e
Mycobacterium no processo de BDS alcancando resultados promissores.
Tais estudos podem impulsionar outros pesquisadores a aprimorar a
capacidade de dessulfurizacdo desses micro-organismos.

Diversos pesquisadores como Folsom et al.(1999), Guchhaitet al.
(2005), Li et al. (2008), Maghsoudiet al. (2001), Yu et al. (2006) e
Zhang et al.(2007) utilizaram diesel ou gasolina como fase organica nos
ensaios em sistema bifasico de BDS. Os resultados obtidos foram
extremamente promissores, principalmente em relacdo ao diesel,
provando assim que existem micro-organismos capazes de resistir a
toxicidade desses compostos, e de serem metabolicamente seletivos aos
compostos sulfurados presentes nesses combustiveis.

Boltes et al. (2008), Kaufman et al.(1997), Noda et al. (2008) e
Yang et al. (2007) implementaram com relativo sucesso 0 processo de
BDS em reatores continuos de diferentes tipos, visando a obtencdo de
um processo mais proximo ao da realidade das industrias petroguimicas,
uma vez que o sistema batelada é inviavel para esse tipo de inddstria.

Uma das solugdes para o problema de separacdo da mistura
6leo/células/adgua é imobilizar as células dos micro-organismos, uma vez
gue as células imobilizadas sdo separadas mais facilmente e h4 ainda um
menor risco de contaminacdo. Li et al. (2005), Li et al. (2008), Li et al.
(2009) e Naito et al. (2001) realizaram o processo de BDS com o0s
micro-organismos imobilizados, obtendo uma fécil separacéo ao final do
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processo. No entanto, o percentual de degradacdo foi expressivamente
inferior com relacdo aos obtidos com células livres, devido
principalmente & maior resisténcia a transferéncia de massa. Cabe entdo
desenvolver um suporte que ndo iniba a transferéncia de massa, que seja
resistente o suficiente para se reutilizado varias vezes no processo
industrial e de baixo custo.

Segundo os célculos de McFarland (1999), o capital necessario
para se instalar uma unidade de BDS sdo 50% inferiores aos da
instalacdo de uma unidade de hidrodessulfurizacdo (HDS). E os custos
de operagdo da BDS séo 15% menores do que os da HDS, no entanto, a
HDS remove em um mesmo processo 0s compostos sulfurados,
nitrogenados e metalicos. Portanto, com 0s recentes avangos na
atividade catalitica dos micro-organismos, a viabilidade econdmica da
BDS estéa se tornando cada vez mais competitiva com a da HDS e outras
tecnologias emergentes de dessulfurizagdo.
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CAPITULO Il - MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos 0os materiais e equipamentos
empregados no desenvolvimento dos ensaios laboratoriais realizados,
bem como as principais metodologias utilizadas.

Os procedimentos para a dessulfurizacdo do DBT e do 6leo diesel
A S1800envolvem de maneira geral as etapas de inoculagdo, adaptacéo e
crescimento do micro-organismo; fermentacdo em reatores descontinuos
contendo 20, 80 e 100% (v/v) dos compostos a serem dessulfurizados;
analises do teor de enxofre dos compostos ap6s fermentagéo.

Todos os experimentos infracitados foram realizados no
Laboratorio de Transferéncia de Massa — LABMASSA - do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Exceto as andlises do
teor de enxofre nas amostras de Oleo diesel que foram feitas no
Laboratério de Analises de Combustiveis Automotivos — LACAUT- do
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal do
Paranad (UFPR), e as analises de microscopia de fluorescéncia que foram
realizadas no Laboratério de Engenharia Bioquimica — ENGEBIO — do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

2.1 MATERIAIS

2.1.1 Micro-organismo

A partir de estudos realizados por Li et al. (2008); Yu et al.
(2006); Carvalho et al. (2005); Maghsoudi et al. (2001); Izumi, et al.
(1994); optou-se pela utilizagdo do micro-organismo Rhodococcus
erythropolis ATCC4277 para a realizagdo dos ensaios de
dessulfurizagdo, uma vez que tais autores destacam a capacidade do
mesmo em remover significativas quantidades de enxofre de compostos
modelo como o DBT bem como de combustiveis fésseis reais como o
diesel e a gasolina. Tal bactéria foi adquirida da Fundacdo Tropical de
Pesquisas e Tecnologia “André Tosello”, Campinas, Sdo Paulo.
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2.1.2 Meios de Cultura, Manutencéo e Fermentacdo

Meio de Manutengdo

O meio Yeast Malt Extract Agar (YMA) foi escolhido por ter sido
sugerido como o melhor meio de manutencdo pela propria Fundagédo
Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André Tosello”. A composi¢do do
meio YMA é descrita a seguir na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Composi¢éo do meio de manutencdo YMA.

Composto Marca Concentracéo (g/L)
Extrato de levedura (YE)  Biolife 3,0
Extrato de malte (ME) Biolife 3,0
Bacto peptona (BP) Himedia 5,0
Glicose VETEC 10,0
CaCOg3 Nuclear 2,0
Agar Himedia 20,0

Meio de Cultura

Para o indculo empregou-se 0 meio YMA (Tabela 2.1) sem agar
(YM), uma vez que se desejava um meio liquido. O mesmo se deu no
meio de crescimento, no entanto, visando a formacéo das enzimas
“dessulfurizantes” suplementou-se 0 meio com 0,5mM de DBT (MA et
al., 2006).

Meio de Fermentacéo

O meio de fermentacdo empregado foi o YM modificado
conforme apresentado na Tabela 2.2. Removeu-se 0 ME a fim de se
reduzir o tempo da fase lag, o que poderia implicar em uma consequente
diminuicdo da produtividade.

Tabela 2.2: Composic¢ao do meio de fermentacdo YM modificado.

Composto Marca Concentracédo (g/L)
Extrato de levedura (YE)  Biolife 3,0
Bacto peptona (BP) Himedia 5,0
Glicose VETEC 10,0

CaCOg3 Nuclear 2,0




57

2.1.3 Reagente Acido Dinitrosalicilico (DNS)

Segundo Ghose (1987) o reagente DNS utilizado no método de
determinacdo da concentracdo de acucares redutores deve ser produzido
dissolvendo-se 306g de tartarato de sodio e potassio (marca LAFAN)
em 1416 mL de 4gua destilada e adicionando-se, posteriormente, 19,8g
de hidroxido de sddio (marca Nuclear) sob agitacdo. Finalmente,
acrescentam-se lentamente a solugdo 10,69 de &cido 3,5-dinitrosalicilico
(marca Sigma-Aldrich).

2.1.4 Solventes

Inimeros estudos como os realizados por Carvalho et al. (2004,
2005a, 2005b,2007 e 2009) e por Ohshiro et al. (1996) demonstram a
excelente adaptacdo do Rhodococcus erythropolis ao n-dodecano devido
ao seu valor de log P. Ohshiro et al. (1996) descreve ainda como o n-
dodecano incrementa a capacidade de dessulfurizagdo do DBT pelo
micro-organismo. Por isso 0 composto n-dodecano 99% (marca
VETEC) serviu como solvente para 0 DBT 98% (marca Sigma-Aldrich)
nos ensaios de dessulfurizacéo.

Para as analises no HPLC (High-Performance Liquid
Chrotomatography) utilizou-se agua MiliQ e metanol para UV/HPLC
(marca JT Baker).

2.2 METODOS

2.2.1 Reativacéo das Células de Rhodococcus erythropolis
Liofilizadas

Primeiramente desinfetou-se a ampola contendo as células
liofilizadas com gaze embebida em etanol 70%, em seguida riscou-se a
mesma com uma caneta com ponta de diamante na altura média do
tampéo de algodao permitindo assim a quebra da ampola no local onde
foi riscada pela caneta. Em ambiente asséptico removeu-se 0 tampao de
algoddo da ampola com o auxilio de uma pincga e adicionou-se 0,2mL de
agua destilada (estéril) no interior da ampola.

Ap6s a abertura da ampola as células de Rhodococcus
erythropolisATCC4277 foram reativadas despejando-se o contetdo da
ampola em um tubo de ensaio contendo 5mL de meio YM obtendo-se
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assim uma suspensdo das células que permaneceram no tubo por
aproximadamente 15 min afim de se reidratarem.

Uma vez reidratadas, as células foram incubadas em meio YM
por 24hs em incubadora refrigerada com agitagdo (marca TECNAL,
modelo TE-424) a 28°C e 150rpm. A partir da cultura crescida no caldo
as células foram transferidas para placas de Petri contendo meio de
manutencdo YMA e deixadas em incubadora a 28°C por 48h. Passadas
48h, as placas de Petri foram armazenadas em geladeira a 10°C.

2.2.2 Método da Turbidimetria para Determinacéo da
Concentracéo Celular

Inocularam-se duas algadas de células da cultura estoque em um
frasco Erlenmeyer contendo meio de manutencdo YM previamente
autoclavado a 121°C por 20 min, 0 mMesmoO permaneceu em uma
incubadora a 28°C e 150rpm por 24h. Posteriormente transferiu-se 5%
(v/v) do in6culo para outro frasco Erlenmeyer contendo meio de
crescimento YMA (sem é&gar) esterilizado, 0 mesmo permaneceu em
incubadora a 28°C e 150rpm por 48h.

Decorrido esse tempo, utilizou-se uma aliquota do meio de
crescimento (diluida 1:10) para fazer uma varredura automatica no
espectrofotdbmetro UV-Vis (marca Shimadzu, modelo UV-1240) a fim
de se determinar o comprimento de onda ideal para se efetuar as leituras.
O comprimento de onda que apresentou maior absorbancia foi o de
600nm.

Uma vez determinado o comprimento de onda a ser utilizado nas
leituras fizeram-se algumas dilui¢des (1:2, 1:4, 1.6, 1:8 e 1:10) do meio
de crescimento  contendo as células de  Rhodococcus
erythropolisATCC4277 para que com seus respectivos valores de
absorbancia fosse possivel construir uma curva de calibracdo (MORITZ,
1998).

2.2.2.1 Determinacdo Gravimétrica da Concentracdo Celular

Como a turbidimetria € um método indireto para a determinagédo
da concentracdo celular faz-se necessaria a utilizacdo de um método
direto como a gravimetria para que a construcdo de uma curva de
calibracdo absorbancia versus concentragdo celular seja possivel
(MORITZ, 1998).
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A determinacdo gravimétrica da concentragdo celular é expressa
como massa de células secas por unidade de volume. Por isso cinco
aliquotas de 10mL cada foram retiradas do meio de crescimento citado
no item 1.2.2 e filtradas a vacuo através de uma membrana de acetato de
celulose com poros de 0,45um previamente secas até atingirem uma
massa constante em micro-ondas por aproximadamente 15min. Apds a
filtragem as membranas contendo as células sdo novamente secas em
micro-ondas por aproximadamente 15min (até atingirem uma massa
constante). A concentracdo de biomassa € obtida pela diferenga entre a
massa das membranas dividida pelo volume da aliquota, conforme
equacdo (01) (MORITZ, 1998).

[X] _ Mumembranafinai(9)=Mmembranainicial(9) (01)
Valiquota(L)

~Q

Com isso a curva de calibracdo que correlaciona a absorbancia
com a concentracdo celular pdde ser construida. A curva obtida
apresentou limites de linearidade obtendo um coeficiente de correlacéo
(R?) igual a 0,997 e encontra-se no Apéndice A. Todas as concentracdes
celulares presentes neste trabalho foram determinadas por turbidimetria
utilizando-se dessa curva de calibracdo para converter os valores de
absorbancia em concentragdo celular.

2.2.3 Determinacao da Curva de Crescimento Celular do
Rhodococcus erythropolis ATCC4277

De inicio inocularam-se duas alcadas de células da cultura
estoque em um frasco Erlenmeyer contendo meio de manutengdo YMA
(sem é&gar) previamente autoclavado a 121°C por 20 min, 0 mesmo
permaneceu em uma incubadora a 28°C e 150rpm por 24h.
Posteriormente transferiu-se 5% (v/v) do inéculo para outro frasco
Erlenmeyer contendo meio de crescimento YMA (sem 4&gar)
esterilizado, neste instante retirou-se a primeira aliquota do meio de
crescimento e leu-se sua absorbancia no espectrofotdmetro (A=600nm);
nas oito primeiras horas retiraram-se aliquotas de quatro em quatro
horas e posteriormente retiraram-se aliquotas de duas em duas horas até
gue o crescimento do micro-organismo atingisse a fase estacionaria.

Com os dados obtidos através desse método foi possivel construir
as curvas de crescimento do Rhodococcus erythropolisATCC4277para
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cada ensaio (Apéndice A) bem como identificar a fase log de cada curva
de crescimento (Apéndice A).

2.2.4 Determinacao da Concentracgdo de Acgucares no Caldo
Fermentativo pelo Método DNS

Segundo Ghose (1987) deve-se misturar uma aliquota de 1mL do
caldo fermentativo com 1,5mL do reagente DNS (descrito no item 2.1.3)
e entdo ferve-se esse montante em banho-maria por 5min. Passado esse
tempo, a amostra deve ser resfriada imediatamente, assim que a mesma
atingir a temperatura ambiente pode-se fazer a leitura da absorbéncia no
espectrofotdmetro (A=540nm).

Utilizando-se dessa metodologia construiram-se duas curvas de
calibracdo (Apéndice B), uma para até 10g/L e outra para até 2g/L de
acucar redutor, que visam relacionar a absorbancia obtida com a
concentracdo de agUcar no caldo fermentativo. As curvas obtidas
apresentaram limites de linearidade com coeficientes de correlagdo (R?)
iguais a 0,998 e 0,999, respectivamente.

2.2.5 Percentual de inibigdo pelo pH e pela temperatura

Tais ensaios foram realizados em tubos Falcon fechados com
rolhas de algoddo (permitindo assim as trocas gasosas essenciais ao
micro-organismo) contendo 20mL de meio de crescimento YMA (sem
agar) esterilizado. Em cada tubo adicionou-se 1mL do inéculo do
Rhodococcus erythropolis previamente preparado.

As alteragdes do pH no teste de inibi¢do para tal foram realizadas
adicionando-se gradativamente porcGes das solugdes de 1M NaOH e de
1M HNO; até que se observasse no pHmetro (marca Quimis, modelo
400M2) o valor desejado de pH. Determinou-se o percentual de inibigdo
do Rhodococcus erythropolisSATCC4277 na presenca de meios de
crescimento com pH de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0, sendo que o controle foi
feito em um tubo com pH 7,0, pois segundo a Fundacdo Tropical de
Pesquisas e Tecnologia “André Tosello” trata-se do pH 6timo para essa
bactéria. Os tubos permaneceram na incubadora por 24h a 28°C e
150rpm, em seguida leram-se a absorbéancia de cada um dos tubos no
espectrofotdometro (A=600nm) e determinaram-se as concentra¢des
celulares respectivas comparado-as com a obtida no tubo controle
conforme demonstrado na equacao (02).
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% deinibicdo = Heontrote~Xeeste , 1 (02)

[X]cuntrole

O percentual de inibicdo causado pela temperatura foi definido
colocando-se os tubos Falcon contendo meio de crescimento YMA (sem
agar) mais 1mL de indculo na incubadora a temperatura de 20°C ou de
50°C durante 24h a 150rpm e determinando-se a concentragdo celular
final. As concentragfes celulares obtidas nos ensaios com as duas
temperaturas foram comparadas com a concentracdo celular resultante
do crescimento a 28°C (que segundo a Fundacdo Tropical de Pesquisas
e Tecnologia “André Tosello” trata-se da temperatura étima para essa
bactéria) através da equacao (02).

2.2.6 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria
(CMI)

Método de Difusao

Testes preliminares de difusdo em agar foram realizados a fim de
seavaliar a sensibilidade do Rhodococcus erythropolisSATCC4277 a
certos compostos, conforme metodologia descrita por Otrosky et al.
(2008). Esses testes foram executados em placas de Petri contendo meio
de manutencdo YMA, previamente inoculadas com uma suspenséo
microbiana de concentragdo 4,0 £0,5g/L. Confeccionaram-se pocos de
1,0 cmde didmetro ao longo do meio de manutencdo e os mesmos foram
preenchidos com 0s compostos a serem testados (como o DBT, 6leo
dieselA S1800, n-dodecano, gasolina tipo Ce outros), em seguida, as
placas eram deixadas na incubadora por 48h a 28°C. A CMI foi
considerada aquela concentracdo e/ou composto puro capaz de
desenvolver halo de inibicdo docrescimento microbiano maior ou igual a
1,4cm de didmetro.

Método damacrodilui¢cdo em caldo

O método de diluigdo em caldo considera a
relacdo entre a proporcdo de crescimento do
micro-organismo desafiado no meio liquido e a
concentracdo da substancia ensaiada. A avalia¢do
é comparada frente a um padrdo biolégico de
referéncia. Entende-se por proporcao a densidade
da turbidez provocada pelo crescimento
microbiano (OTROSKY et al., 2008).
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Conduziram-se os ensaios para determinacdo da CMIpelo método
da macrodiluicdo em caldo utilizando diferentes concentracdes de DBT
em tubos Falcon fechados com rolhas de algoddo contendo 10mL de
meio de crescimento YMA (sem 4agar) esterilizado, 1mL do inéculo do
Rhodococcus erythropolis previamente preparado e 10mL de n-
dodecano onde encontravam-se dissolvidas as seguintes concentra¢Ges
de DBT: 1.000; 2.500; 5.000; 10.000; e 20.000 ppm. Os tubos
permaneceram na incubadora por 24h a 28°C sob agitacéo de 200rpm. O
percentual de inibicdo pelo DBT foi calculado através da equacdo (02)
onde a concentragdo celular final em cada tubo foi comparada com a
concentracdo celular do tubo controle onde sé havia os 10mL de meio
YMA e 0s 10mL de n-dodecano sem DBT.

Em contra partida os experimentos com o éleo diesel A S1800 e a
gasolina tipo Cforam conduzidos em frascos Erlenmeyer contendo
diferentes concentracdes de meio de cultura YMA e desses combustiveis
fosseis, conforme apresentado na Tabela 2.3.

Tabela 2.3: Construcdo do ensaio para a determinagdo da CIM

Concentragéo Volume Meio de Volume do
combustivel % (v/v) Cultura (mL) Combustivel (mL)
0 (controle) 100 0

10 90 10

30 70 30

50 50 50

70 30 70

90 10 90

Esses Erlenmeyers permaneceram na incubadora a 28°C por 24h
sob agitagdo de 200rpm e as concentra¢des celulares obtidas ao término
das 24h foram comparadas a concentracdo final obtida no frasco
controle de acordo com a equagéo (02).

2.2.7 Dessulfurizacao por células livres de Rhodococcus
erythropolis ATCC4277 em sistema reacional bifésico

A primeira etapa na determinacdo da capacidade de
dessulfurizacdo do Rhodococcus erythropolisATCC4277 foi inocular
duas alcadas de células da cultura estoque em um frasco Erlenmeyer
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contendo meio de manutencdo YMA (sem 4&gar) previamente
autoclavado a 121°C por 20 min, e deixa-lo na incubadora a 28°C e
150rpm por 24h.

Como etapa seguinte tinha-se 0 meio de crescimento onde além
de possibilitar 0 aumento da massa celular total também propiciava uma
indugdo da atividade biocatalitica pela presenca do DBT (Maet al.,
2006). Portanto, transferiu-se 5% (v/v) do in6culo para um frasco
Erlenmeyer contendo meio de cultura YMA esterilizado (conforme item
1.1.2.2) e este permaneceu durante 18h na incubadora a 28°C e 150rpm.
Ulteriormente o contetdo do Erlenmeyer foi centrifugado (centrifuga
marca Jouan, modelo B4l) a 5000x g durante 10min, descartou-se o
sobrenadante e lavaram-se as células com uma solugdo 0,1M de fosfato
buffer. As células devidamente lavadas foram transferidas em assepsia
para o frasco contendo o meio fermentativo acrescido da fase orgéanica a
ser dessulfurizada.

O sistema de biocatalise era composto por duas fases: uma
aquosa (o meio fermentativo YMA) e outra organica (que poderia ser n-
dodecano acrescido de 500ppm de DBT ou Oleo dieselA S1800).
Testaram-se trés concentracdes distintas da fase organica: 20, 80 e 100%
(v/v), visando estabelecer seu impacto no percentual de dessulfurizagéo.
O sistema biocatalitico permanecia na incubadora por 24hs a 28°C e
200rpm. Ao final da fermentagdo centrifugava-se o conteldo do
Erlenmeyer a 5000xg durante 10min a fim de se obter uma separagédo
das duas fases e encaminhar cada uma delas para suas respectivas
andlises.

Vale ressaltar que a concentracdo de 3,0 mM (500ppm) de DBT
nos experimentos realizados com n-dodecano possuia 0 objetivo de
simular a concentracdo média de enxofre no diesel comercial do tipo
interior segundo Resolugdo ANP n° 42,

2.2.8 Analises

2.2.8.1 Concentracdo Celular e Concentracgéo de Acucares no
Caldo Fermentativo

Determinou-se a concentracdo celular em cada ensaio através da
leitura da absorbancia de cada amostra no espectrofotdmetro UV-Vis
(marca Shimadzu, modelo UV-1240) utilizando um comprimento de
onda A=600nm. Cada amostra possuia um volume minimo de 2,5mL. E
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antes de cada leitura descontava-se o valor da absorbancia concernente
ao meio de crescimento desprovido de células do micro-organismo.

As andlises da concentracdo de acglicares seguem um
procedimento analogo ao supracitado, no entanto, realizavam-se as
leituras de absorbancia utilizando A=540nm e descontava-se 0 valor da
absorbancia da mistura de 1mL de &agua destilada com 1,5mL do
reagente DNS, fervida por 5min em banho-maria, antes de cada leitura.

2.2.8.2 Cromatograéficas

Realizaram-se as anélises dos compostos DBT e 2-HBP (Sigma-
Aldrich, 99% padrdo HPLC) em um cromatografo de fase liquida de alta
eficiéncia, mais conhecido por sua sigla em inglés HPLC (high
performance liquid chromatography), da marca CG composto de uma
bomba modelo CG 480-E, conectado a um detector UV/visivel modelo
CG 437-B e coluna Nucleosil C18 fase reversa de 250 mm, didmetro
interno de 4,6 mm. Acoplado ao sistema, tem-se um microcomputador
gue monitora a resposta de saida da coluna cromatografica através de
um programa de aquisicdo de dados. A Figura 2.1 apresenta o
cromatografo empregado no estudo.

Figura 2.1: Cromatdgrafo de fase liquida de alta eficiéncia — HPLC
(LABMASSA, EQA/UFSC)

Fonte: DA LUZ, 2009.

A escolha dos eluentes e da proporgdo da fase mével se deu
adaptando a metodologia descrita por Bahtia et al. (2010), Calzada et al.
(2009), Caro et al. (2007) e Kirimura et al. (2001) com a técnica
desenvolvida por Da Luz (2009) no LABMASSA do EQA/UFSC.
Portanto, os eluentes utilizados nas corridas experimentais foram o
metanol para HPLC (JT Baker) e dgua MiliQ, previamente filtrados em
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membranas de nylon (metanol) e de acetato de celulose (agua MiliQ),
com didmetro de 47 mm e poro de 0,45 um. A fase movel foi preparada
nas proporcdes de 80:20 (metanol/agua) e entdo desaerada em ultrassom
por aproximadamente 40min, para evitar a formacdo de bolhas de ar no
cabecote da bomba ou na saida do detector. A vazdo da fase movel
utilizada foi de 1,0 mL/min.

Coletavam-se as amostras com uma seringa de vidro e as mesmas
eram previamente filtradas em uma unidade filtrante de poliéster, com
carcaga em polipropileno, com didmetro de 25 mm e poro de 0,20 um.
Apos a filtragem 20uL da amostra eram injetados no HPLC. A detecgéo
das mesmas se deu no comprimento de onda de A=254 nm.

Com vistas a obtencdo das curvas de calibracdo dos compostos
DBT e 2-HBP, realizaram-se leituras com varia¢do na concentracdo de
10 a 500ppm. Para cada ponto obteve-se a leitura da area correspondente
a concentracdo da amostra. Através dos valores obtidos, foi possivel a
elaboracdo dos graficos da area versus a concentracdo dos compostos,
obtendo-se assim as curvas de calibragdo. As curvas obtidas para 0s
compostos DBT e 2-HBP apresentaram limites de linearidade com
coeficientes de correlagdo (R?) iguais a 0,999 e 0,997, respectivamente.
As mesmas encontram-se no Apéndice C.

2.2.8.3 Determinacéo de Tragos de Enxofre Total por
Fluorescéncia de UV

As andlises do teor de enxofre nas amostras de dleo diesel A
S$1800 foram feitas em um espectrometro de fluorescéncia de raio-x
(marca SEA, modelo 2000) no Laborat6rio de Analises de Combustiveis
Automotivos (LACAUT), do Departamento de Engenharia Quimica, no
Setor de Tecnologia da Universidade Federal do Parand (UFPR),
utilizando-se o método da American Society for Testing and
MaterialsASTM-D5453.

Calculou-se o teor de enxofre das amostras de diesel com base
nas curvas de calibracdo previamente desenvolvidas pelo proprio
LACAUT. Essas curvas, segundo os técnicos do LACAUT, possuem
um desvio padréo na leitura de cada amostra de £56ppm.
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Figura 2.2: Espectrometro de fluorescéncia de raio-x (LACAUT, EQ/UFPR).

2.2.8.4 Microscopia de Fluorescéncia

A fim de se observar as condicdes das células do R. erythropolis
ATCC4277 apds 20h de reacdo em reatores descontinuos contendo 100
% (viv) de n-dodecano ou Oleo diesel realizaram-se analises de
microscopia de fluorescéncia.

Tais analises foram feitas no Laboratério de Engenharia
Bioguimica — ENGEBIO — do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) em um microscopio (marca BIOVAL) aumentando-se 400
vezes 0 alcance das lentes objetiva (marca Olympus, modelo EA40) e
ocular (marca Olympus, modelo PL 100/1,25).

2.2.8.5 Analise de Variancia — ANOVA

Fez uso do software STATISTICA® 7.0 para realizar a analise de
variancia — ANOVA - a fim de se avaliar se havia ou ndo diferenca
significativa entre as médias das concentragdes finais de DBT obtidas
por cada tratamento.

Pois segundo Takeshita (2010), na analise de variancia testam-se
duas hipoteses: HO, ouhipétese nula, e H1, ou hipdtese alternativa. A
hipotese nula HO sempreafirma que ndo ha nenhuma diferenca entre
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médias de diferentestratamentos ou fatores. Assume-se que nao ha
mudanca na resposta,qualquer que seja a modificacdo imposta sobre o
processo estudado. J& a hipétese alternativa H1, ao contrério, afirma que
h& alteragdo na respostaY devido a modificagdo nas variaveis
independentes (fatorescontrolaveis).

Neste contexto, utilizaram-se duas probabilidades na tomada
dedeciséo entre HO ou H1:

e Nivel de significincia (a): que é a probabilidade toleravel de se
rejeitara hipotese nula HO quando esta for verdadeira.

e Valor p: este representa a probabilidade do erro envolvido em
aceitar o resultado observado como valido. No caso, a regra de decisdo é
de rejeitar a hip6tese nula se p < a-, provando a hip6tese alternativa H1.
O valor p representa um indice decrescente da confiabilidade de um
resultado, quanto maior o valor p, menor aconfiabilidade na relacdo
observada (TAKESHITA, 2010).

Dentro da andlise de variancia utilizou-se o teste F a fim de se
compararas varianciasestimadas através da razao entre elas, a qual deve
ser muito maior que 1para haver diferencas estatisticamente
significativas. Se o teste F forsignificativo, rejeita-se a HO de ndo-
diferenca entre as médiase se aceita a hipdtese alternativa de que as
médias sdo diferentes umasdas outras (TAKESHITA, 2010).

Caso obtenha-se um teste F estatisticamente significativoda
ANOVA rejeitando-se a hipotese nula de que os diferentestratamentos
nao interferem no processo estudado, deseja-se saber quaismédias sdo
diferentes umas das outras e que contribuem para o efeitoobservado, isto
é, quais grupos sdo particularmente diferentes um dosoutros. Para isso,
fez-se uso do Método de Tukey de comparagfes multiplas onde
realizou-se a estatistica sobre as médias experimentaismarginais
ponderadas (weighted marginal means). O intervalo deconfianca foi
estabelecido como 1-q para as diferengas entre as médiasdos tratamentos
(TAKESHITA, 2010).

2.2.9 Determinacao dos Parédmetros Cinéticos
2.2.9.1 Fatores de Conversao

O fator de converséo de substrato em células (g de células/ g de
substrato) foi calculado segundo a equacgéo (03).

_ (Xma’x_Xo)
Yx/s - (So—57) (03)
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O calculo do fator de conversdo de substrato em produto (g de
substrato (glicose ou DBT)/ g de produto (2-HBP)) se deu através da
equacéo (04).

_ (Pméx)
bIs = 515y (04)

Analogamente, o fator de conversdo de células em produto (g de
células/g de produto) foi calculado segundo a equacgéo (05).

(Pf_Pa)
(dex_Xo)

Yp/x - (05)

Onde:

Xmax» Pmax: valores maximos das concentragbes celular e de
produto (g/L), respectivamente;

Xo, Po, So: Valores iniciais das concentracdes de células, produto e
substrato (g/L), respectivamente;

P;, Sf concentragbes finais do produto e substrato,
respectivamente.

2.2.9.2 Producédo e Produtividade

Utilizou-se a equacdo (06) para calcular a producdo da 2-HBP.
~ Mp
Produgio = =* (06)
Ja a produtividade foi determinada pela equacéo (07).

Produtividade = § (07)
Onde:
Mp: massa de 2-HBP (mg);
P: concentracéo de 2-HBP (mg/L);
t: tempo de reacéo (h).
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2.2.9.3 Velocidades Especificas e Velocidade Especifica de
Crescimento Maxima

As velocidades especificas de crescimento (), formacdo do
produto (up) e de consumo do substrato (us) foram determinadas
segundo a metodologia descrita por Ley Duy & Zajic (1973)
(apresentada no Anexo A) e resumida por Borzani et al. (2008).

Determinou-se a velocidade especifica de crescimento maxima
através do coeficiente angular da reta obtida plotando-se o logaritmo
neperiano da concentracdo celular (apenas os pontos concernentes a fase
log) em funcédo do tempo.

2.2.9.4 Constante de Saturacdo (Ks)

As constantes de saturacdo foram obtidas a partir da linearizacéo
da equacdo de Monod (08), conforme apresentado na equacao (09).

4 S
Wy = py*- S+K, (08)
- 1111éx fiix ! 1 (09)
/¢ Hx Hx S

Onde:

i velocidade especifica de crescimento celular (h™y;

™ velocidade especifica de crescimento celular méxima (h™);
S: concentragdo de substrato (g/L);

Ks: constante de saturacdo (g/L).

Em seguida construiu-se um grafico com os valores de 1/p,versus
1/S, onde o K foi determinado pelo coeficiente angular da reta obtida
pelo gréafico. Esses graficos encontram-se no Apéndice A.
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CAPITULO Ill - RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados
experimentais concernentes ao estudo da capacidade de dessulfurizacdo
do DBT e do oleo dieselA S1800 pela bactéria Rhodococcus
erythropolisATCC4277. A discussdo se dara em torno dos resultados
referentes a influéncia de fatores como pH, temperatura, e concentragdes
dos compostos n-dodecano, 6leo diesel A S1800, gasolinatipo C
(comum) e DBT no crescimento do micro-organismo; percentual de
enxofre removido do DBT e do 6leo dieselA S1800 pelo Rhodococcus
erythropolisATCC4277; parametros cinéticos do processo de
dessulfurizacdo.

3.1 INFLUENCIA DO pH E DA TEMPERATURA NO
CRESCIMENTO DO Rhodococcus erythropolis ATCC4277

Além da indicacdo dada pelo préprio fornecedor da bactéria
Rhodococcus erythropolisATCC4277 a Fundacao Tropical de Pesquisas
e Tecnologia “André Tosello”, outros autores como Carvalho et
al.(2009) e Guchhait et al.(2005) também utilizam-se da temperatura de
28°C e do pH 7,0 (20,2) em seus ensaios com esta bactéria. Contudo,
decidiu-se determinar a influéncia do pH e da temperatura no
crescimento do R. erythropolisATCC4277 visando ampliar a
aplicabilidade dessa bactéria no ambito industrial, principalmente
guando se pensa em processos petroquimicos, onde a matéria-prima
dificilmente se encontra na temperatura ambiente e com um pH neutro.

Na Figura 3.1 tém-se a concentracdo celular obtida ap6s 24h de
crescimento nas temperaturas 20, 28 e 50°C (a) e o percentual de
inibicdo causado pelas temperaturas de 20 e 50°C (b). A inibigdo
causada pelo crescimento em ambas as temperaturas foi grande, sendo
de 64 +0,5% e de 87 £0,05% para 20 e 50°C, respectivamente.
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Figura 3.1: Concentracéo celular (g/L) (a) e percentual de inibicdo
(b)doRhodococcus erythropolisATCC4277ap6s24h de crescimento nas
temperaturas de 20, 28 e 50°C.
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O mesmo comportamento foi observado por Tomioka et al.
(1994), Carvalho et al. (2004), Olmo et al. (2005), Schreiberova et al.
(2008) e Suhaila et al. (2010) onde as maiores concentragdes celulares
foram obtidas na faixa de temperatura entre 25 e 30°C, conforme se
pode observar na Figura 3.2. Tais autores também constataram que o
crescimento é consideravelmente inibido por temperaturas inferiores a
20°C e para temperaturas superiores a 35°C.
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Figura 3.2: Influéncia da temperatura no crescimento e na degradacdo do
poluente pelo Rhodococcus erythropolis.

100 3
7 ] T 16 &
) 80 - ,i!"; g
i s
é & 1t
[ TR
4 : *5
40 4 ::l $ i
% T i
20 4 G T
Eu 418 o
o -
0_ et L N
10°C 15°C X°C 25°C 30°C
[ Degradacko zedlies (%) B8 Dezradacio fesel (26)
B blomasua - aedies B biomaxs - fesol

Fonte: SCHREIBEROVA et al., 2008.

Segundo Heipieper et al. (2007) tal inibicdo pode ser explicada
pelas alteracBes causadas na membrana celular por temperaturas que se
distanciem da temperatura ideal para aquele micro-organismo. A
temperatura que ocasiona uma mudanca no estado fisico da cadeia
lipidica de uma fase gel ordenada para uma fase liquido-cristalina
desordenada é chamada de temperatura de transicdo de fase.
Dependendo do seu comprimento, grau de saturacdo, e configuragdo, os
acidos graxos da membrana celular podem exibir diferentes
temperaturas de transicdo (pontos de fusdo), o que explicaria a alta
inibigdo por temperaturas tdo distintas.

Tém-se na Figura 3.3 a concentracdo celular obtida apds 24hs de
crescimento em meios com pH 2,0; 4,0; 6,0; 7,0; 80 e 10,0; e 0
percentual de inibicdo do crescimento do R. erythopolis ATCC4277
frente a esses valores de pH quando comparados ao pH étimo (7,0).
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Figura 3.3: Concentracéo celular (g/L) (a) e percentual de inibicdo (b)do
Rhodococcus erythropolisATCC4277ap6s24h de crescimentoempH 2,0; 4,0;
6,0; 7,0; 8,0; e 10,0.
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Os percentuais de inibi¢do causados pelos pH 2,0 e 4,0 foram de
99,9 £0,11% e 98,9 #0,12%, respectivamente, isso significa que o
crescimento do micro-organismo se tornou praticamente inviavel. O pH
10,0 também afetou expressivamente o crescimento microbiano,
reduzindo em 43,7 £0,17% a concentracdo celular. Ja os pH 6,0 e 8,0
produziram pouca diferenca em relagdo ao crescimento em pH 7,0 uma
vez que 0s percentuais de inibicdo foram 7,3 +0,18% e 5,1 +0,29%,
respectivamente. Tais resultados vém corroborar os resultados obtidos
pelos autores Tomioka et al. (1994), Wang & Krawiec (1996), Olmo et
al. (2005), Schreiberova et al. (2008) e Suhaila et al. (2010), que
determinaram a faixa de pH entre 6,5 e 7,5 como a que proporciona
maior crescimento celular. Esses autores também observaram que em
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pH muito acidos ou muito basicos o crescimento do R. erythropolis
sofre forte inibicdo, segundo observa-se na Figura 3.4.

Figura 3.4: Influéncia do pH no crescimento e na degradacdo do poluente pelo
Rhodococcus erythropolis.
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Fonte: SCHREIBEROVA et al., 2008.

3.2 INFLUENCIA DAS CONCENTRACOES DE N-
DODECANO, OLEO DIESEL A S1800, GASOLINA TIPO C E
DBT NO CRESCIMENTO DO Rhodococcus erythropolis
ATCC4277

Nos ensaios realizados pelo método de difusdo em agar nao
houve a formacdo de halo de inibicdo para nenhum dos compostos,
conforme se constata nas Figuras 3.5 e 3.6.

Ohshiro et al. (1996) e Carvalho et al. (2005a, 2005b, 2009)
estudaram a adaptacdo do R. erythropolis ao n-dodecano e os resultados
positivos foram atribuidos ao valor do log P desse solvente que é igual a
7,0, significando que esse composto apresenta baixa toxicidade ao
micro-organismo. O log P é o logaritmo do coeficiente de particdo do
solvente em uma mistura padrdo octanol/agua, que normalmente é
utilizado como um indice de toxicidade do solvente com relacdo ao
crescimento celular. Valores abaixo de 5,0 sdo considerados toxicos
para a maioria dos micro-organismos (OHSHIRO et al., 1996).
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Figura 3.5: Determinacdo da CMI dos compostos DBT, 6leo diesel A S1800 e
n-dodecano através do método de difusdo em égar.
500ppm DBT N-DODECANO

1000ppm DBT DIESEL

2000ppm DBT

Figura 3.6: Determinacdo da CMI do composto DBT através do método de
difusdo em agar.
1000ppm DBT 500ppm DBT 5000ppm DBT

2000ppm DBT

4000ppm DBT

3000ppm DBT

Uma boa adaptacdo do R. erythropolis a um meio biféasico
contendo 20% de 6leo diesel é descrita por Li et al. (2008), Zhang et al.
(2007), Guchhait et al. (2005), Maghsoudi et al. (2001) e Whyte et al.
(1999), no entanto, nenhum teste de que se tenha conhecimento foi
realizado utilizando ¢6leo diesel puro como fonte nutritiva para o
crescimento do micro-organismo. Todavia, nota-se pela Figura 3.7 que a
concentracdo celular do micro-organismo na presenca das diferentes
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concentracdes de dleo diesel foram préximas e, até mesmo, superiores a
encontrada no frasco contendo apenas meio nutritivo. Além disso, as
inibigBes, quando houveram, foram muito pequenas, na ordem 0,42
1+0,02% (para a concentracdo de Oleo diesel de 10% (v/v)). Por
conseguinte, ndo ha uma CMI de 6leo diesel A S1800 com relagdo a essa
bactéria.

Figura 3.7: Concentracéo celular (g/L) (a) e percentual de inibi¢do (b)do
Rhodococcus erythropolisATCC4277ap6s24 h de crescimentona presenga das
concentragdes de dleo dieselde 10, 30, 50, 70 e 100 % (v/v).

CMI Diesel
6,2
3
5 6
=
T
o
8
g
E 58
&
o
5,6 - -
10 30 50 70 90
(@)
10
8 4
s
o 01
g
£
B A
@
"
s 2
=1
t
g o
< 10 30 50 70 90
-2
-4
Concentragdo de Diesel %(v/v) (b)

A capacidade de adaptacdo do R. erythropolis a altas
concentragBes de 6leo diesel A S1800 (pelo método da diluicdo em
caldo) ou até mesmo na presenca dele puro (pelo método da difusdo em
agar), como se constata nas Figuras 3.5 e 3.7, se deve ao fato de que
essas bactérias podem modular a viscosidade de lipidios da membrana
para manter ou aumentar a fluidez da mesma através da diminuicéo do
grau de saturacdo, através do aumento da razdocis/trans dos acidos
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graxos, e aumentando a quantidade relativa de &cidos graxos
ramificados (WHYTE et al., 1999).

Figura 3.8: Concentracéo celular (g/L) (a) e percentual de inibi¢do (b)do
Rhodococcus erythropolisATCC4277ap6s24hs de crescimentona presenca das
concentragdes de gasolinade 10, 30, 50, 70 e 100% (v/v).
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O mesmo ja ndo pbde ser observado no teste de CMI para a
gasolina tipo C (comum), o micro-organismo nao foi capaz de modular a
viscosidade da membrana celular e findou por ter seu crescimento
inibido expressivamente, de acordo com o demonstrado na Figura 3.8.
Onde os percentuais de inibicdo para as concentragcdes de gasolina de
10, 30, 50, 70 e 90% (v/v) foram de 4,08+0,34, 49,55+0,34, 38,43+0,35,
68,64+0,23 e 66,54+0,13%, respectivamente. Esse alto percentual de
inibicdo pode ter sido causado em parte pelo alcool anidro presente na
gasolina tipo C, pois 0 mesmo é altamente toxico para esse tipo de
micro-organismo. Portanto, a CMI da gasolina tipo C para o0 R.
erythropolis ficou proxima ao valor de 30% (v/v).
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Yu et al. (2006) também constatou que as células de R.
erythropolis possuem apenas uma resisténcia parcial a altas
concentragdes de gasolina, tanto que o mesmo optou por utilizar uma
concentracdo de apenas 10% (v/v) de gasolina no reator de
dessulfurizacéo.

De que se tenha conhecimento nenhum estudo especifico foi
realizado no sentido de se determinar a CMI do DBT com relacdo a
espécie R. erythropolis. Para tal, buscou-se testar a resisténcia do R.
erythropolis ATCC4277 na presenca de diferentes concentracdes de
DBT como 1000, 2500, 5000, 10000 e 20000ppm visando uma maior
proximidade com o teor real de enxofre do petr6leo cru e seus
derivados.

Figura 3.9: Concentracéo celular (g/L) (a) e percentual de inibicdo (b)do
Rhodococcus erythropolisATCC4277ap6s24 h de crescimentona presenca das
concentragdes de DBTde 1000, 2500, 5000, 10000 e 20000 ppm.
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De acordo com o apresentado na Figura 3.9, os valores da
concentracdo celular ao final das 24hs de crescimento ficaram bem
préximos para todas as concentragdes de DBT testadas, o que indica que
esse composto, mesmo presente em altas concentragdes, ndo afeta o
crescimento celular do micro-organismo. Portanto, ndo foi possivel
determinar uma CMI do DBT em relacdo ao R. erythropolis ATCC4277,
uma vez que ndo se observou inibicdo em nenhuma das concentragdes
avaliadas.

Tal constatacéo fica ainda mais evidente quando se observam 0s
percentuais de inibicdo (Figura 3.9b), onde para as concentragcfes de
DBT de 1000, 5000 e 20000ppm os percentuais de inibicao foram de 3,4
+0,03%, 1,88 +0,05% e 3,39 +0,11%, respectivamente. Ja para as
concentrages de DBT de 2500 e 10000ppm ndo houve inibicdo e sim
uma concentracdo celular final superior & encontrada no frasco controle
(sem DBT) em 1,05 +0,04% e 3,09 £0,07%, respectivamente. Com isso,
constata-se que os resultados obtidos pelo método de difusdo em agar
(Figura 3.6) foram coerentes aos alcancados pelo método de diluicdo em
caldo (Figura 3.9b) para as diferentes concentragdes de DBT.

Os resultados supracitados corroboram os estudos realizados por
pesquisadores como, por exemplo, Denome et al. (1993,1994), Gray et
al. (1996), Oldfield et al. (1998) e Debabov (2010), que demonstraram
gue o R. erythropolis utiliza o DBT tanto como fontede carbono e
energia principal quanto como fonte secundaria (co-substrato)
principalmente através da via metabolica “4S” (ALVES, 1999).

Além disso, os trabalhos desenvolvidos por Maghsoudi et
al.(2001), Guchhait et al. (2005), Yu et al.(2006), Zhang et al.(2007), Li
et al.(2008), que fazem uso do dleo diesel e gasolina em seus reatores de
dessulfurizagdo também comprovam a boa adaptacéo do R. erythropolis
a altas concentracdes de compostos sulfurosos uma vez que o 6leo diesel
e a gasolina utilizados possuiam uma concentracdo de enxofre que
variava entre 1260 e 500ppm.
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3.3 DES§ULFURIZA(;AO DO DBT EM REATOR
DESCONTINUO PELO Rhodococcus erythropolis ATCC4277
UTILIZANDO N-DODECANO COMO FASE ORGANICA

3.3.1 Sistema bifasico contendo 20%o (v/v) de n-dodecano

Através dos resultados apresentados na Figura 3.10 percebe-se
gue o maior consumo de glicose, DBT e formacdo de 2-HBP se da no
momento em que o R. erythropolis ATCC4277 encontra-se na fase log.
Esse mesmo comportamento foi encontrado pelos autores Davoodi-
Dehaghani et al. (2010), Maghsoudi et al. (2001) e lzumi et al. (1994),
no entanto, o inicio da fase log varia muito entre esses estudos.
Conforme se pode constatar pela Tabela 3.1, o R. erythropolis
ATCC4277 é o micro-organismo que apresenta as menores faixas de
duracdo da fase lag e log quando comparado aos outros micro-
organismos. 1sso pode representar uma vantagem industrial, tendo em
vista que o tempo dispensado com a adaptacdo dessa bactéria ao
ambiente de dessulfurizacdo chega a ser cinco vezes menor e que 0
tempo de duracdo da dessulfurizacdo é trés vezes menor.

Figura 3.10:Crescimento celular, consumo de glicose, degradacdo do DBT e
producéo de 2-HBP pelo Rhodococcus erythropolis ATCC4277 em reator
descontinuo contendo 3,0 mM de DBT dissolvido em 20 % (v/v) de n-dodecano
durante 20h de reagéo.
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Tabela 3.1: Comparagdo entre a duracéo das fases lag e log durante o
crescimento celular do Rhodococcus erythropolis obtidas por diferentes autores.

Rhodococcus  Duracdoda  Duracgdo da

Autores erythropolis fase lag (h) fase log (h)
Davoodi-

Dehaghani et al. SHT87 30 25
Izumiet al. D-1 10 35
Maass ATCC4277 6 10
Maghsoudi et al. P32C1 6 18

Outro importante aspecto referente & Figura 3.10 a ser discutido é
0 de que o percentual de DBT dessulfurizado foi de aproximadamente
93,3%, sendo que o DBT foi convertido em 2-HBP em uma proporgao
estequiométrica de 1:1 (Figura 3.11). Essa proporcéo estequiométrica de
1:1 também foi observada por Maghsoudi et al. (2001), Oldfield et al.
(1998) e lzumi et al. (1994), o que significa que o R. erythropolis é
capaz de metabolizar grande parte do DBT disponivel pela via “4S” ndo
implicando assim na perda do potencial energético do composto. No
entanto, Maghsoudi et al. (2001) ressalta que quando a concentracdo
inicial do DBT é muito alta (aproximadamente 24mM) essa propor¢éo
estequiométrica ndo se mantém e o percentual de conversdo cai para
26%.

A reducdo de 93,3% na concentracdo de DBT e a conversdo
estequiométrica 1:1 ficam ainda mais evidentes na Figura 3.11 onde se
tém sobrepostos o cromatograma obtido através da analise em HPLC no
instante inicial do processo de dessulfurizacdo e o obtido apds 20h de
reacao.
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Figura 3.11:Sobreposicdo dos cromatogramas do DBT no instante inicial e dos
produtos formados pelo Rhodococcus erythropolis ATCC4277 em reator
descontinuo contendo 3,0mM de DBT dissolvido em 20% (v/v) de n-dodecano
apo6s 20 h de reagdo.
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Deve-se destacar ainda que 0 tempo necessario para que a
concentracdo de DBT atingisse seus niveis mais baixos foi de
aproximadamente 16h, sendo assim um tempo inferior aos descritos por
Li et al. (2008), Konoshi et al. (2005) e 1zumi et al. (1994), o que vem a
ser uma grande vantagem quando se pensa no ambito industrial.

Visando uma analise mais aprofundada do comportamento do R.
erythropolis ATCC4277 ao longo do processo de dessulfurizagcdo no
reator descontinuo, calcularam-se as atividades especificas de consumo
do DBT e de producdo da 2-HBP, conforme apresentadas na Figura
3.12.

Percebe-se pela Figura 3.12 que a atividade especifica de
degradacdo do DBT é consideravelmente superior a velocidade de
producdo da 2-HBP durante a fase log. Oldfield et al. (1998) afirma que
essa discrepancia nas velocidades especificas se deve a um fenémeno
que ocorre durante o crescimento de alguns micro-organismos onde o
substrato & completamente consumido nos estdgios iniciais do
crescimento, mas a quantidade de produto formado ndo corresponde ao
méaximo tedrico até o fim da fase exponencial de crescimento. Ainda
segundo Oldfield et al. (1998) isso se deve ao fato de que grande parte
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do substrato é primeiramente adsorvido pela membrana celular para que
somente depois de ter sido metabolizado seja entdo liberado pela célula.

Figura 3.12:Atividades especificas de degradagdo do DBT e de producéo da 2-
HBP pelo Rhodococcus erythropolis ATCC4277 em reator descontinuo
contendo 3,0mM de DBT dissolvido em 20% (v/v) de n-dodecano.
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Os valores das atividades especificas obtidos sdo relativamente
semelhantes aos valores encontrados por Maghsoudi et al. (2001) e Yan
et al. (2000). Percebe-se que os valores da atividade especifica de
producdo da 2-HBP se mantém praticamente constantes ao longo de
todo o processo reacional, o que é um bom indicativo de que o R.
erythropolis ATCC4277 utiliza o DBT como co-substrato até o final do
processo. Contudo, Yan et al. (2000) conseguiu uma atividade especifica
de producéo de 2-HBP seis vezes maior ao alimentar constantemente o
reator com uma mistura etanol/DBT. J& Maghsoudi et al. (2001)
alcangou uma maior atividade especifica quando aumentou a
concentracdo inicial de DBT. Essas poderiam ser boas alternativas para
incrementar as atividades especificas do R. erythropolis ATCC4277 no
sistema reacional testado.

3.3.2 Sistema bifésico contendo 80% (v/v) de n-dodecano

Ao se comparar a Figura 3.10 com a Figura 3.13 nota-se que 0
comportamento do crescimento celular, consumo de glicose e DBT, e 0
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da producdo de 2-HBP foram bastante semelhantes. A degradacdo do
DBT e a producdo também acompanharam a fase log e esta fase
apresentou 0 mesmo tempo de duragéo (10h).

Figura 3.13:Crescimento celular, consumo de glicose, degradacéo do DBT e
producéo de 2-HBP pelo Rhodococcus erythropolis ATCC4277 em reator
descontinuo contendo 3,0 mM de DBT dissolvido em 80% (v/v) de n-dodecano
durante 20 h de reagéo.
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Figura 3.14:Sobreposicdo dos cromatogramas do DBT no instante inicial e dos
produtos formados pelo Rhodococcus erythropolis ATCC4277 em reator
descontinuo contendo 3,0mM de DBT dissolvido em 80% (v/v) de n-dodecano
apds 20h de reacéo.
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Todavia, o percentual de DBT degradado progrediu de 93,3%
para 98%, conforme evidenciado na Figura 3.14, onde se tem a
sobreposicdo dos cromatogramas obtidos via andlise das amostras
removidas nos instantes inicial e final da reacdo. Estes resultados séo
analogos aos obtidos por Maghsoudi et al. (2001) que ao fazer uso de
75% de fase organica no reator descontinuo obteve um percentual de
degradacéo de aproximadamente 80%.

Segundo o que foi observado por Maghsoudi et al. (2001) e ao se
comparar o0s resultados alcangados neste trabalho utilizando 20 e 80% de
fase organica (n-dodecano) pode-se divisar que o emprego de uma maior
guantidade de fase orgénica torna a degradacdo do DBT superior e
ainda, em um ambito industrial, quanto maior for a concentracéo da fase
organica menores serdo 0s custos para, posteriormente, separar a fase
aquosa do produto desejado.

Figura 3.15:Atividades especificas de degradacdo do DBT e de producéo da 2-
HBP pelo Rhodococcus erythropolis ATCC4277 em reator descontinuo
contendo 3,0mM de DBT dissolvido em 80% (v/v) de n-dodecano.
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Através da Figura 3.15 é possivel observar novamente o
comportamento descrito por Oldfield et al. (1998), onde se tem uma
atividade de degradacdo do DBT expressivamente superior a atividade
de producédo da 2-HBP no inicio da fase log (que é a fase onde a célula
esta apenas adsorvendo o substrato) e ao término da fase log se tem a
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situacdo inversa (¢ 0 momento onde a célula libera o produto relativo a
metabolizacdo do substrato para o meio reacional).

A grande diferenca entre o processo de dessulfurizacdo utilizando
20% (v/v) de fase organica e 0 que faz uso de 80% (v/v) esta nos valores
das atividades especificas de degradacdo do DBT e de producdo da 2-
HBP, segundo o que se pode observar na Figura 3.16. No sistema
reacional utilizando 80% (v/v) de fase organica a atividade especifica de
producdo da 2-HBP chegou a atingir valores cinco vezes maiores
guando comparados aos valores alcancados pelo sistema reacional
contendo 20% (v/v) de n-dodecano. A atividade especifica de
degradacdo do DBT também foi consideravelmente maior no meio
reacional contendo 80% de n-dodecano durante a fase log.

Tal comportamento foi destacado no trabalho de Maghsoudi et al.
(2001), onde encontrou-se um aumento na atividade especifica de
producdo de 2-HBP de 30% para o meio reacional contendo 75% (v/v)
de fase organica com relacéo ao contendo 25% (v/v).

Figura 3.16:Comparacdo entre as atividades especificas de degrada¢do do DBT
e de producéo da 2-HBP pelo Rhodococcus erythropolis ATCC4277 em reator
descontinuo contendo 20 e 80% (v/v) de n-dodecano.
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3.3.3 Sistema monofasico contendo n-dodecano

De que se tenha conhecimento nenhum estudo para determinar a
capacidade de dessulfurizagdo foi conduzido utilizando células livres de
R. erythropolis ATCC4277 em um meio reacional contendo apenas um
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solvente organico (n-dodecano). Ensaios fazendo uso desse meio
reacional composto puramente por solvente organico foram realizados e
0s resultados obtidos encontram-se na Figura 3.17.

Figura 3.17:Degradacéo do DBT e producdo de 2-HBP pelo Rhodococcus
erythropolis ATCC4277 em reator descontinuo contendo 3,0 mM de DBT
dissolvido em 100% (v/v) de n-dodecano durante 20h de reacéo.
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O comportamento exibido nas Figuras 3.10 e 3.13 s8o analogos
ao encontrado na Figura 3.17. Novamente a conversdo do DBT em 2-
HBP se deu a razdo de 1:1 e o percentual de degradacdo do DBT foi de
95,5%, conforme evidenciado na Figura 3.18, onde se tem a
sobreposicdo dos cromatogramas obtidos via analise das amostras
removidas nos instantes inicial e final da reagdo.

Os resultados supracitados sdo muito promissores quando se
pensa em uma futura aplicacdo industrial desse método, uma vez que
nao seriam necessarios grandes dispéndios de recursos com um meio de
crescimento para 0 micro-organismo e com a separacdo da mistura
células/produto. Com isso, esse método pode se tornar uma alternativa
mais sustentdvel para os métodos ja existentes, como a HDS
(DEBABOQV, 2010).
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Figura 3.18:Sobreposicdo dos cromatogramas do DBT no instante inicial e dos
produtos formados pelo Rhodococcus erythropolis ATCC4277 em reator
descontinuo contendo 3,0mM de DBT dissolvido em 100% (v/v) de n-dodecano
apds 20 h de reacéo.
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Figura 3.19:Microscopia de fluorescéncia das células do Rhodococcus
erythropolis ATCC4277 apés 20 h em reator descontinuo contendo 3,0 mM de
DBT dissolvido em 100% (v/v) de n-dodecano.

Uma vez que o crescimento celular ndo pode ser acompanhado
nestes ensaios, buscou-se visualizar a viabilidade celular ap6s 20 h de
processo de dessulfurizagdo. Através da microscopia de fluorescéncia
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apresentada na Figura 3.19 nota-se a presenca de uma quantidade
consideravel de células refringentes mesmo ap6s 20h de reacdo, 0 que é
um indicio de que as células do R. erythropolis ATCC4277 foram
capazes de se adaptar a um meio reacional composto apenas por uma
fase organica. Além disso, as células se encontram dispersas no meio, o
gue também é um indicativo de que o meio oferece condigdes favoraveis
para esse micro-organismo.

Este comportamento é corroborado pelos dados de Carvalho et al.
(2004, 2005a, 2005b, 2009) discorre em seus estudos sobre a capacidade
das células de R. erythropolis se adaptarem bem ao solvente n-
dodecano. Isso se deve (conforme discutido anteriormente) a capacidade
do R. erythopolis de aumentar o grau de saturagdo dos &cidos graxos da
membrana celular fazendo com que sua membrana citoplasmatica seja
capaz de se adaptar a toxicidade do solvente (HEIPIEPER et al., 2007).

3.3.4 Comparacao entre os resultados referentes as trés
concentracdes de n-dodecano utilizadas no reator descontinuo

Ao se comparar 0s percentuais de degradacdo do DBT para as
trés concentragcOes de n-dodecano testadas como fase organica em reator
descontinuo (Tabela 3.2), percebe-se que o melhor resultado obtido foi o
do reator contendo 80% (v/v) de fase orgénica. A diferenca entre os
resultados pode ser explicada levando-se em consideracdo que a reagdo
ocorrida na presenca de 100% (v/v) de n-dodecano pode ter causado
uma situacdo de estresse noR. erythropolis ATCC4277, que desperdigou
tempo e energia em tentar adaptar sua membrana celular a toxicidade
desse composto (CARVALHO et al., 2005).

Com relagdo a reagdo desenvolvida na presenca de 20% (v/v) de
fase organica, o déficit no percentual de degradacdo do DBT pode ter
ocorrido em razdo de um menor contato entre as células (dispersas na
fase aquosa) e a fase organica, uma vez que o volume da fase aquosa era
consideravelmente maior.

Tabela 3.2: Comparagdo entre os percentuais de degradagédo do DBT
alcangados peloRhodococcus erythropolisATCC4277 na presenca das
concentragdes de n-dodecano de 20, 80 e 100% (v/v).

Concentracdo de n-dodecano  Percentual de degradacao

no reator %(v/v) do DBT (%)
20 93,3
80 98,0

100 95,5
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Realizou-se uma analise de variancia (ANOVA) a fim de se
avaliar se ha diferencas significativas entre médias através da analise de
suasvariancias.

Para os tratamentos estatisticos descritos pelas Tabelas 3.3 e 3.4,
considerou-se sempre que onivel de significancia (o) adotado foi de 5%
e o intervalo de confianca de95%.Como cada medida foi realizada trés
vezes, 0 nUmero de graus de liberdade (GL) é igual a 2.

Tabela 3.3: Estatistica descritiva da varidvel reposta concentracdo de DBT
(mg/L) ap6s 20h degradacao peloRhodococcus erythropolisATCC4277 na
presenca das concentragdes de n-dodecano de 20, 80 e 100% (v/v).

Fase -95% +95%

Organica N Média PD;S:%% PE;:ZO Intervalo Intervalo
% (V/Iv) de Conf. de Conf.

20 3 34,9115 0,294714 0,121471 34,61433 35,20878
80 3 10,71001 0,156829 0,117823 10,41278 11,00724
100 3 23,25475 0,146954 0,145824 22,95752 23,55197

Em geral, nota-se que o desvio padrdo médio foirelativamente
baixo, 0 que estreita o intervalo de 95% de confianca de cada média,
fazendo com os valores das concentragdes apresentados sejam
confiaveis.

A Tabela 3.4 mostra a analise de variancia (ANOVA) das
concentracGes finais de DBT obtidas pelo R. erythropolis ATCC4277
ap6s 20h de reacdo de dessulfurizacdo conduzidas em reator
descontinuo contendo 20, 80 e 100% (v/v) de n-dodecano como fase
organica.

Tabela 3.4: ANOVA da variavel reposta concentracdo de DBT (mg/L) ap6s
20hde degradacéo peloRhodococcus erythropolisATCC4277 na presenca das
concentragdes de n-dodecano de 20, 80 e 100% (v/v).

Efeito SS GL MS F p
Interceptacéo 4743946 1  4743,946 107170,6 0,000000
Variavel resposta 878,966 2 439,483 9928,4  0,000000
Erro 0,266 6 004  ---

Como o valor do teste F para a varidvel resposta foi muito
superior a 1,0 e o valor de p < a adotado, pode-se dizer que hé diferenga
significativa entre os tratamentos aplicados (TAKESHITA, 2010).
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Portanto, sabe-se que a mudanca na concentracdo de fase organica do
reator pode influenciar no percentual de degradacgéo do DBT.

Visando estabelecer qual das concentragdes de n-dodecano
proporcionou a maior remogéo de enxofre, realizou-se o teste de Tukey.
Na Tabela 3.5 tém-se os resultados referentes a essa comparacdo de
maltiplas médias.

Tabela 3.5: Resultados do teste de Tukey para a variavel reposta concentragdo
de DBT (mg/L) ap6s 20hde degradagdo peloRhodococcus
erythropolisATCC4277 na presenca das concentracdes de n-dodecano de 20, 80
e 100% (v/v).

Concentragéo de n-

Grupo Tukey dodecano % (viv) Meédias
A 80 10,71001
B 100 23,25475
C 20 34,91155

Pelos grupos de Tukey apresentados na Tabela 3.5 percebe-se que
a concentracdo de n-dodecano que proporcionou a melhor média de
dessulfurizacdo foi a de 80%(v/v). Uma vez que dentre as trés
concentracBes estudadas foi a que na média apresentou uma
concentracdo final de DBT inferior as demais.

3.4 DESSU,LFURIZA(;AO DO OLEO DIESEL EM REATOR
DESCONTINUO PELO Rhodococcus erythropolis ATCC4277

3.4.1 Sistemas bifasicos contendo 20 e 80% (v/v) de 6leo diesel
A S1800 e sistema monofasico contendo100% (v/v) de éleo
diesel A S1800

O comportamento exibido nas Figuras 3.10, 3.13 e 3.17¢
analogo ao encontrado na Figura 3.20. No entanto, percebe-se que o
consumo de glicose no reator contendo 80% (v/v) de 6leo diesel foi mais
veloz se comparado ao com concentracdo de 20% (v/v). Tal
comportamento se deve ao fato de que a célula precisa de mais energia
em menos tempo para adaptar sua parede celular a um ambiente tdo
hostil quanto esse contendo 80% (v/v) de 6leo diesel (HEIPIEPER et al.,
2007).
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Figura 3.20:Crescimento celular e consumo de glicose do Rhodococcus

erythropolis ATCC4277 em reator descontinuo contendo 20 ou 80% (v/v) de
6leo diesel durante 20h de reagdo.
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Figura 3.21:Comparacdo das curvas de crescimento celular do Rhodococcus
erythropolis ATCC4277 em reator descontinuo contendo 20 ou 80% (v/v) de
6leo diesel ou n-dodecano durante 20 h de reacéo.
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O crescimento celular do R. erythropolisATCC4277 na presenga
de 20 e 80% (v/v) de Oleo diesel A S1800 foi um pouco superior aos
obtidos na presenca de 20 e 80% (v/v) de n-dodecano, conforme é
possivel observar na Figura 3.21. Isso pode ter ocorrido devido a
presenca de hidrocarbonetos em abundancia, bem como de compostos
nitrogenados e sulfurados que podem ter contribuido para uma melhor
nutricdo do micro-organismo tanto atuando como substrato quanto como
co-substrato (ALVES et al.,, 1999; CARVALHO et al., 20053
CARVALHO et al., 2005b).

Na Tabela 3.6 tém-se as concentracfes de enxofre apds 20h de
reacdo bem como a comparacao entre os resultados obtidos nos reatores
contendo 20, 80 e 100% (v/v) de 6leo diesel A S1800.

Tabela 3.6: Comparagdo entre as concentracdes e 0s percentuais de degradagéo
do enxofre alcangados peloRhodococcus erythropolisATCC4277 em reator
descontinuo contendo 20, 80 ou 100% (v/v) de 6leo diesel.

Concentragdo  Concentragéo Concentracgdo Percentual de

de 6leo diesel inicial de final de enxofre  degradacéo do
(Y%(vIV)) enxofre (mg/kg) (mg/kg) enxofre (%)
20 1226 (+4,1) 1189 (+11,3) 3,0
80 1226 (+4,1) 1165,5 (£9,2) 4,9
100 1226 (+4,1) 1183 (+8,5) 3,5

Levando-se em consideragdo o desvio padrdo das amostras e o da
curva de calibracdo do equipamento (£56 mg/kg), ndo se pode afirmar
gue houve alguma degradacdo do enxofre. Esses resultados ndo
condizem com os encontrados por Li et al. (2008), Zhang et al. (2007),
Ma et al. (2006), Maghsoudi et al. (2001) e Folsom et al. (1999), que
obtiveram um percentual de degradacdo de enxofre de 86% (em reator
contendo 20% (v/v) de dleo diesel), 97% (em reator contendo 15% (v/v)
de 6leo diesel), 78% (em reator contendo 10% (v/v) de 6leo diesel),
23,7% (em reator contendo 25% (v/v) de 6leo diesel) e 67% (em reator
contendo 15% (v/v) de 6leo diesel), respectivamente. D’ Addario et al.
(1996) alcancou um percentual de dessulfurizagdo do éleo diesel inferior
aos demais autores, entre 14 e 18% (em reator contendo 50% (v/v) de
oleo diesel), mas destacou que esse percentual foi obtido sem a adicédo
de nenhum surfactante e/ou emulsificante que ampliasse o contato entre
as células (fase aquosa) e a fase organica.

Um dos fatores que podem ter influenciado a capacidade de
dessulfurizacdo é o de que o micro-organismo ndo foi adaptado para
consumir os demais compostos sulfurados presentes no 6leo diesel,
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tendo sido adaptado somente ao DBT, isso pode ter proporcionado um
ambiente nutricional desfavoravel. Segundo Ma et al. (2006), uma
adaptacdo prévia do micro-organismo aos compostos a serem
dessulfurizados é uma condicdo primordial para um bom desempenho
do mesmo como biocatalisador.

Figura 3.22:Microscopia de fluorescéncia das células do Rhodococcus
erythropolis ATCC4277 apds 20 h em reator descontinuo contendo 100% (v/v)
de dleo diesel.

As dificuldades de nutrigdo do R. erythropolis ATCC4277 ficam
mais claras ao analisarmos a microscopia de fluorescéncia da Figura
3.22. Carvalho et al. (2009) afirma que o crescimento em condicGes de
privacdo nutricional pode aumentar a hidrofobicidade celular, que age
como uma forca de ignicdo para uma juncdo célula-célula ou
biogranulagdo. A adesdo ocorre quando a repulsdo eletrostatica é
superada pelas forcas de van der Waals ou interacbes hidrofébicas
(CARVALHO et al., 2009). Além disso, Carvalho et al. (2004, 2005a)
afirma que: as células do R. erythropolis, na presenca de solventes com
baixos valores de log P, acabam por se agregar para proteger a
populacdo celular contra esses compostos hidrofilicos; a resisténcia
desse micro-organismo diminui com o aumento da toxicidade do
sistema, impossibilitando assim as células de manterem sua viabilidade
sob condicOes severas; e um periodo de contato entre as células e o
solvente, anterior a adicdo do substrato, é prejudicial para o R.
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erythropolis. Assim sendo, esses fatores podem ter influenciado a
capacidade de dessulfurizacdo do R. erythropolis ATCC4277, uma vez
que as células encontram-se agregadas e ndo ha indicios de células
refringentes.

3.5 PARAMETROS CINETICOS
3.5.1 N-dodecano como fase organica

Através da Tabela 3.7 visualizam-se os parametros cinéticos
provenientes dos ensaios de dessulfurizacdo do DBT pelo Rhodococcus
erythropolis ATCC4277 conduzidos em reator descontinuo contendo 20,
80 ou 100% (v/v) de n-dodecano como fase organica.

Tabela 3.7: Pardmetros cinéticos da reagdo de dessulfurizagdo em reator
descontinuo contendo 20, 80 ou 100% (v/v) de n-dodecano peloRhodococcus
erythropolisATCC4277.

Concentragéo den-dodecano %o(v/v)

Parametro 20 80 100
™ (hh 0,177 (517 J—
Y5 (glicose) 0,643 1,189 -
Y s (DBT) 12,695 14,913 10,313
Y pis 0,949 1,052 0,996
Y oix 0,075 0,063 0,096
Ks(g/L) 0,014  eeememe e
Produtividade (mgP-L™-h™) 91,618 101,642 101,252
Producdo (mgP-h™) 22,904 25,41 25,31

A concentracdo de fase organica que proporcionou os melhores
parametros cinéticos foi a de 80% (v/v), com excecdo do fator de
conversdo de células em produto (), onde cada grama de célula esta
produzindo 63mg de 2-HBP enquanto que nos reatores com 20 e 100%
(v/v) de n-dodecano cada grama de célula produz 75,0 e 96,0mg de 2-
HBP, respectivamente. Outro parametro ndo favoravel foi o fator de
conversao de substrato em células (Yys), onde cada grama de substrato



97

esta produzindo 1,189g de célula, isso significa que o coeficiente de
manutencao celular neste caso é maior. Apesar das células despenderem
mais energia para adaptar a parede celular a um ambiente mais hostil
(conforme discutido no item 3.3.2), o fator de conversdo do DBT em 2-
HBP (Ys), produtividade e producéo foram superiores.

Por conseguinte, a concentracdo de 80% (v/v) de fase organica
acabou sendo a que proporcionou um melhor contato entre as células de
R. erythropolis ATCC4277 e o DBT, tornando-se assim a
concentracdode fase orgénica reacional mais eficiente entre as demais
testadas.

OlImo et al. (2005) alcancou um valor de Y (glicose) de 2,72,
esse valor é 4,2 vezes superior ao obtido para a concentracdo de n-
dodecano de 20% (v/v) e 2,3 vezes maior do que o alcancado para a
concentracdo de 80% (v/v). Isso indica que o coeficiente de manutencéo
do R. erythropolis ATCC4277 é inferior ao do R. erythropolis IGTS8, o
gue pode vir a implicar em menores gastos com meio de fermentacdo
futuramente.

Ja com relacdo ao fator Yy (DBT), Olmo et al. (2005) conseguiu
um valor igual a 2,84, tal valor é 4,5 vezes inferior ao obtido no reator
com 20% (v/v) de n-dodecano, 5,25 vezes menor com relacdo ao do
reator contendo 80% (v/v) de fase organica e 3,6 vezes inferior ao
obtido no reator com 100% (v/v) de n-dodecano. Guchhait et al. (2005),
por sua vez, alcangou um valor para 0 Y (DBT) igual a 9,2, sendo
assim, 1,38vezes inferior ao obtido no reator com 20% (v/v) de n-
dodecano, 1,62 vezes menor com relagdo ao do reator contendo 80%
(v/v) de fase orgénica e 1,12 vezes inferior ao obtido no reator com
100% (v/v) de n-dodecano. Tais resultados demonstram que o R.
erythropolis ATCC4277 utiliza uma quantidade superior de DBT como
co-substrato do que o R. erythropolis IGTS8 e o R. erythropolis JUBT1,
isso é vantajoso, pois é metabolizando o DBT que se remove o enxofre
presente nele. /

O valor do p,™ alcancado por Guchhait et al. (2005) foi de
0,0467 h*, ou seja, um valor 3,6 vezes inferior (em média) aos
apresentados na Tabela 3.7. Isso significa que o R. erythropolis
ATCC4277 possui uma fase log muito mais rapida que o R. erythropolis
JUBT1, o que é um excelente resultado se pensarmos que a degradacdo
do DBT esta correlacionada ao crescimento celular.

Todavia, vale ressaltar ainda que as diferengas entre os valores
obtidos por OImo et al. (2005), Guchhait et al. (2005) e os deste trabalho
podem ter ocorrido tanto devido a utilizacdo de diferentes espécies de
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Rhodococcus sp., quanto ao emprego de condic@es distintas nos reatores

fermentativos.

Figura 3.23: Velocidades especificas ps (DBT), ps (glicose), pp (2-HBP) e iy

da reagdo de dessulfurizagdo pelo Rhodococcus erythropolis ATCC4277 em
reator descontinuo contendo 20% (v/v) de n-dodecano.
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Realizando-se uma analise comparativa entre as velocidades
especificas concernentes ao processo de dessulfurizacdo em reator
descontinuo contendo 20% (v/v) de n-dodecano (Figura 3.23), torna-se
possivel determinar o tipo de processo fermentativo (BORZANI et al.,
2008). Percebe-se que as velocidades especificas de degradacdo do DBT
(us) e de producdo da 2-HBP (up) apresentam perfis semelhantes,
correlacionando-se muito bem. Analogamente, o comportamento do
perfil de velocidade especifica de crescimento celular (ux) segue o
mesmo andamento dos demais perfis. Com isso, pode-se dizer que a
formag&o do produto esta associada ao crescimento, ou seja, a formacgao
da 2-HBP esta diretamente ligada as reacdes do catabolismo e/ou de
decomposicdo do DBT (BORZANI et al., 2008). Por conseguinte, um
reator partindo de uma maior concentracdo inicial de células pode
acabar formando uma maior quantidade de 2-HBP.
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Figura 3.24: Velocidades especificas ps (DBT), ps (glicose), pp (2-HBP) e iy
da reacédo de dessulfurizagéo pelo Rhodococcus erythropolis ATCC4277 em
reator descontinuo contendo 80% (v/v) de n-dodecano.
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Encontrou-se 0 mesmo comportamento na Figura 3.24, onde se
tém as velocidades especificas referentes ao processo de dessulfurizagéo
em reator descontinuo contendo 80% (v/v) de n-dodecano. Novamente
os perfis de velocidade especifica da degradacdo do DBT (ug), da
producdo da 2-HBP (up) e do crescimento celular (ux) apresentam
comportamento andlogo. Indicando que nesse processo a formacao do
produto também estd associada ao crescimento celular (BORZANI et
al., 2008).

Vale ressaltar que as velocidades especificas alcangadas pelo
reator contendo 80% (v/v) de n-dodecano foram superiores as
encontradas no reator com 20% (v/v) de fase orgéanica. I1sso porque as
células tiveram de consumir os substratos de maneira mais rapida a fim
de obter energia para adaptar-se ao ambiente hostil (conforme discutido
nos itens 3.4.1 e 3.5.1). Além disso, o reator com 80% (v/v) de n-
dodecano, por possuir uma concentracdo de fase aquosa inferior,
acabava propiciando um maior contato entre as células e 0 DBT fazendo
com que a producdo de enzimas ocorresse mais rapidamente e, por
consequéncia, aumentando a velocidade de formacao da 2-HBP.
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3.5.2 Oleo diesel A S1800 como fase organica

Através da Tabela 3.8 visualizam-se 0s parametros cinéticos
concernentes aos ensaios de dessulfurizacdo do 6leo diesel A S1800 pelo
R. erythropolis ATCC4277 conduzidos em reator descontinuo contendo
20 ou 80% (v/v) de bleo diesel como fase organica.

Tabela 3.8: Parametros cinéticos da reacdo de dessulfurizagdo em reator
descontinuo contendo 20 ou 80% (v/v) de 6leo diesel peloRhodococcus
erythropolisATCC4277.

Concentracdo de 6leo diesel %(v/v)

Parémetro 20 80

iy "X (h ) 0,198 0,170
Y s (glicose) 0,583 0,755
Kq(g/L) 1,634 4,614

Os valores de ™ apresentados na Tabela 3.8 ficaram proximos
entre si e também ndo diferiram muito dos encontrados na Tabela 3.7.
Isso significa que o perfil de crescimento do R. erythropolis ATCC4277
ndo sofreu grandes alteragbes mesmo quando na presenca desses
diferentes compostos, mantendo analogos os tempos de cada fase do
crescimento bem como as concentragdes celulares para cada fase,
conforme apresentado na Figura 3.21 (item 3.4.1).

Todavia, esses valores de p,™ foram muito superiores ao
descrito por Guchhait et al. (2005) em seus ensaios com o¢leo diesel.
Guchhait et al. (2005) obteve um valor de ™ igual a 0,0402 (h™), ou
seja, o crescimento do Rhodococcus sp. JUBT1 é muito mais lento do
que o do R. erythropolis ATCC4277. Isso implica em um aumento no
tempo de residéncia do Rhodococcus sp. JUBT1 no reator descontinuo
para a reacdo de dessulfurizacdo, 0 que ndo é nada interessante para uma
futura aplicacgdo industrial.

Comparando-se os fatores de conversdo Y, da Tabela 3.8 com o
valor alcangado por Guchhait et al. (2005), que foi de 0,72, percebe-se
que ele é bastante préximo ao obtido no reator com 80% (v/v) de dleo
diesel. O que corrobora um comportamento da espécie Rhodococcus sp.
diante de concentraces mais elevadas de 6leo diesel.

Os valores do fator de conversdo Y,s (glicose) da Tabela 3.8
pouco divergem entre si, no entanto, encontra-se uma discrepancia
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maior ao compararmos o valor obtido no reator contendo 80% (v/v) de
n-dodecano (Tabela 3.7) com o reator contendo 80% (v/v) de Oleo
diesel. Apesar do Y, para o reator contendo 80% (v/v) de n-dodecano
ter sido 1,6 vezes maior do que o reator com 80% (v/v) de 6leo diesel, a
concentracdo celular do reator contendo diesel foi superior ao do reator
com n-dodecano durante praticamente toda a fermentacédo. 1sso nos leva
a crer que as células do R. erythropolis ATCC4277 acabaram utilizando
algum composto presente no diesel como fonte energética
(CARVALHO et al., 20053).

Analisando-se as constantes de saturacdo K apresentadas na
Tabela 3.8, nota-se que seus valores sdo muito superiores ao obtido por
Guchhait et al. (2005), que foi de 0,095 (g/L), e também ao valor de
0,014 (g/L) apresentado na Tabela 3.7, para reator contendo 20% (v/v)
de n-dodecano.

Figura 3.25: Velocidades especificas s (glicose) e py da reacéo de
dessulfurizacdo pelo Rhodococcus erythropolis ATCC4277 em reator
descontinuo contendo 20% (v/v) de 6leo diesel.
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Figura 3.26: Velocidades especificas ps (glicose) e iy da reacdo de
dessulfurizagéo pelo Rhodococcus erythropolis ATCC4277 em reator
descontinuo contendo 80% (v/v) de 6leo diesel.
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Segundo (BORZANI et al., 2008), quanto maior for o valor de K
menor serd a duracdo da fase log e mais dificil sera para o micro-
organismo alcancar a velocidade especifica de crescimento maxima. No
entanto, se o valor de K for muito inferior aos valores da concentracdo
de substrato (0 que € caso dos valores de K das Tabelas 3.7 e 3.8), tem-
se um modelo de Monod de ordem zero, onde a velocidade de
crescimento ndo varia muito, chegando a alcancar os valores da
velocidade especifica de crescimento maxima. Ao se analisarem 0s
perfis de velocidade especifica de crescimento celular das Figuras 3.25 e
3.26, e a curvas de crescimento da Figura 3.21,0bserva-seque as
velocidades especificas de crescimento celular alcancam o valor
maximo, indicando assim de que a cinética se adéqua ao modelo de
Monod de ordem zero.

Além disso, percebe-se na Figura 3.25, que o perfil da velocidade
especifica de crescimento ndo se correlaciona bem com o perfil da
velocidade especifica de consumo de glicose. Inicialmente, os dois
perfis possuem comportamentos semelhantes, mas depois do inicio da
fase log as curvas ja ndo se relacionam mais tdo bem.

Todos esses indicios apontam mais uma vez para a afirmativa de
Carvalho et al. (2005a) de que 0 micro-organismo ao se deparar com um
meio nutritivo desconhecido, e até mesmo téxico, consome inicialmente
a fonte de carbono conhecida e, depois que se adapta ao meio, passa a se
nutrir de outras fontes de carbono.
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CAPITULO IV - CONCLUSOES E SUGESTOES

Neste trabalho realizou-se o estudo da influéncia de fatores como
pH, temperatura, e concentragdes dos compostos n-dodecano, Oleo
dieselA S1800, gasolina tipo C (comum) e DBT no crescimento do
micro-organismo; o percentual de dessulfurizacdo do DBT e do 6leo
diesel A S1800 pelo Rhodococcus erythropolis ATCC4277; e o0s
parametros cinéticos concernentes ao processo de dessulfurizagéo.

O crescimento do R. erythropolis ATCC4277 sob a acdo das
temperaturas de 20 e 50°C é extremamente prejudicado. Este é um
indicativo de que a temperatura em que sdo dirigidos os experimentos
com R. erythropolis ATCC4277 apresenta forte influéncia sobre o
crescimento do mesmo, e que as melhores temperaturas de trabalho sdo
as entre 25 e 30°C.

Os valores de pH entre 6,0 e 8,0 sdo 0s que promovem as maiores
concentragGes celulares e um crescimento mais eficiente do R.
erythropolis ATCC4277.

Nos ensaios da determinacdo da CMI pelo método de difusdo em
agar nao houve a formacéao de halos de inibicdo para os pocos contendo
apenas n-dodecano e 6leo diesel A S1800 bem como para os contendo
500, 1000, 2000, 3000, 4000 e 5000ppm de DBT.

N&o se encontrou nenhuma CMI do 6leo diesel A S1800 com
relacdo ao R. erythropolis ATCC4277, entre as concentragdes testadas
(10, 30, 50, 70 e 90% (v/v)).

O R. erythropolis ATCC4277 nao apresentou sensibilidade a
nenhuma das concentragdes de DBT avaliadas (500, 1000, 2000, 2500,
3000, 4000, 5000, 10000 e 20000ppm).

O crescimento celular do R. erythropolis ATCC4277 foi
extremamente abalado pelas concentracdes de gasolina tipo C testadas
(10, 30, 50, 70 e 90% (v/v)). Obtendo-se percentuais de inibicdo entre
4,08(x£0,34) e 68,64(+0,23)%.Portanto, a CMI da gasolina tipo C
encontrada para o R. erythropolis ficou proxima ao valor de 30% (v/v).

O R. erythropolis ATCC4277 se mostrou capaz de dessulfurizar o
DBT pela via metabodlica “4S”, transformando-o em 2-HBP na razdo
estequiométrica de 1:1, em um sistema descontinuo bifasico utilizando
n-dodecano como fase organica.

Os percentuais de degradacdo do DBT alcancados pelo R.
erythropolis ATCC4277 nos sistemas contendo 20, 80 e 100% (v/v) de
n-dodecano foram 93,3, 98,0 e 95,5%, respectivamente.
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A andlise de variancia (ANOVA) demonstrou que ha diferenca
significativa entre os trés tratamentos para um nivel de significancia de
5%, ou seja, alteracdo do volume de fase orgéanica no sistema reacional
possui influéncia na concentracdo final de DBT. Pelo teste de Tukey, o
sistema que apresentou a maior média de degradacdo do DBT, isto €, 0
que teve mais influéncia sobre o resultado final foi o contendo 80%
(v/v) de n-dodecano.

Quanto a atividade especifica de degradacdo do DBT, o maior
valor alcancado foi de 44 mmolDBT-kgCS™-h™ pelo sistema contendo
80% (v/v) de n-dodecano.

Nos sistemas bifasicos as maiores atividades de degradacdo do
DBT se deram durante a fase log de crescimento do micro-organismo,
isso implicou em uma diminuicdo de 33,33% no tempo total de
dessulfurizacdo em relagéo ao encontrado em outros estudos.

A concentracdo de n-dodecano no meio reacional que apresentou
os melhores parametros cinéticos foi a de 80% (v/v). O fator de
conversdo do DBT em 2-HBP (Ys=1,052), produtividade (101,642
mg2-HBP-L™-h™) e producéo (25,41mg2-HBP-h™) foram superiores as
demais concentrag@es de n-dodecano.

Através da andlise comparativa entre os perfis das velocidades
especificas de degradacdo do DBT (us), producdo da 2-HBP (up) €
crescimento celular (ux) concernentes ao processo de dessulfurizacéo
em reator descontinuo contendo 20 e 80% (v/v) de n-dodecano,
percebeu-se que os perfis possuem comportamentos analogos. Com isso,
pode-se dizer que a formacdo da 2-HBP estd diretamente ligada as
reacOes do catabolismo e/ou de decomposicdo do DBT.

Os testes de dessulfurizacdo dos compostos sulfurosos presentes
no 6leo diesel A S1800 realizados em reator descontinuo demonstraram
gue a bactéria R. erythropolis ATCC4277 ndo é capaz de remover o
enxofre dos compostos sulfurados ap6s 20hs de fermentacéo.

Os parametros cinéticos obtidos nos ensaios em reator
descontinuo contendo 20, 80 e 100% (v/v) de Oleo diesel A
$1800,mantiveram-se analogos aos encontrados nos experimentos
conduzidos com n-dodecano como fase organica.

Os valores das constantes de saturagdo Kobtidas nos ensaios com
oleo diesel A S1800 nos permitiram concluir que a cinética dessa reacdo
segue 0 modelo de Monod de ordem zero.

Avaliando-se 0s resultados obtidos neste trabalho pode-se
concluir que as melhores condigcBes para se realizar o processo de
dessulfurizacdo do DBT em reator descontinuo pelo R. erythropolis
ATCC4277 é utilizando 80% (v/v) de n-dodecano como fase orgénica, o
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pH do meio fermentativo variando entre 6,5 e 7,5 e conduzi-lo sob uma
faixa de temperatura entre 25 e 30°C.

SUGESTOES PARA A CONTINUIDADE DA PESQUISA

Algumas sugestdes sdo propostas para continuidade aos estudos
iniciados nestetrabalho:

. Adaptar o R. erythropolis ATCC4277 aos compostos
sulfurosos presentes no 6leo diesel e na gasolina tipo C (comum).

" Realizar ~ experimentos com 0  micro-organismo
imobilizado ou em reator continuo.
. Modelar e simular os experimentos realizados a fim de se

determinar qual modelo cinético descreve melhor os dados
experimentais.

" Aumentar as concentracdes iniciais de DBT e de células a
fim de observar que impacto esses aumentos teriam no percentual de
dessulfurizacdo.

" Avaliar se o micro-organismo consome algum outro
composto do éleo diesel e que implicacBes esse consumo traria.
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APENDICE A

CURVA DE CALIBRACAO DA CONCENTRAGCAO CELULAR,
CURVA DE CRESCIMENTO CELULAR, DETERMINACAO DA
FASE LOG E ™, E DETERMINGAO DE Ks.

Na Tabela A.1 tém-se as médias dos dados utilizados para
construir a curva de calibracdo concentracdo celular versus densidade
otica (D.0O), pelo método de turbidimetria.

Tabela A.1: Dados de concentragdo celular versus densidade 6tica para a
construcdo da curva de calibragdo do método de turbidimetria.

Massa seca (g) Fator de Concentragéo celular
diluicdo e por diluicdo (g/L)
0,0379(x0,0020) 1:2 0,8240 1,9275(+0,11)
0,0387(+0,0018) 1:4 0,7400 0,9637(%0,099)
0,0392(+0,0031) 1:6 0,7035 0,6425(+0,14)
0,0385(+0,0027) 1:8 0,6875 0,4818(+0,082)
0,0392(+0,0016) 1:10 0,6770 0,3855(+0,12)

Através dos dados da Tabela A.1 construiu-se a curva de
calibracdo apresentada na Figura A.1.

Figura A.1: Curva de calibracdo concentragdo celular versus densidade ética.
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Na Figura A.2 tem-se a fase log do crescimento do R.
erythropolis ATCC4277 para ensaio utilizando apenas meio de
crescimento YMA, através da qual se determinou a i ™.

Figura A.2: Fase log do crescimento do Rhodococcus erythropolis ATCC4277
na presenca de meio YMA.
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Na Figura A.3 tem-se a fase log do crescimento do R.
erythropolis ATCC4277 para ensaio em sistema bifasico utilizando 20%
(v/v) de n-dodecano e 3,0mM de DBT, através da qual se determinou a
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Figura A.3: Fase log do crescimento do Rhodococcus erythropolis ATCC4277
em sistema biféasico contendo 20% (v/v) de n-dodecano e 3,0mM de DBT.
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Na Figura A4 tem-se a fase log do crescimento do R.
erythropolis ATCC4277 para ensaio em sistema bifasico utilizando 80%
(v/v) de n-dodecano e 3,0mM de DBT, através da qual se determinou a

méx
e

Figura A.4: Fase log do crescimento do Rhodococcus erythropolis ATCC4277
em sistema biféasico contendo 80% (v/v) de n-dodecano e 3,0mM de DBT.
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Para 0s ensaios em sistema bifésico utilizando 20 e 80% (v/v) de
oleo diesel A S1800 obtiveram-se as fases log do crescimento do R.
erythropolis ATCCA4277 apresentadas nas Figuras A5 e A.6,
respectivamente. Através das quais se determinaram os valores de p," .

Figura A.5: Fase log do crescimento do Rhodococcus erythropolis ATCC4277
em sistema bifasico contendo 20% (v/v) de 6leo diesel A S1800.
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Figura A.6: Fase log do crescimento do Rhodococcus erythropolis ATCC4277
em sistema bifasico contendo 80% (v/v) de 6leo diesel A S1800.
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Os valores de Ks foram calculados a partir das curvas
apresentadas nas Figuras A.7, A.8 e A.9, para 0s ensaios em sistema
bifasico contendo 20% (v/v) de n-dodecano, 20 e 80% (v/v) de 6leo
diesel A S1800, respectivamente.

Figura A.7: Determinago do valor de Ks para ensaio em sistema bifasico
contendo 20% (v/v) de n-dodecano.
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Figura A.8: Determinacéo do valor de Ks para ensaio em sistema bifésico
contendo 20% (v/v) de 6leo diesel A S1800.
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Figura A.9: Determinacéo do valor de Ks para ensaio em sistema bifésico
contendo 80% (v/v) de 6leo diesel A S1800.
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APENDICE B

CURVAS DE CALIBRACAO DA CONCENTRACAO DE
ACUCARES REDUTORES NO MEIO FERMENTATIVO PELO
METODO DNS.

Na Tabela B.1 tém-se as médias dos dados utilizados para
construir a curva de calibracdo da concentracdo de glicose (para
concentracdes de até 2g/L) versus densidade Gtica (D.O), pelo método
DNS. A curva de calibragdo construida através dos dados da Tabela B.1
é apresentada na Figura B.1.

Tabela B.1: Dados de concentracdo de glicose versus densidade dtica para a
construcdo da curva de calibragdo do DNS.

Concentracgédo
de glicose (g/L) D.O.
2 2,135
15 1,595
1 1,065
0,8 0,87
0,6 0,635
0,4 0,42
0,2 0,215
0,1 0,085
0,05 0,05

Figura B.1: Curva de calibragdo da concentracdo de glicose versus densidade
Gtica pelo método DNS, para uma concentracdo maxima de glicose de 2g/L.
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Na Tabela B.2 tém-se as médias dos dados utilizados para
construir a curva de calibracdo da concentracdo de glicose (para
concentragdes de até 10g/L) versus densidade 6tica (D.O), pelo método
DNS. A curva de calibragdo construida através dos dados da Tabela B.2
é apresentada na Figura A.2.

Tabela B.2: Dados de concentracdo de glicose versus densidade Gtica para a
construcdo da curva de calibragdo do DNS.

Concentracao

de glicose (g/L) D.O.

10 0,7467

0,6443

0,5523

0,4681

0,3930

0,3245

0,2137

0,1333

0,0475

NWhOOIOoO N 00O

Figura B.2: Curva de calibragdo da concentracdo de glicose versus densidade
Gtica pelo método DNS, para uma concentragdo maxima de glicose de 10g/L.
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125

APENDICE C

CURVAS DE CALIBRACAO DOS COMPOSTOS DE DBT E 2-HBP
EM HPLC.

Na Tabela C.1 tém-se as médias dos dados utilizados para
construir a curva de calibracdo da concentracdo de DBT versus area, no
HPLC. A curva de calibracdo construida através dos dados da Tabela
C.1 é apresentada na Figura C.1.

Tabela C.1: Dados de concentragcdo DBT versus &rea para a construcéo da
curva de calibra¢do no HPLC.

Concentracgédo

de DBT (ppm) Area (mV-s)

500 48.450,17(+10,0199)
400 38.470,11(8,1648)
300 27.746,08(+1,6854)
200 17.841,27(+1,2549)
100 9.028,01(+3,3126)
50 4.598,14(+1,8193)
25 2.409,25(+1,2179)
10 341,40(+8,6386)

Figura C.1: Curva de calibracdo da concentracdo de DBT versus area no

HPLC.
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Na Tabela C.2 tém-se as médias dos dados utilizados para
construir a curva de calibracdo da concentracdo de 2-HBP versus area,
no HPLC. A curva de calibragdo construida através dos dados da Tabela
C.2 é apresentada na Figura C.2.

Tabela C.2: Dados de concentragdo 2-HBP versus area para a construgdo da
curva de calibra¢do no HPLC.

Concentragéo de

2-HBP (ppm) Area (mV-s)
500 23.033,89(+1,1845)
400 19.326,35(%9,2057)
300 14.422,63(x7,9656)
200 9.524,41(+3,4891)
100 4.894,64(+2,8448)
50 2.689,44(%9,4792)
25 2.260,75(+3,0091)

Figura C.2: Curva de calibragdo da concentragdo de 2-HBP versus area no

HPLC.
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ANEXO A

METODO NUMERICO APRESENTADO POR BORZANI et al.
(2008) PARA O CALCULO DAS VELOCIDADES ESPECIFICAS DE
CRESCIMENTO, CONSUMO DE SUBSTRATO E DE PRODUCAO.

No Quadro 01, sdo apresentadas as equacdes de uma planilha que
executa o célculo de velocidades especificas. Apds a entrada das
equacdes (conforme Quadro 01), pode-se iniciar a utilizacdo da planilha,
devendo-se utilizar apenas as colunas A, Be C para entrada de dados
numéricos. A velocidade especifica para cada instante aparecera
automaticamente na coluna E.

Quadro 01: Organizacéao da planilha paracélculo de uma determinada
velocidade especifica.

Célula da Planilha | Dados de entrada Tipo
A8 tempo (h) texto
B8 X (g/L) texto
C8 M (g/L) texto

D8 dM/dt texto

E8 Y texto

F8 i texto

(1 - mAB texto

H8 mBC texto

8 dCX texto

18 mNO texto

K8 nNO texto

L8 mMO texto

M8 nMO texto

N8 t(c) texto

(o)) cxcr texto

P8 dx/dt texto

Para os célculos relativos ao primeiro ponto, 0 método obtém a
derivada tragando uma reta entre o segundo eo primeiro ponto, devendo-
se, portanto, entrar com osseguintes dados na linha 9:
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(l;‘::';g;: Dados de entrada Tipo
AD tempo inicial namers
B9 concentragao celular inicial nimero
co concentragao inicial do compasta M numero
e =+C10-C%) / (A0 - AY) equagio
E9 .l +D5 /B9 equagio |
F9 1 niimero

Paraos demais pontos, o célculo é feito através das equacdes
indicadasasentradasda linha  10).Quandodautilizacdo
daplanilha,apdsaentradadosdadosnuméricos(resultantesdoalisamento)

nascolunasA, Be C, deve-se preencherascolunasDa Pcopiandoas células

abaixo(estdo

dalinha 10até a

ultima linhadeentradade dados:

i::"liﬁ: Dados de entrada -| Tipo
AlD segundo dadode tempo [ nimero
B0 |sogndodadodeconcicelular nimero
C10 segundo dado de cone, do composto M mim_em_
D10 | =SE (ABS (G10-H10) <=0,001 ; 110;P10) equagio
El10 | =+D10,/B10 equagao ]
F10 =+F9+1 equagio
o0 [mcwon ey | edo |
Hio =+ (C11-C10) / (A11-A10) | equacio
o =SE (A11<>0;0,5° (G104H10) ; (C10-C9) / (A10-A9) | equagio
J10 | SSE((CII-CI0)<o0; (AI0-AL1) / (C11-C10) 99000000000) | _equagio
K10 =0,5* (C10+C11) - (J1070,5% (A10+A11) ) equagio
L10 =SE ( (C10-C9) <>0; (A9-A10) / (C10-C9) ;wmomoau? equagio ]
MI0 | =05 (C9+C10) - (L10°0,5" (A9+A10) ) equagio
Ni0 = (K10-M10) / {L10-J10) equagio
010 =+L10*N10+M10 equagio
P10 =SE (A11<>0; (N10-A10) / (C10-010) ; (C10-C9) / (A10-A%}) | equagio
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