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RESUMO

As industrias de alimentos e farmacos incorporam cada vez mais tecnologia em seus produtos,
como a modificagdo de 6leos e gorduras para a obtencéo de triglicerideos estruturados. Desta
forma, cresce o interesse por biorreatores para sistemas trifasicos como os que utilizam
enzimas imobilizadas. Os biorreatores airlift se mostram atraentes para este tipo de processo,
pois fornecem uma mistura controlada, baixa taxa de cisalhamento e uma eficiente suspenséao
de sélidos. Logo, o objetivo do trabalho foi a adaptacdo de um biorreator airlift de tubos
conceéntricos usualmente empregado em fermentacdo microbiana para a sintese enzimatica de
lipideos estruturados, especificamente os triglicerideos dietéticos do tipo MLM, isto é,
aqueles que possuem acidos graxos de cadeia média (M), nas posi¢coes sn-1 e sn-3, e de cadeia
longa (L), na posic¢do sn-2 da molécula de triacilglicerol. Foi selecionado o dleo de semente
de uva, com base em sua composi¢do rica em acidos graxos insaturados. Este oOleo foi
submetido a reacdes de aciddlise com o &cido graxo de cadeia média acido caprico (C10:0),
tal reacdo foi catalisada pela lipase imobilizada, Lipozyme RM IM ® (Rhizomucor miehei).
Primeiramente, com o auxilio de uma impressora 3D confeccionou-se um tubo interno com
estrutura de um tronco de um cone e um fundo abaulado, objetivando a otimizacdo da mistura
no biorreator. Ap0s, caracterizou-se sua hidrodinamica, obtendo melhor tempo de mistura na
vazdo de ar de 2 vvm para as trés cargas de sélidos (suporte de imobilizacdo da enzima)
estudadas. Posteriormente, realizou-se reacGes de acidolise em batelada variando a vazdo de
arem 1 e 2 vvm utilizando 1% (v/v) de carga de enzimas, obtendo graus de incorporacédo (Gl)
de C10 igual 24,02+ 0,13% para 1 vvm e 28,76 + 0,05% para reacdo a 2 vvm. Realizaram-se
reacOes com 2 e 3 %(v/v) de enzimas imobilizadas e observou-se que com o aumento de
carga enzimatica ocorre aceleragdo da velocidade de incorporacdo de &cidos graxos de cadeia
média .O maior grau de incorporacdo obtido foi na reacdo com maior massa enzimatica, 3%
(v/v) em relagdo ao meio reacional no tempo 24h, 32,32 £+ 1,1%. Outro ponto observado foi
gue o aumento do indice de perdxido durante esse periodo foi desprezivel, pois houve um
aumento de 0,72+0,10 para 2,82+0,28 mEq/Kg estando abaixo do estipulado pela ANVISA
que é 10mEg/Kg. Tais resultados, mostram que o biorreator do tipo airlift € apto a realizar
misturas multifasicas, mostrando-se um excelente reator para reacBes enzimaticas,
especialmente para a sintese de triglicerideos dietéticos do tipo MLM.

Palavras-chaves: Reator airlift; Triglicerideos dietéticos; Aciddlise; Lipase®; Oleo de

semente de uva.



ABSTACT

The food and pharmaceutical industries are increasingly incorporating technology into their
products, such as modifying oils and fats to obtain structured triglycerides. Thus, interest in
bioreactors for three-phase systems such as those using immobilized enzymes grows. Airlift
bioreactors are attractive for this type of process, as they provide a controlled mixing, low
shear rate, and efficient suspension of solids. Therefore, the objective of the work was the
adaptation of a concentric tube airlift bioreactor usually used in microbial fermentation for the
enzymatic synthesis of structured lipids, specifically MLM-type dietary triglycerides, that is,
those with medium-chain fatty acids (M ), at the sn-1 and sn-3 positions, and long-chain (L),
at the sn-2 position of the triacylglycerol molecule. Grapeseed oil was selected, based on its
rich composition in unsaturated fatty acids. This oil was subjected to acidolysis reactions with
the medium-chain fatty acid capric acid (C10:0), this reaction was catalyzed by the
immobilized lipase, Lipozyme RM IM ® (Rhizomucor miehei). First, with the aid of a 3D
printer, an inner tube was made with a trunk of a cone structure and a convex bottom, aiming
at optimizing the mixture in the bioreactor. Afterward, its hydrodynamics were characterized,
obtaining the best mixing time at an airflow of 2 vvm for the three solid loads (enzyme
immobilization support) studied. Subsequently, batch acidolysis reactions were carried out,
varying the airflow in 1 and 2 vvm using 1% (v/v) enzyme load, obtaining degrees of
incorporation (GI) of C10 equal to 24.02 + 0.13 % for 1 vvm and 28.76 + 0.05% for reaction
to 2 vvm. Reactions were carried out with 2 and 3%(v/v) of immobilized enzymes and it was
observed that with the increase in the enzymatic load, there was an acceleration of the
incorporation rate of medium-chain fatty acids. The highest degree of incorporation obtained
was in the reaction with greater enzymatic mass, 3% (v/v) in relation to the reaction medium
in time 24h, 32.32 + 1.1%. Another point observed was that the increase in the peroxide index
during this period was negligible, as there was an increase from 0.72+0.10 to 2.82+0.28
mEQ/Kg, being below the stipulated by ANVISA, which is 10mEqg/ Kg These results show
that the airlift-type bioreactor is able to carry out multiphase mixtures, proving to be an
excellent reactor for enzymatic reactions, especially for the synthesis of MLM-type dietary
triglycerides.

Key words: Airlift reactor; Dietary triglycerides; Acidolysis; Lipase®; Grape seed oil.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1-Esquema dos diferentes tipos de reator airlift; (A) recirculacdo externa e (B)
FECIFCUIAGAOD INTEIMA ..ot bbbt bbb 17
Figura 2- Processos de Interesterificacdo- (A)Processo de Acidolise; (B) Processo de
Alcodlise; (C) Processo de TransesterifiCacdo  ..oovoveviveiiiii v 23
Figura 3- Tipos de biorreatores: (A) Tanque Agitado; (B) Leito Fixo e (C) Leito
e [T L2 Uo [ PR OPR 26
Figura 4- Desenho esquematico de um biorreator airlift com as regiGes de subida (riser) e
(o [=T o o = (o [0V Yoo 1 1 - ) SRRSO 29
Figura 5. Diferentes tipos de reator airlift, onde a seta vermelha apresenta a regido de subida
e a seta azul a regido de descida. (A) airlift de tubos concéntricos (B) airlift split-cylinder e
©) airlift de circulacédo externa.

Figura 6 - Regimes de fluxo de gas em uma mistura com suspensdo de solidos: I: Regime
com baixa velocidade do gas: sem transporte de gas. Il Regime de transicdo: arrastamento de

gas para o downcomer, mas sem recirculacdo de gas. Ill. Regime de circulacdo de gas

(0101001 o] 1< ST T PP PRPR PRI 35
Figura 7- Lipozyme RM IM .......ooiiic ettt 38
Figura 8- Airlift de tubos concéntricos. a) reator sem o tubo interno b) dimens@es do airlift
....................................................................................................................................... 39
Figura 9- Impressora 3D (MakerBot Replicator+, modelo:PABHG65) utilizada no presente
LTS L0 (o TSRS 40
Figura 10- Pecas que foram modificadas no projeto- (A)Tubo interno padrdo e (B) Corte
transversal do fundo do reator do tipo airlift Padrao..........cccccoveiiiiiiiicic e, 41
Figura 11. Desenho esquematico de um biorreator airlift para reagdes enzimaticas ... 42
Figura 12- Redmetro Brookfield ® DV-III ULTRA. e 45

10



LISTA DE TABELAS
Tabela 1 -Producdo de lipideos  estruturados atravées da reacdo de

acidolise........cocvvvrerinnnnnn, 27

Tabela 2-Especificag0es técnicas da Lipozyme RM
IMB) s 38

Tabela 3- Parametros fisico-quimicos do Oleo de semente de uva e do acido céaprico
0111 122 To (o OSSO P TPV PRPRRRIS 39

11



Ad:
As:
C1o0:
CFD:
Del:
Di:
Drs:
Drr:
Dtm:

Gl:

Hr:

IP:

MFA:

MLM:

MMM:

MT:
PLA:

Qa:
Pa:

pa:

LISTA DE ABREVIATURAS

Atividade hidrolitica
Area da seccdo transversal da regido de descida (m?)
Area da secgéo transversal da regido de subida (m?)
Acido caprico
Fluidodindmica computacional
Diametro interno do tubo externo (mm)
Didmetro interno da coluna
Diametro da base do Riser
Diametro do Topo do riser
Diédmetro médio do tubo interno
Aceleragdo gravitacional (m.s?)
Grau de incorporacdo de acidos graxos
Altura do liquido
Altura do riser (mm)
indice de Peroxido
Massa de enzima adicionada (g)
Molaridade da solu¢do (mol/L)
Numero de mols de acidos graxos de cadeia média (C10:0) no
triglicerideo
Triglicerideos que possuem acidos graxos de cadeia média (M), em
posicdes sn-1 e sn-3, e de cadeia longa (L), na posicdo sn-2 da molécula
de triacilglicerol
Triacilglicerol com acidos de cadeia média em todas as posicdes
Numero de mols totais de &cidos graxos no triglicerideo
Acido polilactico
Vazdo volumétrica de alimentagdo do gas (m3/s)
Pressdo atmosférica (Pa)

Densidade da mistura dos liquidos e sdlidos (kg.m?3)

12



SLS:

TAG:
TMG:

tm:
U/g:
Ucs:
Va:
Vb:

Triglicerideo com acidos graxos de cadeia curta (S) nas posi¢oes sn-1 e
sn-3 e de cadeia longa (L) na posi¢éo interna

Tempo de reacao (min)

Molécula de triacilglicerol

Taxa minima de fornecimento de gas

Tempo de mistura

pmol de produto formado/ minuto de reacao

A velocidade do gas na regido de subida (m/s);

Volume de solucdo utilizado na amostra (mL)

Volume de solucéo utilizado no branco da reagdo (mL)

Volume do liquido no reator (L)

13



SUMARIO

1. LN EI0] 5161070 T 16
2. REVISAO DA
LITERATURA . ...t 19

2.1.  Oleos e
(0[] 0 [V ] = 3PS URTOSR 19

2.2.  Triglicerideos de baixa
(07 1[o] - VOSSR 20

2.3. Oleo de semente de
UV ettt e et e et e s e b e e st b e e nn e ne e nn e ne s 21

S I | o= 1T PSSP 22
2.5. Biorreatores

BNZIMALICOS. ... veeveetierieie ettt a e e et estesresneereeneenes 25

2.5.1. Biorreatores pneumaticos do tipo airlift.............ccccoccviviiiiiiiiccce 27
2.5.2. Avaliagdo hidrodinamica de biorreatores
AT 31

2.5.2.1. Velocidade superficial do
GBSttt et 32

2.5.2.2 Tempo de mistura
............................................................................................ 32

2.6.  Sistemas trifasicos em biorreatores airlift ..............ccooovvviiiiiiciic 33
3. (O] =0 I Y 1 TSR 37
3.1 ODJELIVO GEIAl ..o 37
3.2, ODbjJetivos ESPECITICOS........ciuieiiiiecie ettt sre e 37
4, MATERIAIS E METODOS.......oooieeeeeeeeeeeee ettt 38
4.1, MATERIAIS.. ...t e et e e e b e e st e e aneeeaneeas 38
4.1.1. BiIOCALAIISAUOIES. .......eeiieiiiitie ettt ettt sb e nbeanne s 38
O =T 10 [T ] (TSR RTRRTRI 38
G T =1 o] g =Y (o] SRR 39
4.2, METODOS ...ooviiiiiieeieeieeese et 40



4.2.1. Nova configuracgado do biorreator do tipo airlift ...........c.cocoiiiiiiiiii 40

4.2.1.1. Desenvolvimento das NOVAS PECAS ......ccoververeeireerieiiiesieesiesee e eseesee e enee e 40
4.2.1.2. Operacao do biorreator
AT 42

4.2.1.3. [ TTo ] o e [Ta =10 o] or- VSRS 43
4.2.1.3.1. Determinacdo do tempo de mistura na nova configuracdo do biorreator
U] L SRR URRUTPPRURPROS 43
4.2.1.3.2. Determinacéo da velocidade superficial do gas
(UGS) e 43

4.2.2. Calculo de
POTENCIA. ...ttt 44

G TV A 1ol o 1S o o [ 3SR 44
4.2.4. Propriedade catalitica da enzima imobilizada Lipozyme RM IM..........c..ccocevnee. 45
4.2.5. Sintese de triglicerideos dieté* -~
(MLM).cooe e 45

4.2.6. Determinagéo de ativiuaue
RIArOlTtiCa. ......cv e 46

4.2.7. Caracterizag80 das Matérias-PrimMas..........ccoccoerereririieneiee e 46
4.2.8. Analise do
Lo T0 (1] (o TS OSSP 47
4.2.8.1.Separacdo dos triglicerideos por neutralizacdo dos &cidos graxos residuais ....... 47
4.2.8.2. Metilacdo dos TAG apis @ SEPAraCaO. .........ccueerverereeerierieeaesee e seeeseees 47
4.2.8.3. COompPOSICAO €M ACIAOS GIaX0S.......cveiveerieerieirieiieaiesreeeeseese e sree e re e enae s 47
4.2.8.4. Determinacéo do grau de incorporacédo dos acidos graxos (Gl)................ 48
4.2.8.5. Determinacdo do indice de perdXido (IP) ......ccccoceveirineinieneisesereeeie e 48
4.2.9. Cinética de reacio- Modelo do Grau de iNCOrporagan. .........ccocvvererineeiuenenenienens 49
5. CONCLUSOES. ..ottt 50
REFERENCIAS. ...ttt 52

15



1. INTRODUGCAO

Os avancos da engenharia de bioprocessos e a busca dos consumidores por uma
alimentacdo mais saudavel, contribuem diretamente na elaboracdo de novos processos para
producdo de alimentos e farmacos com caracteristicas especificas. Entre eles, os dleos e
gorduras modificados, também conhecidos como Lipideos Estruturados, tém recebido
especial atencdo, pois sdo importantes na dieta, sendo essenciais na promocao e prevencao da
salde (HEIDOR et al., 2016; LIU et al., 2015).

Os triglicerideos podem ser modificados enzimaticamente ou quimicamente objetivando
0 aumento da absorcdo de acidos graxos, prevenindo a obesidade e doencas metabdlicas. Os
triglicerideos dietéticos do tipo MLM, os quais possuem &cidos graxos de cadeia média (M),
nas posicOes sn-1 e sn-3, e cadeia longa (L), na posi¢do sn-2 da molécula de triacilglicerol
mostram interessantes caracteristicas como o menor valor calérico (21 a 29 KJ/g) quando
comparado com um triglicerideo comum (38 KJ/g) (COZENTINO et al., 2020; FERREIRA-
DIAS et al.,, 2013; HEIDOR et al., 2016) e também a melhor absorcdo destes pela via
linfatica, sendo indicados para pessoas com deficiéncias metabdlicas, associadas a doencas
como AIDS e fibrose cistica (ABED et al., 2018; CABALLERO et al., 2014; LEE; TANG;
LAI, 2012) .

A sintese enzimatica dos triglicerideos dietéticos é normalmente catalisada por lipases
(glicerol ester hidrolases — EC 3.1.1.3), biocatalisadores que catalisam reacdes tanto em meio
aquoso como em meio organico. Existem muitas vantagens no uso de lipases para producao
de triglicerideos do tipo MLM, sendo as principais delas a quimio-regio e
enantiosseletividade. Estas enzimas tém sido utilizadas em diversos segmentos industriais,
como nos setores alimenticio, farmacoldgico, oleoquimico, formulacdo de detergentes, entre
outros (DE MIRANDA; MIRANDA; DE SOUZA, 2015; NALDER et al., 2018; PFLUCK et
al., 2018).

O emprego de lipases imobilizadas facilita a reutilizagéo do biocatalizador no processo,
possibilitando a reducdo do custo, maior controle da formacdo de produto, maior eficiéncia
do processo, além de permitir que a enzima se torne mais estavel e resistente a condicdes

severas, com aplicacdo em uma ampla gama de pH e temperatura (CIPOLATTI et al., 2014).
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A utilizagdo de lipases imobilizadas em escala laboratorial tem sido realizado em
diferentes configuracdes de reatores, sendo os mais utilizados para a producédo dos lipideos
estruturados, os reatores de tanque agitado (batelada) (ABED et al., 2018; ARAUJO et al.,
2016; BASSAN et al., 2019; WANG et al., 2017). Porém, existem outras configuracGes de
reatores que podem ser exploradas para a sintese destes lipideos, pois apresentam vantagens
como baixo consumo de energia, baixa taxa de cilhamento e 6tima mistura como o0s reatores
do tipo airlift que sdo pouco explorados para sintetize dos triglicerideos.

Os reatores do tipo airlift apesar de pouco explorados neste tipo de bioprocessos, séo
muito utilizados em reacGes biolégicas para producdo de biogas, em digestdo anaerobica e
aerobica e em fermentagdes tanto para producdo de farmacos e antibidticos quanto para o
tratamento e purificacdo de agua (LECHOWSKA et al., 2019).Estes biorreatores pneumaticos
destacam-se, pois ndo apresentam partes moveis, e a dispersdao gas-liquido é realizada pelo
proprio ar de entrada do aspersor (YANG et al., 2018). A fase liquida é movida de baixo para
cima impulsionada pelas bolhas de ar ascendentes alimentadas no fundo do reator, retornando
de cima para baixo por uma regido distinta da regido de subida, promovendo assim a
recirculacdo do liquido (HEIJNEN et al., 1997). A Figura 1 apresenta os dois tipos de
biorreator do tipo airlift.

Figura 1-Esquema dos diferentes tipos de reator airlift; (A) recirculacdo externa e (B) recirculacdo
interna

Bolhas }— Bolhas

, Circulagdo

\
P

Entrada de Ar 45 I

Entrada de Ar

Fonte: Al-Mashhadana; Wilkinson; Zimmerman (2015).

A escolha de um biorreator que apresente uma fluidodindmica apropriada para a reacao
de interesse & essencial para a homogeneizacdo do meio e consequentemente para sua
eficiéncia na biotransformacéo, de forma a proporcionar um melhor rendimento (FU et al.,
2003). A viscosidade do fluido, assim como, o tipo de agitacdo, temperatura, vazao de ar ou
fluido, entre outros fatores, influenciam na qualidade da mistura, e é essencial que todos 0s
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pontos internos do biorreator apresentem o mesmo grau de mistura, de forma a evitar zonas de
estagnacdo e promover uma boa homogeneizacdo (YAKUBU-GUMERY, 2010). Para
garantir que isto ocorra, € possivel monitorar alguns parametros como o tempo de mistura,
tempo de circulacdo e a retencdo gasosa.

Alguns estudos da literatura investigam parametros hidrodindmicos do biorreator airlift
como o tempo de mistura. Gavrilescu et al., (2008) estudaram a hidrodinamica de um airlift
de circulagcdo externa com sistema trifasico e perceberam que varidveis operacionais como
vazdo de ar e carga de solidos, afetam as caracteristicas fluidodinamicas do reator. Freitas et
al., (1998) estudaram o comportamento hidrodindmico de um biorreator airlift de tubos
conceéntricos trifasico de 60 L e perceberam que o tempo de mistura diminui com o aumento
da vazdo de ar e que em cargas acima de 20% (v/v) de solidos essa diminuicdo também é
observada.

H& poucos estudos na literatura sobre a utilizacdo do airlift em reacfes enzimaticas,
porém estes trabalhos comprovam a eficiéncia deste reator em bioprocessos com
biocatalizadores. Teerapatsakul et al., (2017), mostrou o potencial do biorreator airlift ao
utilizar lacase imobilizada para degradacdo de corantes. Chang et al., (1994) comprovou a
eficiéncia deste reator ao comparar com biorreator convencional para realizacdo da reacéo de
penicilina V para &cido 6-aminopenicilanico e &cido fenoxiacético com penicilina acilase
imobilizadas. Mojovi¢ et al., (1994) também evidenciou sua viabilidade ao mostrar como o
seu escoamento é suave com enzimas imobilizadas ao estudar a interesterificacdo do 6leo de
palma.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi propor uma adaptacdo da
configuracdo de um reator do tipo airlift para aplicacio em reacbes enzimaticas,
especialmente para a producao de triglicerideos do tipo MLM a partir do 6leo de semente de

uva e &cido caprico catalisada pela enzima lipase imobilizada Lipozyme RM IM ©.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.  Oleos e gorduras

Oleos e gorduras s&o macromoléculas importantes presentes em diversos alimentos, elas
sdo essenciais a dieta humana, uma vez que fornecem energia e auxiliam no transporte de
agentes quimicos organicos, tais como acido graxos essenciais, vitaminas e hormonios.
Porém, a ingestdo excessiva de lipideos pode causar o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, cancer, diabetes e obesidade (COZENTINO et al., 2020; RIOS et al., 2014).

Estas macromoléculas podem ser de origem vegetal ou animal e sdo basicamente
compostas por triacilglicerois (TAGS), que por sua vez sdo compostos por moléculas de
glicerol (trialcool) ligadas a trés cadeias de &cidos graxos formando um éster (BELITZ,;
GROSCH; SCHIEBERLE, 2009). Os acidos graxos que compdem o TAG diferenciam -se
pelo tamanho da cadeia, auséncia, presenca e posi¢cdo das ligacGes duplas e por sua
distribuicdo no triacilglicerol. Devido a essa variacao de caracteristicas confere propriedades
fisico-quimicas, funcionais e nutricionais aos lipideos (RIBEIRO, 2016; RIOS et al., 2014).

Os acidos graxos séo divididos em: &cidos graxos de cadeia curta que possuem até seis
carbonos, de cadeia média que sdo aqueles que possuem entre seis a doze carbonos e os de
cadeia longa que possuem mais de doze carbonos (HANSEN et al., 2011).

Hé alguns &cidos graxos que ndo sao sintetizados pelo organismo humano, e devem ser
obtidos a partir da alimentagdo, sio os denominados acidos graxos essenciais (RODRIGUEZ
et al., 2016). Eles pertencem a série 6mega-6 (n-6) que é representada pelo acido linoleico
(18:2 n-6), o0 qual é obtido a partir de 6leos vegetais convencionais, e pela serie dmega-3 (n-3)
representada pelo acido alfa linolénico (18:3n-3) que é encontrado principalmente em peixes
(LOTTENBERG, 2009). A deficiéncia destes compostos pode gerar diversas doengas como
fibrose cistica, insuficiéncia pancreética e inflamacdes intestinais (PARRISH, 2017).

Atualmente, estudos demonstraram que alguns Oleos possuem efeitos benéficos a
salde, uma vez que, contém &cidos graxos essenciais e acidos graxos insaturados, que
auxiliam na prevencdo do excesso de peso, reducéo do colesterol plasméatico (VAFEIADOU
et al.,, 2015), aumento da saciedade (MALJAARS et al., 2009). Tais conhecimentos
estimulam o interesse no uso de 6leos e gorduras modificados para o tratamento e prevengéo
de doencas (XIE; HUANG, 2006).
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O desenvolvimento de lipideos estruturados, 6leos e gorduras modificados quimica ou
enzimaticamente, com propriedades funcionais e nutricionais aperfeicoadas vem chamando
grande atencdo de cientistas e tecndlogos. As propriedades e possiveis aplicacdes dos lipideos
ndo dependem somente da sua composicao, mas também da estrutura dos seus triacilglicerois
(TAGS) (SIVAKANTHAN; MADHUJITH, 2020).

2.2.  Triglicerideos de baixa caloria

A busca por processos para obtencdo de 6leos e gorduras com baixa caloria e com
tecnologias desejaveis para o setor alimenticio vem crescendo cada dia mais. Desta forma,
destacam-se os lipideos estruturados de baixo valor energético, também conhecidos como
triglicerideos dietéticos, tais moléculas sofrem modificacbes em sua estrutura afim de obter
propriedades fisicas e quimicas diferentes da macromolécula original (BAI et al., 2013; CAO
etal., 2013).

Os triglicerideos dietéticos possuem valor caldrico cerca de 2 a 4 kcal/g menor que 0s
Oleos e gorduras convencionais, pois apresentam menores quantidades de acidos graxos de
cadeia longa nas posicdes sn-1 e sn-3, 0 que promove 0 aumento da sua solubilidade. Estes
lipideos ndo sdo armazenados como gordura, pois o0s acidos graxos de cadeia média séo
liberados dos TAGs durante a digestdo, sendo absorvidos diretamente via circulagéo, desta
forma sdo metabolizados tdo rapidos quanto a glicose (BASSAN et al., 2019; FERREIRA-
DIAS et al., 2013).

Os lipideos sdo macromoléculas importantes para a dieta diaria, uma vez que fornecem
energia, acidos graxos essenciais, vitaminas lipossollveis e antioxidantes. A composicdo e
posicdo de acidos graxos determinam o valor nutricional dos triacilglicerdis. A composicao
destes triglicerideos pode ser modificada para obtencdo de lipideos estruturados com
propriedades nutricionais ou funcionais melhoradas (MOTA et al., 2020).

A macromolécula de triacilglicerol contém trés moléculas de acido-graxos, e a posicao
destes acidos (sn-1, sn-2 e sn-3) permitem obter diferentes respostas do metabolismo humano
(KANDA; NAMIKI; HARA, 2010; NUNES et al., 2012). Desta forma, os triglicerideos
dietéticos podem se organizar de diferentes formas: (i) SLS, um TAG com &cidos graxos de
cadeia curta (S) nas posic¢oes sn-1 e sn-3 e de cadeia longa (L) na sn-2; (ii) MLM, um TAG

com acidos graxos de cadeia média (M) nas posic¢Ges sn-1 e sn-3, e de cadeia longa L, na sn-
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2; e (iii) MMM, um TAG com &cidos de cadeia média em todas as posi¢bes (FERREIRA-
DIAS et al., 2013; NUNES et al., 2012).

Dentre os triglicerideos dietéticos, destacam-se os do tipo MLM que devido aos
tamanhos de suas cadeias de &cidos graxos possui propriedades nutracéuticas, baixo valor
energético (21-29 KJ/g) comparado aos triglicerideos convencionais (38 KJ/g), melhor
solubilidade devido aos &cidos de cadeia média, metabolizacdo e absorcdo mais rapida pelo
figado e pouca tendéncia de acumular no organismo (NUNES et al., 2011).

Alguns estudos mostraram que o consumo de &cidos graxos de cadeia média pode ser
citotdxico as células cancerigenas como de mama, colon e pele (NARAYANA et al., 2017).
Além disso, os lipideos estruturados do tipo MLM podem prevenir doencgas relacionadas com
0 consumo elevado de gordura, como a obesidade, o colesterol alto e as doencas
cardiovasculares (ABED et al., 2018; MOREIRA et al., 2017).

Os triglicerideos dietéticos podem ser sintetizados por via quimica ou enzimatica. Os
métodos quimicos tém a vantagem de serem mais baratos quando comparado com 0s métodos
enzimaticos, porém ndo possuem especificidade (MOTA et al., 2020). Os métodos de
aciddlise, acodlise ou interesterificacdo podem ser utilizados para esse tipo de modificacdo
dependendo do tipo de substrato disponivel (XU, 2003).

A sintese enzimatica dos triglicerideos dietéticos é normalmente catalisada por lipases
(glicerol éster hidrolases — EC 3.1.1.3). A reacdo de acidolise, catalisada por essas enzimas,
pode ser empregada para se introduzir acidos de cadeia média como caprilico e caprico nas
posicdes sn-1 e sn-3 de diferentes 6leos vegetais (XU, 2003), mantendo os &cidos graxos
insaturados de cadeia longa na posi¢édo sn-2, tornando a sua absorc¢do pelo organismo mais
eficiente (WANG et al., 2012).

Uma grande variedade de éleos é utilizada para a producéo destes triglicerideos, sendo
os principais, os 6leos de soja, oliva e girassol (PALLA; CARRIN; 2014; XIE; HUANG,
2006; ZHANG et al., 2020). Porém, ainda existem 0leos pouco explorados nesta sintese, que
possuem caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais muito atrativas, sendo um deles o 6leo

de semente de uva.

2.3.  Oleo de semente de uva
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Sé no ano de 2016 foram produzidos mais de 77 milhdes de toneladas de uva (FAO
STAT, 2018). Cerca de 80% da uva produzida mundialmente é utilizada na producdo de
vinhos, essa producdo gera uma grande quantidade de residuos (bagacos e sementes), onde as
sementes representam cerca de 8 a 20% do total do residuo gerado (DURANTE et al., 2017,
MAIER et al., 2009).

A semente de uva é composta principalmente por carboidratos, proteinas e 6leos que
representam cerca de 14 a 17% do total de compostos (PRADO et al., 2012; ROCKENBACH
et al., 2012). O dleo de semente de uva possui propriedades terapéuticas e nutricionais
excepcionais, pois em sua composi¢cdo hd grandes quantidades de &cidos graxos insaturados,
destacando-se o essencial linoleico que pode chegar a 78% como o demonstrado pela FAO
(1999), além disso o0 6leo possui grandes quantidades de compostos antioxidantes, como o
tocoferol, tocotrienol e o resveratrol, que estdo associados a prevencdo de doencas cardiacas e
cancer (BASSAN, 2017; RAEISI et al., 2015).

2.4.  Lipases

A sintese enzimaética dos triglicerideos dietéticos é normalmente catalisada por lipases
(glicerol éster hidrolases — EC 3.1.1.3), biocatalisadores que catalisam reaces tanto em meio
aquoso como em meio organico. Estas enzimas sdo amplamente encontradas na natureza,
podem ser obtidas de fungos, leveduras, bactérias, animais ou vegetais (SIVAKANTHAN;
MADHUJITH, 2020).

Estes biocatalizadores podem tanto realizar hidrélise em meio aquoso, quanto catalisar a
reacdo inversa, sintetizando ésteres na presenca de alcool e &cido carboxilico. Estes processos
podem ser combinados em uma sequéncia logica e dependendo dos reagentes empregados,
reacOes de interesterificacdo: acidolise, alcoolise e transesterificacio (NARWAL; GUPTA,
2013). A aciddlise é a reacdo do acido graxo com o TAG; neste processo ocorre a troca de
radicais acil entre um éster e um &cido. A alcoolise é a reagdo entre o acido graxo e o alcool,
onde ocorre troca de um éster e um alcool. E por fim, na transesterificagcdo, ocorre troca entre
um éster e um outro éster (HEIDOR et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2004; SIVAKANTHAN;
MADHUJITH, 2020). A Figura 2 mostra os trés processos.
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Figura 2- Processos de Interesterificagdo- (A)Processo de Acidélise; (B) Processo de Alcodlise; (C)
Processo de Transesterificagdo
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Fonte: Adaptacéo de Sivakanthan et al., (2020)
As lipases sdo quimio-regio e enantiosseletivas, estas caracteristicas possibilitam a sua

aplicacdo em sinteses com alto grau de especificidade (DE MIRANDA; MIRANDA; DE
SOUZA, 2015; HORCHANI et al., 2012) . Estes biocatalisadores sdo responsaveis pela
hidrélise total ou parcial do triacilglicerol (TAG), atuando sobre as ligacGes éster (DE
CASTRO et al., 2004).

Conforme sua especificidade, estas enzimas podem ser divididas em: Lipases nao-
especificas, aquelas que catalisam as reacdes de hidrélise nas posi¢des sn-1, sn-2 e sn3 do
triacilglicerol de forma aleatoria, e Lipases 1,3 especificas: que sdo aquelas que atuam nas
posicdes sn-1 e sn-3 do triacilglicerol, permitindo uma catélise mais controlada e obtencao de
produtos diferentes aos obtidos pelas nao especificas (CAMPQOS, 2010; VAZ; CHOUPINA,
2012).

Estas enzimas tém sido utilizadas em diversos segmentos industriais, como nos setores
alimenticio, farmacoldgico, oleoquimico, formulacdo de detergentes, entre outros (DE
MIRANDA; MIRANDA; DE SOUZA, 2015; NALDER et al., 2018; PFLUCK et al., 2018).
Porém, a aplicacdo industrial de enzimas ndo é tdo imediata, devido & instabilidade destes
catalisadores frente aos processos industriais, nos quais, grande parte das vezes, utilizam de
condicgdes extremas de temperatura e pH para chegar ao produto final, sendo que estes dois

(temperatura e pH) estdo diretamente ligados a inativagdo do biocatalizador, impossibilitando
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seu reuso e consequentemente aumentando o custo do processo (LIESE; HILTERHAUS,
2013; ). Desta forma o uso de derivados enzimaticos (enzimas imobilizadas) torna-se muito
vantajoso, pois, hd o aumento da estabilidade operacional da enzima, assim como sua
reutilizacdo, trazendo um melhor custo-beneficio para a industria (BARBOSA et al., 2015).

Existem diversos métodos para imobilizacdo de enzimas, sendo que os mais utilizados
sdo os métodos baseados na imobilizacdo fisica como a adsor¢do e na imobilizacdo quimica
como por ligacdo covalente (BASSO; SERBAN, 2019).

2.5. Biorreatores enzimaticos

Biorreatores, também conhecidos como reatores bioquimicos, sdo equipamentos que
utilizam microrganismos, fungos filamentosos, células animas, células vegetais e enzimas
como biocatalisador para conversdo de substratos em produtos. Este equipamento deve
fornecer condi¢Oes adequadas como temperatura, pH, transferéncia de oxigénio, mistura e
concentracdo de substrato (MANDENIUS, 2016; WEUSTER-BOTZ, 1992).

Um biorreator enzimatico é definido como equipamento onde as enzimas sdo colocadas
em contato com o substrato em condi¢des de pH e temperatura pré-determinadas. Ao
selecionar este tipo de biorreator, fatores como configuragdo da enzima, natureza do substrato,
condigBes operacionais, cinética da reacdo, caracteristicas da transferéncia de massa, entre
outras condi¢cdes devem ser analisados (CHRISTOPHER; HEMANATHAN KUMAR,;
ZAMBARE, 2014; PINO et al., 2018; POPPE et al., 2015). A partir destas caracteristicas
determina-se a forma que serdo operados (modo continuo, semicontinuo (batelada alimentada)
ou descontinuo) e as caracteristicas do fluxo.

As principais configuracdes de reatores descritos na literatura que empregam enzimas
imobilizadas sdo os tipos tanque agitado batelada ou continuo, leito fluidizado e leito fixo
(POPPE et al., 2015). Reatores de tanque agitado sdo considerados reatores com configuracéo
mais simples, o contato da enzima e do substrato ocorre a partir da agitagdo mecéanica ( Figura
3-A). Eles séo vantajosos devido ao alto grau de dispersdo do substrato e pela reagdo ser de
facil controle, porém possuem desvantagens como cisalhamento do suporte e tempo gasto em
limpeza. Normalmente necessita-se da inclusdo de um dispositivo de retencdo do

biocatalizador para que a reacdo ocorra em modo continuo (CHRISTOPHER,;
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HEMANATHAN KUMAR; ZAMBARE, 2014; LIESE; HILTERHAUS, 2013; POPPE et al.,
2015).

Reatores de leito fixo sdo os mais utilizados na catalise enzimética, sdo caracterizados
por uma coluna cilindrica, onde a enzima imobilizada permanece estatica no leito, fixadas por
anteparos nas partes inferior e superior e o substrato flui de maneira ascendente ou
descendente, podendo ser liquido ou gasoso (Figura 3-B)(TRAN; CHEN; CHANG, 2016).
Este reator possui as vantagens de simples operacdo, baixa tensdo de cisalhamento e néo
necessita de separacdo na saida do reator, porém possui desvantagens como obstrugdo do
leito, formagdo de caminhos preferenciais e limitagdes de transferéncia de massa e calor
(CHRISTOPHER; HEMANATHAN KUMAR; ZAMBARE, 2014; MENDES et al., 2011).

Reatores de leito fluidizado caracterizam-se pela passagem do préprio fluido por um
leito de particulas solidas mantendo-as em suspensdo, o fluido deve possuir uma velocidade
ascendente adequada para que isto ocorra (MIRANDA, 2014). As vantagens sdo que esse tipo
de biorreator possui Gtima mistura reacional, evita danos aos suportes de imobilizagéo,
problemas com entupimento (FERNANDES; ROSELL, 2010; KOSSEVA et al., 2009). A

Figura 3 apresenta os trés tipos de reatores citados.
Figura 3- Tipos de biorreatores: (A) Tanque Agitado; (B) Leito Fixo e (C) Leito Fluidizado

f._._l—j_‘:_\ﬂ‘h — Saida /_l: Saida
T,
#.. -
s
e x{/ \T/
A) e (B) Entrada ©) Entrada

Fonte: Adaptacdo de (POPPE et al., 2015)

ReacOes enzimaticas sdo realizadas geralmente nas quatro configuragcdes de reatores
citadas, poréem os mais utilizados para a producao dos lipideos estruturados séo os reatores de

tanque agitado (batelada), conforme apresentado na Tabela 1.
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Apesar do grande uso destes reatores para a producdo dos lipideos estruturados,

existem outras configuracdes que podem ser utilizadas, pois apresentam algumas vantagens.

Os biorreatores pneumaticos do tipo airlift, mostram-se como op¢ao, uma vez que S0 pouco

explorados para sintetize dos triglicerideos dietéticos.

Tabela 1 -Producéo de lipideos estruturados através da reagdo de acidolise

Linase Oleo: Acido Tipo de Lipideo  Configuracéo Referéncia
b Graxo Estruturado do Reator
. . Triglicerideo rico
Lipase de _ Oleode em cidos Tanque — pa| | A:CARRIN;
Rhizomucor girassol:C16:0 e almitico e agitado 2014, )
miehei C18:0 paimiti (batelada) !
esteérico
Lipozyme RM -
IM®, Lipozyme OJeO de semente Ta.”q(‘;e (BASSAN et al.,
TL IM, Novozym euva: C8:0e MLM agitado 2019)
2135® C10:0 (batelada)
Lipozyme TL 5 , Tanque
IM®e Lipozyme Ogglgeezz?fgg(t)e. MLM agitado (CAZAIESE SO et
RM IM® ' ' (batelada) K
As I;'rp?ﬁii?ﬁ or Azeite de oliva, TAGs contendo
pergr! g 6leos de soja e acido Tanque -
e Rhizopus o ) . . . (ARAUJO et al.,
2 DONICUS sardinha: C14:0, eicosapentaenoico agitado 2016)
imc!bﬁizadas em C16:0, C16:1, e 4cido (batelada)
i C18:0eC18:1  docosahexaenoico
Amberlite
: Manteiga de
L||%ozy_me RM cacau: (?12:0
IM_, Lipozyme  ~14.0.c16:0,  1,3-diestearoil-2- | 2ndue (WANG et al.,
TL IM ®e , ' o agitado
NS40086 Cl16:1, C18:1, oleoilglicerol (batelada) 2017)
C18:2e C18:3
Linozvme RM Oleo microbiano
% y rico em écido
IM”., Lipozyme araquidonico de MLM Tanque
TL IM®, quid agitado (ABED et al., 2018)
Mortierella
Novozym 435 e alpina: C8:0 (batelada)

Lipozyme 435®

2.5.1. Biorreatores pneumaticos do tipo airlift

Biorreatores cuja agitacdo é realizada por injecdo de ar por um aspersor localizado em

sua base sdo denominados biorreatores pneumaticos, eles apresentam diferentes aplicaces
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baseadas na transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a fase liquida em reacOes
enzimaticas, em cultivos aerobicos e anaerdbicos, onde a fase gasosa inerte é utilizada para
homogeneizacdo do meio reacional (BADINO, 2016; CERRI, 2009; KOUZBOUR et al.,
2020). Dentre os reatores pneumatico ha os tipos airlift e o coluna de bolhas.

Os reatores pneumaticos do tipo airlift sdo pouco explorados em reacbes utilizando
enzimas, sendo muito utilizados em reacGes bioldgicas, como cultura de células animais, em
cultivos tanto para producdo de farmacos e antibidticos, quanto para o tratamento e
purificacdo de &gua (BADINO, 2016; MASHHADANI; WILKINSON; ZIMMERMAN,
2015). Estes biorreatores vém se destacando na biotecnologia e em processos multifasicos
(gas-liquido-solido), pois ndo apresentam partes moveis, facilidade no aumento de escala,
menor taxa de cisalhamento, menores gastos de energia e a dispersao gas-liquido € realizada
pelo préprio ar de entrada do aspersor (MOUDOUD et al., 2018; YANG et al., 2018).

Os biorreatores airlift sdo caracterizados por uma regido aspergida por gas denominada
de regido de subida do meio reacional (riser) e uma regido de descida (downcomer) que estdo
interligadas pela regido da base (bottom) e por uma regido de mistura (desgassing zone ou
gas-liquid separator) localizada no topo do reator, onde ocorre desprendimento total ou
parcial da fase gasosa retida na fase liquida (ESPERANCA, 2018). As diferencas entre as
densidades dessas regides, devido as diferentes retengdes gasosas, resultam na circulacdo do
meio reacional com escoamentos ascendente na regido do riser e descendente na regido do
downcomer (CHISTI, Y.; MOO-YOUNG, 1988; YANG et al., 2018; ZIEGENHEIN et al.,
2016). Sendo assim, estes reatores apresentam uma movimentacdo ciclica do fluido, definida
através de pecas e dispositivos internos construidos para este proposito (SCHMIDELL,
FACCIOTTI, M, 2001). Portanto, as regides de escoamento do airlift apresentam diferentes
pressdes, logo, retencbes gasosas distintas, sendo assim, estas diferencas funcionam como
forga motriz para a circulacdo do meio reacional. A Figura 4 mostra um desenho esquematico
com as regides de descida e subida do biorreator do tipo airlift de tubos concéntricos

convencional.
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Figura 4- Desenho esquematico de um biorreator airlift com as regides de subida (riser) e descida (downcomer)

/1

B
Regido de

mistura

~

Regido de descida - Downcomer

Regido de subida - Riser )

\

—

l : \j Base

Entrada de ar
Fonte: Acervo pessoal do autor

Existe uma subdivisdo dos modelos de reatores airlift, baseada no tipo de circulagéo,
interna ou externa (CHISTI, 1989; SIEGEL; ROBINSON, 1992). Nos de circulacdo interna as
secOes riser e downcomer encontram-se nNo mesmo compartimento, separadas por um
anteparo. Quando o anteparo é um cilindro ou um tubo, o reator € chamado de airlift de
cilindros concéntricos, ja quando uma placa é usada para separar as regides de escoamento, 0
biorreator € denominado airlift split-cylinder (BADINO et al., 2016; MENDES, 2016).

Os reatores airlift de circulacdo externa possuem as regides riser e downcomer em tubos
verticais diferentes, conectados por se¢des horizontais proximos ao topo e a base da coluna do
biorreator. A Figura 5 mostra os diferentes tipos de airlift (BANNARI; BANNARI; SELMA,;
PROUXL, 2011).
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Figura 5. Diferentes tipos de reator airlift, onde a seta vermelha apresenta a regido de subida e a seta azul a
regido de descida. (A) airlift de tubos concéntricos (B) airlift split-cylinder e (C) airlift de circulagdo externa.
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Fonte: Acervo do grupo de pesquisa

De acordo com Esperanca (2018) as regifes de escoamento de um biorreator do tipo
airlift de circulacéo interna sdo definidos por alguns pardmetros geométricos existentes nestes
equipamentos. Varidveis como razdo entre areas de escoamento (As/Ap), altura do liquido
estatico no biorreator, vdo livre da base (hg) (distancia entre as partes inferiores do tubo
interno e o fundo do biorreator), véao livre no topo (ht) (distancia entre as partes superiores do
tubo interno e o nivel do liquido estatico no biorreator) e modelo de aspersores de ar afetam
os parametros hidrodindmicos de um biorreator airlift. Porém, essas relagbes ndo foram
claramente definidas para serem empregadas no projeto e ampliacao de escala.

De acordo com Merchuk et al. (1996) as propriedades fisicas dos fluidos como

viscosidade e a densidade, e varidveis operacionais como vazdo volumétrica de ar ou
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velocidade superficial do ar no riser também afetam o desempenho hidrodindmico em
biorreatores do tipo airlift.

Fatores como a capacidade de proporcionar elevada area interfacial, altos coeficientes
de transferéncia de massa associados com baixo consumo de energia, facilidade de aumento
de escala, padrdes de escoamento bem definidos, menores tensdes de cisalhamento, excelente
capacidade de mistura e possibilidade de operacdo asseptica prolongada tornam o0s
biorreatores airlift de circulacdo interna excelente alternativa aos reatores convencionais de
tanque agitado e areado (CHISTI, 1989; ESPERANCA, 2018).

O biorreator airlift vem se mostrando muito eficiente para reacfes enzimaticas apesar
de poucos estudos encontrados na literatura. Teerapatsakul et al. (2017) utilizaram biorreator
airlift de 4 litros para degradacdo de corantes com lacasse imobilizada, operado em bateladas
repetidas. A melhor condicdo de aeracdo do biorreator para a reagdo foi de 4 L.min sendo
que, condi¢cbes mais baixas ou altas de aeracdo afetaram negativamente a velocidade de
reacao e a eficiéncia da enzima com o tempo. O biorreator apresentou étimas condi¢des para
gue a reacdo ocorresse e mostrou-se muito simples para 0 aumento de escala.

Chang et al. (1994) compararam biorreator convencional e biorreator airlift para reacéo
de penicilina V para acido 6-aminopenicilanico e acido fenoxiacético com enzimas
imobilizadas (penicilina acilase). O airlift mostrou-se vantajoso frente ao convencional, pois
manteve a enzima estavel por mais tempo, apresentou menor fragmentacdo do derivado
enzimatico durante a reacdo, o que é muito favoravel para a etapa de purificacdo, e utilizou
menor poténcia por unidade volume para realizar a reagao.

Mojovi¢ et al., (1994) estudaram a interesterificacdo do 6leo de palma em biorreator
airlift. Os resultados mostraram que a forma de escoamento do airlift foi vantajoso para a
reacdo, pois nao houve fragmentacdo da enzima imobilizada, e uma melhor mistura, o que
resultou em maior produtividade na reagdo desejada.

Parametros como velocidade e tempo de circulacdo, tempo de mistura, retencdo gasosa,
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kra) e velocidade de cisalhamento
devem ser analisados como critérios de desempenho de biorreatores pneumaticos (CHISTI,

1989), para melhor entendimento da hidrodinamica do biorreator.

2.5.2. Avaliacdo hidrodinamica de biorreatores airlift
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Alguns parédmetros relevantes para o presente estudo relacionados com o projeto e

desempenho do reator airlift serdo apresentados a seguir.

2.5.2.1. Velocidade superficial do gés

A velocidade superficial do gés na regido de subida (Ugs) € a Unica variavel de operacao
disponivel em sistemas airlift. Trata-se da razéo entre a vazdo volumétrica de alimentacédo do
gas (Q;) em metros cubicos por segundo e a area da secdo transversal da regido de subida

(Ag) em metros quadrado. Ela é representada pela Equacao 1:

Ugs = % Equacao (1)
As
2.5.2.2. Tempo de mistura

Para que ocorra uma reacdo enzimatica rapida e homogénea é essencial que o reator
tenha uma 6tima mistura, portanto este pardmetro é muito importante. O tempo de mistura
consiste no tempo necessario (tm) para que ocorra completa homogeneizacdo do meio dentro
do reator (CHANG et al., 1994; CHISTI; MOO-YOUNG, 1988).

De acordo com Tao et al. (2020) o tempo de mistura, tm, € um pardmetro global para
descrever o grau de mistura. Devido a sua alta sensibilidade em relacdo ao local onde o
tracador € injetado este parametro € muito dificil de ser correlacionado (CHISTI, 1989). A
sua deteccdo se da por ensaio tipo pulso, quando o valor da variavel estudada se estabiliza, o
tempo de mistura € determinado. Este parametro é afetado pela mistura axial e radial, e pelos
efeitos do escoamento. Ha diversas maneiras de obter o tempo de mistura, através de
tracadores onde acompanha-se variacdes de temperatura, condutividade, pH e absorbancia (
FU et al., 2003).

Para melhora da mistura ha alguns trabalhos na literatura que propde modificagdes no
tubo interno de biorreatores do tipo airlift. SARKELA et al. (2019), estudaram o biorreator
airlift com adicdo de tubos helicoidais acoplados ao riser ou downcomer, ou ambos, que
atuavam como promotores de fluxo e aspersores de gas adicionais e verificou que esses

helicoides geraram bolhas finas pulverizadas, melhorando o desempenho da transferéncia de
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oxigénio. Verificaram também que a introducéo de ar através do promotor de fluxo helicoidal
na zona de descida diminuiu o tempo de mistura.

Zheng et al. (2018), avaliaram a instalacdo de placas helicoidais no biorreator airlift,
foram fixados nove helicoides com diferentes combinacbes geométricas no riser, 0
intervalo da velocidade superficial do gas (Ugr) utilizado foi de 0,009 - 0,09 m/s. Concluiram
que esse promotor de escoamento intensificou a retencdo gasosa, aumentou a mistura

circunferencial do fluido, enquanto o tempo total da mistura diminuiu.

2.6.  Sistemas trifasicos em biorreatores airlift

Reatores pneumaticos com misturas trifasicas sdo muito utilizados em industrias
qguimicas e bioquimicas, mostram-se vantajosos por promoverem contato entre as fases
liquida, sélida e gasosa. Os biorreatores airlift se apresentam como alternativa para reacdes
trifasicas com particulas sélidas suspensas. Em compara¢do ao coluna de bolhas, a velocidade
do gas necessaria para a suspensao completa é bem menor (HECK; ONKEN, 1988; HUANG
etal., 2017; LUO et al., 2011).

Outro ponto que chama a atencdo é o fato dos biorreatores do tipo airlift possuirem
taxas de cisalhamentos menores que os sistemas agitados mecanicamente e até mesmo em
relacdo a outros reatores pneumaticos, o que torna atraente para bioprocessos com particulas
sensiveis ao cisalhamento, tais como células e enzimas imobilizadas (HUANG et al., 2012).

Em processos com alta densidade celular, por exemplo, as cargas de solidos podem
chegar de 30 a 40% do volume total do reator para que seja possivel uma alta conversdo em
um bioprocessos continuo. Essa massa de particulas pode ser suspensa por um airlift
utilizando menor energia em comparacgdo a coluna de bolhas. Essa vantagem ocorre devido a
existéncia de uma circulacdo de liquido dentro do reator resultante da diferenca de densidades
entre as se¢des riser e downcomer (HECK; ONKEN, 1988).

Para que ocorra uma boa homogeneizagdo do meio a velocidade de circulacdo do
liquido deve ser maior que a velocidade das particulas. Fatores como geometria do reator
(altura, didametro, dimens@es do riser), vazao de ar e carga de sélidos determinam como sera a
mistura e consequentemente a suspensdo dos sélidos. Alguns estudos descobriram que a
presenca de particulas solidas pode levar a diminui¢do do acimulo de gas e da velocidade do

liquido no airlift de circulacdo interna, e que a velocidade critica do gas necessaria para a
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circulag&o das particulas aumentaria com o aumento da carga de s6lidos (HUANG et al.,2010;
YANG et al., 2018). As caracteristicas dos solidos como, densidade, forma, tamanho,
molhabilidade e concentracdo influenciam nos efeitos causados na hidrodinamica do
biorreator (TAO et al., 2020).

A velocidade de circulagdo do liquido é um importante pardmetro no projeto do reator
airlift, pois influencia na mistura, na recirculacdo das bolhas, na eficiéncia da suspensao de
solidos e distribuicdo dos gases e dos solidos. Este parametro é influenciado pela magnitude
da forca motriz para circulacdo do liquido, que é afetado pela intensidade da penetracdo das
bolhas na secdo downcomer (CHISTI, 1989). A separacdo da bolha da fase liquida pode ser
manipulada pelos parametros geométricos: razdo da area da secao transversal de downcomer
para riser (As / Ap) e geometria da zona do separador gas-liquido.

A presenca de solidos em suspenséo diminui a forca motriz para circulacdo do meio em
relacdo a sistemas bifasicos (liquido-gas), o que provoca alteracdo nas densidades médias no
riser e downcomer. De acordo com Heijnen et al., (1997) para um sistema trifisico em
estados estacionarios existe uma taxa minima de vazdo de ar para exercer a circulacdo do
meio. Na prética esta taxa minima € ainda maior que o valor minimo tedrico, como resultado
de flutuacdes na velocidade de circulacdo devido a interagdo entre variacdes dindmicas em
densidades médias no riser e downcomer (VAN DER LANS, 1985). Portanto, para colocar 0s
solidos em suspensdo no inicio do processo, a taxa de fluxo do gas aplicado deve ser maior
que este valor critico. Além disso as particulas sedimentadas formam uma resisténcia de fluxo
extra, necessitando de uma taxa de fluxo muito maior (HECK; ONCKEN, 1987).

Embora a suspensao dependa da geometria do reator e da carga de solidos, em geral a
taxa minima de fornecimento de gas (TMG) para o arraste das bolhas para 0 downcomer esta
acima da TMG para o regime de suspensdo de sélidos completos. Nesse caso 0s reatores
airlift com tubos internos sem restri¢cbes ao transporte de bolhas para o downcomer pode ser
regido por trés regimes de fluxo de gas, os quais podem ser distinguidos em compara¢ao com
os regimes de fluxo relatados para sistemas de duas fases (CHISTI, 1989). Com base em
observagdes em diferentes escalas, em sistemas trifasicos foram observados os seguintes
regimes de circulagao:

Regime I: Sem arrastamento de gas
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Ocorre em baixas velocidades do gas quando a velocidade de circulagdo do liquido é
insuficiente para arrastar as bolhas para o downcomer. A velocidade do liquido na descida néo
é maior que a velocidade de subida da bolha no riser.

Regime Il: Entrada de gas, mas sem recirculacdo de gas

Quando a velocidade real do liquido no downcomer torna-se igual a velocidade de
descida das bolhas, o ar é arrastado para o fundo. As vezes observa-se uma zona de superior e
uma zona inferior de bolhas, estas bolhas parecem permanecer estacionarias ou o fluxo
descendente é igual ao fluxo ascendente. Uma taxa menor de recirculacdo do gas é observada,
como resultado do arrastamento de pequenas bolhas para o riser (CHISTI, 1989;
LIVINGSTON; ZHANG, 1993). A suspensdo de sélidos estda comumente presente, mas nem
sempre.

Regime I11: Circulagdo completa

Todas as bolhas de ar que séo arrastadas para 0 downcomer sdo carregadas até o riser
novamente. A velocidade do liquido na descida é significativamente maior que a velocidade
das bolhas, o que leva a uma grande taxa de fluxo de gas para baixo do downcomer. Portanto
a taxa de fluxo na subida, combinado com o ar aspergido e o ar recirculado é
significativamente maior do que o gas que sai do aspersor. Neste caso a suspensdo completa

de s6lidos é comum, mas a suspensdo incompleta ndo pode ser excluida.

A Figura 6 apresenta os trés regimes de fluxo de gas em um sistema completo com

suspensdo de solidos.

Figura 6 - Regimes de fluxo de gas em uma mistura com suspenséo de solidos: I: Regime com baixa velocidade
do gas: sem transporte de gas. || Regime de transicdo: arrastamento de gas para 0 downcomer, mas sem
recirculacdo de gas. I11. Regime de circulagdo de gas completa.
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Aumentando a taxa de fluxo de ar oS

Fonte: Heijnen et al., (1997)

Heijnen et al., (1997) estudaram um modelo hidrodindmico simples que descreve
analiticamente e explicitamente a circulacdo de liquido, a retencdo de gas e o efeito dos
solidos na circulacdo de liquidos para o regime Ill. O modelo foi comparado com dados de

reatores em escala piloto (0,4 m ®) e escala real (300 m 3), operando apenas no regime I11.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente projeto tem como objetivo a adaptacdo do reator do tipo airlift usualmente
empregado em cultivo microbiano para utilizagdo em reagdes enzimaticas, empregando a
enzima imobilizada Lipozyme RM IM © para catalisar a reagdo de acidodlise do 6leo de

semente de uva para producao de triglicerideos dietéticos do tipo MLM.

3.2.  Objetivos Especificos

e Adaptagdo do reator do tipo airlift de tubos concéntricos e caracterizagio
hidrodinamica das diferentes formas e operacao;

e ReacOes de aciddlise em reator do tipo airlift: determinagdo da velocidade minima de
suspensdo e avaliacdo da influéncia da vazao de ar;

e Operacdo do biorreator e otimizagdo das condicdes reacionais (carga de enzimas, vazéo

de ar, tempo de reacéo).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAIS

4.1.1.Biocatalisadores

Os experimentos foram efetuados empregando Lipozyme RM IM ® (Rhizomucor
miehei lipase), gentilmente cedida pela empresa Novozyme A/S (Bagsvaerd, Denmark). A
Tabela 2 apresenta algumas especificagcBes técnicas e a Figura 7 apresneta a enzima
imobilizada®.

Tabela 2-Especificacdes técnicas da Lipozyme RM IM®

Resina acrilica de troca i6nica (Poliestireno-

Suporte de imobilizacdo divinil-benzeno)

Porosidade Macroporosa
Meétodo de imobilizacao Adsorcao Hidrofobica
Densidade cristalina 1,8429 + 0,1221 g/mL

Tamanho das particulas 300 a 1000pum

Figura 7- Lipozyme RM IM®

Fonte: Acervo pessoal do autor

4.1.2.Reagentes
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As matérias primas utilizadas foram o 6leo de semente de uva (Distriol, S&o Paulo),
acido céaprico - C10 (Merck, Darmstadt, Alemanha), azeite de oliva comercial, alcool etilico
comercial, acetona, hexano). Todos os demais reagentes foram de grau analitico.

Selecionou-se o dleo de semente de uva para a sintese dos triglicerideos do tipo MLM
no presente projeto, pois trata-se de um O6leo rico nutricionalmente que provém do
reaproveitamento de residuos gerados pela industria do vinho e por ser pouco explorado neste
tipo de sintese. A Tabela 3 apresenta algumas especificacdes do 6leo de semente de uva e do
acido céprico.

Tabela 3- Parametros fisico-quimicos do dleo de semente de uva e do acido caprico utilizado.

Densidade  Viscosidade Ponto de fusao Acidez
' (kg.m?) (cP) (°C) (mg. KOH.g?)
Oleo de 920 1,27 0,225 + 0,021
semente de uva _
Acido caprico 893 31,6

(C10) - -

4.1.3.Biorreator

O biorreator utilizado é constituido por um cilindro externo confeccionado de vidro
borocilicato transparente, acoplado a uma base de aco inoxidavel e um cilindro interno do
mesmo material (Figura 8). Possui um volume atil de 2 litros, onde a altura do liquido (HL) é
308,86 mm e o diametro interno do reator (D) é 90,80 mm e foi operado com um aspersor tipo
cruzeta.

Figura 8- Airlift de tubos concéntricos. a) reator sem o tubo interno b) dimensdes do airlift
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Fonte: acervo do grupo de pesquisa

42. METODOS
4.2.1. Nova configuracao do biorreator do tipo airlift

4.2.1.1. Desenvolvimento das novas pecas

Com a finalidade de diminuir o volume Util do reator para 1 litro devido a limitacdo
econdbmica em relacdo aos reagentes utilizados e objetivando a adaptacdo do  airlift
usualmente aplicado em cultivos microbianos para realizacdo de reacfes enzimaticas,
especialmente para a acidolise do 6leo de semente de uva com enzimas imobilizadas, algumas
pecas ( fundo do reator e tubo interno) foram modificadas, e confeccionadas a partir do
software de modelagem Autodesk AutoCAD 2020 e impressas em PLA ( acido poliléctico)
com o auxilio de uma impressora 3D (MakerBot Replicator+, modelo:PABHG65), apresentada
na Figura 9.

Figura 9- Impressora 3D (MakerBot Replicator+, modelo:PABHG65) utilizada.
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A Figura 10 apresenta o tubo interno padrdo e o fundo de um biorreator do tipo airlift

convencional.

Figura 10- Pegas que foram modificadas - (A)Tubo interno padrdo e (B) Corte transversal do fundo do
reator do tipo airlift padrdo
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Fonte: Acervo do grupo de pesquisa

O fundo do reator e o tubo interno tiveram que ser modificados para mitigar problemas
com a decantacdo das particulas solidas (enzimas imobilizadas) e circulacdo do meio

observados em testes preliminares utilizando o biorreator airlift padréo.

4.2.1.2. Operacao do biorreator airlift

O biorreator foi operado com meio trifasico (6leo, ar comprimido e enzimas
imobilizadas), a homogeneizagéo foi realizada pela fase gasosa, a vazéo de ar operacional foi
determinada por testes hidrodindmicos do sistema. O gas utilizado foi o ar, o qual foi inserido
no tubo interno que causou a circulacdo forcada do 6leo e enzima imobilizada. A Figura 11

apresenta o desenho esquematico do biorreator airlift para reacdo enzimatica.

Figura 11. Desenho esquematico de um biorreator airlift para rea¢des enziméticas
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Fonte: Acervo do grupo de pesquisa
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42.1.3. Hidrodinamica

4.2.1.3.1. Determinacao do tempo de mistura na nova configuracao do biorreator airlift

Realizou-se ensaios tipo pulso de temperatura com auxilio de um termopar
(programado para Arduino) contendo 3 sensores de temperatura. Os sensores foram
posicionados em alturas e regides diferente dentro do biorreator, permitindo a afericdo da
temperatura ao longo de todo o reator. O tempo foi aferido a partir da injecdo do pulso até o
momento em que as temperaturas dos 3 sensores se igualaram. Para isso, aqueceram-se 60 ml
de 6leo para o pulso de forma que a temperatura entre o 6leo presente dentro do reator e 0
6leo do pulso apresentassem uma variacdo de temperatura de 50°C. Para a manuten¢do da
temperatura do éleo dentro do biorreator, um banho térmico com agua a 45°C foi acoplado a
jaqueta térmica do reator, permitindo a recirculacdo da agua.

O experimento foi realizado em triplicata variando a vazdo dearem 1,2e 3vvme a
carga de solidos (suporte de imobilizacdo da enzima) em 1, 2 e 3% (volume de enzima /
volume de substrato). As relacdes utilizadas foram determinadas a partir de estudos
anteriores do grupo de pesquisa, que observaram gque em vazdes menores que 1 vvm ndo
ocorria suspenséo eficiente dos solidos e que acima de 4 vvm ocorria alta coalescéncia das
bolhas e ao utilizar carga de enzimas acima de 5% néo fluidizaram eficientemente as
particulas solidas.

Os testes de mistura foram realizados com 0s mesmos parametros utilizados nas
reacOes de aciddlise do 6leo de semente de uva. Foram usados uma mistura de 6leo de
semente de uva e acido caprico com razdo molar de 1:3 e as particulas sélidas utilizadas
foram os suportes de imobilizacdo da Lipozyme RM IM. A temperatura durante o

experimento foi mantida a 45°C.

4.2.1.3.2. Determinacdo da velocidade superficial do gas (Ucs)

A velocidade do gas na regido de subida (Ugs) foi obtida a partir da Equacéo 1.

Ugs = % Equagéo (1)
As
Onde:
Qoc: vazdo volumétrica de alimentagéo do gas (m3.s?);
43



As: area da secio transversal da regido de subida (m?).

4.2.2. Célculo de Poténcia

O consumo de poténcia foi calculado assumindo a expanséao isotérmica das bolhas de
gas desde os orificios do aspersor até a superficie do fluido (CHISTI, 1989), usando a
Equacéo 2.

P=Q,.P,.In(1+ %) Equacio (2)

Onde:

Qg ¢ a vazdo volumétrica do gas (m3.s™);

Pa é a pressdo atmosférica (Pa);

pd € a densidade da mistura (liquidos (razdo 1:3 de 6leo de semente de uva e acido caprico) e
sélidos (enzimas imobilizadas) (kg.m®);

g é a aceleracdo gravitacional (m.s);

hq é a altura de dispersdo gas-liquido (m).

Sendo pg = 918,8 kg.m? para dispersdo com 1% de sélidos, ps = 936,6 kg.m? para disperséo
com 2% de sélidos e pg = 954,04 kg.m® para dispersio com 3% de sélidos. Para cada mistura
realizou-se a média ponderada da densidade dos liquidos e do sélido, a densidade do ar nao
foi considerada pois, como o fluido é viscoso a retencdo gasosa € pequena, logo ndo ira
interferir no valor da densidade.

4.2.3. Viscosidade

As viscosidades do 6leo de semente de uva e dos meios reacionais (6leo de semente de
uva, &cido céprico e triglicerideos dietéticos) apds 48 horas de sintese foram obtidos
utilizando um reémetro (Brookfield ® DV-I1II ULTRA) mostrado na Figura 12. Com o0s
resultados obtidos pelo redbmetro construiu-se graficos da tensdo de cisalhamento em funcédo
da taxa de cisalhamento para determinacdo das viscosidades e a partir do coeficiente angular.
Todos os testes foram realizados a 45°C que é a temperatura utilizada na sintese dos

triglicerideos dietéticos.
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Figura 12- Redmetro Brookfield ® DV-I1I ULTRA.

Fonte: Acervo pessoal do autor

4.2.4. Propriedade catalitica da enzima imobilizada Lipozyme RM IM

Para o calculo da constante de Michaelis-Menten (Km) foram preparados sistemas
reacionais contendo &cidos graxos totais em concentragdes variando entre 186-1302 mM,
obtidos a partir de emulsdes preparadas em diferentes proporcdes de azeite de oliva (5 — 70%)
e solucdo aquosa de goma arabica (7% m/v). As velocidades iniciais das reacdes de hidrélise
catalisadas pelas lipases imobilizadas foram determinadas de acordo com item 4.2.6. As
constantes cinéticas Km € Vmax foram determinadas por regressdo linear, empregando-se a

equacéo de Lineweaver-Burk.

4.2.5. Sintese de triglicerideos dietéticos (MLM)

As reacOes de aciddlise do 0leo de semente de uva foram realizadas no biorreator
airlift de tubos concéntricos operando em modo batelada. A razdo molar 6leo de semente de
uva: acido caprico foi 1:3, e as reagdes foram conduzidas na temperatura de 45°C no periodo

de 48h. Estas condic¢des (razdo molar e temperatura) para esta sintese, foram selecionadas de

45



acordo com os estudos de Bassan et al., (2019) que mostraram que elas sdo ideais para esta
reacdo em reatores descontinuos. As amostras periodicas foram coletadas e analisadas com

relacdo ao indice de peroxido e ao grau de incorporacgdo do acido graxo.

4.2.6. Determinacdo de atividade hidrolitica

A atividade hidrolitica foi determinada pelo método de retrotitulacdo, empregando-se
emulsdo de azeite de oliva (PAULA, 2012). Tal emulsdo foi preparada com 50% (m/m) de
azeite, 50% (m/m) de agua destilada e 7% (m/m) de goma arébica em relagdo a massa de
agua. A hidrdlise ocorreu em banho-maria com agitacdo suave, a 37°C por 5 minutos A
reacdo foi paralisada adicionando-se 10 mL de solucdo de etanol, acetona e agua, 1:1:1
(v/viv). Apos, adicionou-se 10 mL de hidroxido de potassio (0,05 M) e realizou-se a
retrotitulacdo com HCI (0,05 M), previamente padronizado. O branco para essa andlise
consiste na adicdo de todos os reagentes exceto a enzima. A atividade hidrolitica foi

determinada de acordo com a Equacéo 3:

a(f) = et

Equacéo (3)

Onde:

U/g = (umol de produto formado/ minuto de reacdo). Vi = volume de HCI utilizado no
branco da reacdo (mL), Va = volume de HCI utilizado na amostra (mL), M = molaridade da

solugéo de HCI, t = tempo de reacdo (min), m = massa de enzima adicionada (g).

4.2.7.Caracterizacdo das matérias-primas

Os indices de peréxido do 6leo de semente de uva (método Cd 8b-90) foram
determinados de acordo com os métodos oficiais da American Oil Chemist's Society (AOCS,
2012).
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4.2.8. Analise do produto

4.2.8.1. Separacao dos triglicerideos por neutralizacdo dos acidos graxos residuais

Com a finalidade de nédo obter um falso positivo ao analisar as amostras de produtos
da reacdo, neutralizou-se 0 meio reacional e separou-se 0s acidos graxos residuais.

Foram pesados 5 g do 6leo obtido na reagdo de aciddlise e diluiu-se em 30 mL de
hexano. Em seguida adicionou-se 10 mL de solucdo 0,8 mol/L de KOH hidroalcodlico (30%
etanol). ApoOs a mistura ser agitada intensamente, houve a separacao de fases da mistura: uma
fase hidroalcéolica contendo os &cidos graxos livres e uma fase de hexano contendo o0s
triglicerideos (TAG). Recolheu-se a fase orgénica contendo os TAG, e realizou-se mais uma
extragdo com o acréscimo de 10 mL de hexano. As fases recuperadas contendo hexano foram

submetidas a rotaevaporador a 40°C até que o solvente evaporasse (WANG et al., 2012).

4.2.8.2.  Metilacdo dos TAG apds a separacao

Com a finalidade de tornar os &cidos graxos volateis para que fosse possivel
determina-los por cromatografia gasosa realizou-se a metilacdo das amostras apds a
neutralizacdo. De acordo com ISO 12966-2 (2011) foram pesados aproximadamente 50 mg
do TAG que passou pelo processo de separacdo em um vial de 20 mL. Adicionaram-se 2 mL
de solucdo metandlica de hidréxido de sédio (0,2 M) e aqueceu a 80°C por 15 minutos sob
agitacdo vigorosa. Em seguida a amostra foi resfriada e, entdo, adicionaram-se 2 mL de
solucdo metandlica de acido sulfdrico (1M). A amostra foi novamente aquecida a 80°C por 15
minutos sob agitacdo vigorosa e aguardou-se que se resfriasse novamente. Por fim, adicionou-
se 1 mL de solu¢do metandlica saturada de cloreto de sodio e 2 mL de hexano. A mistura foi
agitada e depois mantida em repouso para separacdo das fases. A fase superior, que
corresponde a fase orgénica, foi transferida para outro vial de 20 mL e repetiu-se a extracdo
com hexano adicionando 2 mL de solvente novamente. O hexano foi evaporado com

nitrogénio e o éster metilico obtido foi submetido a anélise em cromatografia gasosa.

4.2.8.3.  Composicdo em acidos graxos

A composicdo em acidos graxos foi determinada por cromatografia gasosa, segundo a

ISO 12966 (2014), substituindo-se o gas hélio pelo gas nitrogénio. Para estabelecimento do
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método de determinacdo de perfil de &cidos graxos (C4 a C24) e alguns ésteres de acidos
graxos, injetaram-se um mix de padrdes de ésteres de acidos graxos (mix de FAMES,
Supelco®). Os testes foram realizados em um cromatdgrafo a gas (Shimatzu®) utilizando
injetor Split, detector de ionizac¢do por chama (DIC) e coluna SH-Stabilwax-DA (L x 1.D = 30
m x 0,25 pm, df 0,25 pm). A temperatura do injetor e do detector foi de 250°C, sendo 0 modo
de injecdo Split (1:10) e o gas de arraste utilizado, nitrogénio, na vazio de 0,55 mL.min,
com programacdo de temperatura de 60°C a 210°C em 20°C.min* ficando 210°C por 7
minutos e novo aquecimento a 20°C.min! até 250°C, sendo esta temperatura mantida por 14
minutos, resultando em 30 minutos de analise. Posteriormente, as areas dos picos obtidos

foram relacionadas e foi determinado o grau de incorporacao dos acidos graxos (GI).

4.2.8.4.  Determinacdo do grau de incorporacdo dos acidos graxos (Gl)

Grau de incorporacgdo (Gl) é a variavel que determina o quanto de &cidos graxos de
cadeia média, como o acido caprico, foram incorporados nos triglicerideos do 6leo de semente
de uva. Sua determinacdo € a partir do calculo da Equacdo 4 (CASAS-GODOQY et al., 2013),
na qual MFA é o nimero de mols de acidos graxos de cadeia média (C10:0) no triglicerideo e
MT é o nimero de mols totais de acidos graxos no triglicerideo.

GI(%) = (5=) * 100 Equacio (4)
Sabe-se que o grau de incorporacdo maximo que pode ser obtido é de 66,7%, uma vez
que a incorporacao de acidos graxos s ocorre nas posi¢des sn-1 e sn-3, pois as rea¢des foram

catalisadas por enzimas 1,3 especificas.

4.2.8.5. Determinacéo do indice de peroxido (IP)

Pesaram-se 2 g de 6leo de semente de uva em erlenmeyer e em seguida para sua
solubilizacdo, adicionou-se 10 mL de solucdo de &cido acético: isooctano (3:2 v/v). Apos,
adicionou-se 1 mL de solucdo saturada de iodeto de potassio e deixou-se sobre abrigo da luz
por 1 minuto. Apds este periodo, adicionou-se 20 mL de agua, 1 mL de laurilsulfato de sodio
10% (m/v) e 1 mL de solugéo indicadora de amido 1% (m/v). Homogeneizou-se 0 meio e
iniciou-se a titulacdo com tiossulfato de sdédio 0,01 N previamente padronizado com
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dicromato de potassio até o meio tornar-se levemente translicido. Como branco da analise,
adicionaram-se todos os reagentes nas proporcdes descritas acima, exceto a massa de 6leo. O

indice de perdxido foi determinado de acordo com a Equacéo 5.

(V—=Vbranco) x N x 1000
m

IP =
Equacéo (5)
Onde:
IP é o indice de peréxido em mEg/kg; V = Volume de Tiossulfato de sédio gasto na analise
da amostra (mL); Vbranco = Volume de Tiossulfato de sédio gasto no branco (mL); N =
normalidade do Tiossulfato de s6dio; m = massa de 6leo analisado (g).

4.2.9. Cinética de reacao- Modelo do Grau de incorporagao

Um perfil temporal do grau de incorporacéo foi obtido para cada reagdo. Um modelo
cinético empirico (Equacdo 6) foi ajustado aos dados experimentais para facilitar a
observacdo e comparacao das caracteristicas de cada reacao.

Gl; L ~
e = Brt Equacao (6)

Glmax

Onde Gl €é o grau de incorporacdo de &cidos graxos de cadeia meédia nos
triacilglicerdis do 6leo de semente de uva (%), Glmax € 0 grau de incorporagdo maximo teorico
(66,70%), p ¢ um parametro empirico e t é o tempo de reagdo (h). Embora a Equagdo (6) seja
um modelo empirico, os pardmetros tém significados fisicos, onde P representa a taxa ou
velocidade com a qual GI aumenta. Portanto, quanto maiores os valores de B menor sera o

grau de incorporacao dos acidos graxos no 6leo de semente de uva.
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5. CONCLUSOES

Com este trabalho foi possivel demonstrar o potencial do biorreator airlift para
reacfes multifasicas com enzimas imobilizadas, especialmente para sintese enzimaética de
lipideos estruturados. Desenvolveu-se uma nova configuragdo de um biorreator pneumatico
do tipo airlift de tubos concéntrico para mitigar problemas encontrados ao decorrer do
projeto. O tubo interno proposto possui a estrutura de um tronco de cone, com diametro do
topo menor que o didmetro da base, ou seja, o tubo interno possui uma inclinagéo de 5°, logo,
o didmetro vai diminuido da base até chegar em sua parte superior. A base do reator também
foi modificada, sendo baseada no perfil de decantacdo das enzimas e da circulacdo do meio
reacional. Espera-se que estas modificacbes diminuam a decantacdo dos derivados
enzimaticos e promova uma melhor circulagdo da mistura trifasica. Para melhores conclusdes
sobre a eficiéncia desta nova configuracdo deste biorreator pneumatico mais estudos acerca da
hidrodindmica devem ser realizados.

Percebeu-se que ao aumentar a carga de sélidos e a vazao de ar os tempos de mistura
diminuiram e que isso pode ter ocorrido devido ao aumento de vortice nas zonas de mistura
provocada pelas colisdes dos sélidos. Como o fluido utilizado é o 6leo de semente de uva, em
altas vazdes pode ocorrer alta taxa de coalescéncia das bolhas o que pode provocar um efeito
negativo na mistura. A partir dos testes hidrodindmicos a melhor vazao para prosseguir a
realizacdo das outras reacoes foi a de 2 vvm.

A realizacgéo das reacfes com 1%(v/v) de carga de enzimas variando o fluxo de ar em
1 e 2 vvm permitiu verificar a melhor vazéo para prosseguir as proximas reacdes e como
observado nos testes de mistura a vazdo com 2 vvm mostrou-se mais eficaz. Percebeu-se que
a maior vazdo ocasionou maior grau de incorporacdo de acidos graxos, 28,76+ 0,05, enquanto
a menor vazéo (1% v/v) obteve Gl de 24,02 + 0,13% durante 48 horas de reagéo, portanto as
sinteses com 2 e 3% (v/v) foram realizadas com esta vazéo.

Os valores do grau de incorporacdo de &cidos graxo de cadeia média no Oleo de
semente de uva utilizando a lipase imobilizada comercial Lipozyme RM IM © mostraram-se
satisfatorios. O melhor grau de incorporacdo, 33,33+ 0,07, foi obtido pela reacdo com maior
carga de enzimas imobilizadas, 3% v/v, em 24 horas. Durante 12 horas de sintese com esta

carga, o grau de incorporacdo, 27,05 £ 0,06, foi semelhante ao obtido durante 48h pela reagéo
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com menor carga (1%), 28,76 = 0,05. Outro ponto observado foi que o grau de incorporagéo
em 48h na reacdo com 2% (v/v) foi semelhante ao encontrado em 24h na reacdo de 3% (v/v),
sendo 30,36 + 0,09% e 33,33 + 0,07%, respectivamente. Estes valores sdo considerados
promissores uma vez que o maximo obtido na producéo de triglicerideos dietéticos do tipo
MLM é 66, 70 %.

Observou-se que o aumento da carga de enzima acelerou a velocidade de reagéo, ou
seja, acelerou o grau de incorporacédo de acido caprico. Nas primeiras 10 horas de reacdo essa
velocidade foi maior que apos este periodo. Como esperado a reagdo com maior carga obteve
uma velocidade maior no inicio e menor no final em relagdo as outras reacbes com menor
carga.

Outro ponto satisfatorio foi o indice de perdxido resultante durante este tempo, o qual
mostrou-se muito baixo, pois houve um aumento minimo quando comparado com o 6leo
colocado no inicio da reacdo. O grau de oxidacdo do 6leo foi pequeno, ao contrario do
esperado, o indice de peroxido maximo foi em torno de 2,83 + 0,31, valor cerca de 4 vezes
menor que o estipulado pela Anisa (2005) (10 mEqg/kg).

Observou-se que reator do tipo airlift utilizado obteve uma boa homogeneidade do
meio com 6timos tempos de mistura para as vazfes e cargas de sélidos estudas e com baixo
consumo de poténcia. A excelente mistura obtida provocou o contato dos reagentes com as
enzimas imobilizadas obtendo 6timos graus de incorporacdo de acidos graxos de cadeia
média. Estes resultados permitem a selecdo de um reator nao utilizado para obtencdo destes
triglicerideos estruturados, com resultados promissores na area de engenharia de

bioprocessos.
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