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RESUMO   

As indústrias de alimentos e fármacos incorporam cada vez mais tecnologia em seus produtos, 

como a modificação de óleos e gorduras para a obtenção de triglicerídeos estruturados.  Desta 

forma, cresce o interesse por biorreatores para sistemas trifásicos 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 suspensão 

de sólidos. Logo, o objetivo do trabalho foi a adaptação de um biorreator airlift de tubos 

concêntricos usualmente empregado em fermentação microbiana para a síntese enzimática de 

lipídeos estruturados, especificamente os triglicerídeos dietéticos do tipo MLM, isto é, 

aqueles que possuem ácidos graxos de cadeia média (M), nas posições sn-1 e sn-3, e de cadeia 

longa (L), na posição sn-2 da molécula de triacilglicerol. Foi selecionado o óleo de semente 

de uva, com base em sua composição rica em ácidos graxos insaturados. Este óleo foi 

submetido a reações de acidólise com o ácido graxo de cadeia média ácido cáprico (C10:0), 

tal reação foi catalisada pela lipase imobilizada, Lipozyme RM IM ® (Rhizomucor miehei). 

Primeiramente, com o auxílio de uma impressora 3D confeccionou-se um tubo interno com 

estrutura de um tronco de um cone e um fundo abaulado, objetivando a otimização da mistura 

no biorreator. Após, caracterizou-se sua hidrodinâmica, obtendo melhor tempo de mistura na 

vazão de ar de 2 vvm para as três cargas de sólidos (suporte de imobilização da enzima) 

estudadas. Posteriormente, realizou-se reações de acidólise em batelada variando a vazão de 

ar em 1 e 2 vvm utilizando 1% (v/v) de carga de enzimas, obtendo graus de incorporação (GI) 

de C10 igual 24,02± 0,13% para 1 vvm e 28,76 ± 0,05% para reação à 2 vvm.  Realizaram-se 

reações com 2 e 3 %(v/v) de enzimas imobilizadas  e observou-se que com o aumento de 

carga enzimática ocorre aceleração da velocidade de incorporação de ácidos graxos de cadeia 

média .O maior grau de incorporação obtido foi na reação com maior massa enzimática, 3% 

(v/v) em relação ao meio reacional no tempo 24h, 32,32 ± 1,1%. Outro ponto observado foi 

que o aumento do índice de peróxido durante esse período foi desprezível, pois houve um 

aumento  de 0,72±0,10 para 2,82±0,28 mEq/Kg estando abaixo do estipulado pela ANVISA 

que é 10mEq/Kg. Tais resultados, mostram que o biorreator do tipo airlift é apto a realizar 

misturas multifásicas, mostrando-se um excelente reator para reações enzimáticas, 

especialmente para a síntese de triglicerídeos dietéticos do tipo MLM. 

 

Palavras-chaves: Reator airlift; Triglicerídeos dietéticos; Acidólise; Lipase®; Óleo de 

semente de uva. 
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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 10mEq/ 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. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

  Os avanços da engenharia de bioprocessos e a busca dos consumidores por uma 

alimentação mais saudável, contribuem diretamente na elaboração de novos processos para 

produção de alimentos e fármacos com características específicas. Entre eles, os óleos e 

gorduras modificados, também conhecidos como Lipídeos Estruturados, têm recebido 

especial atenção, pois são importantes na dieta, sendo essenciais na promoção e prevenção da 

saúde (HEIDOR et al., 2016; LIU et al., 2015). 

Os triglicerídeos podem ser modificados enzimaticamente ou quimicamente objetivando 

o aumento da absorção de ácidos graxos, prevenindo a obesidade e doenças metabólicas. Os 

triglicerídeos dietéticos do tipo MLM, os quais possuem ácidos graxos de cadeia média (M), 

nas posições sn-1 e sn-3, e cadeia longa (L), na posição sn-2 da molécula de triacilglicerol 

mostram interessantes características como o menor valor calórico (21 a 29 KJ/g) quando 

comparado com um triglicerídeo comum (38 KJ/g) (COZENTINO et al., 2020; FERREIRA-

DIAS et al., 2013; HEIDOR et al., 2016) e também a melhor absorção destes pela via 

linfática, sendo indicados para pessoas com deficiências metabólicas, associadas a doenças 

como AIDS e fibrose cística (ABED et al., 2018; CABALLERO et al., 2014; LEE; TANG; 

LAI, 2012) .   

A síntese enzimática dos triglicerídeos dietéticos é normalmente catalisada por lipases 

(glicerol éster hidrolases – EC 3.1.1.3), biocatalisadores que catalisam reações tanto em meio 

aquoso como em meio orgânico. Existem muitas vantagens no uso de lipases para produção 

de triglicerídeos do tipo MLM, sendo as principais delas a quimio-regio e 

enantiosseletividade. Estas enzimas têm sido utilizadas em diversos segmentos industriais, 

como nos setores alimentício, farmacológico, oleoquímico, formulação 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 reutilização do biocatalizador no processo, 

possibilitando a redução do custo, maior  controle da formação de produto, maior eficiência 

do processo, além de permitir que a enzima se torne mais estável e resistente a condições 

severas, com aplicação em uma ampla gama de pH e temperatura (CIPOLATTI et al., 2014).  
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A utilização de lipases imobilizadas em escala laboratorial tem sido realizado em 

diferentes configurações de reatores, sendo os mais utilizados para a produção dos lipídeos 

estruturados, os reatores de tanque agitado (batelada) (ABED et al., 2018; ARAÚJO et al., 

2016; BASSAN et al., 2019; WANG et al., 2017). Porém, existem outras configurações de 

reatores que podem ser exploradas para a síntese destes lipídeos, pois apresentam vantagens 

como baixo consumo de energia, baixa taxa de cilhamento e ótima mistura como os reatores 

do tipo airlift que são pouco explorados para sintetize dos triglicerídeos. 

Os reatores do tipo airlift apesar de pouco explorados neste tipo de bioprocessos, são 

muito utilizados em reações biológicas para produção de biogás, em digestão anaeróbica e 

aeróbica e em fermentações tanto para produção de fármacos e antibióticos quanto para o 

tratamento e purificação de água (LECHOWSKA et al., 2019).Estes biorreatores pneumáticos 

destacam-se, pois não apresentam partes móveis, e a dispersão gás-líquido é realizada pelo 

próprio ar de entrada do aspersor (YANG et al., 2018). A fase líquida é movida de baixo para 

cima impulsionada pelas bolhas de ar ascendentes alimentadas no fundo do reator, retornando 

de cima para baixo por uma região distinta da região de subida, promovendo assim a 

recirculação do líquido (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) recirculação externa e (B) recirculação 

interna 

 

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

 

A escolha de um biorreator que apresente uma fluidodinâmica apropriada para a reação 

de interesse é essencial para a homogeneização do meio e consequentemente para sua 

eficiência na biotransformação, de forma a proporcionar um melhor rendimento (FU et al., 

2003). A viscosidade do fluido, assim como, o tipo de agitação, temperatura, vazão de ar ou 

fluido, entre outros fatores, influenciam na qualidade da mistura, e é essencial que todos os 
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pontos internos do biorreator apresentem o mesmo grau de mistura, de forma a evitar zonas de 

estagnação e promover uma boa homogeneização (YAKUBU-GUMERY, 2010). Para 

garantir que isto ocorra, é possível monitorar alguns parâmetros como o tempo de mistura, 

tempo de circulação e a retenção gasosa.  

Alguns estudos da literatura investigam parâmetros hidrodinâmicos do biorreator airlift 

como o tempo de mistura. Gavrilescu et al., (2008) estudaram a hidrodinâmica de um airlift 

de circulação externa com sistema trifásico e perceberam que variáveis operacionais como 

vazão de ar e carga de sólidos, afetam as características fluidodinâmicas do reator. Freitas et 

al., (1998) estudaram o comportamento hidrodinâmico de um biorreator airlift de tubos 

concêntricos trifásico de 60 L e perceberam que o tempo de mistura diminui com o aumento 

da vazão de ar e que em cargas acima de 20% (v/v) de sólidos essa diminuição também é 

observada. 

Há poucos estudos na literatura sobre a utilização do airlift em reações enzimáticas, 

porém estes trabalhos comprovam a eficiência deste reator em bioprocessos com 

biocatalizadores. Teerapatsakul et al., (2017), mostrou o potencial do biorreator airlift ao 

utilizar lacase imobilizada para degradação de corantes. Chang et al., (1994) comprovou a 

eficiência deste reator ao comparar com biorreator convencional para realização da reação de 

penicilina V para ácido 6-aminopenicilânico e ácido fenoxiacético com penicilina acilase 

imobilizadas. Mojović et al., (1994) também evidenciou sua viabilidade ao mostrar como o 

seu escoamento é suave com enzimas imobilizadas ao estudar a interesterificação do óleo de 

palma. 

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi propor uma adaptação da 

configuração de um reator do tipo airlift para aplicação em reações enzimáticas, 

especialmente para a produção de triglicerídeos do tipo MLM a partir do óleo de semente de 

uva e ácido cáprico catalisada pela enzima lipase imobilizada Lipozyme RM IM ®. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. Óleos e gorduras 

Óleos e gorduras são macromoléculas importantes presentes em diversos alimentos, elas 

são essenciais a dieta humana, uma vez que fornecem energia e auxiliam no transporte de 

agentes químicos orgânicos, tais como ácido graxos essenciais, vitaminas e hormônios. 

Porém, a ingestão excessiva de lipídeos pode causar o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares, câncer, diabetes e obesidade (COZENTINO et al., 2020; RIOS et al., 2014).  

Estas macromoléculas podem ser de origem vegetal ou animal e são basicamente 

compostas por triacilgliceróis (TAGs), que por sua vez são compostos por moléculas de 

glicerol (trialcool) ligadas a três cadeias de ácidos graxos formando um éster  (BELITZ; 

GROSCH; SCHIEBERLE, 2009). Os ácidos graxos que compõem o TAG diferenciam -se 

pelo tamanho da cadeia, ausência, presença e posição das ligações duplas e por sua 

distribuição no triacilglicerol. Devido a essa variação de características confere propriedades 

físico-químicas, funcionais e nutricionais aos lipídeos (RIBEIRO, 2016; RIOS et al., 2014). 

Os ácidos graxos são divididos em: ácidos graxos de cadeia curta que possuem até seis 

carbonos, de cadeia média que são aqueles que possuem entre seis a doze carbonos e os de 

cadeia longa que possuem mais de doze carbonos (HANSEN et al., 2011).  

Há alguns ácidos graxos que não são sintetizados pelo organismo humano, e devem ser 

obtidos a partir da alimentação, são os denominados ácidos graxos essenciais (RODRÍGUEZ 

et al., 2016). Eles pertencem a série ômega-6 (n-6) que é representada pelo ácido linoleico 

(18:2 n-6), o qual é obtido a partir de óleos vegetais convencionais, e pela serie ômega-3 (n-3) 

representada pelo ácido alfa linolênico (18:3n-3) que é encontrado principalmente em peixes 

(LOTTENBERG, 2009). A deficiência destes compostos pode gerar diversas doenças como 

fibrose cística, insuficiência pancreática e inflamações intestinais (PARRISH, 2017). 

 Atualmente, estudos demonstraram que alguns óleos possuem efeitos benéficos a 

saúde, uma vez que, contêm ácidos graxos essenciais e ácidos graxos insaturados, que 

auxiliam na prevenção do excesso de peso, redução do colesterol plasmático (VAFEIADOU 

et al., 2015), aumento da saciedade (MALJAARS et al., 2009). Tais conhecimentos 

estimulam o interesse no uso de óleos e gorduras modificados para o tratamento e prevenção 

de doenças (XIE; HUANG, 2006). 
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O desenvolvimento de lipídeos estruturados, óleos e gorduras modificados química ou 

enzimaticamente, com propriedades funcionais e nutricionais aperfeiçoadas vem chamando 

grande atenção de cientistas e tecnólogos. As propriedades e possíveis aplicações dos lipídeos 

não dependem somente da sua composição, mas também da estrutura dos seus triacilgliceróis 

(TAGs) (SIVAKANTHAN; MADHUJITH, 2020).  

 

2.2. Triglicerídeos de baixa caloria 

A busca por processos para obtenção de óleos e gorduras com baixa caloria e com 

tecnologias desejáveis para o setor alimentício vem crescendo cada dia mais. Desta forma, 

destacam-se os lipídeos estruturados de baixo valor energético, também conhecidos como 

triglicerídeos dietéticos, tais moléculas sofrem modificações em sua estrutura afim de obter 

propriedades físicas e químicas diferentes da macromolécula original (BAI et al., 2013; CAO 

et al., 2013).  

Os triglicerídeos dietéticos possuem valor calórico cerca de 2 a 4 kcal/g menor que os 

óleos e gorduras convencionais, pois apresentam menores quantidades de ácidos graxos de 

cadeia longa nas posições sn-1 e sn-3, o que promove o aumento da sua solubilidade. Estes 

lipídeos não são armazenados como gordura, pois os ácidos graxos de cadeia média são 

liberados dos TAGs durante a digestão, sendo absorvidos diretamente via circulação, desta 

forma são metabolizados tão rápidos quanto a glicose (BASSAN et al., 2019; FERREIRA-

DIAS et al., 2013). 

Os lipídeos são macromoléculas importantes para a dieta diária, uma vez que fornecem 

energia, ácidos graxos essenciais, vitaminas lipossolúveis e antioxidantes. A composição e 

posição de ácidos graxos determinam o valor nutricional dos triacilgliceróis. A composição 

destes triglicerídeos pode ser modificada para obtenção de lipídeos estruturados com 

propriedades nutricionais ou funcionais melhoradas (MOTA et al., 2020). 

 A macromolécula de triacilglicerol contém três moléculas de ácido-graxos, e a posição 

destes ácidos (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 triglicerídeos 

dietéticos podem se organizar de diferentes formas: (i) SLS, um TAG com ácidos graxos de 

cadeia curta (S) nas posições sn-1 e sn-3 e de cadeia longa (L) na sn-2; (ii) MLM, um TAG 

com ácidos graxos de cadeia média (M) nas posições sn-1 e sn-3, e de cadeia longa L, na sn-
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2; e (iii) MMM, um TAG com ácidos de cadeia média em todas as posições (FERREIRA-

DIAS et al., 2013; NUNES et al., 2012). 

 Dentre os triglicerídeos dietéticos, destacam-se os do tipo MLM que devido aos 

tamanhos de suas cadeias de ácidos graxos possui propriedades nutracêuticas, baixo valor 

energético (21-29 KJ/g) comparado aos triglicerídeos convencionais (38 KJ/g),  melhor 

solubilidade devido aos ácidos de cadeia média, metabolização e absorção mais rápida pelo 

fígado e pouca tendência de acumular no organismo (NUNES et al., 2011). 

Alguns estudos mostraram que o consumo de ácidos graxos de cadeia média pode ser 

citotóxico as células cancerígenas como de mama, colón e pele (NARAYANA et al., 2017). 

Além disso, os lipídeos estruturados do tipo MLM podem prevenir doenças relacionadas com 

o consumo elevado de gordura, como a obesidade, o colesterol alto e as doenças 

cardiovasculares (ABED et al., 2018; MOREIRA et al., 2017). 

Os triglicerídeos dietéticos podem ser sintetizados por via química ou enzimática. Os 

métodos químicos têm a vantagem de serem mais baratos quando comparado com os métodos 

enzimáticos, porém não possuem especificidade (MOTA et al., 2020). Os métodos de 

acidólise, acoólise ou interesterificação podem ser utilizados para esse tipo de modificação 

dependendo do tipo de substrato disponível (XU, 2003). 

A síntese enzimática dos triglicerídeos dietéticos é normalmente catalisada por lipases 

(glicerol éster hidrolases – EC 3.1.1.3). A reação de acidólise, catalisada por essas enzimas, 

pode ser empregada para se introduzir ácidos de cadeia média como caprílico e cáprico nas 

posições sn-1 e sn-3 de diferentes óleos vegetais (XU, 2003), mantendo os ácidos graxos 

insaturados de cadeia longa na posição sn-2, tornando a sua absorção pelo organismo mais 

eficiente (WANG et al., 2012). 

Uma grande variedade de óleos é utilizada para a produção destes triglicerídeos, sendo 

os principais, os óleos de soja, oliva e girassol (PALLA; CARRÌN; 2014; XIE; HUANG, 

2006; ZHANG et al., 2020). Porém, ainda existem óleos pouco explorados nesta síntese, que 

possuem características físicas, químicas e nutricionais muito atrativas, sendo um deles o óleo 

de semente de uva.  

 

2.3. Óleo de semente de uva 



 
 

 

 

 
 

 

22 

Só no ano de 2016 foram produzidos mais de 77 milhões de toneladas de uva (FAO 

STAT, 2018). Cerca de 80% da uva produzida mundialmente é utilizada na produção de 

vinhos, essa produção gera uma grande quantidade de resíduos (bagaços e sementes), onde as 

sementes representam cerca de 8 a 20% do total do resíduo gerado (DURANTE et al., 2017; 

MAIER et al., 2009). 

A semente de uva é composta principalmente por carboidratos, proteínas e óleos que 

representam cerca de 14 a 17% do total de compostos (PRADO et al., 2012; ROCKENBACH 

et al., 2012). O óleo de semente de uva possuí propriedades terapêuticas e nutricionais 

excepcionais, pois em sua composição há grandes quantidades de ácidos graxos insaturados, 

destacando-se o essencial linoleico que pode chegar a 78% como o demonstrado pela FAO 

(1999), além disso o óleo possuí grandes quantidades de compostos antioxidantes, como o 

tocoferol, tocotrienol e o resveratrol, que estão associados a prevenção de doenças cardíacas e 

câncer (BASSAN, 2017; RAEISI et al., 2015). 

 

2.4. Lipases 

 A síntese enzimática dos triglicerídeos dietéticos é normalmente catalisada por lipases 

(glicerol éster hidrolases – EC 3.1.1.3), biocatalisadores que catalisam reações tanto em meio 

aquoso como em meio orgânico. Estas enzimas são amplamente encontradas na natureza, 

podem ser obtidas de fungos, leveduras, bactérias, animais ou vegetais  (SIVAKANTHAN; 

MADHUJITH, 2020). 

Estes biocatalizadores podem tanto realizar hidrólise em meio aquoso, quanto catalisar a 

reação inversa, sintetizando ésteres na presença de álcool e ácido carboxílico. Estes processos 

podem ser combinados em uma sequência lógica e dependendo dos reagentes empregados, 

reações de interesterificação: acidólise, alcoólise e transesterificação (NARWAL; GUPTA, 

2013). A acidólise é a reação do ácido graxo com o TAG; neste processo ocorre a troca de 

radicais acil entre um éster e um ácido. A alcoólise é a reação entre o ácido graxo e o álcool, 

onde ocorre troca de um éster e um álcool. E por fim, na transesterificação, 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 três processos. 
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Figura 2- Processos de Interesterificação- (A)Processo de Acidólise; (B) Processo de Alcoólise; (C) 

Processo de Transesterificação 
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Fonte:  Adaptação de Sivakanthan et al., (2020) 

As lipases são quimio-regio e enantiosseletivas, estas características possibilitam a sua 

aplicação em sínteses com alto grau de especificidade (DE MIRANDA; MIRANDA; DE 

SOUZA, 2015; HORCHANI et al., 2012) . Estes biocatalisadores são responsáveis pela 

hidrólise total ou parcial do triacilglicerol (TAG), atuando sobre as ligações éster (DE 

CASTRO et al., 2004). 

Conforme sua especificidade, estas enzimas podem ser divididas em: Lipases não-

específicas, aquelas que catalisam as reações de hidrólise nas posições sn-1, sn-2 e sn3 do 

triacilglicerol de forma aleatória, e Lipases 1,3 específicas: que são aquelas que atuam nas 

posições sn-1 e sn-3 do triacilglicerol, permitindo uma catálise mais controlada e obtenção de 

produtos diferentes aos obtidos pelas não específicas  (CAMPOS, 2010; VAZ; CHOUPINA, 

2012). 

Estas enzimas têm sido utilizadas em diversos segmentos industriais, como nos setores 

alimentício, farmacológico, oleoquímico, formulação de detergentes, entre outros (DE 

MIRANDA; MIRANDA; DE SOUZA, 2015; NALDER et al., 2018; PFLUCK et al., 2018). 

Porém, a aplicação industrial de enzimas não é tão imediata, devido à instabilidade destes 

catalisadores frente aos processos industriais, nos quais, grande parte das vezes, utilizam de 

condições extremas de temperatura e pH para chegar ao produto final, sendo que estes dois 

(temperatura e pH) estão diretamente ligados a inativação 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 enzimáticos (enzimas imobilizadas) torna-se muito 

vantajoso, pois, há o aumento da estabilidade operacional da enzima, assim como sua 

reutilização, trazendo um melhor custo-benefício para a indústria (BARBOSA et al., 2015). 

Existem diversos métodos para imobilização de enzimas, sendo que os mais utilizados 

são os métodos baseados na imobilização física como a adsorção e na imobilização química 

como por ligação covalente (BASSO; SERBAN, 2019). 

 

2.5. Biorreatores enzimáticos 

Biorreatores, também conhecidos como reatores bioquímicos, são equipamentos que 

utilizam microrganismos, fungos filamentosos, células animas, células vegetais e enzimas 

como biocatalisador para conversão de substratos em produtos. Este equipamento deve 

fornecer condições adequadas como temperatura, pH, transferência de oxigênio, mistura e 

concentração de substrato (MANDENIUS, 2016; WEUSTER-BOTZ, 1992). 

Um biorreator enzimático é definido como equipamento onde as enzimas são colocadas 

em contato com o substrato em condições de pH e temperatura pré-determinadas. Ao 

selecionar este tipo de biorreator, fatores como configuração da enzima, natureza do substrato, 

condições operacionais, cinética da reação, características da transferência de massa, entre 

outras condições devem ser analisados  (CHRISTOPHER; HEMANATHAN KUMAR; 

ZAMBARE, 2014; PINO et al., 2018; POPPE et al., 2015). A partir destas características 

determina-se a forma que serão operados (modo contínuo, semicontínuo (batelada alimentada) 

ou descontínuo) e as características do fluxo. 

As principais configurações de reatores descritos na literatura  que empregam enzimas 

imobilizadas são os tipos tanque agitado batelada ou contínuo, leito fluidizado e leito fixo 

(POPPE et al., 2015). Reatores de tanque agitado são considerados reatores com configuração 

mais simples, o contato da enzima e do substrato ocorre a partir da agitação mecânica ( Figura 

3-A). Eles são vantajosos devido ao alto grau de dispersão do substrato e pela reação ser de 

fácil controle, porém possuem desvantagens como cisalhamento do suporte e tempo gasto em 

limpeza. Normalmente necessita-se da inclusão de um dispositivo de retenção do 

biocatalizador para que a reação ocorra em modo contínuo (CHRISTOPHER; 
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HEMANATHAN KUMAR; ZAMBARE, 2014; LIESE; HILTERHAUS, 2013; POPPE et al., 

2015).  

Reatores de leito fixo são os mais utilizados na catálise enzimática, são caracterizados 

por uma coluna cilíndrica, onde a enzima imobilizada permanece estática no leito, fixadas por 

anteparos nas partes inferior e superior e o substrato flui de maneira ascendente ou 

descendente, podendo ser líquido ou gasoso (Figura 3-B)(TRAN; CHEN; CHANG, 2016). 

Este reator possui as vantagens de simples operação, baixa tensão de cisalhamento e não 

necessita de separação na saída do reator, porém possui desvantagens como obstrução do 

leito, formação de caminhos preferenciais e limitações de transferência de massa e calor 

(CHRISTOPHER; HEMANATHAN KUMAR; ZAMBARE, 2014; MENDES et al., 2011). 

Reatores de leito fluidizado caracterizam-se pela passagem do próprio fluido por um 

leito de partículas sólidas mantendo-as em suspensão, o fluido deve possuir uma velocidade 

ascendente adequada para que isto ocorra (MIRANDA, 2014). As vantagens são que esse tipo 

de biorreator possui ótima mistura reacional, evita danos aos suportes de imobilização, 

problemas com entupimento (FERNANDES; ROSELL, 2010; KOSSEVA et al., 2009). A 

Figura 3 apresenta os três tipos de reatores citados. 

Figura 3- Tipos de biorreatores: (A) Tanque Agitado; (B) Leito Fixo e (C) Leito Fluidizado 

(A)   (B)   (C)  
 

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

 

Reações enzimáticas são realizadas geralmente nas quatro configurações de reatores 

citadas, porém os mais utilizados para a produção dos lipídeos estruturados são os reatores de 

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

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

Os biorreatores pneumáticos do tipo airlift, mostram-se como opção, uma vez que são pouco 

explorados para sintetize dos triglicerídeos dietéticos.  

 

Tabela 1 -Produção de lipídeos estruturados através da reação de acidólise 

Lipase 
Óleo: Ácido 

Graxo 

Tipo de Lipídeo 

Estruturado 

Configuração 

do Reator 
Referência 

Lipase de 

Rhizomucor 

miehei 

Óleo de 

girassol:C16:0 e 

C18:0 

Triglicerídeo rico 

em ácidos 

palmítico e 

esteárico 

Tanque 

agitado 

(batelada) 

(PALLA;CARRIN; 

2014, ) 

Lipozyme RM 

IM®, Lipozyme 

TL IM, Novozym 

435® 

Óleo de semente 

de uva: C8:0 e 

C10:0 

MLM 

Tanque 

agitado 

(batelada) 

(BASSAN et al., 

2019) 

Lipozyme TL 

IM®e Lipozyme 

RM IM® 

Óleo de abacate: 

C8:0 e C10:0 
MLM 

Tanque 

agitado 

(batelada) 

(CABALLERO et 

al., 2014) 

Lipases de 

Aspergillus niger 

e Rhizopus  

japonicus 

imobilizadas em 

Amberlite  

Azeite de oliva, 

óleos de soja e 

sardinha: C14:0, 

C16:0, C16:1, 

C18:0 e C18:1 

TAGs contendo 

ácido 

eicosapentaenoíco 

e ácido 

docosahexaenóico 

Tanque 

agitado 

(batelada) 

(ARAÚJO et al., 

2016) 

Lipozyme RM 

IM®, Lipozyme 

TL IM ®e 

NS40086 

 

Manteiga de 

cacau: C12:0, 

C14:0, C16:0, 

C16:1, C18:1, 

C18:2 e C18:3 

 

1,3-diestearoil-2-

oleoilglicerol 

Tanque 

agitado 

(batelada) 

(WANG et al., 

2017) 

Lipozyme RM 

IM®, Lipozyme 

TL IM®, 

Novozym 435 e 

Lipozyme 435® 

Óleo microbiano 

rico em ácido 

araquidônico de 

Mortierella 

alpina: C8:0 

 

MLM 

 

Tanque 

agitado 

(batelada) 

(ABED et al., 2018) 

 

2.5.1. Biorreatores pneumáticos do tipo airlift 

 Biorreatores cuja agitação é realizada por injeção de ar por um aspersor localizado em 

sua base são denominados biorreatores pneumáticos, eles apresentam diferentes aplicações 
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baseadas na transferência de oxigênio da fase gasosa para a fase líquida em reações 

enzimáticas, em cultivos aeróbicos  e  anaeróbicos, onde a fase gasosa inerte é utilizada para 

homogeneização do meio reacional  (BADINO, 2016; CERRI, 2009; KOUZBOUR et al., 

2020). Dentre os reatores pneumático há os tipos airlift e o coluna de bolhas. 

Os reatores pneumáticos do tipo airlift são pouco explorados em reações utilizando 

enzimas, sendo muito utilizados em reações biológicas, como cultura de células animais, em 

cultivos tanto para produção de fármacos e antibióticos, quanto para o tratamento e 

purificação de água (BADINO, 2016; MASHHADANI; WILKINSON; ZIMMERMAN, 

2015). Estes biorreatores vêm se destacando na biotecnologia e em processos multifásicos 

(gás-líquido-sólido), pois não apresentam partes móveis, facilidade no aumento de escala, 

menor taxa de cisalhamento, menores gastos de energia e a dispersão gás-líquido é realizada 

pelo próprio ar de entrada do aspersor (MOUDOUD et al., 2018; YANG et al., 2018). 

Os biorreatores airlift são caracterizados por uma região aspergida por gás denominada 

de região de subida do meio reacional (riser) e uma região de descida (downcomer) que estão 

interligadas pela região da base (bottom) e por uma região 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 líquida (ESPERANÇA, 2018). As diferenças entre as 

densidades dessas regiões, devido as diferentes retenções gasosas, resultam na circulação do 

meio reacional com escoamentos ascendente na região do riser e descendente na região do 

downcomer (CHISTI, Y.; MOO-YOUNG, 1988; YANG et al., 2018; ZIEGENHEIN et al., 

2016). Sendo assim, estes reatores apresentam uma movimentação cíclica do fluido, definida 

através de peças e dispositivos internos construídos para este propósito (SCHMIDELL, 

FACCIOTTI, M, 2001). Portanto, as regiões de escoamento do airlift apresentam diferentes 

pressões, logo, retenções gasosas distintas, sendo assim, estas diferenças funcionam como 

força motriz para a circulação do meio reacional. A Figura 4 mostra um desenho esquemático 

com as regiões de descida e subida do biorreator do tipo airlift de tubos concêntricos 

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

 
Fonte: Acervo pessoal do autor 

 

Existe uma subdivisão dos modelos de reatores airlift, baseada no tipo de circulação, 

interna ou externa (CHISTI, 1989; SIEGEL; ROBINSON, 1992). Nos de circulação interna as 

seções riser e downcomer encontram-se no mesmo compartimento, separadas por um 

anteparo. Quando o anteparo é um cilindro ou um tubo, o reator é chamado de airlift de 

cilindros concêntricos, já quando uma placa é usada para separar as regiões de escoamento, o 

biorreator é denominado airlift split-cylinder (BADINO et al., 2016; MENDES, 2016). 

Os reatores airlift de circulação externa possuem as regiões riser e downcomer em tubos 

verticais diferentes, conectados por seções horizontais próximos ao topo e à 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 região de subida e a seta azul a 

região de descida. (A) airlift de tubos concêntricos (B) airlift split-cylinder e (C) airlift de circulação externa. 

 
Fonte: Acervo do grupo de pesquisa 

 

De acordo com Esperança (2018) as regiões de escoamento de um biorreator do tipo 

airlift de circulação interna são definidos por alguns parâmetros geométricos existentes nestes 

equipamentos. Variáveis como razão entre áreas de escoamento (AS/AD), altura do líquido 

estático no biorreator, vão livre da base (hB) (distância entre as partes inferiores do tubo 

interno e o fundo do biorreator), vão livre no topo (hT) (distância entre as partes superiores do 

tubo interno e o nível do líquido estático no biorreator) e modelo de aspersores de ar afetam 

os parâmetros hidrodinâmicos de um biorreator airlift. Porém, essas relações não foram 

claramente definidas para serem empregadas no projeto e ampliação de escala. 

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

viscosidade e a densidade, e variáveis operacionais como vazão volumétrica de ar ou 
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velocidade superficial do ar no riser também afetam o desempenho hidrodinâmico em 

biorreatores do tipo airlift. 

Fatores como a capacidade de proporcionar elevada área interfacial, altos coeficientes 

de transferência de massa associados com baixo consumo de energia, facilidade de aumento 

de escala, padrões de escoamento bem definidos, menores tensões de cisalhamento, excelente 

capacidade de mistura e possibilidade de operação asséptica prolongada tornam os 

biorreatores airlift de circulação interna excelente alternativa aos reatores convencionais de 

tanque agitado e areado (CHISTI, 1989; ESPERANÇA, 2018). 

O biorreator airlift vem se mostrando muito eficiente para reações enzimáticas apesar 

de poucos estudos encontrados na literatura. Teerapatsakul et al. (2017) utilizaram biorreator 

airlift de 4 litros para degradação de corantes com lacasse imobilizada, operado em bateladas 

repetidas. A melhor condição de aeração do biorreator para a reação foi de 4 L.min-1 sendo 

que, condições mais baixas ou altas de aeração afetaram negativamente a velocidade de 

reação e a eficiência da enzima com o tempo. O biorreator apresentou ótimas condições para 

que a reação ocorresse e mostrou-se muito simples para o aumento de escala. 

 Chang et al. (1994) compararam biorreator convencional e biorreator airlift para reação 

de penicilina V para ácido 6-aminopenicilânico e ácido fenoxiacético com enzimas 

imobilizadas (penicilina acilase). O airlift mostrou-se vantajoso frente ao convencional, pois 

manteve a enzima estável por mais tempo, apresentou menor fragmentação do derivado 

enzimático durante a reação, o que é muito favorável para a etapa de purificação, e utilizou 

menor potência por unidade volume para realizar a reação. 

Mojović et al., (1994) estudaram a interesterificação do óleo de palma em biorreator 

airlift. Os resultados mostraram que a forma de escoamento do airlift foi vantajoso para a 

reação, pois não houve fragmentação da enzima imobilizada, e uma melhor mistura, o que 

resultou em maior produtividade na reação desejada. 

Parâmetros como velocidade e tempo de circulação, tempo de mistura, retenção gasosa, 

coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio (kLa) e velocidade de cisalhamento 

devem ser analisados como critérios de desempenho de biorreatores pneumáticos (CHISTI, 

1989), para melhor entendimento da hidrodinâmica do biorreator. 

 

2.5.2. Avaliação hidrodinâmica de biorreatores airlift 
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Alguns parâmetros relevantes para o presente estudo relacionados com o projeto e 

desempenho do reator airlift serão apresentados a seguir.  

 

2.5.2.1. Velocidade superficial do gás 

A velocidade superficial do gás na região de subida (𝑈GS) é a única variável de operação 

disponível em sistemas airlift. Trata-se da razão entre a vazão volumétrica de alimentação do 

gás (𝑄𝐺) em metros cúbicos por segundo e a área da seção transversal da região de subida 

(𝐴𝑆) em metros quadrado. Ela é representada pela Equação 1: 

 

 

𝑈GS =  
𝑄𝐺

𝐴𝑆
 

 

2.5.2.2. Tempo de mistura 

Para que ocorra uma reação enzimática rápida e homogênea é essencial que o reator 

tenha uma ótima mistura, portanto este parâmetro é muito importante. O tempo de mistura 

consiste no tempo necessário (tm) para que ocorra completa homogeneização 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, é um parâmetro global para 

descrever o grau de mistura. Devido à sua alta sensibilidade em relação ao local onde o 

traçador é injetado este parâmetro é muito difícil de ser correlacionado  (CHISTI, 1989). A 

sua detecção se dá por ensaio tipo pulso, quando o valor da variável estudada se estabiliza, o 

tempo de mistura é determinado. Este parâmetro é afetado pela mistura axial e radial, e pelos 

efeitos do escoamento. Há diversas maneiras de obter o tempo de mistura, através de 

traçadores onde acompanha-se variações de temperatura, condutividade, pH e absorbância ( 

FU et al., 2003).  

Para melhora da mistura há alguns trabalhos na literatura que propõe modificações no 

tubo interno de biorreatores do tipo airlift. SÄRKELÄ et al. (2019), estudaram o biorreator 

airlift com adição de tubos helicoidais acoplados ao riser ou downcomer, ou ambos, que 

atuavam como promotores de fluxo e aspersores de gás adicionais e verificou que esses 

helicoides geraram bolhas finas pulverizadas, melhorando o desempenho da transferência de 

Equação (1) 
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oxigênio. Verificaram também que a introdução de ar através do promotor de fluxo helicoidal 

na zona de descida diminuiu o tempo de mistura. 

Zheng et al. (2018), avaliaram a instalação de placas helicoidais  no biorreator airlift, 

foram  fixados  nove helicoides com  diferentes  combinações  geométricas no riser, o   

intervalo da velocidade superficial do gás (UGR) utilizado foi de 0,009 - 0,09 m/s. Concluíram 

que esse promotor de escoamento intensificou a retenção gasosa, aumentou a mistura 

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

 

2.6. Sistemas trifásicos em biorreatores airlift 

Reatores pneumáticos com misturas trifásicas são muito utilizados em indústrias 

químicas e bioquímicas, mostram-se vantajosos por promoverem contato entre as fases 

líquida, sólida e gasosa. Os biorreatores airlift se apresentam como alternativa para reações 

trifásicas com partículas sólidas suspensas. Em comparação ao coluna de bolhas, a velocidade 

do gás necessária para a suspensão completa é bem menor (HECK; ONKEN, 1988; HUANG 

et al., 2017; LUO et al., 2011). 

Outro ponto que chama a atenção é o fato dos biorreatores do tipo airlift possuírem 

taxas de cisalhamentos menores que os sistemas agitados mecanicamente e até mesmo em 

relação a outros reatores pneumáticos, o que torna atraente para bioprocessos com partículas 

sensíveis ao cisalhamento, tais como células e enzimas imobilizadas (HUANG et al., 2012). 

Em processos com alta densidade celular, por exemplo, as cargas de sólidos podem 

chegar de 30 a 40% do volume total do reator para que seja possível uma alta conversão em 

um bioprocessos contínuo. Essa massa de partículas pode ser suspensa por um airlift 

utilizando menor energia em comparação à coluna de bolhas. Essa vantagem ocorre devido a 

existência de uma circulação de líquido dentro do reator resultante da diferença de densidades 

entre as seções riser e downcomer (HECK; ONKEN, 1988). 

Para que ocorra uma boa homogeneização do meio a velocidade de circulação do 

líquido deve ser maior que a velocidade das partículas. Fatores como geometria do reator 

(altura, diâmetro, dimensões do riser), vazão de ar e carga de sólidos determinam como será a 

mistura e consequentemente a suspensão dos sólidos. Alguns estudos descobriram que a 

presença de partículas sólidas pode levar a diminuição do acúmulo de gás e da velocidade do 

líquido no airlift de circulação interna, e que a velocidade crítica do gás necessária para a 
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circulação das partículas aumentaria com o aumento da carga de sólidos (HUANG et al.,2010; 

YANG et al., 2018). As características dos sólidos como, densidade, forma, tamanho, 

molhabilidade e concentração influenciam nos efeitos causados na hidrodinâmica do 

biorreator (TAO et al., 2020). 

A velocidade de circulação do líquido é um importante parâmetro no projeto do reator 

airlift, pois influencia na mistura, na recirculação das bolhas, na eficiência da suspensão de 

sólidos e distribuição dos gases e dos sólidos. Este parâmetro é influenciado pela magnitude 

da força motriz para circulação do líquido, que é afetado pela intensidade da penetração das 

bolhas na seção downcomer (CHISTI, 1989).  A separação da bolha da fase líquida pode ser 

manipulada pelos parâmetros geométricos: razão da área da seção transversal de downcomer 

para riser (AS  /   AD) e geometria da zona do separador gás-líquido. 

A presença de sólidos em suspensão diminui a força motriz para circulação do meio em 

relação a sistemas bifásicos (líquido-gás), o que provoca alteração nas densidades médias no 

riser e downcomer. De acordo com Heijnen et al., (1997) para um sistema trifásico em 

estados estacionários existe uma taxa mínima de vazão de ar para exercer a circulação do 

meio. Na prática esta taxa mínima é ainda maior que o valor mínimo teórico, como resultado 

de flutuações na velocidade de circulação devido à interação entre variações dinâmicas em 

densidades médias no riser e downcomer (VAN DER LANS, 1985). Portanto, para colocar os 

sólidos em suspensão no início do processo, a taxa de fluxo do gás aplicado deve ser maior 

que este valor crítico. Além disso as partículas sedimentadas formam uma resistência de fluxo 

extra, necessitando de uma taxa de fluxo muito maior (HECK; ONCKEN, 1987). 

Embora a suspensão dependa da geometria do reator e da carga de sólidos, em geral a 

taxa mínima de fornecimento de gás (TMG) para o arraste das bolhas para o downcomer está 

acima da TMG para o regime de suspensão de sólidos completos. Nesse caso os reatores 

airlift com tubos internos sem restrições ao transporte de bolhas para o downcomer pode ser 

regido por três regimes de fluxo de gás, os quais podem ser distinguidos em comparação com 

os regimes de fluxo relatados para sistemas de duas fases (CHISTI, 1989). Com base em 

observações em diferentes escalas, em sistemas trifásicos foram observados os seguintes 

regimes de circulação: 

Regime I: Sem arrastamento de gás  
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Ocorre em baixas velocidades do gás quando a velocidade de circulação do líquido é 

insuficiente para arrastar as bolhas para o downcomer. A velocidade do líquido na descida não 

é maior que a velocidade de subida da bolha no riser. 

Regime II: Entrada de gás, mas sem recirculação de gás 

Quando a velocidade real do líquido 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 estacionárias ou o fluxo 

descendente é igual ao fluxo ascendente. Uma taxa menor de recirculação do gás é observada, 

como resultado do arrastamento de pequenas bolhas para o riser (CHISTI, 1989; 

LIVINGSTON; ZHANG, 1993). A suspensão de sólidos está comumente presente, mas nem 

sempre. 

Regime III: Circulação completa 

Todas as bolhas de ar que são arrastadas para o downcomer são carregadas até o riser 

novamente. A velocidade do líquido na descida é significativamente maior que a velocidade 

das bolhas, o que leva a uma grande taxa de fluxo de gás 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 gás que sai do aspersor. Neste caso a suspensão completa 

de sólidos é comum, mas a suspensão incompleta não pode ser excluída. 

 

 

 

 

A Figura 6 apresenta os  três regimes de fluxo de gás em um sistema completo com 

suspensão de sólidos.  

Figura 6 - Regimes de fluxo de gás em uma mistura com suspensão de sólidos: I: Regime com baixa velocidade 

do gás: sem transporte de gás. II Regime de transição: arrastamento de gás para o downcomer, mas sem 

recirculação de gás. III. Regime de circulação de gás completa. 
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Fonte: Heijnen et al., (1997) 

 

Heijnen et al., (1997) estudaram um modelo hidrodinâmico simples que descreve 

analiticamente e explicitamente a circulação de líquido, a retenção de gás e o efeito dos 

sólidos na circulação de líquidos para o regime III. O modelo foi comparado com dados de 

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

 

3.1. Objetivo Geral  

 O presente projeto tem como objetivo a adaptação do reator do tipo airlift usualmente 

empregado em cultivo microbiano para utilização em reações enzimáticas, empregando a 

enzima imobilizada Lipozyme RM IM ® para catalisar a reação de acidólise do óleo de 

semente de uva para produção de triglicerídeos dietéticos do tipo MLM. 

 

3.2. Objetivos Específicos  

• Adaptação do reator do tipo airlift de tubos concêntricos e caracterização 

hidrodinâmica das diferentes formas e operação; 

• Reações de acidólise em reator do tipo airlift: determinação da velocidade mínima de 

suspensão e avaliação da influência da vazão de ar; 

• Operação do biorreator e otimização das condições reacionais (carga de enzimas, vazão 

de ar, tempo de reação).    
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

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 especificações técnicas e a Figura 7 apresneta a enzima 

imobilizada®. 

Tabela 2-Especificações técnicas da Lipozyme RM IM® 

Suporte de imobilização 
Resina acrílica de troca iônica (Poliestireno-

divinil-benzeno)  

Porosidade Macroporosa 

Método de imobilização Adsorção Hidrofóbica 

Densidade cristalina 1,8429 ± 0,1221 g/mL 

Tamanho das partículas 300 a 1000µm 

 

Figura 7- Lipozyme RM IM® 

               
Fonte: Acervo pessoal do autor 

 

4.1.2. Reagentes 
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As matérias primas utilizadas foram o óleo de semente de uva (Distriol, São Paulo), 

ácido cáprico - C10 (Merck, Darmstadt, Alemanha), azeite de oliva comercial, álcool etílico 

comercial, acetona, hexano). Todos os demais reagentes foram de grau analítico. 

Selecionou-se o óleo de semente de uva para a síntese dos triglicerídeos do tipo MLM 

no presente projeto, pois trata-se de um óleo rico nutricionalmente que provém do 

reaproveitamento de resíduos gerados pela indústria do vinho e por ser pouco explorado neste 

tipo de síntese. A Tabela 3 apresenta algumas especificações do óleo de semente de uva e do 

ácido cáprico. 

Tabela 3- Parâmetros físico-químicos do óleo de semente de uva e do ácido cáprico utilizado. 

Densidade 

(kg.m-3) 

Viscosidade 

(cP) 

Ponto de fusão 

(°C) 

Acidez  

(mg. KOH.g-1) 

Óleo de 

semente de uva 
920 1,27 _ 0,225 ± 0,021 

Ácido cáprico 

(C10) 
893 _ 31,6 _ 

 

4.1.3. Biorreator 

O biorreator utilizado é constituído por um cilindro externo confeccionado de vidro 

borocilicato transparente, acoplado a uma base de aço inoxidável e um cilindro interno do 

mesmo material (Figura 8). Possui um volume útil de 2 litros, onde a altura do líquido (HL) é 

308,86 mm e o diâmetro interno do reator (D) é 90,80 mm e foi operado com um aspersor tipo 

cruzeta.   

Figura 8- Airlift de tubos concêntricos. a) reator sem o tubo interno b) dimensões do airlift  
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(a)                                                (b) 

Fonte: acervo do grupo de pesquisa 

4.2. MÉTODOS  

4.2.1. Nova configuração do biorreator do tipo airlift 

4.2.1.1. Desenvolvimento das novas peças  

Com a finalidade de diminuir o volume útil do reator para  1 litro devido a limitação 

econômica em relação aos reagentes utilizados e objetivando a adaptação do  airlift 

usualmente aplicado em cultivos microbianos para realização de reações enzimáticas, 

especialmente para a acidólise do óleo de semente de uva com enzimas imobilizadas, algumas 

peças ( fundo do reator e tubo interno) foram modificadas, e confeccionadas a partir do 

software de modelagem Autodesk AutoCAD 2020 e impressas em PLA ( ácido poliláctico) 

com o auxílio de uma impressora 3D (MakerBot Replicator+, modelo:PABH65), apresentada 

na Figura 9. 

 

Figura 9- Impressora 3D (MakerBot Replicator+, modelo:PABH65) utilizada. 
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Fonte: Acervo do grupo de pesquisa 

 

A Figura 10 apresenta o tubo interno padrão e o fundo de um biorreator do tipo airlift 

convencional. 

 

 

 

 

Figura 10- Peças que foram modificadas - (A)Tubo interno padrão e (B) Corte transversal do fundo do 

reator do tipo airlift padrão 
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(a)   (b)  
Fonte: Acervo do grupo de pesquisa 

 

O fundo do reator e o tubo interno tiveram que ser modificados para mitigar problemas 

com a decantação das partículas sólidas (enzimas imobilizadas) e circulação do meio 

observados em testes preliminares utilizando o biorreator airlift padrão. 

 

4.2.1.2. Operação do biorreator airlift 

O biorreator foi operado com meio trifásico (óleo, ar comprimido e enzimas 

imobilizadas), a homogeneização foi realizada pela fase gasosa, a vazão de ar operacional foi 

determinada por testes hidrodinâmicos do sistema. O gás utilizado foi o ar, o qual foi inserido 

no tubo interno que causou a circulação forçada do óleo e enzima imobilizada. A Figura 11 

apresenta o desenho esquemático do biorreator airlift para reação enzimática. 

Figura 11. Desenho esquemático de um biorreator airlift para reações enzimáticas 

 
Fonte: Acervo do grupo de pesquisa 

 



 
 

 

 

 
 

 

43 

4.2.1.3. Hidrodinâmica 

4.2.1.3.1. Determinação do tempo de mistura na nova configuração do biorreator airlift 

Realizou-se ensaios tipo pulso de temperatura com auxílio de um termopar 

(programado para Arduino) contendo 3 sensores de temperatura. Os sensores foram 

posicionados em alturas e regiões diferente dentro do biorreator, permitindo a aferição da 

temperatura ao longo de todo o reator. O tempo foi aferido a partir da injeção do pulso até o 

momento em que as temperaturas dos 3 sensores se igualaram. Para isso, aqueceram-se 60 ml 

de óleo para o pulso de forma que a temperatura entre o óleo presente dentro do reator e o 

óleo do pulso apresentassem uma variação de temperatura de 50°C. Para a manutenção da 

temperatura do óleo dentro do biorreator, um banho térmico com água a 45°C foi acoplado à 

jaqueta térmica do reator, permitindo a recirculação da água.  

O experimento foi realizado em triplicata variando a vazão de ar em 1, 2 e 3 vvm e a 

carga de sólidos (suporte de imobilização da enzima) em 1, 2 e 3% (volume de enzima / 

volume de substrato).  As relações utilizadas foram determinadas a partir de estudos 

anteriores do grupo de pesquisa, que observaram que em vazões menores que 1 vvm não 

ocorria suspensão eficiente dos sólidos e que acima de 4 vvm ocorria alta coalescência das 

bolhas e ao utilizar carga de enzimas acima de 5%  não fluidizaram eficientemente as 

partículas sólidas. 

Os testes de mistura foram realizados com os mesmos parâmetros utilizados nas 

reações de acidólise do óleo de semente de uva. Foram usados uma mistura de óleo de 

semente de uva e ácido cáprico com razão molar de 1:3 e as partículas sólidas utilizadas 

foram os suportes de imobilização da Lipozyme RM IM. A temperatura durante o 

experimento foi mantida a 45°C. 

 

4.2.1.3.2. Determinação da velocidade superficial do gás (UGS) 

A velocidade do gás na região de subida (UGS) foi obtida a partir da Equação 1. 

 

𝑈GS =  
𝑄𝐺

𝐴𝑆
      Equação (1) 

Onde: 

QG: vazão volumétrica de alimentação do gás (m3.s-1); 
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AS: área da seção transversal da região de subida (m2). 

 

4.2.2. Cálculo de Potência 

O consumo de potência foi calculado assumindo a expansão isotérmica das bolhas de 

gás desde os orifícios do aspersor até a superfície do fluido (CHISTI, 1989), usando a 

Equação 2. 

𝑃 = 𝑄𝑔 . 𝑃𝑎 . ln(1 +  
ρ 𝑑.g.h𝑑 

𝑃𝑎
) Equação (2) 

 

Onde: 

Qg é a vazão volumétrica do gás (m³.s-1);  

Pa é a pressão atmosférica (Pa); 

ρd é a densidade da mistura (líquidos (razão 1:3 de óleo de semente de uva e ácido cáprico) e 

sólidos (enzimas imobilizadas) (kg.m3); 

 g é a aceleração gravitacional (m.s-2); 

 hd é a altura de dispersão gás-líquido (m).  

Sendo ρd = 918,8 kg.m3 para dispersão com 1% de sólidos, ρd = 936,6 kg.m3 para dispersão 

com 2% de sólidos e ρd = 954,04 kg.m3   para dispersão com 3% de sólidos. Para cada mistura 

realizou-se a média ponderada da densidade dos líquidos e do sólido, a densidade do ar não 

foi considerada pois, como o fluido é viscoso a retenção gasosa é pequena, logo não irá 

interferir no valor da densidade. 

 

4.2.3. Viscosidade 

As viscosidades do óleo de semente de uva e dos meios reacionais (óleo de semente de 

uva, ácido cáprico e triglicerídeos dietéticos) após 48 horas de síntese foram obtidos 

utilizando um reômetro (Brookfield ® DV-III ULTRA) mostrado na Figura 12. Com os 

resultados obtidos pelo reômetro construiu-se gráficos da tensão de cisalhamento em função 

da taxa de cisalhamento para determinação das viscosidades e a partir do coeficiente angular.  

Todos os testes foram realizados a 45°C que é a temperatura utilizada na síntese dos 

triglicerídeos dietéticos. 
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Figura 12- Reômetro Brookfield ® DV-III ULTRA. 

 
Fonte: Acervo pessoal do autor 

 

4.2.4. Propriedade catalítica da enzima imobilizada Lipozyme RM IM 

 Para o cálculo da constante de Michaelis-Menten (Km) foram preparados sistemas 

reacionais contendo ácidos graxos totais em concentrações variando entre 186-1302 mM, 

obtidos a partir de emulsões preparadas em diferentes proporções de azeite de oliva (5 – 70%) 

e solução aquosa de goma arábica (7% m/v). As velocidades iniciais das reações de hidrólise 

catalisadas pelas lipases imobilizadas foram determinadas de acordo com item 4.2.6. As 

constantes cinéticas Km e Vmax foram determinadas por regressão linear, empregando-se a 

equação de Lineweaver-Burk. 

 

4.2.5. Síntese de triglicerídeos dietéticos (MLM) 

As reações de acidólise do óleo de semente de uva foram realizadas no biorreator 

airlift de tubos concêntricos operando em modo batelada. A razão molar óleo de semente de 

uva: ácido cáprico foi 1:3, e as reações foram conduzidas na temperatura de 45ºC no período 

de 48h. Estas condições (razão molar e temperatura) para esta síntese, foram selecionadas de 
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acordo com os estudos de Bassan et al., (2019) que mostraram que elas são ideais para esta 

reação em reatores descontínuos. As amostras periódicas foram coletadas e analisadas com 

relação ao índice de peróxido e ao grau de incorporação do ácido graxo. 

 

4.2.6. Determinação de atividade hidrolítica 

A atividade hidrolítica foi determinada pelo método de retrotitulação, empregando-se 

emulsão de azeite de oliva (PAULA, 2012). Tal emulsão foi preparada com 50% (m/m) de 

azeite, 50% (m/m) de água destilada e 7% (m/m) de goma arábica em relação à massa de 

água. A hidrólise ocorreu em banho-maria com agitação suave, a 37°C por 5 minutos A 

reação foi paralisada adicionando-se 10 mL de solução de etanol, acetona e água, 1:1:1 

(v/v/v). Após, adicionou-se 10 mL de hidróxido de potássio (0,05 M) e realizou-se a 

retrotitulação com HCl (0,05 M), previamente padronizado. O branco para essa análise 

consiste na adição de todos os reagentes exceto a enzima. A atividade hidrolítica foi 

determinada de acordo com a Equação 3:  

 

𝑨 (
𝑼

𝒈
) =  

(𝑽𝒂−𝑽𝒃).𝑴.𝟏𝟎𝟎𝟎

𝒕.𝒎
    Equação (3) 

Onde: 

U/g = (µmol de produto formado/ minuto de reação). Vb = volume de HCl utilizado no 

branco da reação (mL), Va = volume de HCl utilizado na amostra (mL), M = molaridade da 

solução de HCl, t = tempo de reação (min), m = massa de enzima adicionada (g). 

 

4.2.7. Caracterização das matérias-primas 

Os índices de peróxido do óleo 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. Análise do produto 

4.2.8.1. Separação dos triglicerídeos por neutralização dos ácidos graxos residuais 

Com a finalidade de não obter um falso positivo ao analisar as amostras de produtos 

da reação, neutralizou-se o meio reacional e separou-se os ácidos graxos residuais. 

Foram pesados 5 g do óleo obtido na reação de acidólise e diluiu-se em 30 mL de 

hexano. Em seguida adicionou-se 10 mL de solução 0,8 mol/L de KOH hidroalcoólico (30% 

etanol). Após a mistura ser agitada intensamente, houve a separação de fases da mistura: uma 

fase hidroalcóolica contendo os ácidos graxos livres e uma fase de hexano contendo os 

triglicerídeos (TAG). Recolheu-se a fase orgânica contendo os TAG, e realizou-se mais uma 

extração 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. Metilação dos TAG após a separação 

Com a finalidade de tornar os ácidos graxos voláteis para que fosse possível 

determiná-los por cromatografia gasosa realizou-se a metilação das amostras após a 

neutralização.  De acordo com ISO 12966-2 (2011) foram pesados aproximadamente 50 mg 

do TAG que passou pelo processo de separação em um vial de 20 mL. Adicionaram-se 2 mL 

de solução metanólica de hidróxido de sódio (0,2 M) e aqueceu a 80°C por 15 minutos sob 

agitação vigorosa. Em seguida a amostra foi resfriada e, então, adicionaram-se 2 mL de 

solução metanólica de ácido sulfúrico (1M). A amostra foi novamente aquecida a 80°C por 15 

minutos sob agitação vigorosa e aguardou-se que se resfriasse novamente. Por fim, adicionou-

se 1 mL de solução metanólica saturada de cloreto de sódio e 2 mL de hexano. A mistura foi 

agitada e depois mantida em repouso para separação das fases. A fase superior, que 

corresponde à fase orgânica, foi transferida para outro vial de 20 mL e repetiu-se a extração 

com hexano adicionando 2 mL de solvente novamente. O hexano foi evaporado com 

nitrogênio e o éster metílico obtido foi submetido a análise em cromatografia gasosa. 

 

4.2.8.3. Composição em ácidos graxos 

A composição em ácidos graxos foi determinada por cromatografia gasosa, segundo a 

ISO 12966 (2014), substituindo-se o gás hélio pelo gás nitrogênio. Para estabelecimento do 
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método de determinação de perfil de ácidos graxos (C4 à C24) e alguns ésteres de ácidos 

graxos, injetaram-se um mix de padrões de ésteres de ácidos graxos (mix de FAMES, 

Supelco®). Os testes foram realizados em um cromatógrafo a gás (Shimatzu®) utilizando 

injetor Split, detector de ionização por chama (DIC) e coluna SH-Stabilwax-DA (L x I.D = 30 

m x 0,25 µm, df 0,25 µm). A temperatura do injetor e do detector foi de 250°C, sendo o modo 

de injeção Split (1:10) e o gás de arraste utilizado, nitrogênio, na vazão de 0,55 mL.min-1, 

com programação de temperatura de 60°C a 210°C em 20°C.min-1 ficando 210°C por 7 

minutos e novo aquecimento a 20°C.min-1 até 250°C, sendo esta temperatura mantida por 14 

minutos, resultando em 30 minutos de análise. Posteriormente, as áreas dos picos obtidos 

foram relacionadas e foi determinado o grau de incorporação dos ácidos graxos (GI). 

 

4.2.8.4. Determinação do grau de incorporação dos ácidos graxos (GI) 

Grau de incorporação (GI) é a variável que determina o quanto de ácidos graxos de 

cadeia média, como o ácido cáprico, foram incorporados nos triglicerídeos do óleo de semente 

de uva. Sua determinação é a partir do cálculo da Equação 4 (CASAS-GODOY et al., 2013), 

na qual MFA é o número de mols de ácidos graxos de cadeia média (C10:0) no triglicerídeo e 

MT é o número de mols totais de ácidos graxos no triglicerídeo. 

 

𝐺𝐼(%) = (
𝑀𝐹𝐴

𝑀𝑇
) ∗ 100                         Equação (4) 

Sabe-se que o grau de incorporação máximo que pode ser obtido é de 66,7%, uma vez 

que a incorporação de ácidos graxos só ocorre nas posições sn-1 e sn-3, pois as reações foram 

catalisadas por enzimas 1,3 específicas. 

 

4.2.8.5. Determinação do índice de peróxido (IP) 

 Pesaram-se 2 g de óleo de semente de uva em erlenmeyer e em seguida para sua 

solubilização, adicionou-se 10 mL de solução de ácido acético: isooctano (3:2 v/v). Após, 

adicionou-se 1 mL de solução saturada de iodeto de potássio e deixou-se sobre abrigo da luz 

por 1 minuto. Após este período, adicionou-se 20 mL de água, 1 mL de laurilsulfato de sódio 

10% (m/v) e 1 mL de solução indicadora de amido 1% (m/v). Homogeneizou-se o meio e 

iniciou-se a titulação com tiossulfato de sódio 0,01 N previamente padronizado com 
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dicromato de potássio até o meio tornar-se levemente translúcido. Como branco da análise, 

adicionaram-se todos os reagentes nas proporções descritas acima, exceto a massa de óleo. O 

índice de peróxido foi determinado de acordo com a Equação 5. 

Equação (5) 

Onde: 

 IP é o índice de peróxido em mEq/kg; V = Volume de Tiossulfato de sódio gasto na análise 

da amostra (mL); Vbranco = Volume de Tiossulfato de sódio gasto no branco (mL); N = 

normalidade do Tiossulfato de sódio; m = massa de óleo analisado (g). 

 

4.2.9. Cinética de reação- Modelo do Grau de incorporação 

Um perfil temporal do grau de incorporação foi obtido para cada reação. Um modelo 

cinético empírico (Equação 6) foi ajustado aos dados experimentais para facilitar a 

observação e comparação das características de cada reação. 

𝐺𝐼𝑖

𝐺𝐼𝑚á𝑥
=

𝑡

β+t
  Equação (6) 

 

Onde GI é o grau de incorporação de ácidos graxos de cadeia média nos 

triacilgliceróis do óleo de semente de uva (%), GImáx é o grau de incorporação máximo teórico 

(66,70%), β é um parâmetro empírico e t é o tempo de reação (h). Embora a Equação (6) seja 

um modelo empírico, os parâmetros têm significados físicos, onde β representa a taxa ou 

velocidade com a qual GI aumenta. Portanto, quanto maiores os valores de β menor será o 

grau de incorporação dos ácidos graxos no óleo de semente de uva. 
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5. CONCLUSÕES  

 Com este trabalho foi possível demonstrar o potencial do biorreator airlift para 

reações multifásicas com enzimas imobilizadas, especialmente para síntese enzimática de 

lipídeos estruturados. Desenvolveu-se uma nova configuração de um biorreator pneumático 

do tipo airlift de tubos concêntrico para mitigar problemas encontrados ao decorrer do 

projeto. O tubo interno proposto possui a estrutura de um tronco de cone, com diâmetro do 

topo menor que o diâmetro da base, ou seja, o tubo interno possui uma inclinação de 5º, logo, 

o diâmetro vai diminuído da base até chegar em sua parte superior. A base do reator também 

foi modificada, sendo baseada no perfil de decantação das enzimas e da circulação do meio 

reacional. Espera-se que estas modificações diminuam a decantação dos derivados 

enzimáticos e promova uma melhor circulação da mistura trifásica. Para melhores conclusões 

sobre a eficiência desta nova configuração deste biorreator pneumático mais estudos acerca da 

hidrodinâmica devem ser realizados. 

 Percebeu-se que ao aumentar a carga de sólidos e a vazão de ar os tempos de mistura 

diminuíram e que isso pode ter ocorrido devido ao aumento de vórtice nas zonas de mistura 

provocada pelas colisões dos sólidos. Como o fluido utilizado é o óleo de semente de uva, em 

altas vazões pode ocorrer alta taxa de coalescência das bolhas o que pode provocar um efeito 

negativo na mistura. A partir dos testes hidrodinâmicos a melhor vazão para prosseguir a 

realização das outras reações foi a de 2 vvm. 

A realização das reações com 1%(v/v) de carga de enzimas variando o fluxo de ar em 

1 e 2 vvm permitiu verificar a melhor vazão para prosseguir as próximas reações e como 

observado nos testes de mistura a vazão com 2 vvm mostrou-se mais eficaz. Percebeu-se que 

a maior vazão ocasionou maior grau de incorporação de ácidos graxos, 28,76± 0,05, enquanto 

a menor vazão (1% v/v) obteve GI de 24,02 ± 0,13% durante 48 horas de reação, portanto as 

sínteses com 2 e 3% (v/v) foram realizadas com esta vazão.  

Os valores do grau de incorporação de ácidos graxo de cadeia média no óleo de 

semente de uva utilizando a lipase imobilizada comercial Lipozyme RM IM ® mostraram-se 

satisfatórios. O melhor grau de incorporação, 33,33± 0,07, foi obtido pela reação com maior 

carga de enzimas imobilizadas, 3% v/v, em 24 horas. Durante 12 horas de síntese com esta 

carga, o grau de incorporação, 27,05 ± 0,06, foi semelhante ao obtido durante 48h pela reação 
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com menor carga (1%), 28,76 ± 0,05. Outro ponto observado foi que o grau de incorporação 

em 48h na reação com 2% (v/v) foi semelhante ao encontrado em 24h na reação de 3% (v/v), 

sendo 30,36 ± 0,09% e 33,33 ± 0,07%, respectivamente. Estes valores são considerados 

promissores uma vez que o máximo obtido na produção de triglicerídeos dietéticos do tipo 

MLM é 66, 70 %. 

Observou-se que o aumento da carga de enzima acelerou a velocidade de reação, ou 

seja, acelerou o grau de incorporação de ácido cáprico. Nas primeiras 10 horas de reação essa 

velocidade foi maior que após este período. Como esperado a reação com maior carga obteve 

uma velocidade maior no início e menor no final em relação as outras reações com menor 

carga. 

Outro ponto satisfatório foi o índice de peróxido resultante durante este tempo, o qual 

mostrou-se muito baixo, pois houve um aumento mínimo quando comparado com o óleo 

colocado no início da reação. O grau de oxidação do óleo foi pequeno, ao contrário do 

esperado, o índice de peroxido máximo foi em torno de 2,83 ± 0,31, valor cerca de 4 vezes 

menor que o estipulado pela Anisa (2005) (10 mEq/kg). 

Observou-se que reator do tipo airlift utilizado obteve uma boa homogeneidade do 

meio com ótimos tempos de mistura para as vazões e cargas de sólidos estudas e com baixo 

consumo de potência. A excelente mistura obtida provocou o contato dos reagentes com as 

enzimas imobilizadas obtendo ótimos graus de incorporação de ácidos graxos de cadeia 

média. Estes resultados permitem a seleção de um reator não utilizado para obtenção destes 

triglicerídeos estruturados, com resultados promissores na área de engenharia de 

bioprocessos. 
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