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RESUMO - Visando-se a aplicacdo de biorreatores em ensaios biotecnolégicos, a
fim de que se obtenha um sistema operacional adequado e satisfatorio para o
bioprocesso em questdo, deve-se efetuar uma adequada caracterizagéo
hidrodinamica do biorreator. Neste contexto, o presente trabalho objetivou o
estudo da fluidizag&o da lipase comercial Lipozyme RM IM (Rhizomucor miehei),
em meio reacional Oleo de algoddo e acido caprico (razdo molar 1:2)
determinando-se a velocidade minima de fluidizacdo e a distribui¢do do tempo de
residéncia médio, através do teste de tracador. Ao final dos experimentos,
verificou-se que a velocidade minima de fluidizacdo foi de 200mL/h e a diferenca
relativa entre o tempo espacial e o tempo de residéncia médio foi relativamente
baixa, 11,018%. Assim, o sistema reacional apresentou comportamento proéximo
ao ideal com grande potencial para realizacdo da acidélise enzimatica para
obtencdo de triglicerideos dietéticos do tipo MLM.

1. INTRODUCAO

Os biorreatores sdo equipamentos utilizados para a conversdo de compostos
bioquimicos pela ac¢do de células ou enzimas como agentes catalisadores, sendo operados sob
condi¢cdes de temperatura, fluxo, agitacdo e pH controlados. Em processos puramente
enzimaticos, o meio reacional é adicionado de unidades de atividade enzimatica, de forma que
a catalise seja realizada para atingir o maximo de converséo e produtividade (Silva, 2013).
Para a selecdo do reator, deve-se primeiro analisar as caracteristicas reacionais, do
biocatalisador, da bioconversdo e das caracteristicas cinéticas do sistema. Com base nestas
caracteristicas, determina-se 0 modo de operacdo do reator, (descontinuo, continuo ou semi-
continuo) e, por fim, seleciona-se um reator que se adeque aos parametros determinados.
(Fernandes et al., 2003).

Reatores de leito fluidizado constituem uma modificagdo do leito fixo, na qual o
derivado imobilizado é mantido suspenso por um fluxo ascendente de substrato, sob alta
vazdo (Willis e Marangoni, 2008). Ao contrario dos tanques agitados, esta configuracdo pode
ser facilmente enquadrada em processos de escala industrial, uma vez que com a elevagéo da
velocidade ascendente do fluido reacional obtém-se uma melhor mistura reacional, uma taxa
de cisalhamento reduzida, além de evitar danos aos suportes de imobilizacdo e stress
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enzimatico (Silva, 2013; Hidayat et al., 2016). Dentre as outras caracteristicas dos reatores de
leito fluidizado, podem-se destacar como vantagens desta configuracdo: a eliminacdo da
formagéo de caminhos preferenciais, menor alteracdo da pressdo do sistema quando altas
vazOes de alimentacdo sdo empregadas, e ndo formacéo de gradientes de concentracdo (Willis
e Marangoni, 2008).

Para que um reator seja classificado como “ideal” deve-se definir com precisao as
condigdes de mistura e de escoamento do fluido no seu interior para verificar se este segue
algum dos modelos encontrados na literatura, como mistura perfeita (CSTR) ou empistonado
(PFR) (Santana, 2014). O escoamento de um fluido estd sujeito a sofrer modificacdes que
estdo relacionadas as caracteristicas do biorreator, dessa maneira, para melhor caracterizar seu
desempenho, analisam-se os efeitos de dispersdo das particulas presentes no fluido, pois estas
apresentam velocidades de escoamento distintas que causam o desvio do comportamento
ideal por conta da ocasido de fenbmenos como formacdo de caminhos preferéncias, zonas
mortas e zonas estagnadas (Coelho et al., 2008). A distribuicdo do tempo de residéncia (DTR)
dessas particulas pode ser configurada segundo modelos matematicos, definindo a
caracteristica do escoamento do fluido no interior do reator sob certa condicdo do processo
(Silva et al., 2015; Kechichian et al., 2010). A DTR do fluido em escoamento no biorreator
pode ser obtida através do uso de uma técnica experimental denominada técnica de estimulo-
resposta com injecdo de tracadores, ou também chamada de teste de tragador.

Neste contexto, o presente projeto teve como objetivo determinar a DTR do reator de
coluna empregando-se o sistema contendo a enzima lipase comercial Lipozyme RM IM
(Rhizomucor miehei) e dleo de algoddo e &cido caprico (fluido), na propor¢édo 1:2. Objetivou-
se ainda a determinacdo da velocidade minima de fluidizacdo do leito de biocatalisador, a fim
de que, apoOs a caracterizacdo hidrodindmica do reator, o sistema possa ser empregado na
sintese de triglicerideos dietéticos do tipo MLM.

2. METODOLOGIA

2.1. Velocidade minima de Fluidizacdo em Funcdo da Biomassa

Foi utilizada a metodologia explicada por Kunii e Levenspiel (1991). Os ensaios foram
conduzidos preenchendo-se o reator de coluna, com as dimensdes: altura de 18,70cm e
diametro de 2,00cm, com o meio reacional 6leo de algodao: acido céprico (razdo molar 1:2), a
temperatura de 45°C. Nesta etapa, foi avaliada a expansdo no leito biocatalisador, cuja massa
utilizada foi aproximadamente 1,5g, visando-se definir qual a vazdo minima necessaria para
fluidizacdo adequada. A vazdo da bomba de recirculagdo foi alterada gradativamente de
100mL/h para 300mL/h, com variagdo de 10mL/h, sendo anotados os valores de altura de
leito correspondentes a cada vazéo. A velocidade minima de fluidizagéo foi obtida através da
analise do grafico relacionando a vazdo com a altura do leito. Assumiu-se que a expansdo
observada era linear em funcéo da massa de biocatalisador para se determinar a quantidade de
enzimas necessarias para preencher completamente o reator.

2.2. Caracterizacgdo hidrodinamica da mistura no reator

Primeiramente foi construida a curva de calibracao do tracador utilizado, o corante Mix
Verde ® (comercial, adquirido em mercado local), uma solucéo lipossoltvel e inerte. Foram
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preparadas solugdes com concentragfes distintas e estas foram lidas duas vezes em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda 415nm. As concentracGes foram (g/L): 0,1, 0,2,
0,3,0/4,0,5,0,,0,7,0,8, 0,9 e 1,0. Com os resultados da média das absorbancias, construiu-
se um grafico relacionando a absorbancia com a concentracdo do tracador, obtendo dessa
forma a curva de calibragdo para o tragador através da linearizagdo dos dados.

A caracterizacdo da mistura no reator foi realizada a partir da determinacéo da disperséo
axial, conforme Zanin (1989). Injetou-se uma solucdo inerte de Corante Mix Verde ® na
concentracdo de 1g/mL na entrada do reator no tempo t=0, por perturbacdo em pulso, e,
durante 90 minutos, mediu-se a cada 3 minutos a sua concentracdo na saida por meio da curva
de calibragcdo. As curvas experimentais de variacdo da concentracdo do tracador ao longo do
tempo, C (t), foram obtidas de acordo com Levenspiel (2000). Para verificar a formagéo de
caminhos preferenciais, foi comparado o resultado do tempo espacial, que € um resultado
tedrico obtido através da Equacdo 1, com o resultado do tempo de residéncia médio, calculado
pela Equacdo 2 através dos dados obtidos no experimento.

V.
T = uril (1)
Qvo!.
tom =J. t.E(t)dt (2)
o
Vﬂrz’! = Vrsr:mr - VE?‘!ZE?‘J‘IE (EJ

A Equacdo 1, Quol. representa a vazdo volumétrica do tracador no sistema e Vutil
expressa 0 volume util do sistema (Equacdo 3) ocupado pelo leito, menos o volume ocupado
pelas enzimas. Na Equacdo 2, o t é dado pelo tempo experimental e E(t) é a funcdo de
distribuicdo do tempo de residéncia (DTR), cuja formula para ser calculado é mostrada na
Equacéo 4.

(4)

A funcdo E(t) foi obtida através da razdo entre as concentracfes para cada tempo do
experimento e a area sob a curva de concentracdo de tragador em funcdo do tempo C(t), dada
pela integral dentro de E(t). Esta area pode ser calculada pelo método da soma de Riemann, o
qual é feito pela soma das areas dos retangulos, que sdo calculados pela formula dada na
Equacéo 5.

C(t)isq + C(tji) * (tis1 — t;) (%)

Area retangulo = ( 3

Dessa maneira, calculou-se a area dos retangulos dos pontos experimentais, somou-se
0s seus resultados para se ter uma aproximacdo a area sob a curva C(t), e em seguida
calculou-se os valores da funcdo DTR de cada ponto experimental. Em seguida, para se obter
0 tempo de residéncia média tm, multiplicou-se as fungdes E(t) obtidas para cada ponto do
experimento por seus respectivos tempos de retirada da amostra; realizou-se novamente a
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soma de Riemann utilizando a soma dos retangulos e, ao somar todas as &reas do retangulos,
foi obtida a area sob a curva “tE(t) X t” que expressa justamente tm. Com o0 tempo de
residéncia média calculado anteriormente e, com o tempo espacial calculado através da Eq. 1,
fez-se a comparacdo entre estes para verificar a presenca de caminhos preferenciais.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Velocidade minima de Fluidizacdo em Funcéo da Biomassa

A Figura 1 apresenta a variacdo da vazdo de alimentacdo em funcdo altura do leito do
biocatalisador; sua analise revela que ocorre uma alteragdo na inclinagdo do gréfico, podendo
este ser representado por duas retas distintas. De acordo com Kunii e Levenspiel (1991), o
ponto no qual ocorre esta mudanca de inclinacdo representa o valor da velocidade minima de
fluidizacdo a ser empregada. No caso do experimento realizado, este valor foi de 200mL/h, o
que coincide com a observacdo experimental, pois nesta vazdo houve um comportamento de
fluidizacdo do leito, ou seja, as particulas se reordenavam dentro do leito, ndo ocorria apenas
a sua expanséo.

Figura 1 — Vazao de alimentacdo em funcdo da altura do leito de biocatalisador.
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3.2. Teste de tracador

Para a construcdo da curva de concentragdo de corante em funcdo da absorbéancia foi
utilizado comprimento de onda de 415nm. A Figura 2 mostra a curva de calibracdo obtida
para a solucdo lipossoluvel do corante empregado. Para obter o preenchimento completo da
coluna, empregou-se a massa de biocatalisador de 3,5g aproximadamente.Os dados referentes
ao teste de tragador, para célculo do tempo de residéncia, estdo contidos na Figura 3.

Na Figura 3a é apresentada apenas a média das absorbancias lidas no experimento
multiplicadas ao fator de diluigéo realizados. A concentragdo do tragador foi calculada com a
equacdo obtida na curva de calibragédo do tracador (Figura 2) e o gréafico resultante encontra-
se exposto na Figura 3b. Observa-se que houve um pico de concentragédo no tempo de 12
minutos e com o decorrer do teste, a concentracdo do corante foi diminuindo até ndo haver
mais tracos deste no Oleo. A representacdo E(t) € a funcdo tempo de residéncia, que foi
calculado utilizando os dados de concentragdo do tracador, multiplicado pela area total de sua
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concentracdo obtido através da Equacdo 5. A Figura 3c mostra o perfil da fungdo E(t) e a area
sobre a curva foi calculada da mesma maneira que feita anteriormente Equacéo 5.

Figura 2 — Curva de calibragdo do Corante Mix Verde ®.
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Figura 3 — Curvas para célculo do tempo de residéncia: a. absorbancia média (415nm) em
funcdo tempo de reacgdo (min); b. concentragéo de tracador (g/L) em fungéo tempo de reagéo
(min); c. tempo de residéncia (E) multiplicado pelo tempo em fun¢do tempo de reacdo (min).
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Considerando o volume do suporte de 2,043mL e o volume Gtil do reator de 57,647mL,
e que a vazdo empregada foi de 300mL/h, o tempo de reacdo esperado € de 11,53 minutos
(Equacdo 1). O tempo de residéncia médio (Equacdo 2) foi de 12,80 minutos. De acordo com
diferenca entre os tempos de resisténcia e o tempo esperado, € possivel afirmar que no
experimento houve a formacgédo de caminhos preferenciais, sendo a porcentagem de erros entre
0s tempos de 11,018 %.

4. CONCLUSAO

O teste de tracador mostrou que o reator de coluna é uma 6tima opcéao para se realizar
reacOes enzimaticas empregando meios mais viscosos, como € o caso do 6leo de algodao e
acido caprico, uma vez que a diferenca relativa entre o tempo espacial e o0 tempo de residéncia
médio foi relativamente baixa, assumindo-se que o sistema se encontra muito proximo ao
comportamento ideal. Com a caracterizacdo hidrodindmica bem-sucedida, sera possivel
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avaliar a reacdo de acidolise enziméatica neste sistema a fim de se obter os triglicerideos
dietéticos do tipo MLM.
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