ESCOLA SUPERIOR AGRÁRIA DE COIMBRA

Curso Engenharia Alimentar – 4º ano, 7º semestre (ano lectivo de 2000/2001)

ENGENHARIA BIOTECNOLÓGICA:

Trata-se da aplicação conjunta de ferramentas multidisciplinares (matemática, física e biologia) para a quantificação, "scaling-up", melhoramento e optimização de bioprocessos, devendo incluir também uma componente de análise de riscos e de oportunidades de investimento.

· TECNOLOGIA DAS FERMENTAÇÕES 

· Reactores "batch" e introdução às cinéticas de fermentação 

· Cinéticas de produção de biomassa e de produto (estequiometria)

· Reactores em "contínuo"
· Células imobilizadas

· Reactores "fed-batch"

· TRANSFERÊNCIA DE MASSA EM FERMENTAÇÕES 

· Transferência de massa

· Transferência de oxigénio 

· INTRODUÇÃO AO PROJECTO DE REACTORES 

· Considerações elementares

· Biorectores perfeitamente agitados 

· Regime de funcionamento (laminar e turbulento) 

· Arejamento e agitação (caso particular de culturas de células animais) 

· REOLOGIA DE UM BIOREACTOR 

· Viscosidade 

· Turbulência 

· INTRODUÇÃO AO PROJECTO DE UM CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor)

Marcos da engenharia biotecnológica:

· Alimentos fermentados (iogurte, queijo, molho de soja, pickles e cerveja são alguns exemplos produtos produzidos via fermentativa, já com milénios de tradição) 

· Explosivos foram fabricados na renascença, via fermentativa pelo uso de bactérias que nitrificavam amónia, presente em urina de cavalo;

· Os Aztecas do México cultivaram a Spirulina (alga unicelular) que utilizavam em sistemas de depuração de água e como fonte de proteína;

· Louis Pasteur no sec. XIX prova definitivamente a existência de microrganismos associados à bioconversão do açúcar em etanol e em ácido láctico;

· Alexandre Fleming descobriu a penicilina;

· Actualmente são produzidos numerosos produtos de elevadíssimo valor comercial de que são exemplos antibióticos, solventes, amino ácidos (ex. lisina e ácido glutâmico), ácidos orgânicos, biopesticidas, probióticos, corantes para a indústria têxtil (índigo pela Pseudomonas cepacia) e para a indústria alimentar (ex. caroteno) fermentações conduzidas ao nível de resíduos industriais possibilitam a obtenção de produtos com interesse económico (ver Tabela seguinte)

TABELA: lista de alguns produtos produzidos pelo recurso à engenharia biotecnológica

	Antibióticos
	Penicilina
cefalosporina

Tetraciclina
amiloxina

	Enzimas
	amilases 

proteases

lipases

	Enzimas específicos
	enzimas de restrição

endonucleases

streptoquinases

	Biomassa
	leveduras

"starters diversos"

algas

	Biopolímeros
	goma de xantano

polihidroxido

alcanoatos

dextrano

	Biopesticidas
	bacillus thuringinensis

caculovirus

	Alimentos
	molho de soja

tofu

café

iogurte

vinagre

queijo

cacau

pão

etc..

	pigmentos
	-caroteno

astaxantina

	Indústria farmacêutica
	interleukina

factor de necrose para tumores

interferon

vacinas

hormonas de crescimento

anticorpos


Esquema geral de um processo fermentativo: 
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· "IN-BOUND" logística de aquisição de matérias primas e reagentes e seu armazenamento e estoque;

· "UP-STREAM PROCESSES" (processamento e pré preparação de matérias primas, aditivos e coadjuvantes; 

· FERMENTAÇÃO propriamente dita;

· DOWNSTREAM PROCESSING (purificação, concentração isolamento);

· "OUTBOUND" logística de embalagem, armazenamento, transporte e entrega dos produtos.

A possibilidade de conversão de um substrato em mais catalizador (células) é a maior vantagem de um processo biológico fermentativo face ao enzimático, isto é o catalizador aumenta a concentração durante o processo.

TABELA : exemplos de biocatalizadores

	Tipos de biocatalizadores
	Exemplos

	células animais
	Hamster

Células de ovário

Hybridoma cells 

Insect cells

	Bolores
	Penicillium spp. 

Aspergillus spp.

	Leveduras
	Saccharomyces spp. 

Saccharomycopsis spp. 

Candida spp.

	Bactérias
	Escherichia coli                        

Bacillus spp.                  

Pseudomonas spp.                        Streptomyces spp.

	Células de plantas (cloroplastos)
	Enzimas (quimosina)


TABELA: comparação das propriedades dos biocatalizadores

(***** muito boas; * muito deficientes )                       

	Características
	Bactérias
	Leveduras
	Bolores
	Células animais

	Taxa de crescimento
	*****
	***
	**
	*

	Facilidade de manipulação
	*****
	***
	**
	**

	Dobrar Proteínas 
	-
	**
	**
	****

	Proteínas glicosiladas
	-
	
	
	****

	Resistência
	****
	****
	****
	*


MATÉRIAS-PRIMAS DE UM BIOPROCESSO: 

· Água

· Ar

· Açúcares 

· Fontes de nitrogénio

· Sais minerais               

· Vitaminas e amino-ácidos 

· A fonte de carbono e de energia classifica-se em cruas (baratas, mas com problemas de contaminantes, por vezes inibidores e de qualidade pouco garantida), semi-crua ou refinada.

	Fontes de carbono
	Matéria prima

	Crua
	Óleo de palma

Farinha de peixe

Farinha de soja

Milho

Xaropes de milho 

Águas residuais

Vinhaça (resíduos de destilação)

	Semi-crua
	Xaropes de glicose 

Xaropes de sacarose 

Óleos vegetais 

amido

	Refinada
	Meios de cultura adequados

Triptonas e peptona

Glicose em pó

Açúcar cristal


BIOREACTORES (Fermentadores)

Bioreactor é o equipamento central do processo da reacção bioquímica propriamente dita, quando se usam biocatalizadores a designação do equipamento é Fermentador.

NECESSIDADES BÁSICAS DE UM BIOREACTOR:

· Condições adequadas de mistura

· Condições adequadas de temperatura

· Condições adequadas de pH 
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MODOS DE OPERAÇÃO DE BIO REACTORES

BIOREACTORES BATCH (de batelada): nestes reactores o meio de fermentação é carregado e inoculado com o biocatalizador uma única vez, e a fermentação prossegue até ao "esgotamento" de nutrientes. Quando a fermentação termina o reactor é descarregado, lavado, esterilizado, recarregado e re-inoculado, para recomeçar novo ciclo de fermentação.

BIOREACTORES CONTÍNUOS o meio de fermentação fresco é continuamente adicionado e os produtos de fermentação ( produto propriamente dito, sub-produtos e resíduos) continuamente removidos. O reactor pode funcionar por longos períodos e apresentam boa produtividade (quantidade de produto alvo/tempo de produção), visto não necessitarem ser recarregados. Nestes reactores as células podem também ser imobilizadas, o que aumenta a produtividade.

BIOREACTORES "FED-BATCH" Nestes fermentadores o meio é adicionado continua ou periodicamente, o produto da fermentação pode ser parcialmente ou totalmente descarregado e permite condições de controlo do crescimento celular.

PRINCIPAIS TIPOS DE BIOREACTORES

· CSTR – nestes reactores usam-se agitadores mecânicos ("impellers") que auxiliam a estabelecer condições de mistura

· [image: image8.wmf] 

BUBBLE COLUMN - nestes reactores a utilização de sistema injector do ar permite em simultâneo a oxigenação do meio de fermentação e a mistura

[image: image9.wmf]AIR LIFT – são reactores similares aos reactores "buble column" mas dispõem de um tubo difusor que melhora as condições de transferência de oxigénio e distribui melhor as condições de tensão no fermentado (equaliza as condições 

de atrito)

LEITO FLUIDIZADO - nestes reactores as células são de alguma forma imobilizadas em pequenas partículas que ficam em suspensão, por forma a criarem larga superfície de contacto, homogeneizar a transferência de nutrientes e oxigénio e permitir controlo de inibidores

[image: image10.wmf]
PACKED BED – nestes fermentadores os biocatalizadores são imobilizados em grandes "pacotes" por forma a que estes não se possam mover no meio de fermentação. São fermentadores sujeitos à colmatação, promovem deficiências de transferência de massa (nutrientes e oxigénio).
[image: image2.wmf]

· CÉLULAS FLOCULADAS – São reactores que retêm os biocatalizadores.
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CINÉTICAS DE FERMENTAÇÃO

Antes de se iniciar uma produção industrial via biorreacção deve-se proceder sempre a uma sequenciação de "scaling-up" (graduação crescente de escala)

1- realização de testes laboratoriais estabelecimento de parâmetros bioquímicos;

2- realização de testes de produção à escala piloto (resolução de problemas de transferência de calor e de massa, questões de downstream process e de viabilidade comercial)
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MODELOS MATEMÁTICOS

Uma maneira de quantificar processos bioquímicos é o estabelecimento de modelos matemáticos que procuram representar quantitativamente a dinâmica dos processos bioquímicos

EXEMPLOS DE CINÉTICAS:

Cinéticas de 1º ordem
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Com [ A] sendo a concentração do reagente (ex. moles /L de um nutriente)

E rA é a taxa de reacção

 Cinéticas de 2ª ordem
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Com [ A] sendo a concentração do reagente (ex. de um nutriente)

E rA é a taxa de reacção

Cinética enzimática de Michaelis-Menten
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Em que v é a taxa de consumo de substrato (ex. moles*L-1*hora-1)

[S] concentração de substrato (moles*L-1), no instante t=t

Cinética microbiológica de Monod

Em que [X] é a concentração de biomassa (ex. moles*L-1) no instante t=t

[S] concentração de substrato (moles*L-1) no mesmo instante t=t
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 (isto está errado… é S e não X!!!!!)
Relativamente às cinéticas destes exemplos


1º Todas as cinéticas mostram as taxas de variação de concentração de um componente, com o tempo 

(ex.:  moles L-1 h-1, g L-1 s-1, kg m-3d-1 )

2º Todas as cinéticas quando escritas na forma diferencial, permitem por integração, predizer as concentrações de um componente num determinado instante t=ti
CINÉTICAS DE CULTURAS BIOLÓGICAS EM REACTORES BATCH
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