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“Tudo tem o seu tempo determinado, e hatempo paratodo o propésito
debaixo do céu.

H& tempo de nascer, e tempo de morrer; tempo de plantar, e tempo de
arrancar o que se plantou;

Tempo de matar, e tempo de curar; tempo de derrubar, e tempo de
edificar;

Tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de prantear, e tempo de dangar;
Tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras; tempo de abracar,
e tempo de afastar-se de abragcar;

Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo de guardar, e tempo de
lancar fora;

Tempo de rasgar, e tempo de coser; tempo de estar calado, e tempo de
falar;

Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de guerra, e tempo de paz.”

(Eclesiastes 3:1-8).
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Conversdo Multienzimatica da Sacarose em Frutose e Acido Glicdnico
usando Reatores Descontinuo e Continuo.

Aline Ramos da Silva

Resumo

A sacarose é uma matéria-prima, cuja producdo é considerada ecologicamente
correta, sendo o Brasil seu maior produtor e exportador. O dissacarideo pode ser
convertido, através de um processo multienzimatico, em substancias de maior valor
agregado: frutose e acido gliconico, as quais sdo importadas pelo Brasil, tendo amplo
uso nos setores quimico, farmacéutico e alimenticio. A conversao foi feita através da
acdo da invertase, glicose oxidase e catalase, utilizando os reatores descontinuo e
continuo. No procedimento utilizando reator descontinuo, o tempo de residéncia é igual
para reagentes, produtos e catalisador. Neste caso as enzimas foram adicionadas
seqiiencialmente, em um primeiro momento, e na segunda etapa foram adicionadas
simultaneamente. Os parametros de partida, a saber, concentracéo inicial de sacarose,
pH, temperatura e atividades enziméticas, foram testados em diferentes quantidades no
intuito de encontrar a mistura inicial mais eficiente na conversdo do substrato. No
procedimento continuo, utilizou-se reator com membrana, da marca MILLIPORE ® que
permite integrar em uma Unica etapa a conversao catalitica, a separagéo/concentracdo do
produto e a recuperacdo do biocatalisador. A temperatura foi controlada por circulagéo
de agua, tendo acoplado uma bomba peristéltica (para controlar a vazdo de alimentacéo
do substrato) e um sistema de pressurizagcdo. O reator operou com membrana de
ultrafiltracdo (corte molecular = 100 kDa) e foi mantido sob agitagcdo constante. Os
parametros de partida, neste reator, foram fixados de acordo com os valores otimizados

no reator descontinuo com o emprego simultaneo das enzimas.

Palavras-chave: Invertase. Glicose oxidase. Catalase. Aclcar invertido. Acido
gliconico. Reatores descontinuo e continuo.
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Multienzyme Conversion of sucrose into fructose and gluconic acid in
Discontinuous and Continuous Reactors.

Aline Ramos da Silva

ABSTRACT

Sucrose is produced in large amount in Brazil, being a worldwide
commercialized commodity. However, it can be converted into more valuable products
such as fructose and gluconic acid, both used largely in the chemical, pharmaceutical
and food industry. Conversion occurred through the action of invertase, glucose oxidase
and catalase, using the discontinuous and continuous reactors. In the batch reactor, the
residence time is equal to the reactants, products and catalyst. In this case, enzymes
were added sequentially, at first, and in the second step were added simultaneously. The
parameters (initial sucrose concentration, pH, temperature and enzyme activities) were
tested at different amounts in order to find the most efficient initial mixture to the
conversion of the substrate. In continuous process, it was used a membrane reactor
(MR), which allows for one-step catalytic conversion, the separation / concentration of
the product and recovery of the biocatalyst. The substrate solution was fed into MR
through a peristaltic pump and the overall operational system was maintained
pressurized during the reaction course. The reactor was operated with ultrafiltration
membrane (molecular cutoff = 100 kDa) and it was kept under constant agitation. The
initial parameters in this reactor were set according to the values optimized in the batch

reactor with the simultaneous use of enzymes.

Key words — Invertase. Glucose oxidase. Catalase. Invert sugar. Gluconic acid.
Discontinuous and continuous reactors.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agicar, com uma &rea plantada
de 7 milhdes de hectares e uma safra anual de cerca de 32,8 milhdes de toneladas. Em
consequéncia disso é, naturalmente, o mais importante produtor mundial de agucar e de
alcool. As projecbes da OCDE (Organization for Economic Co-Operation And
Development) e do FAPRI (Food and Agricultural Policy Research Institute) indicam
que o Brasil serd o pais com maior poder na determinacéo dos futuros pre¢os mundiais
do acglcar, mantendo-se como lider em produtividade e em exportacdo do produto.
Segundo o FAPRI (2008), o Brasil devera aumentar a producdo em 7 milhGes de
toneladas atingindo 40,76 milhdes de toneladas em 2017/18. Portanto, o comércio de
acUcar brasileiro deve aumentar em 20,6%. Se o Brasil e também a india, por serem
grandes produtores de agucar, elevarem os ganhos de produtividade e eficiéncia na
producéo, poderdo induzir a redugdo de pregos no mercado internacional, segundo o
FAPRI (MAPA, 2009).

Ainda mais otimistas, as estimativas obtidas pela AGE (Assessoria de Gestdo
Estratégica) indicam uma taxa média anual de crescimento de 3,25% para a producéo
brasileira de agucar no periodo 2008/2009 a 2018/2019. Isto devera elevar a producéo
para 47,34 milhGes de toneladas do produto ao final do periodo estimado,
correspondendo a um acréscimo de 14,6 milhGes de toneladas em relacdo a 2007/2008.
Nos proximos 11 anos, o consumo deve aumentar 1,84% ao ano, e as exportacoes,
4,08% ao ano, sendo que a projecdo de exportacdo para 2018/2019 € de um volume de
32,64 milhdes de toneladas (MAPA, 2009). O ciclo de producéo de cana e 0 uso dos
seus produtos representam hoje uma grande contribuicdo & reducdo das emissdes
globais de CO,, principalmente pelo uso energético do etanol e bagago na substitui¢do
de combustiveis fosseis (MACEDO, 2006). Ecoldgico, limpo e renovavel, o etanol tem
sido essencial para a autonomia energética do pais (Fonte: Petrobrés, dados 2007).

Outro derivado é o aglcar (sacarose) que em 2003, segundo dados consolidados
pela Secretaria de Producéo e Comercializagdo (SPC), atingiu em suas exportagdes 12,9
milhdes de toneladas, com receita de US$ 2,1 bilhdes, um resultado 2,2% superior ao
registrado em 2002. A producdo em 2003/2004 chegou a 24,8 milhGes de toneladas de
acUcar (Fonte: Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, dados 2007). Na
safra atual (2008/09) serdo produzidas cerca de 30,4 milhdes de toneladas de aglcar
(Fonte: Datagro, 2008). Estas cifras qualificam o Brasil como um dos maiores

produtores mundiais de acucar.



A sacarose (o-D-glicopiranosil B-D-frutofuranosideo) € um dissacarideo nédo
redutor constituido por dois monossacarideos unidos covalentemente entre si por uma
ligacdo O-glicosidica (tipo a,B), formada quando o grupo hidroxila-a. (em posi¢éo
equatorial com respeito ao C1) de uma molécula de glicose (na forma ciclica) reage com
a hidroxila-B (em posicdo axial com respeito ao C2) de uma molécula de frutose (na
forma ciclica). A hidrdlise é feita pela enzima invertase (sacarase), originando uma
mistura equimolar de glicose e frutose (VITOLO, 2004). A sacarose é encontrada em
frutas e produtos alimenticios industrializados, como: sucos, geléias, extratos de tomate
ou de batata, pées, biscoitos, sorvete, produtos de confeitaria, sobremesas, produtos de
acUcar refinado (AEHLE, 2004).

O presente trabalho tem a intencéo de converter a sacarose em produtos de maior
valor agregado, como: frutose e &cido gliconico, importados pelo pais e amplamente
utilizados nos segmentos industriais, como: farmacéutico, quimico e de alimentos
(NEVES, 2006; TOMOTANI, 2006). A conversao, por via enzimatica, dar-se-a pela
utilizacdo simultanea das enzimas: invertase, glicose oxidase e catalase. Este processo
podera colaborar na diversificacdo de produtos fabricados pelo setor sucro-alcooleiro
nacional. Inclusive, na situacdo de baixa demanda mundial pelo agucar, a sacarose em
excesso poderia ser convertida em frutose e &cido glicénico, produtos de valor agregado
superior e de mercado cativo. Desta maneira, seria evitado o armazenamento por longos
periodos — indesejavel por ocupar espaco dos armazéns, além dos custos envolvidos, e
causar deterioracdo do produto, j& que 0 mesmo é muito higroscopico - e/ou o prejuizo
advindo da sua eventual conversdo em etanol combustivel.

A biocatélise € um processo rigorosamente controlado e conduzido - de modo
descontinuo ou continuo - em condicOes brandas de pH e temperatura, de forma que
substancias sensiveis a condicdes extremas de processo (muito comuns em processos
quimicos) possam ser transformadas com eficiéncia. Além disso, as enzimas sdo
catalisadores altamente seletivos, possibilitam executar reagdes simultaneas, geram
residuos de baixa ou nenhuma toxicidade, além de poderem ser reciclados (sobretudo
quando usados na forma imobilizada) (TOMOTANI, 2006).

Processos enzimticos sdo uma alternativa vantajosa para a obtencdo de
produtos quimicos organicos, alimenticios, farmacéuticos, como: horménios, vitaminas
e outros produtos de origem fermentativa. Em decorréncia dos avangos da
biotecnologia, os biocatalizadores tornaram-se disponiveis, o que aumentou a utilizacéo
dos mesmos em processos industriais. A aplicacdo da biocatélise é vantajosa em relacéo
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aos processos tradicionais de extracdo (dependente de matéria-prima disponivel e baixo
rendimento do produto final), de fermentagdo (econ6mica somente em grandes
volumes) e de sintese quimica (bastante poluente, alto consumo de energia e baixa
enantioseletividade) (NEVES, 2006; TOMOTANI, 2006).

1.1. Enzimas

1.1.1. Invertase

A invertase (EC.3.2.1.26, B-fructofuranosideo fructohidrolase) é uma enzima
que catalisa a hidrolise da sacarose, originando uma mistura em quantidades iguais de
frutose e glicose. A mistura de monossacarideos recebe o nome de agucar invertido, por
apresentar a propriedade de desviar a luz plano polarizada no sentido anti-horario
(levdgiro), em contraposi¢do & solucdo aquosa da sacarose de partida para a acdo da
invertase, que desvia a luz plano polarizada no sentido horério (dextrogiro). Ressalta-se
que os componentes desta mistura ndo cristalizam e possui indice de dulgor superior ao
da sacarose (NEVES, 2006).

A invertase é uma glicoproteina de 270 kDa de massa molar e possui cerca de 30
cadeias de manana por molécula de proteina. Sua principal fonte é a levedura
Saccharomyces cerevisiae, sendo encontrada na parede celular — mais precisamente no
espacgo peripldsmico - deste microrganismo. Na levedura a invertase € achada tanto na
forma ndo-glicosilada (citosol) quanto glicosilada (parede celular), sendo esta ultima a
forma comercial da enzima (VITOLO, 2004).

A invertase possui estrutura quaterndria formada por duas cadeias peptidicas,
mas que podem se aglutinar formando agregados supramoleculares tetra, hexa e/ou
octaméricos apresentando atividade catalitica e termoestabilidade crescentes. E estavel a
temperaturas entre 30 e 50°C e pH 3,5 — 5,5, sendo o pH 6timo igual a 4,6. A velocidade
de reagdo da invertase diminui em concentra¢Oes de sacarose acima de 120g/L, devido
ao aumento da viscosidade e/ou & diminuicdo da atividade de 4gua do meio reacional
(VITOLO, 2004).

A hidrolise enziméatica da sacarose, executada em condi¢bes brandas de
temperatura (37-40°C) e pH (4,5 — 5,0), serve de contraponto a hidrolise acida — feita
em reator continuo operado em contracorrente a temperatura da ordem de 80°C e pH em
torno de 2,0 - porque gera um xarope livre de produtos colaterais toxicos (furfural,
hidroximetilfurfural, por exemplo), prescindindo de purificagdo posterior. A hidrélise
enzimética para deslocar em definitivo a hidrdlise &cida do contexto industrial deve ser

realizada de modo continuo e de forma a recuperar a enzima no final do processo. Isto
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pode ser conseguido quer imobilizando a enzima em suportes inertes insollveis quer
usando a enzima na forma sollvel, porém confinada em um reator com membrana
(TOMOTANI, VITOLO, 2007).

Segundo VITOLO (2004), além de permitir a obtengdo do agUcar invertido, a
invertase encontra aplicacdo em confeitaria, na preparacdo do HTM (“High Test
Molasses”, melago no qual a sacarose ndo cristaliza), em biossensores, como enzima-
modelo em testes de liofilizagdo e congelamento/descongelamento. Ressalta-se o seu
uso na avaliacdo da aplicabilidade de novos suportes inertes para a imobilizagdo de
enzimas (De QUEIROZ, et al., 2002).

1.1.2. Glicose oxidase (GOD)

A glicose oxidase (EC.1.1.3.4; B-D-glucose 1-oxidorredutase), usualmente
obtida de Aspergillus niger, é uma flavoproteina que catalisa a oxidacéo da p-D-glicose
com consumo de oxigénio formando gluconolactona (D-glicono é-lactona) e perdxido
de hidrogénio. Esta enzima tem pHstimo = 5,6, pl = 4,2, estabilidade frente ao pH entre
4,0 e 6,0, mantendo cerca de 50% de sua atividade inicial em pH entre 3,5 e 7,0. Atua
bem em temperaturas entre 30 a 40°C, tornando-se instavel acima de 50°C.

A acdo da GOD se dé efetivamente em duas fases. Na primeira, que consiste na
reducdo do grupo prostético FAD para FADH, dois atomos de hidrogénio sdo
transferidos da glicose para o grupo prostético FAD, formando-se a d-gluconolactona
(CsH1006). Na segunda, que consiste na oxidagdo do FADH,, a enzima transfere os dois
atomos de hidrogénio diretamente para o oxigénio molecular (O) originando a H,O,. A
d-gluconolactona reage com a &gua, espontaneamente, ou por acdo da enzima
gluconolactonase, formando o &cido gliconico (CsH1207). O perdxido de hidrogénio,
devido ao seu potencial redox elevado, interfere na agdo da GOD em alguma extenséo,
j4 que o mecanismo da enzima envolve a alterndncia entre os estados oxidado e
reduzido de seu grupo prostético (WHITAKER, et al., 2002). Segundo TOMOTANI et
al. (2005), a &gua oxigenada em concentragdo acima de 1,22 mM causa inibi¢do
reversivel ndo competitiva da GOD, provavelmente por interferir no grau de oxidacéo
do atomo de ferro existente em cada uma de suas cadeias peptidicas. A atividade da
GOD ¢ favorecida, quando os atomos de ferro da molécula encontram-se em seu menor
grau de oxidagdo (Fe*?). Por isso, torna-se importante o uso da catalase para decompor a
H,O, em &gua e oxigénio molecular. Ressalta-se que a GOD comercial ja vem

“contaminada” com catalase, porém em quantidade insuficiente para decompor a agua



oxigenada formada durante a oxidagdo da glicose, sendo necessaria a sua adicdo no
processo.

A glicose oxidase pode ser usada tanto na forma sollvel quanto na forma
imobilizada, devido a sua alta especificidade pela glicose. Apresenta importancia
comercial consideravel na industria de alimentos, usada em associacdo com a catalase
para a desglicosacdo de ovos e como agente estabilizador das propriedades
organolépticas de alimentos em geral (PERALTA, 2004). Entre outras aplicagdes, é
usada em associa¢do com a peroxidase em Kits enzimaticos para dosagem de glicose em
solucdo e na presenca de ortodianisidina como indicador colorimétrico (WOODWARD,
SPOKANE, 1996; VASILEVA, GODJEVARGOVA, 2004); em medicamentos
anticancerigenos, para produzir o radical livre peroxido (HOOe) de forma a auxiliar na
morte de células tumorais (RABA, MOTTOLA, 1995; SANTOS, 2001); em
biossensores: na forma ndo associada (CRUEGER, CRUEGER, 1990) e na forma
associada a outras enzimas, a complexos inorganicos ou complexos organicos
(VOJIVONIC, et al., 2005; LIU, et al., 2004; TRAU e RENNENBERG, 2003; FANG,
et al., 2002); na remogdo de oxigénio em refrigerantes e enlatados (ISIK et al., 2003); e
na estimativa da transferéncia do oxigénio em processo fermentativo semi-solido
(ZHAO et al., 2002).

No caso do emprego da GOD para a conversdo da glicose em &cido glicénico,
dispde-se de reatores de dimensdes reduzidas para fins puramente analiticos (dosagem
de glicose “on line”; acoplados a aparelhos analiticos ou diretamente ao reator principal)
ou de maior porte. Dentre estes Ultimos, observa-se da literatura que os reatores usados
sdo do tipo leito fixo em sua maioria, porém, quando claramente do tipo reator com
membrana, a GOD acha-se unida a membrana (BRAHIM, et al., 2002; GIORNO e
DRIOLI, 2000). Reatores do tipo leito fluidizado sdo também usados na conversdo
glicose/acido glicdnico, estando a GOD aprisionada dentro de polimeros (NAKAO et
al., 1997) ou dentro de lipossomas ligados covalentemente & quitosana (YOSHIMOTO,
et al.,, 2003). Recentemente, NEVES & VITOLO (2007) descreveram a oxidagdo da
glicose em &cido gliconico pela GOD solubilizada no meio reacional, usando um reator
com membrana unimodular, ao qual foi acoplada em sua base uma membrana de
ultrafiltracdo de carater hidrofilico e constituida por celulose regenerada. Esta mesma
reacdo também foi executada usando-se a GOD imobilizada em resina trocadora de
ions, a qual foi mantida em suspensdo no meio reacional. Neste caso, 0 reator com

membrana unimodular foi acoplado a uma membrana de microfiltragcdo, permitindo
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realizar a reacdo de modo continuo e em regime permanente com tempo de residéncia
menor (TOMOTANI, VITOLO, 2007a).
1.1.3. Catalase

A catalase (hidrogénio-perdxido oxidorredutase, EC 1.11.1.6) € extensamente
distribuida na natureza. Encontrada em todos 0s microorganismos aerébicos e em todas
as células vegetais e animais. A reacdo da catalase em células de mamiferos varia, mas
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sua maior atividade é no figado e nos rins. Por esta razdo, a catalase utilizada
comercialmente é retirada de figado bovino. O pH étimo é proximo de 7,0 e a
temperatura é de 37 °C.

Na indUstria de laticinios, a atividade da catalase detecta contaminacdo do leite
por neutrdfilos e granuldcitos, além de ser usada para remover perdxido de hidrogénio
do leite e em outros alimentos. Esta enzima também é largamente utilizada na remocéo
de oxigénio molecular de alimentos, como: ovo desidratado em po, sucos de frutas, e
vinhos, na prevengdo do escurecimento enzimatico por polifenol oxidase. Em menor
escala, é utilizada na indUstria téxtil para certificar que o material é livre de radicais
livres (peroxido de hidrogénio), na limpeza de lentes de contato, e recentemente, em
produtos estéticos para diminuir a oxidacdo celular da epiderme (WHITAKER, et al.,
2002).

Neste trabalho, como ja dito anteriormente, a catalase serd utilizada como
enzima auxiliar para decompor a 4gua oxigenada, evitando seu efeito inibitorio sobre a
GOD. Além disso, o oxigénio gerado poderd servir de substrato para a GOD,
permitindo reduzir ou até mesmo eliminar a necessidade de se insuflar ar no meio de
reacdo. O fato de o oxigénio ser gerado no seio do meio reacional, 0 movimento de suas
bolhas auxiliam a manter o sistema sob agitacéo, levando & economia de energia (menor
poténcia de agitacdo mecanica) e a reducdo da turbuléncia interna do sistema, que acaba
se traduzindo na formacéo de pouca espuma e na reducéo da intensidade das forgas de
cisalnamento, geralmente associadas ao fluxo fluidico turbulento. Lembra-se, que a
presenca de proteinas no meio reacional — sobretudo devido as enzimas utilizadas —
diminui a tensio superficial, gerando a espuma. E fato sobejamente conhecido, que o
excesso de espuma, pode causar extravasamento do conteido do reator e, por
conseguinte, perda significativa de material, além de causar a inativacdo de enzimas.
1.1.4. Produtos

O produto da reacdo da glicose oxidase sobre a glicose, o &cido gliconico, é

obtido através da via fermentativa ou através da catdlise quimica homogénea e/ou
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heterogénea. O processo fermentativo tradicional é executado usando o Aspergillus
niger (mais comum em escala industrial), Gluconobacter suboxydans ou Acetobacter
methanolicus (NEVES, 2006). ERZINGER e VITOLO (2006) demonstraram a
capacidade biocatalitica da bactéria Zymomonas mobilis — através da acdo da glicose-
frutose-oxidorredutase, enzima localizada na parede celular do microrganismo — em
transformar a glicose em &cido gliconico. Segundo RAMACHANDRAN (2006), apesar
do processo fermentativo ser 0 mais comum na producgdo deste &cido, hd um processo
enzimético aprovado pelo FDA no qual ndo se usa 0 microrganismo, e sim, esporos de
Aspergillus niger. Os esporos, apesar de serem considerados metabolicamente inertes,
sdo carregados de enzimas e espera-se que sejam um método promissor de realizar
catalises, ja que, sdo resistentes a ambientes extremos, suportam altas temperaturas e
pressdo, alem de serem tolerantes a compostos toxicos.

Os processos quimicos de catalise homogénea e heterogénea apresentam
desvantagens em relagdo & producdo biotecnoldgica, pois o rendimento é baixo,
formam-se subprodutos indesejveis, aléem de poluir o meio ambiente com agentes
oxidantes e devido ao alto grau de pureza da glicose para ser convertida (ERZINGER,
1996). BIELLA et al. (2002) e WENKIN et al. (2002) postularam uma via quimica de
obtencéo do &cido glicdnico através da imobilizagdo de metais em carvéo ativo. Porém,
no final da reacdo ndo obtiveram o &cido gliconico livre — tal como ocorre na via
enzimatica -, mas na forma de sal, que traz como desvantagem a necessidade de se
incluir uma operacdo unitaria adicional, qual seja a neutralizacdo do produto final.

De acordo com NEVES (2006), o &cido gliconico tem alta capacidade quelante
de ions metélicos. Este &cido e seus sais de calcio, potéssio, ferro e zinco sdo muito
utilizados na industria alimenticia, na producdo de: acidulantes para sorvetes, balas,
refrescos, xaropes; aditivos para carnes; removedores de metais e calcario na fabricacéo
de bebidas. Na indUstria farmacéutica, os sais de calcio e ferro tém utilidade na terapia
de reposicdo destes ions, além do sal de magnésio servir como padréo na dosagem deste
ion no soro. Na industria téxtil sdo usados como brangqueadores e, na inddstria quimica,
tanto o &cido como o gliconato de sddio s&o usados para limpar superficies metélicas,
no intuito de remover 6xidos, hidroxidos e carbonatos de cations polivalentes.

A frutose é uma ceto-hexose que ocorre no mel e em frutos, por isso sua
denominacéo, e unida a glicose da origem a sacarose. E sempre encontrada na forma D-
frutose e é levogira. Até a década de setenta, era produzida a partir do agucar invertido e

separada na forma de frutonato de célcio. Depois deste periodo, passou a ser produzida
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em escala industrial a partir do aclcar invertido, passando a matéria prima por colunas
cromatograficas empacotadas com resinas de troca i6nica (CRUEGER e CRUEGER,
1984). Também pode ser produzida pela isomerizacdo da glicose (proveniente da
hidrdlise do amido), usando a enzima glicoseisomerase. O produto final € um xarope
constituido por quantidades quase iguais de frutose e glicose, e que se submetido a um
procedimento cromatografico, resulta um xarope contendo um percentual de frutose
entre 55% e 80% (BENTLEY e WILLIAMS, 1996).

Os xaropes de frutose, mistura de alta viscosidade de frutose e glicose, sdo muito
utilizados na industria alimenticia por serem parecidos com o mel e produzidos a partir
de hidrolisados de amido do milho. A sacarose é geralmente substituida por este tipo de
xarope por ter menor poder adogante e pela frutose apresentar melhores propriedades
funcionais, o que confere aspecto e estabilidade mais adequados ao produto final
(FERNANDES e SOARES, 2006; NEVES, 2006). Neste trabalho, a frutose resulta
como produto da hidrélise da sacarose, possibilitando a obtencdo de um xarope com
alto teor em frutose — apds a separacdo do acido gliconico formado pela oxidagdo da
glicose catalisada pela GOD (NEVES, 2006).

1.1.5. Bioconversao

As biocatalises, citadas acima, sdo possiveis e eficientes dependendo do
biocatalisador e do biorreator utilizados. Biorreatores sdo reatores quimicos onde
ocorrem reacgdes no qual um agente de natureza bioldgica é utilizado para transformar
um determinado substrato em produto. O biocatalizador pode ser uma enzima, célula,
organela celular ou anticorpo. Em termos operacionais, 0s biorreatores podem ser
descontinuos ou continuos (NEVES, 2006).

O biorreator descontinuo, no qual o tempo de residéncia é igual para reagentes,
produtos e catalisador (solivel ou insoluvel), € preferido nos casos em que o
biocatalisador é barato ou possui meia-vida curta (TOMOTANI, 2006). Apesar de ser o
tipo mais simples para modelar e operar, além de, ter aplicabilidade multipla — pode ser
usado desde como um tanque de armazenamento, um simples misturador (para preparar
solugdes), um decantador, dentre outros usos, tem o inconveniente de dificultar a
protecdo do biocatalisador — uma enzima, por exemplo — contra efeitos inibitdrios
causados pelo substrato ou produtos, quando estes estiverem acima de determinada
concentracdo no meio reacional. Neste caso, passa a ser importante o chamado processo
descontinuo-alimentado, no qual o substrato pode ser adicionado paulatinamente,

fazendo com que sua concentracdo ndo alcance o limite inibitorio. Além disso, este
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processo acopla o enchimento do reator com a ocorréncia da reagdo, que se bem
acoplados, levam a coincidéncia do enchimento total do reator com o final da reag&o.
Este procedimento elimina o “tempo morto” do processo, correspondente ao periodo
durante o qual o reator esti sendo carregado com o meio reacional. O tempo morto
podera ser significativo no caso em que o biorreator for de grande capacidade.

O biorreator continuo surgiu como um prolongamento do uso da técnica de
imobilizacdo de biocatalisadores, introduzida efetivamente no inicio da década de
setenta. Com o biocatalisador ligado por método fisico ou quimico em matrizes inertes e
insoluveis foi possivel operar biorreatores continuos com diferentes configuragdes,
como colunas com o material imobilizado empacotado (reator de fluxo pistonado) ou
mantido suspenso em meio liquido através da alimentacdo da solugdo substrato sob
pressdo gerada por bomba peristéltica ou pistonada (reator de leito fluidizado).

Uma variante para manter o biocatalisador imobilizado em suspensdo é o
biorreator de tanque continuamente agitado (CSTR, na sigla em inglés), cuja
configuracdo bésica seria a de um reator descontinuo, ao qual se adaptou um sistema
continuo de introducio e de retirada de material (PEREZ-TERRAZAS, et al., 2008). Os
biorreatores dos tipos leito fluidizado e tanque continuamente agitado ndo possuem
problemas relacionados ao estabelecimento de gradientes radiais ou axiais de pH,
temperatura e concentragdes de substrato e produto.

Em geral, o biorreator tipo tanque continuamente agitado acaba sendo a primeira
escolha para o desenvolvimento de um novo processo, porque possui grande
flexibilidade operacional (por exemplo, pode-se trabalhar com um amplo intervalo de
velocidades de agitacéo) e de utilizagdo (ndo é desenhado para um processo particular,
podendo, inclusive, ser usado na configuracdo descontinua ou descontinua-alimentada).

No contexto dos biorreatores continuos, merece atencdo o0 biorreator com
membrana (BM), que pode ser configurado de dois modos distintos, sendo
continuamente agitado (CSTR), ao qual se acopla uma membrana ou um recipiente
cilindrico desprovido de sistema de agitacdo contendo grande nimero de membranas de
filtracdo tangencial do tipo fibra oca dispostas em um arranjo tipo feixe. Este tipo de
BM ¢é chamado de “hollow fiber reactor (HFR)”, e tem sido usado em reacdes
catalisadas por células integras (animais ou microbianas), “lodo ativado” — no
tratamento de aguas residuais -, ou simplesmente como sistema de ultrafiltragdo para
sanitizar a 4gua para uso humano (TOMOTANI, 2006; NAKLA, et al., 2006).



Em um reator com membrana, que ndo o HFR, o arranjo biocatalisador/
membrana pode ser de dois tipos. Em um deles o biocatalisador ndo estd ligado a
membrana, a qual, neste caso, atua como uma unidade de separacdo, impedindo o
escape do biocatalisador no permeado. No outro tipo, o biocatalisador encontra-se unido
a membrana — aprisionado na membrana, depositado na forma de gel sobre a superficie
da membrana ou ligado através de interagdo quimica (adsorcdo, ligagdo ibnica ou
ligacdo covalente) -, a qual atua tanto como sitio de catalise quanto como unidade de
separacdo. Quanto ao arranjo membrana/reator, h4 duas possibilidades: aquele em que a
membrana encontra-se em um modulo acoplado em série ao CSTR (BM-bimodular) e
aquele em que a membrana faz parte da base do CSTR (BM-unimodular; tipo célula de
ultrafiltracéo).

Os biorreatores com membrana aparecem como alternativa viavel aos reatores
tradicionais de enzimas imobilizadas (leito fixo, CSTR-TRADicional, leito fluidizado),
j& que o biocatalisador ndo precisa estar necessariamente ligado a um suporte insoluvel.
Neste ultimo aspecto, diferencia-se do reator agitado tradicional (CSTR-TRAD),
embora mantenha todos os atributos favoraveis deste tipo de reator continuo. Lembra-se
que o BM, em principio, permite integrar em uma Unica etapa a conversdo catalitica, a
separagdo/concentracdo do produto e a recuperagdo do biocatalisador. Estes aspectos
podem promover significativa produtividade e redugdo de custos por ocasido da
ampliacdo de escala (GIORNO, DRIOLI, 2000). O BM apresenta as seguintes
vantagens: catalise homogénea, auséncia de limitagcbes difusionais, estéricas e
conformacionais, alta atividade por unidade de volume, possibilidade de se trabalhar em
condigBes assépticas, produtividade constante garantida pela constancia da dosagem da
enzima e possibilidade de uso de sistemas multi-enziméaticos. Acrescentam-se a sua
utilidade em escala laboratorial no monitoramento continuo da atividade de enzimas,
avaliando-se a desativacdo pelo pH e/ou pela temperatura ou elucidando mecanismos de
inibicdo em condigdes operacionais.

Embora o transporte atraves da membrana possa se dar por difusdo (a separagao
se baseia, apenas, no gradiente de concentracdo estabelecido entre as duas faces da
membrana) ou por conveccéo (resultante do estabelecimento de um gradiente de presséo
ou temperatura através da membrana), os BM mais usados, que requerem fluxos
elevados, valem-se deste ultimo mecanismo de transporte (CURCIO, et al., 2002). A
direcéo do fluxo introduzido no BM e a travessia do fluido através da membrana podem

ser paralelos (ambos perpendiculares a superficie da membrana) ou perpendiculares
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entre si (o fluido alimentado tangencia a superficie da membrana e a travessia se da
perpendicularmente & superficie da mesma). Este ultimo padréo de operacdo do BM é o
mais indicado para evitar o fendmeno da polarizagdo da membrana.

Atualmente o custo das membranas — microfiltracdo (didmetro dos poros: 0,1-
0,5u), ultrafiltracdo (didmetro dos poros: 0,001-0,1u) e nanofiltracdo (espagcamento
intercamadas: < 2 nm), as quais tém caracteristicas hidrofilicas, hidrofébicas, neutras ou
carregadas com grupos idnicos, sendo constituidas por materiais de diferentes naturezas
(polisulfonas, celulose, acetato de celulose, politetrafluoretileno) (SHIN, KANG, 2003)
- ndo afeta significativamente o custo global do reator, porque sdo bastante estiveis e
podem ser regeneradas varias vezes. Por isso, usa-se como estratégia fornecer area de
membrana suficiente para otimizar o tempo de operagdo de um BM, ao invés de
minimizar a area da membrana para um determinado fluxo.

O sucesso do BM configurado como CSTR (uni ou bi-modular) se reflete no
grande numero de processos que o utilizam. Segundo TOMOTANI (2006), uma ampla
diversidade de produtos tém sido obtidos com o BM, alguns exemplos, ciclodextrinas,
frutoligossacarideos, catecol, hidrolisados de caseina e de hemoglobina, sintese de
ésteres e deslactosacdo enzimatica do soro e/ou de leite integral.

Até 0 momento, sdo poucos 0s exemplos de processos descritos na literatura que
empregam biorreatores com membrana, a maior parte deles envolve o emprego de uma
sO enzima para catalisar a conversdo do substrato em produto. No entanto, o design do
BM tornam-no adequado para o uso simultdneo de vérias enzimas. Aproveitando esta
caracteristica do BM, tenciona-se — neste projeto — aplica-lo na conversdo da sacarose
em frutose e 4cido gliconico em uma Unica etapa, usando o sistema multi-enzimético
formado pela invertase, GOD e catalase. Espera-se, assim, contribuir para a difusdo do
uso de sistemas multienzimaticos aplicAveis as indUstrias quimica, quimico-
farmacéutica e de alimentos.

1.1.6. Sistema multienzimatico

Nas industrias quimica, quimico-farmacéutica e de alimentos, a sintese de
complexos organicos envolve uma série de procedimentos. O desenvolvimento de
novos sistemas de biotransformacdo viabiliza métodos no qual em um Unico
procedimento ocorre uma série de reacOes, uma seqiiéncia de conversdes enzimaticas
interligadas, sendo uma cascata formada pela acdo de diferentes enzimas. Este sistema é

conhecido como multienziméatico, de forma que tende a tornar o procedimento
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simplificado, melhorando o desempenho das sinteses organicas com muitas etapas
(PANKE, 2005).

Para a indUstria alimenticia foi desenvolvido um sistema que, utilizando mais de
uma enzima no mesmo meio reacional em presenga de sacarose (B-frutofuranidase,
glicose oxidase e catalase), produziu-se com alto rendimento frutoligossacarideos (FOS)
e acido glicdnico, precipitado em sal pela adicdo de CaCO3 na reacdo (SHEU at al,
2001).

Alguns sistemas tém utilizado mais de uma enzima ao mesmo tempo, Sdo 0s
chamados biossensores. As reacdes enzimaticas podem ser usadas para a determinacéo
de sacarose através de um biossensor construido com enzimas imobilizadas, como:
glicose oxidase (GOD), invertase e mutarotase (conversédo de a-D-glicose para f-D-
glicose), de forma que este sensor é acoplado a um eletrodo de oxigénio. Através do
consumo de oxigénio, a concentragdo de glicose é determinada no meio (KENNEDY et
al, 2007). Outro tipo de biossensor, também, é utilizado para a mesma funcao,
entretanto, funciona através de um sistema de camadas, onde as enzimas ficam presas a
um gel e separadas do meio reacional por papel celofane. Para medir o consumo dos
substratos, este biossensor conta com um eletrodo que mede a oxidagdo da H,O;
formada (CSOKA et at, 2003).

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Estudar em reatores descontinuo e continuo a conversdo direta da sacarose em
frutose e acido gliconico pela acdo conjunta das enzimas invertase, glicose oxidase e
catalase.

2.2. Objetivos Especificos
a) Caracterizacdo cinética da invertase;

b) Caracterizagdo cinética da glicose oxidase;

c) Estabelecer a correlagéo atividade da catalase/decomposicdo da agua oxigenada;

d) Conversdo da sacarose em frutose e acido gliconico pela adi¢do sequencial de
invertase e da mistura glicose oxidase e catalase;

e) Conversdo da sacarose em frutose e &cido gliconico pela adicdo simultdnea das
enzimas. Determina¢do do menor tempo para esta conversdo, que sera tomado como
base para fixar o tempo de residéncia inicial para operar o BM-unimodular;

f) Avaliar o emprego do reator continuo com membrana (BM-unimodular) na conversdo

multi-enzimatica da sacarose.
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3. METODOLOGIA
3.1. Materiais

3.1.1. Enzimas
-Invertase (EC.3.2.1.26) de Saccharomyces cerevisiae (Quest-Internacional®);
-Glicose Oxidase (EC.1.1.3.4) de Aspergillus niger (SIGMA®); [ 1g = 5000U; 1U =
1umol de B-D-glicose em D-gliconolactona e H,O,/min].
-Catalase (EC 1.11.1.6) de figado bovino (SIGMA®); [1mg = 2950U; 1U = 1lumol
H,O2/min].
3.1.2. Substratos
- Sacarose (Merck® Lote K29959887 218);
- Glicose (Synth® Lote 10941);
- Agua Oxigenada (grau farmacéutico 10 volumes);
- Albumina bovina (SIGMA®).
3.1.3. Reagentes e Vidraria

Todos os reagentes empregados eram de grau pA. Foi utilizada vidraria comum
de laboratorio.
3.1.4. Biorreator Continuo e Membrana

Os testes continuos foram realizados em Reator CSTR (BM-unimodular, célula

de ultrafiltracdo da Millipore®) e com membrana de celulose regenerada de corte
molecular 100kDa (Millipore®).
3.2. Equipamentos
-Agitador Fisaton (Modelo 713D);
- Balanca Analitica Shimadzu (Modelo AUW220D);
- Banho Termoestatizado Fanem (Modelo 145);
- Espectrofotdometro Beckman-Coulter (Modelo DU 640);
- Freezer Eletrolux (Modelo FFE 24);
-Oximetro Digimed (Modelo DM-4)
- pHmetro Tecnal (Modelo Tech 3MP);
- Refrigerador Brastemp (Modelo B/X/PRF36).
3.3. Métodos

Os métodos analiticos empregados neste trabalho, a saber: padronizacéo,
preparacdo, estabelecimento da curva padrdo e erro experimental referentes aos
reagentes de Somogyi-Nelson; determinacdo da dosagem e da curva padrdo de agua

oxigenada (H202); determinacéo da proteina sollvel (curva-padrdo e quantificagdo de
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proteina nas solugdes originais das enzimas principais: invertase e glicose oxidase);
estdo descritos no Anexo |I.

3.3.4. Atividade experimental.

- Determinagdo do erro experimental da técnica de dosagem de glicose (Somogyi-
Nelson);

- Determinacéo do erro experimental da técnica de dosagem de H,O;

- Determinacéo do erro experimental da técnica de dosagem proteina (albumina);

- Quantificacdo de proteina na solucéo original de invertase;

- Caracterizagdo da invertase (determinacdo da atividade enzimética frente ao pH e
temperatura, determinacdo da Entalpia (AH) e da Energia de Ativagdo; testes para
definicdo de Km e Vmax, em funcdo da concentracdo de sacarose; efeito do pH e
temperatura na estabilidade da Invertase);

- Teste de bioconversdo em reator descontinuo, utilizando a invertase para a conversao
total da sacarose em agucar invertido (glicose e frutose);

- Caracterizacdo da Glicose Oxidase (determinacdo da atividade enzimética frente ao
pH e temperatura, determinagéo da Entalpia (AH) e da Energia de Ativagéo; testes para
definicdo de Km e Vmax, em funcdo da concentragdo de glicose; testes para converséo
total de glicose em &cido gliconico; efeito do pH e temperatura na estabilidade da
GOD);

- Caracterizagdo da Catalase (testes para verificagdo de pH e concentragdo enzimatica
frente as concentragdes de H,0).

- Testes de bioconverséo em reator descontinuo, utilizando as enzimas Glicose Oxidase
e Catalase para conversdo total de glicose em acido gliconico.

- Testes de bioconversdo em reator descontinuo (adi¢do seqliencial de enzimas)
utilizando: Invertase, Glicose Oxidase e Catalase para conversdo total da sacarose em
frutose e &cido gliconico.

- Teste de bioconversdo em reator descontinuo (adigdo simultdnea de enzimas)
utilizando: Invertase, Glicose Oxidase e Catalase para conversdo total da sacarose em
frutose e &cido gliconico.

- Teste de bioconversdo em reator continuo com membrana (adicdo simultanea de
enzimas) utilizando: Invertase, Glicose Oxidase e Catalase para conversdo total da

sacarose em frutose e 4cido gliconico.
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3.3.5. Caracterizagéo da Invertase.

Colocou-se em um Becker, com capacidade de 250mL, 108mL de uma solugéo-
tampé&o acetato 0,01M (pH4,6) em banho-maria a 37°C. Apds 10 minutos, dissolveu-se
sob agitacdo (=100rpm) 12g de sacarose. Apds 5 minutos exatos, adicionou-se 12mL de
solucdo aquosa de invertase (1,11 U/mg de proteina). Disparou-se o crondmetro,
passando-se a retirar aliquotas de 0,5mL do meio reacional a intervalos de 1 minuto até
completar o tempo total de reagdo de 6 minutos. Imediatamente antes de adicionar-se a
enzima, tomou-se uma aliquota de 0,5mL da solucdo de sacarose para medir o ART
inicial (tempo zero). Um tubo branco foi feito com 1 mL de agua destilada.

As aliquotas foram colocadas em tubos de Folin-Wu contendo 0,5mL de agua e
1 mL de mistura reativa de Somogyi (de acordo com o item 3.3.1.3), sendo, em seguida,
imersos em banho-fervente por exatos 10 minutos. Resfriaram-se, a seguir, em banho de
gelo. Adicionaram-se 2,0mL do reagente Somogyi Il aos tubos, que foram agitados
para expelir os gases. Completou-se com agua destilada até a marca de 25mL.
Homogeneizou-se bem e ap6s 20 minutos em repouso, as amostras foram lidas a
540nm. O ART formado foi calculado através da curva padrdo descrita no Anexo |
(item 7.1.4). A unidade de atividade da invertase foi definida como sendo a quantidade
em miligramas de ART formados por minuto por mL de meio reacional nas condi¢bes
de ensaio.
3.3.5.1. Efeito do pH na atividade da invertase.

De acordo com o método descrito em 3.3.5., realizaram-se testes em pH: 3,5;
4,0; 4,6; 5,0; 5,5 0u 6,0.
3.3.5.2. Efeito da temperatura na atividade da invertase.

De acordo com o método descrito em 3.3.5., realizaram-se testes variando a
temperatura, sendo os testes realizados em pH 4,6 e 50, por serem 0s que
proporcionaram as melhores atividades enzimaticas da invertase. As temperaturas
utilizadas foram: 30°C, 37°C, 40°C e 45°C.

3.35.3. Efeito da concentragdo de sacarose na atividade da Invertase
(determinacéao das constantes cinéticas: Km e Vmax).
Para o calculo das constantes cinéticas, variou-se a concentracao de sacarose no

intervalo de 4,0-50,0 mM, sendo as condi¢des de ensaio idénticas as descritas em 3.3.5.
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3.3.5.4. Determinacgéo da conversdo total de sacarose em ART.
Estes testes foram realizados para definir a quantidade de invertase necesséria
para converter totalmente uma certa concentracao de sacarose em ART. Devido a isto, 0
volume de solucdo-tampéo acetato 0,01M (pH4,6) e solugdo de invertase variaram
conforme a necessidade, totalizando sempre 120 mL de meio reacional. As
concentragdes de sacarose também foram variadas: 2, 4, 8, 16, 32 e 64 g/L (Tabela 1).
Foram retiradas aliquotas de 0,5 mL nos tempos: 0 (imediatamente antes da
adicdo de invertase), 20, 40 e 60 minutos; de forma que, o desejado foi a converséo total
de sacarose em até 1 hora de reacdo. As amostras foram colocadas em banho-fervente
para a inativacdo enzimatica e, posteriormente, seguiu-se 0 método de Somogyi-Nelson,
para a determinacéo dos agucares redutores totais (Item 7.1. do Anexo I).
Tabela 1. Concentracdes de sacarose e atividades invertasicas especificas empregadas
nos testes para a determinacéo da conversdo total de sacarose em agUcar invertido

(glicose e frutose).

Concentragdo Sacarose Solugéo- Solugéo Atividade especifica
de sacarose (mg) tampao de (U/mg de proteina)
(g/L) (mL) invertase
(mL)

2 240 108 12 1,11

4 480 96 24 4,44

8 960 96 24 8,88

16 1920 96 24 17,8

32 3840 96 24 17,8

64 7680 107 13 35,6

3.3.5.5. Efeito do pH e da temperatura na estabilidade da Invertase.

Para avaliar a estabilidade da invertase em pH 4,5 e 37°C, condigBes 6timas para
a sua atividade catalitica, deixaram-se solucdes da enzima nestas condi¢des por um
periodo maximo de 30h. Preparou-se 6 recipientes contendo 12 mL de solucdo de
invertase diluida 5000 vezes (0,185 U/mg de proteina), em solugdo-tampé&o acetato 0,01
M e pH 4,5. Apds os tempos: 0 (zero); 0,5h; 1h; 10h; 20h e 30h, dosou-se a atividade
enzimtica residual, nas condi¢Bes do ensaio-padrdo (item 3.3.5.). As solucBes
enziméticas ficaram em banho-maria aquecido a 37° C durante o tempo necessario para
0 inicio de cada teste.
3.3.6. Caracterizacédo da Glicose Oxidase (GOD).

Colocou-se em um Becker, com capacidade de 250mL, 125mL de uma solucao-
tampé&o acetato 0,01M (pH 5,1) em banho-maria a 37°C. Do inicio ao fim dos testes foi
borbulhado ar, ja que a glicose oxidase necessita de O, para realizar a catdlise. Uma
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aliquota de 1 mL foi retirada para ser usada como o branco. Ap6s 10 minutos,
dissolveu-se sob agitagéo (100rpm) 0,159 de glicose. Imediatamente antes de adicionar-
se a enzima, tomou-se uma aliquota de 1mL da solucdo de glicose para medir a H,O,
inicial (tempo zero). Ap6s 5 minutos exatos, adicionou-se 25mL de solugéo aquosa de
glicose oxidase (Sigma®, Lote 010k37761: 180U). Disparou-se o0 crondmetro,
passando-se a retirar aliquotas de 1mL do meio reacional a intervalos de 10 minutos até
completar o tempo total de reacdo de 60 minutos (1h). As aliquotas, assim que retiradas,
foram colocadas em banho-fervente para bloquear a reagéo. Ao final do teste, a leitura
foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 240nm para
determinar a H,O, formada. A unidade de atividade da glicose oxidase (Vecop) foi
definida como sendo a quantidade em miligramas de H,O, formada por minuto por mL
de meio reacional nas condigdes de ensaio (Anexo 7.2.).

O O, dissolvido, da ordem de 4mg/L, foi lido com oximetro em cada um dos
tempos de retirada de aliquota.
3.3.6.1. Determinacéo da atividade enzimatica da GOD.

De acordo com método descrito em 3.3.6, o teste foi realizado em quintuplicata
a fim de se determinar o erro experimental.
3.3.6.2. Efeito do pH na atividade da GOD.

De acordo com método descrito em 3.3.6., realizaram-se testes em pH: 4,0; 4,5;
5,0;5,10u5,5.
3.3.6.3. Efeito da temperatura na atividade da GOD.

De acordo com o método descrito em 3.3.6., realizaram-se testes variando a
temperatura, mantendo-se o pH 5,1. As temperaturas utilizadas foram: 30°C, 37°C, 40°C
e 45°C.
3.3.6.4. Efeito da concentracéo de glicose na atividade da GOD (determinagéo das
constantes cinéticas: Km e Vmax).

Para o célculo das constantes cinéticas, variou-se a concentracdo de glicose no
intervalo de 4-20 mM, sendo as condi¢des de ensaio idénticas as descritas em 3.3.6.
3.3.6.5. Efeito do pH e da temperatura na estabilidade da GOD.

Preparou-se 6 baldes de 25ml de solugédo de GOD (180U), em solucéo-tampéo
acetato 0,01M e pH 4,5. Ap6s os tempos: 0 (zero); 0,5h; 1h; 10h; 20h e 30h, foram
realizados testes para a dosagem da atividade enzimatica residual, nas condi¢fes do
ensaio-padréo (item 3.3.6.). As solucdes enzimaticas ficaram em banho-maria aquecido

a 37°C durante o tempo necessario para o inicio de cada teste.
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3.3.7. Caracterizagéo da Catalase.
3.3.7.1. Efeito da concentragéo de Catalase.

Os primeiros testes foram realizados para verificar qual era a melhor
concentracdo de catalase a ser utilizada na degradacdo da agua oxigenada. Estes
consistiram em colocar em um Becker, com capacidade de 250mL, 100mL de uma
solucdo-tampéo acetato 0,01M (pH4,5) em banho-maria a 37°C. Uma aliquota de 1 mL
foi retirada para ser usada como o branco. Uma solugdo de 30 mL de H,O, (6,12g/L) foi
adicionada ao meio reacional no tempo zero. Ap6s 5 minutos, retirou-se uma aliquota
de ImL do meio (concentragéo inicial de H,O). Adicionou-se 20 mL de solucéo de
catalase (1mg, 2mg e 10mg, respectivamente em cada teste) e disparou-se o crondmetro,
passando-se a retirar aliquotas de 1mL do meio reacional a intervalos de 5 minutos até
completar o tempo total de reagdo de 30 minutos. As aliquotas, assim que retiradas,
foram colocadas em banho-fervente para bloquear a reagéo. Ao final do teste, a leitura
foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 240nm para
determinar a H,O, consumida.
3.3.7.2. Efeito da concentracdo de Catalase (método modificado).

Frente & baixa conversdo de agua oxigenada em agua e oxigénio, realizaram-se
testes com o procedimento modificado. Os testes consistiram em se colocar em um
Becker, com capacidade de 250mL, 100mL de uma solugdo-tampéo acetato 0,01M
(pH4,5) em banho-maria a 37°C. Uma aliquota de 1 mL foi retirada para ser usada como
branco. Uma aliquota de 6mL de uma solucdo de 30 mL de H,O, (6,12g/L) foi
adicionada ao meio reacional no tempo zero. A cada 5 minutos foram adicionadas
aliquotas de 6mL até que em 20 minutos, todo o conteldo de 30mL havia sido
adicionado ao meio. O mesmo foi feito com a catalase, sendo 10mg diluidos em 20 mL
(aliquotas de 4mL adicionadas a cada 5 minutos). Apds a primeira adigdo de catalase,
disparou-se o crondmetro, passando-se a retirar aliquotas de 1mL do meio reacional a
intervalos de 5 minutos até completar o tempo total de reacdo de 30 minutos. As
aliquotas, assim que retiradas, foram colocadas em banho-fervente para bloquear a
reacdo. Ao final do teste, a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro com comprimento
de onda de 240nm para determinar a H,O, consumida.

Um experimento servindo como branco também foi realizado e consistiu em se
usar apenas a catalase, sem o substrato, retirando e tratando as aliquotas da mesma
forma que o ensaio anterior, para verificar a possivel absorcéo de luz UV por parte da

enzima.
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3.4. Bioconversdo em reator descontinuo utilizando Glicose Oxidase e Catalase.

Os testes consistiram em se colocar em um Becker, com capacidade de 250mL,
um volume determinado de solugdo-tampdo acetato 0,01M (pH4,5) em banho-maria a
37°C. Uma aliquota de 1 mL foi retirada para ser usada como branco. Dissolveu-se a
glicose (1, 2, 4, 8 ou 16g/L) e retirou-se uma aliquota de 1mL, sendo o tempo zero.
Adicionou-se a GOD diluida em 10mL de tampdo e disparou-se o crondmetro,
passando-se a retirar aliquotas de 1mL do meio reacional a intervalos de 20 minutos até
completar o tempo total de reacdo de 120 minutos. Imediatamente apds a adicdo de
GOD, foram adicionados 2mg de catalase (10mg diluidos em 10mL de tampdo
divididos em 5 fragbes de 2mL e adicionadas a cada 20 minutos). As aliquotas, assim
que retiradas, foram colocadas em banho-fervente para bloquear a reagdo. Ao final do
teste, a leitura foi realizada em espectrofotometro com comprimento de onda de 240nm
para determinar a H,O, residual e em seguida, as aliquotas foram submetidas ao teste de
Somogyi-Nelson e lidas a 540nm para determinar o consumo de ART. Os parametros
utilizados sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros utilizados nos testes utilizando GOD e catalase para a

conversdo total de glicose em &cido glicdnico.

Concentragdo Solugdo- GOD (U/volume Catalase (mg/volume Volume

de glicose (g/L)  tampao diluido em mL) diluido em mL) final (mL)
1 105 1000/ 25 10/20 150
2 55 1000/ 10 10/10 75
4 55 1000/ 10 10/10 75
8 55 1000/ 10 10/10 75
16 55 2000/ 10 10/10 75

Também foram realizados testes utilizando os mesmos pardmetros acima,
entretanto, sem adi¢do do substrato, com a finalidade de avaliar a interferéncia das
enzimas nas leituras em 240nm e 540nm.

3.5. Bioconversdo em reator descontinuo (adicdo sequencial de enzimas)
utilizando: Invertase, Glicose Oxidase e Catalase.

Colocou-se em um béquer, com capacidade de 250 mL, 96mL de uma solucéo-
tampéo acetato 0,01M (pH 4,6), o qual foi deixado em banho-maria a 37°C. A seguir,
dissolveu-se, sob agitagcdo (100rpm), 3,84 g de sacarose, perfazendo a concentragéo
inicial de 32g/L. Apds 5 minutos exatos, adicionaram-se 24 mL de solugéo aquosa de
invertase (88,7 U/mg de proteina). Um crondmetro foi acionado e, a cada 10 minutos,

ImL de meio foi retirado para fins analiticos (dosagem dos acglcares redutores totais
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formados). O tempo total de reagdo foi de 30min, o suficiente para a hidrolise total da
sacarose. Imediatamente antes da adi¢do da enzima, no tempo zero da reagdo, tomou-se
uma aliquota de 1mL para verificar a quantidade inicial de agUcares redutores totais
(ART).

A seguir, tomaram-se 55mL do hidrolisado, que foram colocados em um
Becker de 250mL de capacidade. Adicionaram-se 20mL de uma solugdo contendo
glicose oxidase (2000 U) e catalase (393 U). A cada 20 minutos foram retiradas
aliquotas de 1mL para fins analiticos (dosagem de ART e de agua oxigenada). O tempo
total de reagéo foi de 120 minutos.

3.6. Bioconversdo em reator descontinuo (adicdo simultdnea de enzimas)
utilizando: Invertase, Glicose Oxidase e Catalase.

Colocou-se em um Becker, com capacidade de 250 mL, 61mL de uma solugéo-
tampdo 0,01M (pH 4,6) e deixou-se em banho-maria a 37°C. Apds 5 minutos,
dissolveu-se, sob agitagcdo (100rpm), 3,849 de sacarose, perfazendo a concentragdo
inicial de 32g/L. Apds 5 minutos exatos, adicionou-se 59mL de solugdo tamponada das
enzimas [invertase (88,7 U/mg de proteina), glicose oxidase (2000 U) e catalase (786
U)] e acionou-se um crondmetro. A cada 20 minutos foi tomada aliquota de 1mL de
meio, até completar o tempo total de reacdo de 120 minutos, para fins analiticos. O
tempo zero da reacdo, consistiu em se tomar aliquota de 1mL imediatamente antes da
adicdo da solucéo contendo as enzimas.

3.7. Bioconverséao da sacarose em frutose e acido gliconico em reator continuo com
membrana.

Os testes continuos foram realizados em Reator CSTR (BM-unimodular, célula
de ultrafiltracdo da Millipore®) no qual uma membrana de corte molecular de 100 kDa
foi fixada na base do reator. O sistema contou com entrada de ar e o volume do meio
reacional foi fixado em 300 mL. As enzimas foram adicionadas simultaneamente e 0
volume de saida foi recolhido de hora em hora em frascos de Erlenmeyer. Foram usadas
80mg de catalase e 8000U de GOD em todos os testes, entretanto, a quantidade de
invertase foi variada, bem como a temperatura (30°C, 37°C, 40°C e 45°C). Foram
analisadas a quantidade de &gua oxigenada residual (em 240nm) e a concentragdo de
ART (540nm) das amostras retiradas.

3.7.1. Teste 1
O teste inicial foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica de

invertase utilizada foi de 88,7 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 37°C.
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3.7.2. Teste 2 (Aumento do tempo de residéncia)

O segundo teste foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica
de invertase utilizada foi de 88,7 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 37°C. A
vazdo de alimentacdo e de saida foram reduzidas para promover o aumento do tempo de
residéncia.

3.7.3. Teste 3 (Redugéo da concentracéo de invertase)

O terceiro teste foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica
de invertase utilizada foi de 44,4 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 37°C.
3.7.4. Teste 4 (Redugéo da concentracéo de invertase)

O quarto teste foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica de
invertase utilizada foi de 22,2 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 37°C.

3.7.5. Teste 5 (Redugéo da concentracéo de invertase)
O quinto teste foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica de

invertase utilizada foi de 11,1 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 37°C.
3.7.6. Teste 6 (30°C)

O sexto teste foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica de

invertase utilizada foi de 11,1 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 30°C.
3.7.7. Teste 7 (40°C)

O sétimo teste foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica
de invertase utilizada foi de 11,1 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 40°C.
3.7.8. Teste 8 (45°C)

O oitavo teste foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica de
invertase utilizada foi de 11,1 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 45°C.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Experimentos Realizados.
4.1.1. Determinacéo da atividade enzimatica da Invertase.

O teste foi realizado em quintuplicata a fim de se avaliar o erro experimental, de
acordo com o item 3.3.5. A atividade enzimética é definida pela inclinagdo da reta (a)
em y = ax+b, de forma que a atividade encontrada (v;) foi de 0,0573mg de ART
formado por minuto e por mL de meio reacional (Figura 5). Considerando a diluigdo
final da enzima (50.000 vezes), a atividade especifica foi de 924,2 mg de ART
formados/mL.min.mg de proteina. O desvio-padrdo encontrado foi de 0,00323
mg/min.mL de ART e o coeficiente de variacéo, 5,6%.
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Figura 1. Variagédo da concentracdo de ART em funcdo do tempo. A equacéao de
regressao linear é: y = 0,0573x + 0,0096 (r=0,998), na qual y é a concentragdo de ART
em mg/mL e o X, tempo de reacao.

4.1.2. Efeito do pH na atividade da invertase.

Através da Figura 2, pode-se notar que o pH 5,0 foi o que proporcionou a melhor
atividade invertasica a 37°C. Entretanto, o pH oOtimo descrito na literatura para a
invertase é 4,6 (VITOLO, 2004), pH 4,5 e 5,0 para invertase solivel e imobilizada,
respectivamente (MILOVANOVIC, et al., 2007). Por isso, nos testes variando a

temperatura utilizaram-se os dois valores de pH, 4,6 e 5,0.
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Figura 2. Efeito do pH sobre a atividade da invertase.
A atividade da invertase soltvel (Bioinvert da Quest International®) foi superior

em pH 4,5, sendo que foram realizados testes variando o pH de 3,0 a 6,5 (0,5 em 0,5
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unidades de pH). Entretanto, utilizando a invertase insoluvel (imobilizada) o pH 6timo
estaria em torno de 5,0 (TOMOTANI, 2002).
4.1.2. Efeito da temperatura na atividade da invertase.

Nas Figuras 3 e 4, apresentam-se a variagdo da atividade invertésica frente a
temperatura nos valores de pH 4,6 e 5,0, respectivamente. Em ambas as situagdes,
observa-se que a atividade invertdsica variou linearmente com o aumento da
temperatura. De acordo com MILOVANOVIC et al. (2007), a temperatura 6tima para
invertase soltvel foi de 60°C, e para DIZGE et al. (2008), foi de 55 °C. Entretanto, neste
trabalho, escolheu-se 37°C para compatibilizar com a termoestabilidade da GOD e
catalase, visando ao uso simultaneo das enzimas.

O comportamento de aumento da atividade invertasica, com o0 aumento da
temperatura, deve-se ao fato das enzimas industriais (caso da Quest International®)
terem em sua composicdo substancias coadjuvantes (por exemplo: polietilenoglicol),

que conferem maior termorresisténcia (TOMOTANI, 2002).
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Figura 3. Efeito da temperatura sobre a atividade da Invertase, sendo o pH do meio
reacional igual a 4,6. O tempo de reagéo foi fixado em 6 minutos. A equacéo de
regressdo linear é: v; = 0,0024T - 0,033 (r=0,9995).
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Figura 4. Efeito da temperatura sobre a atividade da Invertase, sendo o pH do meio
reacional igual a 5,0. O tempo de reagéo foi fixado em 6 minutos. A equacéo de
regressdo linear é: v, = 0,0023T - 0,029 (r=0,995).

Da Tabela 3, observa-se, claramente, que no intervalo 30 °C - 45 °C ndo ocorreu
a possivel interrelagdo pH-temperatura e nem o pH causou qualquer tipo de
interferéncia na atividade invertésica.

Tabela 3. Atividade enzimética da Invertase em funcdo da variagdo de temperatura (pH

4,6 e pH5,0).
Temperatura Vi* (pH4,6) Vi* (pH5,0)
30 0,0403 0,0418
37 0,0573 0,0551
40 0,0655 0,0645
45 0,0768 0,0763

*mg de ART/min.mL
Para calcular a energia de ativacdo (Ea) e a Entalpia de rea¢do (AH), utilizou-se

0 método convencional de Arrhenius, representado pelas Equacoes:

Ea
Logvi= ——> x> Eq. 1
V1= 0 308xR T (Eq- 1)
AH = Ea—RxT (Eq. 2)

Os dados utilizados s&o mostrados na Tabela 4 e a correspondente reta de

regressao, apresentada na Figura 5.
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Figura 5. Grafico convencional de Arrhenius para a determinacdo da energia de
ativacéo (Ea) da hidrolise da sacarose pela invertase. A equacdo de regressao linear é:
Logv,=-1767,8(1L/T) + 4,454 (r= 0,990).

Tabela 4. Dados utilizados para a determinagdo da Energia de Ativagédo (Ea) da reagéo

catalisada pela invertase.

T (°C) T(K) Vi UT (K™ Log v
(mgART/min.mL)

30 303 0,0403 0,0033 -1,395

37 310 0,0573 0,00323 -1,241

40 313 0,0655 0,0032 -1,184

45 318 0,0768 0,00314 -1,115

Os valores calculados para Entalpia e a Energia de Ativacdo foram: AH=33,8
kJ/mol e Ea=31,3 kJ/mol. Estes estdo de acordo com os descritos na literatura.
TOMOTANI (2002), por exemplo, determinou estes pardmetros para invertase de
fabricantes diferentes: Bioinvert® e Fluka®. Os valores encontrados foram: AH=35
kd/mol e Ea=37 kJ/mol; ¢ AH= 55,2 kJ/mol e Ea=34,99 kJ/mol, respectivamente.
MILOVANOVIC (2007) determinou a Ea para invertase de parede de levedura como
sendo igual a 32 kJ/mol.

4.1.3. Efeito da concentragdo de sacarose na atividade da Invertase (determinacao
das constantes cinéticas: Km e Vmaéx).

As atividades invertasicas, frente a cada concentracdo de sacarose, sdo

mostradas na Tabela 5.
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Tabela 5. Variacdo da atividade invertasica frente a diferentes concentraces iniciais de

Sacarose.
Sacarose V) (MgART/mL.min) 1/[substrato] iy
(mM)
4 0,00910 0,250 110
5 0,0108 0,200 92,6
6 0,0125 0,167 80,0
8 0,0173 0,125 57,8
10 0,0194 0,100 51,6
15 0,0248 0,0667 40,3
20 0,0325 0,0500 30,8
30 0,0317 0,0333 31,6
40 0,0438 0,0250 22,8
50 0,0502 0,0200 19,9
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Figura 6. Atividade da invertase em fungéo da concentragéo de sacarose.

Na Figura 6 apresenta-se a variagdo da atividade invertasica com a concentragdo

de sacarose. O perfil hiperbdlico da curva obtida confirma que a cinética da invertase,

segue 0 modelo de Briggs-Haldane.

Elaborando-se um gréfico do tipo 1/vi= f(1/S), obtém-se uma reta, da qual as

constantes cinéticas sdo calculadas (Figura 7).
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Figura 7. Gréfico seguindo o método convencional de Lineweaver-Burk para a
determinagdo das constantes cinéticas da invertase. A equacédo de regressao linear é:
1/vi=387(1/s) + 13,6 (r =0,997).

Da equagcdo da reta mostrada na Figura 7, calcula-se para Km e Vmax os valores
28,5mM e 0,074 mg de ART/min.mL de meio reacional, respectivamente. O valor de
Km encontrado é compativel com os valores descritos na literatura, os quais se situam
entre 26mM e 40mM para invertase (VITOLO, 2004; TOMOTANI, 2002;
MILOVANOVIC et al. (2007); e DIZGE et al. (2008).

4.1.4. Determinacdo da converséo total de sacarose em ART.

Pela Tabela 6, pode-se constatar que quanto maior a concentracdo de sacarose
usada, maior a quantidade de enzima foi necesséria para a converséo total em ART.
Tabela 6. Atividade especifica da invertase utilizada para de determinacéo da conversao

total de sacarose em ART.

Concentracdo Atividade especifica

de sacarose (U/mg de proteina)
(g/L)
2 1,11
4 4,44
8 8,88
16 17,8
32 17,8
64 35,6

De acordo com a tabela 7 e as Figuras 8 e 9, pode-se observar que em 40
minutos de reagéo toda a sacarose foi convertida em ART, exceto na concentragdo de
2¢g/L que atingiu no mesmo tempo uma conversao superior a 80%. Porém, a conversao

completa ocorreu ap6s 1 hora de reagdo (Fig. 8).
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Tabela 7. Porcentagem (%) de Converséo da Sacarose em ART no decorrer da reagéo.

Tempo 2g/L 4g/L 8g/L 16g/L 32¢g/L 64g/L
(min)
0 0 0 0 0 0 0
20 52,90 75,60 91,50 99,80 87,2 75,2
40 84,70 100 100 100 100 100
60 100 100 100 100 100 100
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Tempo (min)

Figura 8. Porcentagem (%) de Converséo da Sacarose em ART no decorrer da reacéo,

para as concentragdes iniciais de sacarose iguais a: 2g/L(+), 4g/L(m) ¢ 8g/L(A).
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Figura 9. Porcentagem (%) de Converséo da Sacarose em ART no decorrer da reagéo,
para as concentragdes iniciais de sacarose iguais a: 16g/L(0), 32g/L(*) e 64g/L(0).
Do exposto, depreende-se que as condi¢des de hidrdlise descritas no item
3.3.5.4. permitiram alcancar o objetivo de se realizar a reacdo em até 1 hora. Este tempo

total de reagéo foi escolhido com base no fato da invertase ser usada junto com a glicose
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oxidase e catalase (enzima auxiliar para decompor H,0O;). Como a glicose oxidase é
susceptivel a inibicdo pela agua oxigenada (TOMOTANI et al., 2005) - um dos
produtos resultantes da oxidag&o da glicose — e a catalase precisa de um tempo para
decompd-la, entdo a reacdo de hidrolise deve ser controlada.
4.1.5. Efeito do pH e da temperatura na estabilidade da Invertase.

Estes testes foram realizados para avaliar a estabilidade da invertase em pH 4,5 e
37°C, condigdes Gtimas para a sua atividade catalitica. Para isso, deixaram-se solugdes
da enzima nestas condi¢cfes por um periodo méximo de 30h. Os resultados sdo

apresentados na Figura 10 e na Tabela 8.
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Figura 10. Estabilidade da invertase mantida em pH 4,5 e 37°C por um periodo total de
30h.
Tabela 8. Atividade invertasica residual, determinada de tempo em tempo, até perfazer

um total de exposicdo de 30h.

Testes (h) v, residual (mg ART/mL.min)
0 7,55
0,5 7,65
1 7,50
10 7,62
20 5,56
30 5,64

Da Figura 10, observa-se que a atividade invertasica permaneceu praticamente
estivel até 10h. Apds este tempo, observa-se uma diminuicdo da ordem de 26% (Tabela
9). Este comportamento parece estar relacionado com o fato das moléculas de invertase

se agregarem em estruturas supramoleculares com atividades cataliticas diferentes,
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quando em solucdo. A diminuicdo brusca da atividade residual seria devido a
desagregacdo das referidas estruturas (De QUEIROZ et al, 1996).

4.2. Caracterizagdo da Glicose Oxidase (GOD).

4.2.1. Determinacéo da atividade enzimatica da GOD.

O teste foi realizado em quintuplicata a fim de se determinar o erro
experimental. Os valores obtidos sdo apresentados na Tabela 9. A atividade enzimatica
é definida pela inclinacdo da reta (a) em y = ax+b, de forma que a atividade encontrada
foi de 0,0011 mg de H,O, formada por minuto e por mL de meio reacional (Figura 11).
O desvio-padrdo encontrado foi de 7,483.10° mg de H,O,/min.mL e o coeficiente de

variagao, 2,7%.
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Figura 11. Variacéo da concentracdo de dgua oxigenada (mg/mL) em fungéo do tempo.
A equagcdo de regressdo linear é: y = 0,0011x - 0,001 (r=0,998), naqual y é a
concentragdo de 4gua oxigenada e x, 0 tempo de reagéo.

Tabela 9. Testes realizados para conversdo da glicose em &cido gliconico pela GOD e
formacdo de H,O, (pH 5,1 e 37°C).

Tempo (min) Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4 Teste 5 Média
0 0 0 0 0 0 0
10 0,0085 0,0066 0,0127 0,0081 0,0094 0,0090
20 0,0157 0,0197 0,0219 0,0224 0,0228 0,0205
30 0,0324 0,0265 0,0339 0,0358 0,0356 0,0328
40 0,0423 0,0405 0,0452 0,0473 0,0548 0,0460
50 0,0528 0,0514 0,0542 0,0598 0,0604 0,0557
60 0,0627 0,0604 0,0633 0,0710 0,0710 0,0657
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4.2.2. Efeito do pH na atividade da GOD.
Na Figura 12, apresentam-se os dados referentes & variacdo da atividade da

GOD frente ao pH do meio reacional.
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Figura 12. Efeito do pH sobre a atividade da glicose oxidase.
Tabela 10. Atividade enzimatica da Glicose Oxidase em fungdo da variacdo do pH;

temperatura de 37°C.

pH Veop (Mg H,O,/mL.min)
4,0 0,0011
4,5 0,0016
5,0 0,0011
51 0,0011
5,5 0,0010

Através dos resultados apresentados na Tabela 10 e na Figura 12, pode-se
observar que o pH que proporcionou a melhor atividade da glicose oxidase foi 4,5.
Como se objetiva uma bioconversdo multienzimatica, quanto mais proximos forem o0s
pH O6timos das enzimas principais (invertase e glicose oxidase), tanto maior sera o
rendimento do processo. Na literatura, porém, os valores de pH 6timo atribuidos 8 GOD
sdo superiores a 4,6. Assim sendo, BAO et al. (2001) e SIMPSON et al. (2007)
determinaram como pH 6timo para a GOD, respectivamente, 5,0 e 6,0-8,0.

4.2.3. Efeito da temperatura na atividade da GOD.

A Figura 13 apresenta os dados encontrados para os testes em pH 5,1 realizados

nas temperaturas: 30°C, 37°C, 40°C e 45°C.
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Figura 13. Atividade da Glicose Oxidase em fungéo da variacdo da temperatura, para
um tempo de reacéo total de 60 minutos.

Tabela 11. Atividade enzimética da Glicose Oxidase em fun¢éo da variacéo da

temperatura.
Temperatura Veop (Mg H,O0,/mL.min)
30 0,0009
37 0,0011
40 0,0017
45 0,0021

Assim como ocorrido com a invertase, 0 aumento da temperatura proporcionou
um aumento da atividade enzimatica. Apesar de aos 45°C ter ocorrido a maior atividade
enzimética, testes com temperaturas superiores ndo foram realizados, para evitar a
desnaturacdo térmica das enzimas. Lembra-se que a invertase tem sua atividade
catalitica diminuida apds permanecer por 30 horas a 37 °C (Fig. 10).

Para calcular a energia de ativacdo (Ea) e a entalpia de reacdo (AH), utilizou-se
as equacg0es 1 e 2, respectivamente.

Os dados utilizados sdo mostrados na Tabela 12 e a correspondente reta de

regressdo, apresentada na Figura 14.
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Figura 14. Logaritmo da atividade da GOD em fungéo do inverso da temperatura para o
célculo da Energia de Ativacdo (Ea), sendo a equacdo de regressdo linear:
Log Veop = -2447(1/T) + 5,02 (r=10,98).
Tabela 12. Dados utilizados para a determinagédo da Energia de Ativacéo (Ea) da reacéo

catalisada pela glicose oxidase.

T(°C) T(K) v(U/mL) 1/T (k-1) Logv

30 303 0,0009 0,0033  -3,0458
37 310 0,0012 0,0032  -2,9208
40 313 0,0017 0,0032  -2,7696
45 318 0,0021 0,0031 -2,6778

Os valores calculados para Ea ¢ AH foram iguais a 44,3 kJ/mol e 46,9 kJ/mol,
respectivamente.

4.2.4. Efeito da concentragdo de glicose na atividade da GOD (determinacdo das
constantes cinéticas: Km e Vmax).

Para a determinacdo das constantes cinéticas (Km e Vmax) da GOD, executou-
se 0 ensaio-padrao frente a concentragOes iniciais de glicose situadas entre 4,0mM e
25,0mM. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 13 e Figura 15.

O perfil hiperbdlico, da curva da Figura 15, é uma indicag&o clara que o perfil
cinético da GOD segue o modelo de Briggs-Haldane.

Através do método convencional de Lineweaver-Burk (Figura 16),
determinaram-se 0 Km e o Vmax, respectivamente, iguais a 20,3mM e 0,005 mg de
H,O, formada/min.mL. O valor de Km determinado para a GOD situa-se dentro da
faixa 18-32mM, descrito na literatura (SIMPSON et al., 2007; HOSHI et al., 2007).
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Figura 15. Atividade da GOD em fungéo da concentragdo de glicose.
Tabela 13. Dados utilizados para o calculo das constantes cinéticas da GOD, aplicando

0 método de linearizagdo preconizado por Lineweaver-Burk.

Glicose (mM) Atividade enzimatica 1/[substrato]  1/atividade
(mg/ml.min)x10™*

4 8,00 0,250 1250
8 13,0 0,125 769
10 16,0 0,100 625
15 23,0 0,067 435
20 25,0 0,050 400
25 24,0 0,040 417
1400,0

— 1200,0 -

o
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£
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Figura 16. Inverso da atividade da GOD em fungéo do inverso da concentragéo de
glicose, conforme método de Lineweaver-Burk. A equagdo de regressdo linear é:
(1/veop) = 4198,9(1/S) + 207,23 (r= 0,994).
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4.2.5. Efeito do pH e da temperatura na estabilidade da GOD.

Da Figura 17, observa-se que a GOD, entre 0 e 30 horas, tem atividade
aumentada em cerca de 24% (Figura 17 e Tabela 14). Essa oscila¢do seria causada por
mudancas ndo profundas da estrutura molecular da enzima. Por exemplo, além das
mudancas conformacionais das duas cadeias peptidicas, a ocorréncia de 0xido-reducgéo
do ion ferroso/férrico e do grupo prostético FAD/FADH,. A oscilagdo apds 0,5h
proviria de alguma mudanca estrutural reversivel mais brusca. Este dado é interessante,
pois se for preciso realizar um teste de vérias horas de duragédo, a enzima ainda mantera
sua atividade e realizard a conversdo eficientemente. Nos estudos de SIMPSON et al.
(2007) a GOD utilizada, de Penicillium sp, foi estavel a 25°C por no minimo 10 horas,

com uma meia-vida de 30 minutos a 37°C sem qualquer estabilizagdo prévia.
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Figura 17. Estabilidade da GOD mantida em pH4,5 e 37°C por um periodo total de 30h.
Tabela 14. Atividade residual da GOD , determinada de tempo em tempo, até perfazer
um total de exposicao de 30h.

Testes (h)  vgop residual (mg de H202 formado/

min.mL)
0 0,14
0,5 0,12
1 0,13
10 0,13
20 0,15
30 0,17

4.3. Caracterizagdo da Catalase.

Na reacdo de conversdo da glicose em &cido gliconico ocorre, também, a
formacéo de H,O,, que em concentragdo superior a 1,22mM (0,0415mg/mL) inibe a
acdo da glicose oxidase (TOMOTANI, 2005). Por esta razdo, a catalase € utilizada no
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processo para degradar o peroxido de hidrogénio (agua oxigenada) em H,O e Oy, de
forma que assim a reagdo prossegue, tendo, ainda, como vantagem a oxigenagao
necessaria para o desempenho catalitico da GOD.

Os valores das absorbancias encontradas foram colocados na equagéo da reta de
padronizagdo da H,O, (de acordo com o item 3.3.2.2.): y = 1,65530x + 0,00424 (r=
0,99998).

4.3.1. Efeito da concentragéo de Catalase.

Os primeiros testes foram realizados para verificar qual era melhor concentracéo
de catalase a ser utilizada na degradagdo da dgua oxigenada. No teste utilizando 1mg de
catalase para a degradacdo de 6,12 g/L de &gua oxigenada, a concentragdo de H,O,
manteve-se elevada (Figura 18), acima do limite desejado (0,0415 mg/mL ou 6,23 mg
em 150mL). Por isso, outros testes foram feitos com concentragcbes mais elevadas da

enzima.
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Figura 18. Degradacéo da H,O, (6,12g/L) com 1mg de catalase em fungdo do tempo,
(pH 4,5 e 37°C).
No teste utilizando 2mg de catalase para a degradacdo de 6,12g/L de &gua
oxigenada, a concentragdo de H,O, ainda manteve-se elevada (Figura 19), razéo pela

qual se utilizou 10mg de catalase no teste seguinte.
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Figura 19. Degradacéao da H,O, (6,12g/L) com 2mg de catalase em fungdo do tempo,
(pH 4,5 e 37°C).
Como apresentado na Figura 20, mesmo utilizando-se a concentragédo de 10mg
de catalase, ou seja, cinco vezes mais catalase, a concentracdo residual de agua
oxigenada foi elevada, havendo a necessidade de se modificar convenientemente o

procedimento. Por isso, um novo método foi formulado e descrito em 4.3.2.
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Figura 20. Degradacédo da H,O, (6,12g/L) com 10mg de catalase em fungdo do tempo,
(pH 4,5 e 37°C).
4.3.2. Efeito da concentragdo de Catalase (método modificado).
Conforme dados da literatura (SCOTT, 1975), a catalase sofre auto-inativagéo,
quando a &gua oxigenada esta em excesso no meio reacional, e possui ion metéalico em

sua estrutura. Este Gltimo fato permite prever que a enzima pode absorver luz na faixa
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do ultravioleta, inclusive a 240nm, que € o comprimento de onda para leitura direta da
concentragdo de 4gua oxigenada.

Nas Figuras 21 e 23 sdo mostradas as curvas de absorcdo a 240nm da solucéo
tamponada (pH=4,5 e pH=7,0), contendo 10mg de catalase, enquanto que nas Figuras
22 e 24 sdo apresentadas as concentracOes de &gua oxigenada ap6s o desconto da
absor¢do devida a catalase.

Do exposto, nota-se claramente que o procedimento modificado — descrito em
3.3.7.2. — foi adequado para corrigir o efeito de absor¢do promovido pela catalase.
Diante disso, estabeleceu-se que para todo ensaio multienzimético, exceto no caso do
processo continuo, fosse feito um “branco” — s6 com catalase — para corrigir a

absorbéncia lida a 240nm referente & 4gua oxigenada.

0,45 -
0,4
0,35 -
0,3
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1
0,05 -
04 ‘ ‘ ‘ | ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30 35

Absorbéancia (240nm)

Tempo (min)

Figura 21. Absorcéo de luz em A=240nm pela catalase em func¢do do tempo, em pH 4,5
e 37°C.
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Figura 22. Degradacédo da H,O, (6,12g/L) com 10mg de catalase em func&o do tempo,

em pH 4,5 e 37°C. Adicédo de substrato e enzima a cada 5 minutos.
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Figura 23. Absorcéo de luz UV pela catalase em fungdo do tempo, em pH 7,0 e 37°C.
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Figura 24. Degradacédo da H,O, (6,12g/L) com 10mg de catalase em func&o do tempo,

em pH 7,0 e 37°C. Adicédo de substrato e enzima a cada 5 minutos.

4.4. Bioconversdo em reator descontinuo utilizando Glicose Oxidase e Catalase.

Neste estudo, procurou-se estabelecer e otimizar a oxidacdo da glicose (1g/L,

20/L, 4g/L, 8g/L e 16g/L) em 4&cido gliconico, usando a GOD e a catalase

simultaneamente. O procedimento esta descrito no item 3.4.

Na Tabela 15 sdo mostrados os teores de ART e de 4gua oxigenada nas amostras

retiradas de 20 em 20 minutos, até completar 120 minutos de reacéo total.

Tabela 15. Quantidade de ART (mg em 150mL) e de H,O, (mg/mL) presente

nas amostras da reacdo de oxidacdo da glicose em processo descontinuo.

Concentracdo da solucédo de sacarose

Tempo(min) 1g/L 2g/L 4g/L 8g/L 16g/L
0 154/0 12710 313/0 564/0 1,15 x10%/0
20 129/0,0254 56,5/9,0x10™° 215/0,0720 318/0,163 401,2/0,183
40 94,6/0,0400 30,1/5,0 x10®  84,3/0,0900 165/0,200 178/0,265
60 59,0/0,0452 19,8/1,0 x10° 8,5/0,0990 135/0,225 74,3/0,400
80 35,6/0,0424 0/0 0/0,100 98,6/0,253 54,0/0,451
100 28,0/0,0125 0/0 0/0,0800 61,0/0,265 43,0/0,456
120 5,0/0 0/0 0/0,0400 21,2/0,266 0/0,450

*O primeiro e o segundo nimeros correspondem aos teores de ART e H,0,,

respectivamente.

Os dados da Tabela 15 foram langados em gréficos, relacionando a concentracéo

da espécie (ART e H,0O,) com o tempo de reagdo, resultando as Figuras 25-28.
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Figura 25. Consumo de glicose (medido como ART residual) em funcéo do tempo,

usando GOD e catalase. Solucgéo de glicose: 1g/L (0), 2g/L (*) e 4g/L(e).
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Figura 26. Consumo de glicose (medido como ART residual) em funcdo do tempo,

usando GOD e catalase. Solucéo de glicose: 8g/L (4A) e 16g/L (o).
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Figura 27. Agua oxigenada residual resultante da acio da GOD e catalase sobre
solucdes de glicose: 1g/L (¢), 2g/L (m) e 4g/L (A).
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Figura 28. Agua oxigenada residual resultante da agio da GOD e catalase sobre
solucdes de glicose: 8g/L (¢) e 16g/L (O).

Frente aos resultados apresentados, observa-se que o sistema GOD/catalase foi
eficiente na oxidacdo da glicose, uma vez que a quantidade de ART residual apds 120
minutos ficou entre 0 e 3,5% da quantidade existente no comeco da reacdo. A
concentracdo de agua oxigenada residual apés 120 minutos de reacdo dependeu da
concentracao inicial da solucéo de glicose utilizada, ficando no intervalo de 0 a 13mM.

Considerando que o limite superior do intervalo citado é cerca de dez vezes
maior que a concentracdo inibitéria da agua oxigenada sobre a GOD - 1,22mM,
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segundo TOMOTANI et al. (2005) — dever-se-ia esperar um menor grau de oxidagéo da
glicose & medida que a concentracdo inicial de glicose aumentasse. Claramente, isto ndo
foi observado, uma vez que o consumo de ART foi total, quando se usou a solucéo de
glicose de concentracdo inicial igual a 16g/L, e a concentracdo de &gua oxigenada
residual foi de 0,45 mg/mL (13mM) (Figuras 26 e 28).

Observou-se, no decorrer deste estudo, que o emprego do processo descontinuo
para converter concentragdes iniciais de glicose superiores a 16g/L, usando o sistema
GOD/catalase, ndo era adequado. A razdo técnica mais notoria foi a de lidar com a
intensa espuma formada durante a reagdo. O sistema reacional, do modo como foi
concebido, propicia tal fendmeno, haja vista o teor de proteinas do meio ser alto — por
causa das enzimas GOD e catalase — e a aeracdo, agitacdo e geragdo de oxigénio
continuos. Espera-se contornar essa limitacdo através do emprego de processos
descontinuo-alimentado e continuo. O primeiro facilitaria o controle da formagéo de
espuma, pelo fato da solugéo de substrato ser adicionada paulatinamente, de acordo com
uma lei de adicdo pré-fixada. No caso continuo, além da adicdo paulatina, ha saida de
produto concomitante a reag&o.

4.5. Bioconversdo em reator descontinuo (adicdo sequencial de enzimas)
utilizando: Invertase, Glicose Oxidase e Catalase.

Através dos testes realizados para a conversdo total de sacarose em glicose e
frutose pela invertase e, para a conversdo de glicose em &cido gliconico pela GOD e
decomposicao da &gua oxigenada pela catalase, formulou-se um teste que, ao utilizar a
sacarose como substrato e adicionando sequencialmente as enzimas, houvesse a
formacdo dos produtos de interesse. Apds os 30 minutos do teste, toda a sacarose foi
convertida em ART (Figura 29).
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Figura 29. Formacéo de ART em fungéo do tempo devido a hidrolise da
sacarose (32g/L) pela invertase.

Assim que a agdo da invertase foi finalizada, parte do meio reacional foi
utilizado para dar continuidade & conversdo da glicose em é&cido glicénico. O meio
reacional foi entdo utilizado conforme o item descrito em 3.4., com a diferenga que,
neste caso, este meio reacional j& representava a solugdo-tampdo e o substrato
dissolvido. Conforme apresentado na Figura 30, toda a glicose presente no meio
reacional foi convertida em éacido gliconico proximo dos 80 minutos de reacdo com
GOD e catalase. A concentragdo final em ART, da ordem de 50%, foi devida a presenca
da frutose na solucdo apds concluida a reacdo de oxidagao.

Considerando a relagdo: Y= 100 — (X - 50), onde Y é a conversdo percentual da
glicose em &cido gliconico e X é o ART devido a somatoria das quantidades de glicose
residual e frutose, pode-se avaliar a conversdo glicose/4cido gliconico, que neste caso

foi 100%, uma vez que X= 50%.
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Figura 30. Variacdo do percentual de ART, em funcdo do tempo, presente no meio de
reacdo, devido a acdo da glicose oxidase sobre a glicose. A glicose resultou da hidrolise
da sacarose pela invertase.

A concentragdo de agua oxigenada residual ficou dentro do limite ndo inibitério

(1,22mM ou 0,042mg/mL) durante todo o periodo de reacao (Figura 31).
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Figura 31. Concentragdo de agua oxigenada residual acumulada no meio durante a
reacao.
4.6. Bioconversdo em reator descontinuo (adicdo simultdnea de enzimas)
utilizando: Invertase, Glicose Oxidase e Catalase.
Os resultados deste estudo — conduzido conforme descrito no item 3.6. —

mostraram que o rendimento da oxidacéo da glicose foi da ordem de 85% (Figura 32),
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ao passo que a agua oxigenada residual, presente no meio reacional, foi mantida,

aproximadamente, dentro do limite ndo inibitério sobre a GOD (Figura 33).
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Figura 32. Variacéo da concentracdo dos agUcares redutores totais em funcéo do tempo
para a conversao sacarose/(frutose + &cido glicdnico) com o uso simultaneo das enzimas
(invertase, glicose oxidase e catalase).

Observa-se da Figura 32 que a quantidade de ART se acumula no meio reacional
até completados 20 minutos de reacéo, diminuindo a seguir. Este fato demonstra que a
hidrélise da sacarose ndo é etapa limitante do processo. E provavel que, o ajuste das
atividades (glicose oxidase + catalase) constitua o pardmetro de processo a ser
otimizado.

Comparando os protocolos de adi¢cdo simultdnea e sequencial das enzimas,
conclui-se que o modo sequencial foi o mais efetivo do que o simultaneo na converséo
direta da sacarose em frutose e &cido glicdnico. Quando as trés enzimas atuam ao
mesmo tempo, h4 a necessidade de se ajustar as quantidades de cada enzima, de modo
que a hidrdlise da sacarose, a oxidacdo da glicose e a decomposi¢do da dgua oxigenada
ocorram em velocidades compativeis. Como se pretende converter solugdes de sacarose
com concentragdes acima de 32g/L, decidiu-se deixar o ajuste fino das atividades de
cada enzima para 0s processos descontinuo-alimentado e continuo, uma vez que ha um

limite operacional para o processo descontinuo multienzimatico, como ja salientado.
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Figura 33. Concentracdo de 4gua oxigenada residual em funcéo do tempo de reagéo
decorrente da conversdo multienzimatica da sacarose em frutose e acido gliconico.
4.7. Bioconversdo da sacarose em frutose e acido glicbnico em reator continuo com

membrana.

Os testes foram realizados conforme descritos no item 3.7. A quantidade de
invertase foi variada, bem como a temperatura (30°C, 37°C, 40°C e 45°C). Foram
realizados ao todo oito testes, 0s quais seréo apresentados a seguir.

4.7.1. Teste 1

O teste inicial foi realizado com atividade especifica da invertase de acordo
com os valores utilizados nas bioconversbes descontinuas (seqliencial e simultanea), ou
seja, 45,2U/mg de proteina. Entretanto, houve baixa conversdo da glicose em &cido
gliconico (Figura 34). A média da porcentagem de ART (tempo de 2 horas a 15 horas)
foi de 76,7% de ART (50% frutose + 26,7% de glicose, sendo 23,4% de acido
gliconico), ou seja, um rendimento de apenas 46,7%. A vazdo média de saida foi de
216mL/h e a taxa de alimentacéo (D) foi de 0,72 h™. Em funcéo do baixo rendimento de
acido gliconico, realizou-se o Teste 2 onde o tempo de residéncia foi aumentado para
que o substrato pudesse ficar mais tempo em contato com as enzimas e, assim, lograr

uma conversao maior.
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Figura 34. Percentual de ART na solucdo de saida do reator com membrana (teste 1).

4.7.2. Teste 2 (Aumento do tempo de residéncia)

O segundo teste foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica
de invertase utilizada foi de 45,2 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 37°C. A
vazdo de alimentacdo e de saida foram reduzidas para promover o aumento do tempo de
residéncia. A media da porcentagem de ART (tempo de 1 hora a 15 horas) foi de 83,7%
de ART (50% frutose + 33,7% de glicose, sendo 16,3% de acido glicbnico), ou seja, um
rendimento de apenas 32,6% (Figura 35). A vazdo média de saida foi de 96mL/h e 0 D=
0,32 h™. Mesmo com um tempo de residéncia aumentado, o rendimento foi inferior ao
encontrado no Teste 1. Portanto, ficou evidente que o pardmetro a ser modificado ndo

era o tempo de residéncia, mas a quantidade de enzimas.
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Figura 35. Percentual de ART na solucdo de saida do reator com membrana (teste 2).

4.7.3. Teste 3 (Redugéo da concentracdo de invertase)

O terceiro teste foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica
de invertase utilizada foi de 22,6 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 37°C. A
média da porcentagem de ART (tempo de 2 horas a 15 horas) foi de 63,6% de ART
(50% frutose + 13,6% de glicose, sendo 36,45% de &cido glicdnico), ou seja, um
rendimento de 72,9% (Figura 36). A vazdo média de saida foi de 160mL/h e 0 D=
0,53h™*. Comparado ao teste 2, o teste 3 apresentou rendimento superior.
Provavelmente, a conversdo executada com maior atividade invertasica, faria com que a
sacarose, ao ser hidrolisada com maior velocidade, gerasse uma quantidade de glicose
muito elevada, frente a qual a atividade da GOD presente era insuficiente para executar

a reacdo de oxidagdo com eficiéncia.
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Figura 36. Percentual de ART na solucdo de saida do reator com membrana (teste 3).
4.7.4. Teste 4 (Reducéo da concentracdo de invertase)

O quarto teste foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica de
invertase utilizada foi de 11,3 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 37°C. A
média da porcentagem de ART (tempo de 2 horas a 15 horas) foi de 60,7% de ART
(50% frutose + 10,7% de glicose, sendo 39,3% de acido gliconico), ou seja, um
rendimento de 78,6% (Figura 37). A vazdo média de saida foi de 134mL/h e 0 D= 0,44
h't. A converséo de glicose em é&cido gliconico aumentou, em relacéo ao teste anterior,
demonstrando que a reducdo na concentracdo de invertase favoreceu 0 processo.

Portanto, no Teste 5, a concentracdo desta enzima foi reduzida a metade novamente.
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Figura 37. Percentual de ART na solucdo de saida do reator com membrana (teste 4).
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4.7.5. Teste 5 (Reducéo da concentragdo de invertase)

O quinto teste foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica de
invertase utilizada foi de 5,65 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 37°C. A
media da porcentagem de ART (tempo de 2 horas a 15 horas) foi de 58,3% de ART
(50% frutose + 8,3% de glicose, sendo 41,7% de &cido glicbnico), ou seja, um
rendimento de 83,4% (Figura 38). A vazdo média de saida foi de 107mL/h e 0 D=0,36
h'. A converséo de glicose em acido gliconico aumentou consideravelmente neste teste,
pois passou dos 80% de rendimento. Por ser considerada uma alta taxa de converséo, a
atividade de 5,65U/mg de proteina foi mantida nos testes seguintes, realizados a 30°C
(teste 6), 40°C (teste 7) e 45°C (teste8).
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Figura 38. Percentual de ART na solucdo de saida do reator com membrana (teste 5).
4.7.6. Teste 6 (30°C)

O sexto teste foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica de
invertase utilizada foi de 5,65 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 30°C. A
media da porcentagem de ART (tempo de 2 horas a 15 horas) foi de 66% de ART (50%
frutose + 16,0% de glicose, sendo 34,0% de &cido glicdnico), ou seja, um rendimento de
68,1% (Figura 39). A vazdo média de saida foi de 120mL/h e 0 D= 0,4 h™. Neste caso,
como a temperatura foi reduzida, houve uma queda do rendimento, pois as temperaturas

6timas das enzimas em questdo sdo maiores que 30 °C.
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Figura 39. Percentual de ART na solucdo de saida do reator com membrana (teste 6).

4.7.7. Teste 7 (40°C)

O sétimo teste foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica
de invertase utilizada foi de 5,65 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 40°C. A
media da porcentagem de ART (tempo de 2 horas a 15 horas) foi de 63,5% de ART
(50% frutose + 13,5% de glicose, sendo 36,5% de &cido glicdnico), ou seja, um
rendimento de 73,0% (Figura 40). A vazdo média de saida foi de 126mL/h e o D= 0,42
h''. Apesar do teste ter sido realizado com temperatura superior, e nos testes
preliminares 0 aumento de temperatura aumentava a catalise dos substratos, no caso do
reator continuo, a conversdo muito rapida dos reagentes pode levar a uma saturacéo de
substratos para as enzimas seguintes. Uma elevada concentragcdo de glicose, para a
quantidade de GOD utilizada, pode saturar a enzima e com isso, ocorre perda de glicose
que passa pela membrana, junto com os outros produtos, e ndo é convertida em &cido
gliconico, reduzindo o rendimento do processo. O ndo estabelecimento do regime

estacionario seria consequéncia do aspecto ressaltado.
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Figura 40. Percentual de ART na solucdo de saida do reator com membrana (teste 7).

4.7.8. Teste 8 (45°C)

O oitavo teste foi realizado de acordo com o item 3.7. A atividade especifica de
invertase utilizada foi de 5,65 U/mg de proteina e a temperatura fixada em 45°C. A
media da porcentagem de ART (tempo de 2 horas a 15 horas) foi de 72% de ART (50%
frutose + 22% de glicose, sendo 28% de &cido glicdnico), ou seja, um rendimento de
56% (Figura 41). A vazdo média de saida foi de 122mL/h e 0 D= 0,41 h™. Este teste
teve resultado similar ao anterior, pois 0 aumento de temperatura deve ter acelerado a
conversdo da sacarose em acucar invertido, deixando o meio reacional saturado de

glicose, acima da capacidade de conversdo da GOD. Observa-se 0 ndo estabelecimento

do estado estacionario (Figura 41).
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Figura 41. Percentual de ART na solucdo de saida do reator com membrana (teste 8).
5. CONCLUSOES

A invertase e a glicose oxidase apresentaram como pH 6timos 4,6 e 4,5,
respectivamente, de forma que pelos valores serem préximos, o pH 4,5 foi adotado para
a bioconversdo multienzimatica, ja que a invertase possui uma faixa maior de pH a ser
utilizado proporcionando uma boa atividade enzimética.

A temperatura padrdo foi mantida em 37°C. Apesar de temperaturas superiores
terem sido utilizadas, ja que aumentavam as atividades enziméticas da invertase e da
GOD, constatou-se que, no reator continuo com membrana, temperaturas mais elevadas
ndo foram as que proporcionaram uma maior taxa de rendimento nos produtos de
interesse.

Conforme observado nos testes de estabilidade, as rea¢cdes podem durar até 10
horas sem perda da atividade de ambas as enzimas principais (invertase e GOD).

Apesar de o pH 7,0 proporcionar uma melhor acdo catalitica da catalase, por ser
seu pH atimo, esta enzima foi apenas auxiliar, evitando que a GOD fosse inibida pela
presenca de &gua oxigenada. Portanto, o pH utilizado respeitou a melhor converséo por
parte da invertase e da glicose oxidase.

A catalase e a GOD, como demonstrado, absorvem luz UV em comprimento de
onda de 240nm. Portanto, quando foi realizada a medi¢do de H,O, neste mesmo
comprimento de onda, subtraiu-se a absorbancia correspondente ao que a enzima

absorveu, para ndo houvesse um falso positivo de presenca de dgua oxigenada.
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A bioconversdo descontinua com adicdo seqliencial de enzimas mostrou-se
capaz de converter 32g/L de sacarose em 16g/L de glicose e, todo este agicar em acido
gliconico de forma eficiente. A bioconversdo descontinua com adigdo simultanea de
enzimas néo teve 100% de rendimento.

A bioconversdo continua em reator com membrana (teste 5) apresentou
rendimentos superiores a 80%, mostrando-se eficiente na obtengdo dos produtos de

interesse.
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7. ANEXO | — Métodos
7.1. Padronizagéo dos reagentes de Somogyi-Nelson
A padronizacdo do método foi feita utilizando-se o0 método de Somogyi-Nelson,
segundo adaptacéo feita por TOMOTANI (2002).
7.1.1. Preparacéo dos reagentes de Somogyi
- Solucéo Alcalina (Somogyi I)

Dissolveram-se 0s seguintes sais em 1000 mL de &gua destilada:

NAHCO ;3. ..o, 20,09
NaKCoH4O06.......covveiieriee e, 15,09
NAICO3. ittt 30,09
N1 @ VT 180,0g

- Solugéo alcalino-cuprica (Somogyi 1)

Dissolveu-se 46,0g de Na2SO4 em 100mL de uma solugéo de CuSO4.5H20 de
40g/L e completou-se o volume da dissolu¢éo a 200mL.
- Solucéo arseno-molibdica (Somogyi Il1)

Dissolveu-se 25g de molibdato de aménio em 400mL de &gua destilada e 3g de
arseniato de s6dio em 25mL de &gua destilada. Adicionou-se, a seguir, o &cido sulfurico
a solucdo de molibdato de aménio e, a seguir, juntou-se a solucdo de arseniato.
Completou-se o voluma da solucéo final & 475mL.

7.1.2. Preparacao das solucdes de glicose

Dissolveu-se 0,1g de glicose P.A. em 100mL de &gua destilada. Tomou-se 20
mL da solucéo e completou-se essa aliquota com 100mL de &gua destilada, obtendo-se
uma solug&o final com concentragéo de 0,2mg/mL.

7.1.3 Estabelecimento da curva-padréao

Em tubos de folin-wu colocou-se os volumes indicados na Tabela A, sendo a
mistura reativa constituida de 4 partes de Somogyi | e 1 parte de Somogyi Il. A seguir,
colocou-se os tubos em banho fervente por 10 min, retirando-os em seguida e 0s
alocando em banho de gelo. Apés o resfriamento, adicionou-se 2,0 mL de Somogyi 111
em cada tubo, agitando-os para remover o0s gases formados pela reagdo.
Homogeneizaram-se os tubos e a cor desenvolvida foi lida em espectrofotdmetro a

540nm, apds repouso de 20 min. O procedimento foi repetido mais quatro vezes.
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Tabela A. Volumes indicados para 0 método de Somogyi-Nelson.

Tubo (n°)  Solucédo de glicose (mL) H,O (mL) Mistura Reativa (mL)  Somogyi Ill (mL)

Branco - 1,0 1,0 2,0
1 0,2 0,8 1,0 2,0
2 0,4 0,6 1,0 2,0
3 0,6 0,4 1,0 2,0
4 0,8 0,2 1,0 2,0
5 1,0 - 1,0 2,0

7.1.4. Determinagéo do erro experimental.
O teste de Somogyi-Nelson foi realizado em quintuplicata a fim de se determinar

0 erro experimental do método.

0.6

5 q s i

0.2 n

Absorbancia (540 nm)

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Concentragao de glicose (mg)

Figura A. Curva-padréo média para padronizagdo da dosagem de ART, cujo teor é
expresso em mg de glicose. A equagdo de regresséo linear da reta apresentada, onde ‘y’
e ‘X’ correspondem, respectivamente, as absorbancias e ao teor de glicose (mg), é a
seguinte: y = 2,46x - 0,011 (r= 0,9996).

Para esta determinagdo o desvio-padréo e o coeficiente de variagdo foram iguais
a: 0,0022 mg de glicose e 1,75%, respectivamente.

Quando algum dos reagentes de Somogyi-Nelson chega ao fim, confecciona-se
0 novo reagente e novamente deve-se fazer uma curva para determinar a nova equagéo a
ser usada. Para tanto, nos testes realizados a partir do item 4.1.3. utilizou-se a equacéo

de regresséo linear da reta mostrada na figura B.
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Figura B. Curva-padréo para a dosagem de glicose, segundo o método de Somogyi-
Nelson. A equacéo de regressdo linear é:y = 2,23x — 0,0081 (r=0,9998).
7.2. Determinacdo da dosagem de agua oxigenada (H,O,).
7.2.1. Determinagéo da curva-padrao.
Diluiu-se uma solucdo de 4gua oxigenada 10V 50 vezes (misturou-se 1mL de
H,O, de 10V em 49mL de agua destilada). Solucéo diluida com 0,608mg/ml de H,O..

Tabela B. Volumes indicados para a determinagéo da H.O,.

Tubos H,O0, (mL) H,O (mL) H,0,(mg)

B - 1 0

1 0,1 0,9 0,0608
2 0,2 0,8 0,122
3 0,3 0,7 0,182
4 0,4 0,6 0,243
5 0,5 0,5 0,304
6 0,6 0,4 0,365
7 0,7 0,3 0,426
8 0,8 0,2 0.486
9 0,9 0,1 0,547
10 1 - 0,608

Mediu-se cada dilui¢cdo a 240 nm em um espectrofotdmetro.
7.2.2. Determinagéo do erro experimental.
O teste foi realizado em quintuplicata a fim de se determinar o erro experimental

do procedimento.
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Figura C. Curva-padrdo média para a padronizacéo da dosagem de 4gua oxigenada,

cuja quantidade é expressa em mg de H,O,. A equacéo de regressdo linear da reta
apresentada, onde ‘y’ e ‘X’ correspondem, respectivamente, as absorbéancias e a
quantidade de H,O, (mg), é a seguinte: : y = 1,655x + 0,00424 (r= 0,99998).

Para esta determinacéo o desvio-padrdo e o coeficiente de variagdo foram iguais

a: 0,01365 mg de H.O; e 4,7%, respectivamente.

7.3. Determinacéo da proteina soluvel

7.3.1. Determinagédo da curva-padréo

Preparou-se 5 solucdes de albumina (0,1 mg/mL), pesando-se 0,01g da proteina

e acrescentando-se 5mL de solugdo de NaOH 5mM. Completou-se o volume com

100mL de 4gua destilada. Na Tabela C, sdo indicadas as dilui¢des que foram realizadas

na propria cubeta do espectrofotdmetro:

Tabela C. Volumes indicados para a determinagdo da quantidade de proteina soltvel.

Tubo (n°) Solucgéo de H,O (mL) Massa de
albumina (mL) albumina

(H9)

Branco - 1,0 -

1 0,1 0,9 10

2 0,2 0,8 20

3 0,3 0,7 30

4 0,4 0,6 40

5 0,5 0,5 50

6 0,6 0,4 60

7 0,7 0,3 70

8 0,8 0,2 80

9 0,9 0,1 90

10 1,0 - 100
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Mediu-se as absorbéncias de cada diluicdo a 215nm e 225nm em
espectrofotdmetro. Para efeito de determinacdo da concentracdo de proteina, utilizou-se
a diferenca entre as absorbancias medidas.

7.3.2. Determinagéo do erro experimental.
O teste foi realizado em quintuplicata a fim de se determinar o erro experimental

do procedimento.
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Figura D. Curva-padrdo média para a padronizagéo da dosagem de proteina, cujo teor é
expresso em pg de albumina. A equagdo de regresséo linear da reta apresentada, onde
‘y’ e ‘X’ correspondem, respectivamente, as absorbancias e ao teor de proteina (ug), é a
seguinte: y = 0,0061x + 0,0072 (r= 0,99998).

Para esta determinacdo o desvio-padrédo e o coeficiente de variagdo foram iguais
a: 0,00426 pg de proteina e 6,60%, respectivamente.

7.4. Quantificacdo de proteina na solugéo original de invertase.

Diluiu-se 1mL de invertase em 49mL de &gua destilada (diluicdo 1:50) em um
baldo volumétrico de 50 mL. Mediu-se a absorbancia da amostra nos comprimentos de
onda 215nm e 225nm, conforme descrito no item 7.3.1. A concentragdo de proteina na
amostra original de invertase era 3,10 mg/mL, sendo que cada mL de invertase continha
uma atividade especifica de 924,2 U/mg de proteina (ou mgART/min.mLmeio.mg de
proteina).

7.5. Quantificacéo de proteina na GOD.

Diluiu-se 180U (0,0306g) de glicose oxidase em 25mL de &gua destilada

(diluicéo 1:25) em um baldo volumétrico de 25 mL. Mediu-se a absorbancia da amostra

nos comprimentos de onda 215nm e 225nm, conforme descrito no item 7.3.1. A
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concentracdo de proteina na amostra original de GOD era 0,0248 mg de proteina/mg de
so6lido, sendo que cada grama de GOD continha uma atividade especifica de 3530 U/mg
de sélido ou 1,4x10® U/mg de proteina (ou mgH,O, formados/min.mLmeio.mg de
proteina).
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8. ANEXO Il — Resumos submetidos a eventos

X111l Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia da FCF/USP, S&o Paulo-SP,
2008

CARACTERIZAGAO CINETICA DA INVERTASE (EC.3.2.1.26)

ALINE RAMOS DA SILVA (PG), ESTER JUNKO TOMOTAN!I (PD), MICHELE VITOLO.
Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica, FCF/USP.

Introducdo e Objetivo: A invertase (EC.3.2.1.26) é uma enzima usada na hidrélise da sacarose
(producéo do agucar invertido), em confeitaria (confecgdo de bombons licorosos), na preparagio do
"High Test Molasses" (melaco parcialmente hidrolisado), em biossensores e como enzima-modelo
em métodos de imobilizacdo e em testes de liofilizacdo e congelamento/descongelamento. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar a cinética da invertase para posterior uso em biorreatores.
Material e Métodos: Em um béquer de 250mL, contendo 108 mL de tampéo acetato 0,01 M (pH
4,6) mantido a 37°C, dissolveram-se 12g de sacarose sob agitacdo (100 rpm). Ap6s 5 minutos,
adicionaram-se 12 mL de solucdo aquosa de invertase (Quest-International®). Retiraram-se
aliquotas de 0,5 mL a intervalos de 1 minuto até completar 6 min de reacdo. Os aglcares redutores
totais (ART) foram determinados pelo método de Somogyi-Nelson (A= 540nm). A inclinagdo do
trecho linear do gréafico ART = f(t) correspondeu a atividade invertasica (v), cuja unidade (U) foi
definida como sendo a quantidade de ART (mg) formado por minuto por mL do meio reacional.
Resultados e Conclusao: A atividade da invertase medida através do ensaio-padrdo foi igual a
(0,0286 +/- 0,0023) mg ART/min.mL. Pela variacdo do pH (3,5-6,0), temperatura (30°C-45°C) e
concentracdo da sacarose (4,0-50mM) do ensaio-padréo determinaram-se o pHétimo = 4,6, T6tima =
45°C (v = 0,0384mg ART/min.mL) e as constantes cinéticas (Km=26,4mM e Vmax = 0,035 mg
ART/min.mL). As condi¢Oes reacionais brandas (pH 4,6 e 45°C) para a hidrolise enzimatica
contrastam com as da hidrdlise acida (pH 2,0 e 70-85°C), tornando a via enzimatica uma alternativa
mais econdmica em termos de gasto energético e de custo dos equipamentos (menor desgaste por
corrosdo).

Apoio financeiro / Bolsa:FAPESP.

Apresentacdo: Poster.
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CONVERSAO MULTIZENZIMATICA DA SACAROSE EM
FRUTOSE E ACIDO GLICONICO USANDO REATOR
DESCONTINUO.

Aline Ramos da Silva*, Ester Junko Tomotani e Michele Vitolo.
Universidade de Sao Paulo — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Depto. de Tecnologia Bioguimico-farmacéutica. Av Prof. Lineu Prestes, 580,
Bloco 16, 05508-900, Cidade Universitaria, Butanta - Sdo Paulo — SP.

Email: aliners@usp.br
RESUMO

A sacarose é produzida em grande quantidade no Brasil, sendo uma
commodity amplamente comercializada. Pode ser, todavia, convertida em
derivados de maior valor agregado, como frutose e acido glicbnico, ambos
usados nos setores quimico, farmacéutico e alimenticio. Estudou-se a
conversdo sacarose/(frutose/acido glicébnico) em reator descontinuo com a
adicdo simultdnea ou sequencial das enzimas invertase (137 U), glicose
oxidase (26 U) e catalase (786 U). A reacado foi efetuada sob agitacdo de
100rpm a 37°C e pH 4,6 por 30min ou 120min. A concentragdo inicial de
sacarose foi de 32g/L. No processo realizado com a adi¢cdo sequencial das
enzimas obteve-se converséo total da sacarose, enquanto que naquele com
adicao simultanea a converséo foi da ordem de 85%.

PALAVRAS-CHAVE: Invertase, glicose oxidase, catalase, agucar invertido,
acido glicénico, reator descontinuo.

ABSTRACT

Sucrose is produced in large scale in Brazil, it's a widely commercialized
commodity. However, it can be converted into products of higher added value,
such as fructose and gluconic acid, both used in the chemical, pharmaceutical
and food processing. This study looked for the conversion of sucrose (fructose
and gluconic acid) in batch reactor with the simultaneous or sequential addition
of invertase (137 U), glucose oxidase (26 U) and catalase (786 U). The reaction
was carried out under agitation of 100 rpm at 37 ° C and pH 4.6 for 30min or
120min. The initial concentration of sucrose was 32 g/L. In the process
performed with the sequential addition of enzymes was obtained complete
conversion of sucrose, while the conversion was about 85% at the simultaneous
addition.

KEY WORDS - Invertase, glucose oxidase, catalase, invert sugar, gluconic
acid, batch reactor.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar, com uma area
plantada de 7 milhdes de hectares e uma safra anual de cerca de 33 milhdes
de toneladas. Como consequiéncia, € o mais importante produtor mundial de
acucar e de alcool (MAPA, 2009).

Sucede que o mercado mundial de aglcar, embora muito grande, é
muito concorrido, estando sujeito a oscilagées imprevistas. No caso brasileiro,
0 acUcar pode ser desviado para a produgcdo do etanol, produto de grande
demanda mundial, sobretudo, como combustivel ou aditivo de combustiveis.
No entanto, esta mudanca de produgéo sé é economicamente viavel, quando a
cana, ainda, nao foi processada em acucar refinado. Porém, quando a crise do
mercado se instala, € muito comum o0s armazéns estarem abarrotados com
acucar, o qual, se ndo receber uma destinacdo apropriada, acaba se
deteriorando. Uma saida consiste em se destinar o excesso de aguUcar para a
producdo de etanol, caso a demanda por esta commodity ndo esteja, também,
desaquecida. Este procedimento, no entanto, leva ao prejuizo ja& que o valor
agregado do agucar é maior ou da mesma ordem do etanol. Por isso, o0 setor
sucroalcooleiro deveria dispor de processos alternativos para destinar o
excedente de agucar, visando evitar perdas financeiras ou auferir a lucros
extras com outros derivados.

Uma alternativa para obter derivados da sacarose com valor comercial,
seria converté-la, por exemplo, em frutose e acido glicénico, produtos de maior
valor agregado, muito usados nas inddstrias quimica, farmacéutica e
alimenticia e importados pelo Brasil em grande parte (NEVES, 2006). A referida
conversédo consiste em se hidrolisar a sacarose em frutose e glicose, seguida
da oxidacdo da glicose em acido glicbnico. O processo pode ser mono ou
bifasico. Neste ultimo, a hidrélise da sacarose pode ser feita com acido
cloridrico (pH 2,0 e 75-85°C) ou com invertase (EC.3.2.1.26) (pH 4,5-5,0, 35-
40°C) e a oxidagcdo da glicose com catalisadores quimicos (carvao ativo
enriquecido com bismuto, paléadio, platina ou ouro, em meio alcalino) ou com
glicose oxidase (EC.1.1.3.4) (VITOLO, 2004; BAO et al.,, 2001; TOMOTANI,
VITOLO, 2007). O processo bifasico, apesar de poder ser efetuado com
catalisadores quimicos, apresentard maior rendimento se feito com enzimas,
haja vista ndo ser necessério purificar o hidrolisado, a fim de remover derivados
aromaticos da glicose e frutose, e nem proceder a ajuste do pH. Por outro lado,
0 processo monofasico s6 € possivel empregando-se enzimas.

Neste trabalho, estudou-se a conversdo enzimatica da sacarose em
frutose e acido glicbnico por processo monofésico (adicdo simultanea da
invertase, glicose oxidase e catalase) e bifasico (hidrélise e oxidacdo feitas
separadamente, pela adicdo sucessiva da invertase e da mistura glicose
oxidase e catalase). A catalase é adicionada para decompor a agua oxigenada
resultante da oxidagéo da glicose, a qual em concentracdo acima de 1,22mM
inibe a agéo da glicose oxidase (TOMOTANI, et al., 2005). O objetivo do estudo
de ambos os processos foi o de possibilitar maior versatilidade em se obter
derivados comerciais da sacarose. O processo feito por etapas permitiria obter
0 acucar invertido, um produto comercial “per se” (usado como adocante em
formulagdes alimenticias e medicamentosas ou como fonte de carbono em
meios de cultura) ou servir de matéria-prima para obter glicose e frutose puras.
O monofasico permitiria obter diretamente a frutose e o acido gliconico
desprovidos de quaisquer contaminantes. Ressalta-se, que qualquer que seja o
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tipo de processo, formar-se-4 sempre a frutose, a qual € separada na forma de
xarope com alto indice de dulgor (teor em frutose acima de 95%), tornando-se
um produto competidor dos chamados HFCS (xaropes de frutose obtidos pela
isomerizagdo da glicose — proveniente da hidrolise do amido de milho - com a
glicose isomerase). Inclusive, dispor de uma via alternativa para obter o xarope
de frutose, podera se tornar importante para o mercado de adocantes, haja
vista a tendéncia atual de se desviar o amido do milho para a producdo de
etanol combustivel.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais

A invertase de Saccharomyces cerevisiae foi adquirida da Quest
International®. A glicose oxidase e a catalase foram adquiridas da SIGMA®. Os
demais reagentes empregados (grau PA) foram de marcas tradicionais.

2.2. Métodos
2.2.1. Bioconversdo em Reator Descontinuo
2.2.1.1. Adicéo sequencial de enzimas

Colocou-se em um béquer, com capacidade de 250 mL, 96mL de uma
solucéo-tampéo acetato 0,01M (pH 4,6), o qual foi deixado em banho-maria a
37°C por 5min. A seguir, dissolveu-se, sob agitagdo (100rpm), 3,84 g de
sacarose, perfazendo a concentragdo inicial de 32g/L. ApGs 5min exatos,
adicionaram-se 24 mL de solugdo aquosa de invertase (137 U). Um
cronémetro foi acionado e, a cada 10min, 1mL de meio foi retirado para fins
analiticos (dosagem dos acucares redutores totais formados). O tempo total de
reacdo foi de 30min, o suficiente para a hidrélise total da sacarose.
Imediatamente antes da adi¢cdo da enzima, no tempo zero da reagéo, tomou-se
uma aliquota de 1mL para verificar a quantidade inicial de agUcares redutores
totais (ART).

A seguir, tomaram-se 55mL do hidrolisado, que foram colocados em um
béquer de 250mL de capacidade. Adicionaram-se 20mL de uma solucdo
contendo glicose oxidase (266 U) e catalase (393 U). A cada 20min foram
retiradas aliquotas de 1mL para fins analiticos (dosagem de ART e de &gua
oxigenada). O tempo total de reacéo foi de 120min.

2.2.1.2. Adicéo simultanea de enzimas

Colocaram-se em um béquer, com capacidade de 250 mL, 61mL de uma
solugdo-tampéo 0,01M (pH 4,6) e deixou-se em banho-maria a 37°C. ApOs
5min, dissolveram-se, sob agitagdo (100rpm), 3,84g de sacarose , perfazendo
a concentragdo inicial de 32g/L. Ap6s 5min exatos, adicionaram-se 59mL de
solucéo tamponada das enzimas [invertase (137 U), glicose oxidase (26 U) e
catalase (786 U)] e acionou-se um crondmetro. A cada 20min foi tomada
aliquota de 1mL de meio, até completar o tempo total de reacdo de 120min,
para fins analiticos. No tempo zero da reacdo, uma aliquota de 1mL foi
recolhida, imediatamente antes da adi¢édo da solugéo contendo as enzimas.

2.2.2. Métodos Analiticos
2.2.2.1. Dosagem dos aguUcares redutores totais (ART)

A concentragdo de acUcares redutores foi determinada pelo método de
Somogyi-Nelson, adaptado por TOMOTANI (2002). A curva-padréo foi feita
usando solugdes de glicose PA (0,04; 0,08; 0,12; 0,16; 0,2 mg/mL).
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2.2.2.2. Dosagem da 4gua oxigenada

Em uma cubeta de espectrofotbmetro de 1mL de capacidade e 1cm de
caminho éptico colocou-se 1mL da amostra e procedeu-se a leitura a 240nm. A
curva-padrao foi feita usando solugéo de agua oxigenada (grau farmacéutico)
na concentragao de: 0,0608 a 0,608 mg/mL.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Bioconversdo em Reator Descontinuo
3.1.1. Adicao sequencial de enzimas
3.1.1.1. Enzima Inicial: Invertase

Da Figura 1, observa-se que apds 30min de reacdo toda a sacarose
inicial (32g/L) foi hidrolisada pela invertase.

120 4
100 +
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40 -

20 +

Concentracédo de ART (%)

0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (min)

Figura 1. Formacdo de acuUcares redutores totais (ART) em func¢do do
tempo através da acao da invertase sobre a sacarose (32g/L).

Um volume de 55mL de hidrolisado foi separado e colocado em outro
recipiente, no qual foram adicionadas a glicose oxidase e a catalase,
conduzindo-se a oxidagéo da glicose em &cido glicdnico, conforme descrito em
materiais e métodos. O consumo de glicose foi acompanhado por um tempo
total de 120min (Figura 2).

Conforme se depreende da Figura 2, toda a glicose foi oxidada apds
80min de reacédo, remanescendo no meio, apenas, a frutose, a qual responde
totalmente pelos 50% de ART, ainda, presentes. A separacao da frutose desse
meio nao foi realizada neste trabalho, mas pode ser obtida segundo trabalho
BAO et al, 2001, permitindo a obtengdo de um xarope com 100% de frutose,
produto altamente competitivo no mercado dos HFCS (“High Fructose Corn
Syrup”).
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Figura 2. Variagcdo da concentracdo dos agUcares redutores totais em
funcdo do tempo para a conversao da glicose, presente no hidrolisado da
sacarose (acuUcar invertido), em &cido glicénico, catalisada pela glicose
oxidase.
3.1.2. Adigao simultanea de enzimas

A Figura 3 mostra que, ap6s 120min de reacdo catalisada pelas trés
enzimas, ainda, restam no meio 65% de acgucares redutores, dos quais 50%
correspondem a frutose e 15% a glicose ndo oxidada. Por conseguinte, o
rendimento em é&cido glicbnico pode ser estimado como sendo da ordem de
70%. Apesar da conversdo sacarose/(frutose + acido gliconico) com o uso
simultaneo das enzimas, ainda, carecer de otimizagéo, a separagdo da mistura
resultante, permitiu obter um xarope com teor de frutose da ordem de 85%, o
qual constitui-se em produto com valor comercial no mercado de adogantes
(TOMOTANI & VITOLO, 2005). A solugdo aquosa, apés a separacdo das
hexoses, continha &acido glicobnico em quantidade suficiente para ser
comercializado, haja vista este reagente ser encontrado no mercado na forma
de solugéo aquosa a 50% (p/p) (TOMOTANI et al, 2005). Observa-se, ainda, da
Figura 3 que a quantidade de ART se acumula no meio reacional até
completados 20min de reacédo, diminuindo, a seguir. Este fato reflete que a
hidrélise da sacarose ndo € a etapa limitante do processo. Seguramente o
ajuste das atividades (glicose oxidase + catalase) constitui 0 parametro de
processo a ser otimizado.
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Figura 3. Variacdo da concentracdo dos acglUcares redutores totais em
funcdo do tempo para a conversdo sacarose/(frutose + acido glicdnico)
com o uso simultaneo das enzimas (invertase, glicose oxidase e
catalase).
4. CONCLUSOES

A bioconversdo descontinua com adicdo sequencial de enzimas
mostrou-se capaz de converter a solugdo de sacarose (32g/L) em frutose e
acido gliconico com 100% de rendimento. No caso do processo descontinuo
com adicdo simultanea de enzimas foram obtidos rendimentos da ordem de
85% e 70% em frutose e acido gliconico, respectivamente.
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