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ALIMENTADO CONTINUAMENTE
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Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos da Escola de Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro como parte dos requisitos necessarios para a obtenc¢do do grau de
mestre em ciéncias (MSc).

Mariana de Oliveira Faber

Orientador: Nei Pereira Jr., PhD

A frutose é um agucar vastamente utilizado na industria de alimentos. Atualmente, suas
principais aplicagbes fora do contexto alimentar correspondem a produgao de 5-
hidroximetilfurfural (HMF) e acido levulinico. Os derivados do HMF sdo intermediarios de
elevado potencial, os quais possuem sintese adaptavel para larga escala. O HMF também
possui grande potencial como intermediario a um mondémero para polimero verde, o acido
2,5-furanodicarboxilico (FDCA). A producdo de FDCA a partir da frutose é uma alternativa
interessante, pois este acido representa um potencial substituto do acido tereftalico, obtido
por processo petroquimico, na sintese do polietileno tereftalato (PET). Existem diversas
formas de se obter frutose, neste trabalho optou-se por produzir este aclcar através da
isomerizacdo enzimatica da glicose, em biorreator de leito fixo, alimentado continuamente e
recheado com glicose isomerase imobilizada comercial, produzida por Streptomyces
murinus. Sao muitos os fatores que influenciam a reacdao de isomerizagdo enzimatica, o
pardmetro mais importante foi a temperatura e embora a literatura aponte os ions Mg**,
Co®" e Mn?* como ativadores da enzima glicose isomerase, neste trabalho a presenca destes
fons ndo foi tdo relevante para a obtencdo de conversdes acima de 50%. Nos experimentos
realizados em biorreator de leito fixo alimentado continuamente, foi possivel conduzir a
reacao enzimatica por 21 dias, com a estabilidade do leito mantida. Obteve-se, ainda, 315
g.I" de frutose a partir de 600g.I"! de glicose, ou seja, uma convers3o de 52,6%. Fato este
que representa a grande contribuicdo deste trabalho na busca pela obtengdo de um

polimero de fonte renovavel (plastico verde), substituto ao polietileno tereftalato (PET).
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Glucose to fructose enzymatic isomerization in continuously fed fixed bed bioreactor

Abstract of the dissertation submitted to TPQB/EQ/UFRJ as a requisite for obtaining the
degree of Master of Science (M.Sc)

Mariana de Oliveira Faber

Supervisor: Nei Pereira Jr., Ph.D.

Fructose is a largely used sugar in food industry. Recently, its main applications outside
this scope are the productions of 5-hydroximethilfurfural (HMF) and levulinic acid. HMF
derivatives are intermediates with high potential, which have large scale adaptable
synthesis. HMF also has great potential as a monomer intermediate for the production of
green polymer from the monomeric unit 2,5-Furandicarboxylic acid (FDCA). The FDCA
production using fructose is an interesting alternative, since this organic acid shows high
potential to substitute the terephtalic acid, obtained in petrochemical processes, in the
polyethilene terephtalate (PET). There are many ways to obtain fructose and in this work the
glucose enzymatic isomerization in continuously fed fixed bed bioreactor was persued, filled
with commercial immobilized glucose isomerase produced by Streptomyces murinus. Many
factors influence the enzymatic isomerization reaction and the most important parameter
was temperature. Although literature points the ions Mg?*, Co®* and Mn?*' as glucose
isomerase activators, in this work they were not relevant for achieving conversions above
50%. In the experiments carried out in continuously fed fixed bed bioreactor, it was possible
reaching fructose concentrations of 315g.L'1 from glucose concentrations of 600g.L'1,
resulting in a conversion of 52.6%. This work incorporates a great contribution in the search
for a renewable source polymer (green plastic), which may substitute polyethilene

terephtalate (PET), having as building block the furanosic sugar fructose.
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I.Apresentacao do tema

| Apresentacao
do Tema

Neste capitulo sera contextualizado brevemente o
tema da presente dissertagdo, bem como as
justificativas para estuda-lo.



I.Apresentacao do tema

E crescente a busca por materiais “verdes”, matérias-primas renovaveis e produtos
biodegraddveis, seja devido a escassez das fontes nao renovaveis ou devido a preocupagdo
com o meio ambiente. Tanto os produtores quanto os consumidores tém se preocupado
cada vez mais com as questdes ambientais e, como consequéncia, observa-se o aumento da

producdo e do consumo de produtos ambientalmente amigdveis.

Neste cendrio, o primeiro polietileno verde certificado no mundo foi produzido no
Brasil, pela Braskem, em sua unidade industrial de Triunfo/RS. Diversas empresas se
interessaram e aplicaram este pldstico em embalagens, produtos e sacolas, como a Natura, a

Estrela® e a Shiseido, entre outras (Braskem, 2011).

O polietileno verde produzido pela Braskem ndo é biodegradavel, contudo possui
caracteristicas de processo desejdveis, como utilizacdo de matéria-prima renovavel (cana-
de-agucar) e captagdao de CO, com consequente diminuicdo dos gases do efeito estufa, além

de ser 100% reciclavel.

Ainda no universo dos polimeros verdes, o polipropileno ja é produzido em escala
laboratorial e o polietileno tereftalato (PET), produzido atualmente por matéria-prima

petroquimica, pode ser produzido a partir de frutose.

A frutose é um acglcar de grande interesse industrial, suas aplicacdes se estendem
desde a industria de xarope de glicose (para producdo de produtos dietéticos) até producao
de energia elétrica (célula combustivel), passando pela producdo de 5-hidroximetilfurfural

(HMF).

O HMF possui grande potencial como intermedidrio para diversos produtos
guimicos, inclusive o acido 2,5-furanodicarboxilico (FDCA), possivel substituto “verde” para o

acido tereftalico (unidade monomérica do PET).

O Brasil ainda ndo estd entre os grandes produtores de frutose. Segundo o Radar
Comercial (site de anadlises de mercados e produtos, do governo brasileiro), em 2010, o Brasil
exportou cerca de 20 toneladas referentes a Frutose, no estado sélido, e xarope de frutose
contendo, em peso, no estado seco, mais de 50% de frutose; e cerca de 70 toneladas

referentes a Frutose quimicamente pura, no estado sdélido.



I.Apresentacao do tema

A Frutose é considerada um agucar de elevado custo e diversas formas de producdo
tém sido estudadas com a finalidade de viabilizar seu emprego como matéria-prima para

outros produtos quimicos.

A producdo de frutose a partir da isomerizacdo enzimatica de glicose é interessante
do ponto de vista ambiental, visto que consiste em uma reacdo bem especifica que gera
pouco ou nenhum residuo, porém sua viabilizacdo depende da produc¢do de frutose para
cada unidade de massa de enzima aplicada ao processo. O grande entrave da isomerizacdo
enzimatica esta no carater reversivel da reacao de isomerizagdo de glicose a frutose, a qual

é limitada pelo equilibrio quimico, ndo permitindo conversdes maiores que 55%.

Neste sentido a presente dissertacdo buscou alcancar maiores valores de producao
de frutose através da aplicacdo da enzima glicose isomerase imobilizada em um biorreator
de leito fixo, alimentado continuamente. O trabalho encontra-se estruturado da seguinte
forma: inicia-se com uma breve apresentacdo sobre os principios da Quimica Verde e sobre
enzimas, com foco em enzimas imobilizadas e reatores enzimaticos; também estdo
apresentadas caracteristicas relevantes do substrato e do produto envolvidos na
isomerizacdo enzimatica. Em seguida, estdo apresentados os objetivos geral e especificos.
Na secdo intitulada Materiais & Métodos estdo descritas as metodologias experimentais e
analiticas utilizadas para a realizacao desta pesquisa. Na sequencia, estdao apresentados os
resultados obtidos experimentalmente e as discussdes relevantes referentes aos mesmos.
Finalmente, chega-se as conclusdes, onde é destacada a contribuicdao da autora a pesquisa.
Também neste capitulo sdo apresentadas sugestdes para o prosseguimento desta pesquisa e

o desenvolvimento de trabalhos futuros.

O desenvolvimento desta dissertacdo de mestrado possibilitou ao grupo LADEBIO

EQ/UFRJ a seguinte producdo bibliografica:



I.Apresentacao do tema

Resumo internacional

LEMOQOS, J. L. S.; FABER, M. O.; WASHINGTON, M. P. L.; SANTOS, T. E.; PEREIRA JR., N.
Enzymatic isomerization of glucose to fructose for production of 5-hydroxymethylfurfural.
In: 33rd Symposium on Biotechnology for Fuels and Chemicals, 2011, Seattle, WA.

Trabalhos Completos Nacionais

FABER, M. O.; LEMOS, J. L. S.; COIMBRA, R.; PEREIRA JR., N. Isomeriza¢cdo Enzimatica de
Glicose a Frutose em Biorreator de Bancada Alimentado Continuamente. In: XVIII Simpdsio
Nacional de Bioprocessos, 2011, Caxias do Sul, RS. Anais do XVIII Simpdsio Nacional de
Bioprocessos, 2011.

WASHINGTON, M. P. L.; SANTOS, T. E.; FABER, M. O.; LEMOS, J. L. S.; COIMBRA, R.;
PEREIRA JR., N. Isomerizacdo de Glicose a Frutose Empregando Glicose Isomerase de
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Anais do XVIII Simpdsio Nacional de Bioprocessos, 2011.
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II. Justificativa & Objetivos

Il Justificativa
& Objetivos

Este capitulo apresenta os objetivos especificos que
foram cumpridos para que se alcancasse o objetivo
geral, que consiste em isomerizar enzimaticamente
glicose a frutose.



II. Justificativa & Objetivos

1.1 Justificativa

A crescente demanda pela substituicdo de polimeros de origem petroquimica por
polimeros “verdes”, leva a busca por novas matérias-primas, renovaveis, para produzi-los.
Neste cenario, tem-se como exemplo, o emprego de frutose como matéria-prima na
producdo de acido 2-5, furanodicarboxilico (FDCA), monGmero para a producdo de um

plastico verde substituto ao polietileno tereftalato (PET).

A frutose, acucar presente em frutas, cereais, vegetais e mel, é obtida,
principalmente, pela isomeriza¢do de glicose; seja esta isomeriza¢do através de uma reacao
enzimatica catalisada pela enzima glicose isomerase, seja através de isomerizacdo quimica

catalisada por resinas, zedlitas ou hidrocalcitas.

Na isomerizagdo quimica, a conversdo é geralmente menor que 40%. Esta reagdo
ocorre sob alta temperatura e possui especificidade reduzida, visto que outros acucares sdo
produzidos (manose, por exemplo). Além disso, problemas ambientais e de seguranca
podem ocorrer devido as caracteristicas quimicas e as severas condi¢cdes impostas para a

realizacdo do processo.

Desta forma, a isomerizacdo enzimatica possui vantagens frente a isomerizacao
quimica, tais como: condicdes de operagdo mais brandas, maior conversao de glicose a
frutose e especificidade da reacdo. A enzima glicose isomerase, catalisador da reacdo de
isomerizacdo enzimatica, pode ser encontrada tanto na forma livre quanto na forma
imobilizada, de modo que as vantagens de se utilizar a enzima imobilizada sdao iniumeras,
podendo-se citar: reaproveitamento do catalisador, possibilidade de conducdo continua do

processo e estabilidade.

O grupo de pesquisa dos Laboratérios de Desenvolvimento de Bioprocessos, da
Escola de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro, tem se destacado na utilizacdo
de matérias-primas renovaveis visando a obtencdo de bioprodutos, como o etanol de
segunda geracdo, o etanol de terceira geracdo e os acidos organicos. Aplicando esta
experiéncia e o comprometimento com a questdo ambiental, este grupo vem investindo na
obtencdo de frutose pela via enzimdtica, para o emprego desta como matéria-prima na

producdo de plastico verde.



II. Justificativa & Objetivos

11.2 Objetivo Geral

O objetivo desta dissertacdo de mestrado foi promover a isomerizacdo enzimatica

de glicose a frutose, em biorreator de bancada com leito fixo e alimentado continuamente.

11.3 Objetivos Especificos

= (Caracterizar a enzima comercial glicose isomerase de Streptomyces murinus.

= Selecionar os parametros estatisticamente importantes para a isomerizagdo enzimatica

de glicose a frutose;

= Determinar as condi¢Ges apropriadas para a isomerizagao enzimatica;

2+

= Verificar a imprescindibilidade dos ions Mg2+, Mn®* e Co para a enzima glicose

isomerase de Streptomyces murinus, na isomerizacdo de glicose a frutose;
=  Determinar o tempo de residéncia para a isomerizagdo enzimatica em biorreator;

= Determinar a estabilidade e o tempo de meia vida da enzima glicose isomerase de

Streptomyces murinus;

= Avaliar a influéncia da concentracdo inicial de substrato (glicose) na conversao a frutose,

em reator de leito fixo sob regime de alimentacdo continua.
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Neste capitulo serdao apresentadas as bases desta
pesquisa: uma breve teoria sobre enzimas, com foco
sobre a enzima de interesse (glicose isomerase)
seguida por uma comparacao entre a isomerizagao
quimica e a enzimatica. Finalizando, serao
apresentadas as caracteristicas importantes do
substrato e do produto estudados.
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l1l.1 O Desenvolvimento Sustentavel e os Principios da Quimica Verde

A necessidade de preservacao do meio ambiente, com prdticas menos agressivas,
reducdo dos residuos e utilizacdo de matérias-primas de fontes renovaveis, vem sendo
discutida no mundo todo hd décadas. A primeira conferéncia mundial realizada a fim de se
discutir os problemas ambientais foi realizada em Estocolmo, Suécia, em 1972, pela
Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU). Nesta conferéncia discutiram-se problemas
ambientais como a chuva acida e o controle da polui¢ao do ar (DIAS, 1992). Em 1989 entrou
em vigor o Protocolo de Montreal, que previa metas de reducao da producao de gases CFC
(clorofluorocarbono), halons e brometo de metila, cuja presenca na atmosfera é considerada
a principal causa do estreitamento da camada de ozbénio. Em 1992, foi realizada a
Conferéncia das Nagdes Unidas sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento, no Rio de Janeiro
(ECO-92) com a participagao de 179 chefes de Estado. Nesta reunidao foi elaborado um
documento chamado Agenda 21, onde os paises se comprometiam em adotar praticas em

prol do desenvolvimento sustentavel (SILVA et al, 2005).

Mais recentemente, em 2002, aconteceu o encontro da Cudpula Mundial sobre o
Desenvolvimento Sustentdvel, em Joanesburgo, Africa do Sul. Nesta cupula, foram
examinados os progressos obtidos nos dez anos que se seguiram a Rio-92 e foram
estabelecidos meios mais eficazes de implementacdo da Agenda 21 (UNITED NATIONS:
JOHANNESBURG SUMMIT 2002).

111.1.1 O Desenvolvimento Sustentavel

Desenvolvimento Sustentavel é aquele que atende as necessidades do presente,
sem comprometer a habilidade das geracbes futuras de atender as suas proéprias

necessidades.

O conceito de Desenvolvimento Sustentavel ndo se baseia apenas no crescimento

ou na producdo, mas na melhoria de padrdes para a economia, a sociedade e também para
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o meio ambiente. No principio, as empresas preocupavam-se com a seguranca do
trabalhador e das comunidades ao redor de suas fabricas, posteriormente a preocupacao
com a poluicdo aumentou levando a preocupacdao quanto a toxicidade e agressividade
ambiental dos produtos finais. Finalmente, as empresas iniciaram a chamada “gestdo de
sustentabilidade”, onde a gestao de salde, meio ambiente e seguranca deram lugar ao foco
em padrdes sustentaveis de producdao e consumo, que engloba tanto o carater ambiental

guanto o social e o econédmico (CAMPOQOS, 2010).

Nos ultimos anos, iniUmeros artigos, livros e conferéncias tém focado sobre reducao
dos impactos negativos das atividades humanas no planeta. Muitas vezes, a partir dessas
discussoes, objetivos especificos tém surgido, como a minimizacdo de residuos, o aumento
da reciclagem, e a pratica da sustentabilidade. Neste sentido, a Quimica Verde se concentra
em alcangar a sustentabilidade através da ciéncia e da tecnologia, através de doze principios

basicos.

111.1.2 Os Principios da Quimica Verde

O movimento relacionado com o desenvolvimento da Quimica Verde comegou no
inicio dos anos 1990, principalmente nos Estados Unidos, Inglaterra e Itdlia, com a
introdugao de novos conceitos e valores para as diversas atividades fundamentais da
guimica, bem como, para os diversos setores da atividade industrial e econémica correlatos.
Esta proposta logo se ampliou para envolver a International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) e a Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econ6mico (OCDE)
no estabelecimento de diretrizes para o desenvolvimento da Quimica Verde em nivel

mundial (Quimica Verde no Brasil 2010 — 2030, 2010).

Quimica Verde, Quimica Ambiental ou Quimica para o Desenvolvimento Sustentavel
é um campo emergente que tem como objetivo final conduzir as a¢des cientificas e/ou
processos industriais ambientalmente amigdveis. A Quimica Verde baseia-se no

desenvolvimento de produtos e processos quimicos que reduzam ou eliminem o uso e/ou

10
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geracdo de substancias perigosas. Quimica Verde se aplica em todo o ciclo de vidade um
produto quimico, desde sua concepgdo, fabricacdo até seu uso. Neste sentido, foram
definidos 12 principios para o estabelecimento da Quimica Verde no mundo. Sdo estes (EPA,

2011; ANASTAS & ZIMMERMAN, 2003; LENARDAO et al., 2003):

1. Prevencgdo. Evitar a producdo do residuo é melhor do que remedia-lo apds sua

geragao.

2. Economia de Atomos. Deve-se procurar desenhar metodologias sintéticas que

possam maximizar a incorporacao de todos os materiais de partida, no produto final.

3. Sintese de Produtos Menos Perigosos. Sempre que praticdvel, a sintese de um
produto quimico deve utilizar e gerar substancias que possuam pouca ou nenhuma

toxicidade a saude humana e ao ambiente.

4. Desenho de Produtos Seguros. Os produtos quimicos devem ser desenhados de

tal modo que realizem a funcdo desejada e ao mesmo tempo nado sejam téxicos.

5. Solventes e Auxiliares mais Seguros. O uso de substancias auxiliares (solventes,
agentes de separacdo, secantes, etc.) precisa, sempre que possivel, tornar-se desnecessario

e, quando utilizadas, estas substancias devem ser indcuas.

6. Busca pela Eficiéncia de Energia. A utilizacdo de energia pelos processos
quimicos precisa ser reconhecida pelos seus impactos ambientais e econdmicos e deve ser
minimizada. Se possivel, os processos quimicos devem ser conduzidos a temperatura e

pressao ambientes.

Em geral, o suprimento de energia para estas necessidades vem da queima de

combustivel féssil, ndo renovavel.

7. Uso de Fontes Renovaveis de Matéria-Prima. Sempre que técnica e
economicamente vidvel, a utilizacdo de matérias-primas renovaveis deve ser escolhida em

detrimento de fontes ndo-renovaveis.

8. Evitar a Formagao de Derivados. A derivatizagdao desnecessaria (uso de grupos

bloqueadores, protecdo/desprotecdo, modificacdo temporaria por processos fisicos e
11



III. Revisdo Bibliografica

quimicos) deve ser minimizada ou, se possivel, evitada, porque estas etapas requerem

reagentes adicionais e podem gerar residuos.

9. Catdlise. Reagentes cataliticos (tdo seletivos quanto possivel) sdo melhores que

reagentes estequiométricos.

10. Desenho para a Degradacao. Os produtos quimicos precisam ser desenhados de
tal modo que, ao final de sua fungao, se fragmentem em produtos de degradagao indcuos e

ndo persistam no ambiente.

11. Andlise em Tempo Real para a Prevencdo da Poluicdo. Serd necessario o
desenvolvimento futuro de metodologias analiticas que viabilizem um monitoramento e

controle dentro do processo, em tempo real, antes da formacdo de substancias nocivas.

12. Processo e Reagentes Intrinsecamente Seguros para a Prevengdo de
Acidentes. As substancias e as condi¢des dos processos quimicos, devem ser escolhidas a
fim de minimizar o potencial para acidentes quimicos, incluindo vazamentos, explosdes e

incéndios.

Estima-se que, em 2020, havera uma participacdo da Quimica Verde de, pelo
menos, 10% no conjunto da oferta de produtos petroquimicos (que poderd alcangar, no caso
especifico das resinas termopldsticas, 240 milhGes de toneladas). O Brasil podera deter, se
forem viabilizados os investimentos necessarios, uma fatia relevante da oferta total.
Existem, ademais, inUmeros produtos quimicos que podem ser produzidos (e alguns ja o sdao)
a partir de fontes renovaveis, como biocombustiveis, acidos organicos e bioplasticos

(ABIQUIM, 2010).

Dentro do contexto de Desenvolvimento Sustentavel, os processos enzimaticos
podem ser inseridos nos principios #1, #2, #3, #4, #7, #8, #9, #10 e #12 da Quimica Verde,
visto que enzimas sdo biocatalisadores seguros, de alta especificidade, que possibilitam
condicOes brandas de operacao, reduzindo a demanda energética do processo, sdo seguros,
de baixa ou nenhuma toxicidade e vastamente aplicados na utilizacdo de fontes renovaveis

de matérias-primas. Desta forma, a insercdo de uma planta industrial nos principios da
12
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Quimica Verde pode ser realizada através da substituicdo de processos quimicos por

processos enzimaticos, sempre que possivel.

Segundo estudo da McKinsey (BACHMANN, 2003), os produtos baseados em
processos fermentativos e enzimaticos devem crescer na faixa de 8% ao ano nos préximos
cinco anos. Crescimentos expressivos, acima de 10% ao ano, sdo também projetados para os

bioplasticos.

11l.2 Enzimas

Sao diversos os processos biotecnolégicos que fazem uso de enzimas, pois enzimas
sdo catalisadores biolégicos altamente especificos e, sendo proteinas, sdo 100%
biodegraddveis, o que as torna ambientalmente interessantes. Assim, possibilitam que as
industrias utilizem processos mais econdmicos e menos poluentes, além de serem altamente
eficientes. Atualmente, as enzimas podem substituir muitos produtos quimicos nocivos ou
até perigosos e permitem uma producdo segura e ambientalmente correta, decorrente de

“tecnologia limpa” (Novozymes, 2010).

A versatilidade das enzimas como catalisadores é ressaltada pelo fato de existirem
reacOes enzimaticas equivalentes a varias reacdes quimicas classicas (LEHMKUL, 2006). O
uso de enzimas para fins tecnolégicos consiste em fazer destes catalisadores biolégicos,
catalisadores de processo, capazes de transformar matérias-primas em produtos com valor
agregado. Tendo em vista a labilidade das enzimas, como conseqiiéncia de sua estrutura
protéica, esta etapa representa um desafio tecnoldgico, o que de alguma forma explica o
numero relativamente reduzido de processos enzimaticos operados em escala industrial

(COELHO, SALGADO & RIBEIRO, 2008).

As vantagens das enzimas na producdo industrial sdo evidentes. Principalmente,
porque criam solucbes efetiva e ambientalmente mais favoraveis que outras formas de

producdo. Atualmente, as enzimas substituem, com frequéncia, os agentes quimicos e

13
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contribuem para reduzir a quantidade de agua, matéria prima e energia de processos

industriais (Novozymes, 2010).

Hoje em dia, as enzimas produzidas industrialmente sdao usadas na produgdo de
detergentes, bebidas alcodlicas destiladas, racdo animal, panificacdo, cerveja, gordura e
6leos, combustiveis (alcool), couro, papel, xarope, téxteis, vinho e suco (Novozymes, 2010).
Também sdo usadas amplamente em reativos analiticos e encontram varias aplicagdes na

area médica.

Frente as variadas alternativas de biotransformacdo, os processos enzimaticos
oferecem vantagens, entretanto, estas vantagens devem se destacar frente ao custo de

obtencdo da enzima.

111.2.1 Estabilidade enzimatica

Enzimas sdo proteinas que apresentam atividade catalitica. Além de sua parte
protéica, a molécula enzimdtica pode estar interligada a outras macromoléculas, por
ligacdes covalentes (carboidratos) e nao-covalentes (acidos nucléicos, lipidios). Para
apresentar atividade catalitica, algumas enzimas requerem a presenca de moléculas de baixa
massa molecular e de natureza ndo protéica (co-fatores), que podem ser ions ou moléculas

organicas (coenzimas) (SANT’ANNA JR, 2001).

A atividade das enzimas depende da conformagdo enzimatica ideal, diretamente
relacionada as estruturas primadria, secunddria, tercidria e quaterndria, envolvidas no

“enovelamento” da enzima.

Estrutura primdria: E dada pela seqiiéncia de aminoacidos ao longo da cadeia
polipeptidica. E o nivel estrutural mais simples e mais importante, pois dele deriva todo o
arranjo espacial da molécula. S3o especificas para cada proteina, sendo determinados
geneticamente (SANT’ANNA Jr, 2001). A estrutura primdria da proteina resulta em uma
longa cadeia de aminodacidos, com uma extremidade "amino terminal" e uma extremidade

"carboxi terminal" (STRYER, 2004).

14
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Estrutura secunddria: Estrutura resultante da interacdo entre os residuos de
aminodcidos adjacentes, por meio de ligagdes hidrogénio. Ocorre devido a possibilidade de
rotacdo das ligagGes entre os carbonos o dos aminodcidos e seus grupamentos amina e

carboxila (STRYER, 2004).

Estrutura tercidria: Enquanto a estrutura secundaria é determinada pelo
relacionamento estrutural de curta distancia, a tercidria é caracterizada pelas interacdes de
longa distancia entre aminoacidos. A estrutura tercidria é resultante da interagdo entre os
residuos de aminoacidos da estrutura secundaria por meio de ligagdes hidrogénio,
interacdes idnicas e forcas hidrofébicas, podendo a cadeia polipeptidica na proteina ser
arranjada como uma mistura de varias estruturas em diferentes partes da cadeia de
aminodcidos, levando a uma estrutura compacta e retorcida (COELHO & SANTA BRIGIDA,
2008). Sua estrutura configurard o sitio catalitico ativo da enzima, que tem sua preservacao

essencial para a funcionalidade biolégica (SANT’ANNA Jr, 2001).

Estrutura quaterndria: Representa a interacdo de cadeias polipeptidicas e
subunidades distintas, que frequentemente possuem seus proprios sitios cataliticos.
Presente em enzimas complexas, como as do sistema regulatério de seres humanos

(COELHO & SANTA BRIGIDA, 2008).

O centro ativo, ou sitio catalitico, € uma pequena por¢do da enzima, composta por
um restrito numero de residuos de aminoacidos préximos na estrutura tridimensional
(mesmo que distantes na estrutura primaria). E uma estrutura complexa cuja configuracdo
permite localizar a molécula de substrato na posicdo correta a reagdo, sendo assim
responsavel pela atividade catalitica da enzima. Devido a grande importancia do sitio
catalitico para a enzima e para o sucesso da reacdo, a configuracdao deste deve ser mantida

na sua forma otima (COELHO & SANTA BRIGIDA, 2008).

A propriedade essencial de uma enzima é sua capacidade catalitica, mas a
estabilidade e a especificidade sdo propriedades muito importantes, de grande interesse e

gue, assim como a atividade catalitica, sdo determinadas por sua estrutura protéica.

A atividade de uma enzima depende da manutencdo de uma configuracdo

particular, denominada estrutura nativa. A configuracdo nativa de uma enzima é resultante

15
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de muitas forcas de interacdo, como as descritas anteriormente. As mudancas ambientais,
inclusive as mais suaves, podem enfraquecer estas interagles, alterando a estrutura

tridimensional nativa e provocando a perda total ou parcial de sua funcionalidade biolégica.

Entende-se por desnaturacdo qualquer processo que altere a estrutura
tridimensional nativa da enzima. De um modo geral, esta alteracdo encontra-se associada a
perda de atividade. A altera¢ao da estrutura quaternaria é frequentemente reversivel, por
outro lado, a alteracdo da estrutura tercidria é frequentemente irreversivel e esta associada
a perda total ou parcial da atividade. A alteracdo da estrutura secundaria também é
irreversivel, provocando um efeito de coagulacdo e inativacdo total da enzima (COELHO &

SANTA BRIGIDA, 2008).

Fatores ambientais como temperatura, pH e forca i6nica interferem diretamente
sobre a atividade de enzimas (SANT’ANNA Jr, 2001). Adicionalmente, algumas enzimas sao
dependentes de ions especificos ou sensiveis a determinados agentes desnaturantes. A

manutenc¢do deste ambiente 6timo é essencial para a atividade enzimatica desejada.

111.2.2 Enzimas imobilizadas

Desde a década de 1960, enzimas imobilizadas tém sido utilizadas em processos
industriais. O uso de enzimas imobilizadas se faz nas mais diversas dreas, como quimica,
bioquimica, farmacéutica e médica. Muitos avancos e melhorias de processo sao atribuidos
ao uso de enzimas imobilizadas (MOSBACH, 1980; KLIBANOV, 1983; RUBIO et al., 1996;
TISCHER & WEDEKIND, 1999; LIANG et al., 2000). Na tabela 1 sdo apresentadas as vantagens

e desvantagens da utilizacdo de enzimas imobilizadas.

Entende-se por enzimas imobilizadas aquelas que se encontram confinadas ou
localizadas, através de métodos quimicos e/ou fisicos, em uma regido definida do espaco, e

gue podem ser utilizadas repetida ou continuamente (COELHO & SANTA BRIGIDA, 2008).
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Tabela 1. Vantagens e desvantagens das enzimas imobilizadas frente as enzimas livres.

Fonte: VITOLO, 2001a; COELHO & SANTA BRIGIDA, 2008.

Vantagens

Reaproveitamento do catalisador

Desvantagens
Custo adicional de suportes, reagentes e

da operagao de imobilizagao

Aplicabilidade em processos continuos

Redugao da atividade catalitica devido

aos efeitos difusionais

Maior versatilidade na etapa de

separagao

Possiveis exigéncias adicionais de

purificacao

Estabilidade (a variagdes de pH e

temperatura)

Pouco adequadas a substratos insoltveis

ou de alta massa molecular

Inexisténcia de um método geral de
Reprodutibilidade analitica aumentada
imobilizagcao

Diversificacdo das aplicagdes de enzimas
Aleatoriedade da interagdo suporte-
(ex. eletrodos enzimaticos, sensores
enzima
enzimaticos)

Apesar do grande volume de publicacdes acerca do tema “enzimas imobilizadas”, a
aplicacdo desta tecnologia em escala industrial é restrita. A aplicacdo mais cldssica, e de alto
interesse econdmico, de enzimas imobilizadas é na producdo de xaropes de frutose através
da glicose isomerase imobilizada. Outros processos industriais que fazem uso de enzimas
imobilizadas, a maioria deles cujo produto é de alto valor agregado, estdo presentes na

tabela 2.

Os métodos mais cldssicos de imobilizacdo enzimatica sdo: separacdo por

membranas, entrelagamento em polimeros, adsorcao e formacao de ligacdes covalentes.

Existe uma variedade de materiais inertes passiveis de utilizacdo para a imobilizacao

enzimatica. A selecdo do método de imobilizacdo e do suporte a ser utilizado depende
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basicamente das caracteristicas da enzima e das condicbes em que a mesma serd

empregada (VITOLO, 2001a).

Tabela 2. Processos industriais que utilizam enzima imobilizada

Fonte: COELHO & SANTA BRIGIDA, 2008

Tipo de reacgao Enzima imobilizada Processo
L-amino acido oxidase Produgao de D-

aminoacidos

B-tirosinase Produgio de L-DOPA e L-
tirosina
Oxidagao-Reducdo hidrogenase Producdo de prednisolona
Flavoproteina oxidase oxidacao de drogas

contendo grupos amino

ou hidrazina

Ribonuclease Sintese de trinucleotideos
L a-amilase Producao de glicose
Hidrolise
Celulase Producgao de glicose
Invertase Produgdo de aglcar
Isomerizagao Glicose Isomerase Produgao de frutose

111.2.3 Reatores com Enzimas Imobilizadas

Nos primeiros processos enzimaticos, quando se dispunha apenas de enzimas livres,
0 Unico tipo de reator utilizdvel era o de batelada. No entanto, com a tecnologia de
imobilizacdo de enzimas, tornou-se possivel a utilizacdo de outros tipos de reatores e,

consequentemente, outras formas de conducdo de processos enzimaticos.
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Os processos que utilizam enzimas imobilizadas podem ser conduzidos de forma
continua ou em batelada e os reatores utilizados podem ser de quatro tipos: reator de
batelada, reator agitado continuo, reator de leito fixo e reator de leito fluidizado. Nos dois
primeiros casos, pode haver a necessidade de separagao da enzima (por filtragcdo, por
exemplo) (VITOLO, 2001b). As escolhas do modo de condugado e do tipo de reator utilizados
dependem das caracteristicas do processo e das caracteristicas cinéticas. Por exemplo: em
processos cujo meio reacional é viscoso ou que dependem de um rigido controle de pH o
reator de tanque agitado é o mais indicado; suportes frageis ndao devem ser utilizados em
tanques agitados sob pena de rompimento dos mesmos, e em reatores de leito fixo nao
devem ser empregados suportes compressiveis ou muito pequenos (COELHO, SALGADO &

RIBEIRO, 2008).

Processos em batelada sdao mais indicados para produgao em pequena escala, por
outro lado, processos continuos sdo mais aplicdveis a maiores producdes, por
representarem ganho em produtividade e controle mais rigido (PEREIRA JR, BON &

FERRARA, 2008).

Com o passar do tempo, diversas configuracdes de reatores foram desenvolvidas
para diferentes formas de conducdo, pode-se citar os reatores batelada com leito fixo,
reatores continuos com agitacdo, reatores com membranas, reatores com reciclo e reatores
tubulares com paredes enzimaticamente ativas, todos aplicados ao processo de
isomerizacdo enzimatica. Apds 30 anos de experiéncia, as industrias apontam os reatores de
leito fixo como os mais apropriados para a isomerizacdo enzimatica (KALILPOUR &

ROOSTAAZAD, 2008).

Um dos principais objetivos do reator de leito fixo é promover o contato intimo
entre as fases envolvidas no processo. A utilizacao deste tipo de reator permite o emprego
de enzima de modo continuo, sem necessidade de uma etapa de recuperacdo do
catalisador, e melhor controle da temperatura. Pode-se destacar também, que o emprego
de um sistema impactado em enzima permite o emprego de maiores concentra¢des de

substrato e pode reduzir o tempo de reacdo.
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I11.3 Glicose Isomerase

Segundo Sant’Anna Jr. (2001), isomerases sdao enzimas que catalisam reagbes de

mudanca intramolecular em que um substrato é transformado em um produto isdmero.

A enzima glicose isomerase (ou xilose isomerase, se considerarmos sua fungao in
vivo) é uma enzima intramolecular de origem microbiana, que catalisa as conversdes de

xilose a xilulose, in vivo (figura 1), e de glicose em frutose, in vitro (figura 2).

O CH,OH
€<— HO
OH 3 OH
OH OH
OH OH
Xilose Xilulose

Figura 1. Reacdo catalisada por glicose isomerase in vivo

Glicose Frutose

Figura 2. Reacdo catalisada por glicose isomerase in vitro

Esta enzima possui massa molecular entre 52 e 191 kDa. Para sua atividade
maxima, podem ser requeridos ions divalentes, como Mg2+ e Co™". Enquanto Mg2+ atua como
ativador e estabilizador, Co®" atua como estabilizador, principalmente sobre a estrutura
guaterndria da enzima. Glicose isomerase pode ser inibida por ions cobre, zinco, niquel,
mercurio e prata, além de xilitol, arabinol, manito e sorbitol (BHOSALE et al, 1996; VITOLO,
2001b).
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Um dimero, a partir do tetramero, é encontrado por unidade assimétrica de glicose
isomerase de Streptomyces murinus. O sitio ativo da xilose isomerase apresenta dois ions
metalicos ligados e duas moléculas de agua por mondémero, com um total de sete cadeias de
aminodcidos. Esses residuos sdao conservados em todas as glicose-isomerases conhecidas
(Rasmussen et al., 1994; Lavie et al., 1994). Os monOGmeros sdo formados por cadeias

polipeptidicas de aproximadamente 370 a 470 aminoacidos.

Uma representacdo da estrutura tridimensional de glicose isomerase de

Streptomyces murinus estd apresentada na figura 3.

A primeira forma de glicose isomerase foi produzida em 1974, a partir de
Pseudomonas hydrophila (KALILPOUR & ROOSTAAZAD, 2008; HARTLEY et al., 2000). Um
grande salto no consumo de xarope de alta frutose se deu em 1978, com o enriquecimento
de teor de frutose através de técnicas cromatograficas. Em 1988 a produc¢do de xarope de

alta frutose (HFCS) superou a marca de 7 milhdes de toneladas (VITOLO, 2001b).

Atualmente, a isomerizacdo enzimatica de glicose a frutose é executada em escala
industrial no mundo inteiro, devido a sua aplicagdo na produgdo de xarope de alta frutose,
porém a conducdo desta reacdo em biorreator de leito fixo alimentado continuamente pode
oferecer vantagens em relacdao aos métodos classicos de isomerizacdao, como aumento da
concentracdo inicial de glicose, que permite a maior producao de frutose (em concentragao);

e reducdo do tempo de reacdo, por se tratar de um sistema impactado.
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Figura 3. Estrutura tridimensional de glicose isomerase de Streptomyces murinus
Fonte: Rasmussen et al. (1994)

111.3.1 Microrganismos Produtores de Glicose Isomerase

Diversos microrganismos sdao apontados como produtores de glicose isomerase,
principalmente os seguintes: Streptomyces spp., Bacillus spp., Acetobacter cloacae,
Lactobacillus brevis e Escherichia coli (Vongsuvanlert e Tani, 1988). Na tabela 3 estdo

apresentados os principais microrganismos produtores de glicose isomerase.

Os produtores mais comuns de glicose isomerase sdo dos géneros Streptomyces
spp. e Actinoplanes spp. (HARTLEY et al., 2000). Na tabela 4 estdo presentes informacdes

sobre a producdo da enzima glicose isomerase, por diferentes microrganismos.
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Tabela 3 Microrganismos produtores de Glicose Isomerase.

Espécies

Actinomyces olivocinereus, A. phaeochromogenes

Actinoplanes missouriensis
Aerobacter aerogenes, A. cloacae, A. levanicum
Arthrobacter spp.
Bacillus stearothermophilus, B. megabacterium, B. coagulans
Bifidobacterium spp.
Brevibacterium incertum, B. pentosoaminoacidicum
Chainia spp.
Corynebacterium spp.
Cortobacterium helvolum
Escherichia freundii, E. intermedia, E. coli
Flavobacterium arborescens, F. devorans
Lactobacillus brevis, L. buchneri, L. fermenti, L. mannitopoeus,
L. gayonii, L. fermenti, L. plantarum, L. lycopersici, L. pentosus
Leuconostoc mesenteroides
Microbispora rosea
Microellobosporia flavea
Micromonospora coerula
Mycobacterium spp.

Nocardia asteroides, N. corallia, N. dassonvillei
Paracolobacterium aerogenoides
Pseudonocardia spp.

Pseudomonas hydrophila
Sarcina spp.

Staphylococcus bibila, S. flavovirens, S. echinatus
Streptococcus achromogenes, S. phaeochromogenes, S. fracliae,
S. roseochromogenes, S. olivaceus, S. californicos, S. venuceus,
S. virginial
Streptomyces olivochromogenes, S. venezaelie, S. wedmorensis,
S. griseolus, S. glaucescens, S. bikiniensis, S. rubiginosus,

S. achinatus, S. cinnamonensis, S. fradiae, S. albus, S. griseus,
S. hivens, S. matensis, S. nivens, S. platensis
Streptosporangium album, S. oulgare
Thermopolyspora spp.

Thermus spp.

Xanthomonas spp.

Zymomonas mobilis

Fonte: Bohsale et al., 1996.
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Tabela 4. Producgdo de glicose isomerase por diferentes microrganismos.

Microrganismo Rendimento (U/I) Temperatura (°C)
Actinoplanes 2.500-35.200 75 7,0
missouriensis

Bacillus licheniformis 10.500 70 NE

Streptomyces 560 - 2500 70 7,2
wedmorensis
Streptomyces 4.800-11.440 60 7,5

olivochromogenes

*NE: ndo especificado

LOBANOK et al. (1998) investigaram 74 linhagens de bactérias e actinomicetos, das
quais linhagens dos géneros Arthrobacter e Streptomyces expressaram atividade glicose
isomerdsica com maior atividade catalitica. A tabela 5 apresenta os principais produtores de
glicose isomerase e os respectivos fatores de conversdao massa celular em produto avaliados

por LOBANOK et al. (1998).

Apesar de diversos géneros de bactérias, fungos e actinomicetos produzirem esta
enzima, muitas vezes a glicose isomerase possui caracteristicas indesejaveis, como
instabilidade a pH 4acido e a altas temperaturas e producdo intracelular (BHOSALE et al.,
1996; LOBANOK et al., 1998). Comercialmente, a Novozymes® produz uma glicose isomerase

produzida por actinomiceto, mais especificamente Streptomyces murinus.

As enzimas glicose isomerases de actinomicetos, como Streptomyces murinus,
possuem propriedades cataliticas e fisico-quimicas diferentes das de outros microrganismos,
como termoestabilidade e valores de pH 6étimos mais elevados que as dos outros

microrganismos (Vangrysperre et al., 1990).

24



III. Revisdo Bibliografica

Tabela 5. Microrganismos produtores de glicose isomerase e seus respectivos fatores de conversdo

de massa celular em produto.

Microrganismo

Arthrobacter sp. 0,008
Streptomyces 0,005
viridobrunneus

Streptomyces sp. 1 0,005
Streptomyces sp. 2 0,002
Streptomyces sp.11 0,003
Streptomyces sp. 12 0,003
Streptomyces sp. 13 0,003
Streptomyces sp. 20 0,003
Streptomyces sp. 23 0,002
Streptomyces sp. 27 0,003
Streptomyces sp. 28 0,001
Streptomyces sp. 30 0,002
Streptomyces sp. 32 0,005
Streptomyces sp. 34 0,001

Fonte: Adaptado de Lobanok et al. (1998)

Alguns géneros de Streptomyces sp. sao de grande interesse para a producdo de

glicose isomerase, visto que produzem esta enzima extracelularmente. E atribuida a glicose

isomerase de Streptomyces sp. a capacidade de alterar a permeabilidade da parede celular

destes, facilitando a expressdo extracelular da enzima (BHOSALE et al., 1996). A maior parte

da glicose isomerase disponivel no mercado é obtida a partir de microrganismos mesofilos,

incluindo Streptomyces, Actinoplanes e Flavobacterium. Essas enzimas sdao geralmente

termoestdveis e sdo utilizadas sob a forma imobilizada para melhorar a meia vida das

mesmas.

No inicio da producao de glicose isomerase era necessaria a adicao de xilose ao

meio de crescimento para estimular a sua producdo, incrementada na presenca de

arseniato. Mais tarde, foi encontrada em Escherichia intermedia (Natake e Yoshimura, 1964)
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a atividade de isomerase, independente do uso de xilose. A enzima era uma glicose
isomerase (CE 5.3.1.9), capaz de isomerizar o agucar nao fosforilado na presenca de
arseniato. Por outro lado, uma glicose isomerase que catalisava a isomerizacdo de glicose e
de manose em frutose, foi isolada de Paracolobacterium aerogenoides (Takasaki e Tanabe,
1964; Takasaki e Tanabe, 1966). Ainda, glicose isomerase produzida por bactérias
heterolaticas requeria xilose como indutor e era instdvel em temperaturas elevadas. Dentre
as isomerases acima comentadas, xilose isomerase, produzida por E. intermedia, era a mais
adequada para aplicagdes comerciais, pois era estdvel ao calor e dispensava o uso de

coenzimas como NAD" e de moléculas como ATP (Bhosale et al., 1996).

Dentre os microrganismos produtores de glicose isomerase existem algumas
estirpes patogénicas. Tendo em vista a vasta aplicacdo desta enzima para fins alimenticios, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou uma relacdo dos microrganismos
que podem ser aplicados a producdo de glicose isomerases destinadas ao consumo humano

(tabela 6).

Tabela 6. Microrganismos produtores de glicose isomerase permitidos pela ANVISA a produgdo de enzimas

destinadas ao consumo humano.

Microrganismo ‘

Actinoplanes missourienses

Bacillus coagulans

Klebsiella aerogenes

Microbacterium arborensens

Streptomyces olivochromogenes (ou S.

diastaticus)

Streptomyces murinus

Streptomyces rubiginosus (ou S. rochei)

Streptomyces violaceoniger (ou S.

hygroscopicus)

Fonte: www4.anvisa.gov.br/base/visadoc/CP/CP%5B13128-1-0%5D.PDF.
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11l.4 Isomerizagdao Quimica versus Isomerizagao Enzimatica

A isomerizacdo de glicose a frutose pode ser realizada tanto quimica quanto

enzimaticamente.

No caso da isomerizacdo quimica, esta reacdo ocorre a elevadas temperaturas e
ndao é especifica, levando a formacdao de outros agucares e de cor; sendo assim, a
concentracdo de frutose é geralmente menor que 40%; outro fator importante é que a
frutose produzida por isomerizagdo quimica tem o sabor e o teor dulcificante reduzidos

(BHOSALE et al., 1996).

Na isomerizacdo quimica, frequentemente sdo utilizadas bases fracas para
converter glicose a frutose, porém manose também é formada neste processo. Esta reacdo
de isomerizagdo em meio alcalino tem sido operada em sistemas homogéneos, porém esse
tipo de processo apresenta problemas com relagdo a operagdo, seguranca e meio ambiente,
o que fomenta a busca por catalises heterogéneas onde faz-se uso de resinas, zedlitas,
hidrocalcitas ou outros catalisadores para promover o aumento da conversio e/ou
seletividade (VALENTE et al. 2008; MOREAU et al., 2000). Desta forma, o custo do processo

aumenta significativamente, representando um entrave econémico.

Por outro lado, a isomerizagdao enzimatica apresenta vantagens como condi¢des
mais brandas de reacdo; especificidade, com conseqliéncia de ndo geracdo de subprodutos e
reutilizacdo do catalisador (VITOLO, 2001a). Um inconveniente da isomerizacdo enzimatica é
o carater reversivel da reacdo, gerando limitacdo na formacdo de frutose, devido ao
equilibrio quimico (ZHANG et al., 2004), de modo que a conversdo de glicose a frutose fica

limitada a aproximadamente 50%.

Para que se alcance elevados teores de frutose necessita-se de uma etapa de
separacao/purificacdo. Geralmente utiliza-se a cromatografia industrial para enriquecer esta
mistura equimolar de glicose e frutose, aumentando seu teor de frutose (VITOLO, 2001b). A
tabela 7, a seguir, mostra um comparativo de processos quimicos e enzimaticos para

isomerizacao de glicose a frutose, com suas conversdes e condi¢cdes experimentais.
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Tabela 7. Tabela comparativa entre processos de isomerizagdo quimica e enzimatica

. ~ - Converséo
Tipo de . Conducéo Condicbes Volume . _ o
o Catalisador . . . Glicose a Observacoes Referéncia
Isomerizacao do Processo Experimentais Reacional
Frutose
alta
o . 95°C; 8 bar; 50g/L seletividade MOREAU et al.,
Quimica Zedlitas Batelada 0,1L ) 7% - 42%
700 rpm (glicose) em frutose 2000
(60% - 86%)
alta
o __ 100°C; 600 50g/L seletividade VALENTE et al.,
Quimica Silicatos Batelada 1mL ) 27% - 56%
rpm (glicose) em frutose 2008
(62% - 84%)
. adicdo de KALIPOUR &
o Glicose i o 100g/L - -
Enzimatica ] Continuo 60°C; pH 7,5 5,4 mL ] 45% Co™ e Mg~ ROOSTAAZAD
isomerase (glicose) o
reator leito fixo (2008)
70°C; pH 7,5;
o Glicose 150 rpm,; 144g/L assistido por
Enzimética ) Batelada 100 mL ] 45% ] YU et al. (2011)
isomerase 480 W (glicose) microondas
(microondas)
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111.5 Glicose

A glicose é um agucar de seis carbonos, que possui férmula molecular C¢H1,06 €
férmulas estruturais tanto ciclica quanto aciclica. Em solucdo, a tendéncia das formas

aciclicas da glicose é ciclizar, formando anéis piranosidicos.

O aldeido em C-1, na forma em cadeia aberta, reage com a hidroxila em C-5, formando m
hemiacetal intramolecular, também referenciado como anel piranose. Desta reacdo podem
resultar duas formas andmeras designadas o-D-glicopiranose e [-D-glicopiranose, esta

ultima é a mais comum em solugao (firgura 4) (STRYER et al., 2004).

H (0]
Va
?cl‘./
BXC—0H
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Figura 4. Ciclizacdo de glicose em anéis piranosidicos
Fonte: Stryer et al. (2004)

A glicose é vastamente encontrada na natureza, pois é o principal constituinte da
celulose, da sacarose e do amido (PEREIRA JR. et al., 2008). Na industria, a glicose pode ser

aplicada para os mais variados fins, que vao desde a classica fermentacdo alcodlica até a
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producdo de biopolimeros. Podem ser produzidos produtos finais ou intermediarios

quimicos, a partir da glicose, como pode-se observar na figura 5.

Dextrinas

A

GLICOSE

P ~

=
-

-
.

// A

. HMF
Vitamina C ‘

Xarope de
frutose

Etanol

Ménitol

Figura 5. Alguns produtos obtidos a partir de glicose

A glicose oferece a possibilidade de transformacdo em substancias aciclicas,

furanosidicas ou piranosidicas. Esta caracteristica é o que torna a glicose tao atrativa

industrialmente. A partir destes produtos, uma gama de outros produtos pode ser obtida,

através de reacOes simples como oxidacao, reducao, glicosilacdo e isomerizacdo (ROPER &

KOCH, 1988). Por exemplo, a partir da reacdo de isomerizacao, frutose pode ser obtida, e a

partir de frutose pose-se produzir HMF (intermedidrio de grande interesse industrial).

111.6 Frutose

A Frutose é um monossacarideo de seis carbonos, isdmero da glicose, que pode ser

encontrado em frutas, cereais, vegetais, mel e cana-de-aglcar. Quando pura é branca,

higroscdpica e cristalina; na forma sélida é bastante solivel em agua e pouco solluvel na

maioria dos alcodis (SILVA, 2010).
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Assim como a glicose, possui formula molecular C¢H1,0¢ € férmulas estruturais

aciclica e ciclica (Figura 6). Sua estrutura ciclica apresenta-se como um anel furanosidico.

@)
HO
CH,OH
(a) (b) O

Figura 6. Estruturas (a) aciclica e (b) ciclica da frutose

Por possuir seis carbonos e um grupamento cetona como grupo caracteristico, a

frutose é classificada como cetohexose. A cetona em C-2 na forma aberta de uma ceto-

hexose, como a frutose, reage: com a hidroxila em C-6, formando um hemiacetal

intramolecular hexagonal; ou com a hidroxila em C-5, formando um hemiacetal ciclico de

cinco membros (figura 7) (STRYER et al., 2004).

6
HOCH,_O._ 'CH.OH
5 \2 )
SH HO /
CH,OH H / OH
| =
C—=0 OH H
HO—(l‘—H HOHzC\ _oH / u-D-Frutofuranose
| W=~ o;\ CH,OH
H—(—OH S M /
H——OH e
| HO \\ uo(;n/() OH
CH,OH KH HO /
H\ ; CH,0H
D-frutose Hemicetal OH H
[3-D-Frutofuranose

Figura 7. Formacdo de furanose a partir de D-frutose
Fonte: adaptado de STRYER et al. (2004)

31



III. Revisdo Bibliografica

Uma solugdo aquosa de D-frutose consiste em uma mistura de quarto tautémeros
ciclicos (Figura 8) onde a forma B-D-frutopiranose é a mais comum, a-D-frutofuranose e 3-D-
frutofuranose estdo presentes em quantidades importantes, enquanto a forma a-D-
frutopiranose encontra-se em pequenas quantidades, assim como sua forma aberta (FLOOD

et al., 1996).

OH CH,OH
o (o]
CH,OH
OH o
OH OH i
HO B-D-frutopiranose HO a-D-frutopiranose
\ HO OH
OH
HO
(o]

’ \
HOCH, 5 OH HOCH: CH,OH
H H
CH,0H OH
HO H

B-D-frutofuranose 0" a.D-frutofuranose

Figura 8. Formas tautoméricas da frutose
Fonte: FLOOD et al., 1996

A frutose é um acucar de grande interesse industrial e que pode ser aplicado em
diversos processos e produtos, principalmente nas industrias de alimentos e de bebidas. Por
ser saudavel, existe uma diversidade de alimentos que fazem uso das caracteristicas desse
acucar, tornando estes produtos com teores caldricos menores, com o mesmo poder
dulcificante. No entanto, a ingestdo de frutose deve ser feita com parcimoénia,
principalmente em se tratando de produtos industrializados, visto que este acucar é

precursor de lipideos.
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Sendo utilizado especialmente em produtos dietéticos, apresenta-se cerca de 1,3 a
1,8 vezes mais doce que os outros agucares, dependendo de sua forma tautomérica em
solucdo. Além disso, ndo requer o uso de insulina em seu processo metabdlico, como a

glicose, possibilitando seu uso em produtos destinados aos diabéticos (SILVA, 2010).

A frutose tem sido incorporada com sucesso a formulagdes no preparo de frutas
enlatadas, geléias, doces em pasta, bolos, pudins, tabletes, p6é para bebidas, refrigerantes,
bebidas espumantes, vinhos, alimentos assados, condimentos, ketchup, salsichas, produtos
de laticinios (sorvetes, chocolate ao leite, iogurte), conservas, picles, tabacos, etc (SILVA,

2010; FERREIRA et al., 2009).

Um dos principais produtos obtidos a partir de frutose é o xarope de glicose e
frutose, composto por 42 a 49% de frutose, devido a limitagdes de equilibrio quimico (ASIF &
ABASEED, 1998). O mercado mundial de xaropes com alto teor de frutose (HFCS) gira em
torno de 10 milhdes de toneladas/ano em base seca (BUCHOLZ & SIBEL, 2008), sendo a
maior parte dessa quantidade produzida a partir de amido, cuja hidrélise fornece glicose,
seguida de isomerizacdo de glicose em frutose. Segundo Buchholz & Seibel (2008), para
producdao do xarope de glicose-frutose sdao empregadas 1.500 toneladas de enzimas

imobilizadas por ano.

Recentemente, verificou-se a possibilidade de producao de energia elétrica a partir
de carboidratos, dentre eles a frutose, utilizando células combustiveis, apresentando-se
como uma fonte de energia renovavel a partir de biomassas e que futuramente pode se
apresentar como uma boa alternativa a utilizacdo de combustiveis fosseis, dentro do

conceito de Quimica Verde (FERRERA et al., 2009).

As principais aplica¢bes da frutose fora do contexto alimentar correspondem a
producdo de hidroximetilfurfural (HMF) e acido levulinico. Os derivados do HMF (Figura 9)
sdo intermedidrios de elevado potencial industrial, os quais possuem sintese adaptavel para
larga escala. Destes, o acido 5-hidroximetilfurdico, dcido 2,5-dicarboxilico, 1,6-diamina e o
respectivo 1,6-diol sdo os intermedidrios mais versateis e de elevado potencial industrial,
uma vez que sdao mondmeros de seis carbonos que podem substituir o acido adipico, ou

alquildidis, ou hexametilenodiamina na producdo de poliamidas e poliésteres (FERREIRA et
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al., 2009). O HMF também possui grande potencial como intermediario a um monémero

para polimero verde, o acido 2,5-furanodicarboxilico.
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Figura 9. Sintese de Produtos Furanicos a partir de Frutose
Fonte: FERREIRA et al., 2009

A producdo de acido 2,5-furanodicarboxilico (FDCA- CgH4Os) através da frutose é
uma alternativa interessante, pois o FDCA pode ser um potencial substituto do acido
tereftalico, obtido a partir da cadeia de refino de petréleo, na sintese do polietileno
tereftalato (PET), polimero altamente utilizado na manufatura de diferentes materiais. Além
disso, o FDCA foi identificado pelo Departamento de Energia do EUA como um dos 12

produtos quimicos prioritarios para o estabelecimento da industria Quimica Verde do futuro.

A obtencdo de HMF por desidratacdo pode ser realizada partindo-se de glicose ou
frutose, porém frutose é o aclcar mais interessante para este processo por apresentar
maior seletividade a HMF, em relacdo a glicose. Roman-Leshkov et al. (2007) mostraram que
a seletividade de frutose a HMF pode ser cerca de duas vezes maior que a seletividade de

glicose a HMF. Tanto frutose quanto HMF possuem anel furanosidico, porém glicose possui
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anel piranosidico, desta forma entende-se que a estrutura do anel furanosidico pode facilitar

a reacgao de desidratagao de frutose a HMF.

Segundo dados encontrados na literatura, a oxidagdo do HMF ao FDCA se da
preferencialmente em meio aquoso na presenca de um metal que pode ser platina, paladio,
ruténio ou cobalto. Quando a reacdo ocorre in situ (primeiramente se faz a desidratacdo da
frutose e depois a oxidagao do HMF ao FDCA), deve-se adicionar um modificador de fase ao
meio, que pode ser MIBK, DMF, benzeno, tolueno, 2-butanol ou DMSO para a extracdo do
HMF da fase aquosa (CARLINI et al., 2005; RIBEIRO & SCHUCHARDT, 2003; KROGER et al.,
2000).

Segundo LICHTENTHALER (2007), embora seja de grande utilidade, o HMF ainda ndo
é produzido industrialmente uma vez que seu preco de mercado gira em torno de USS 3.200
por tonelada, um valor bastante elevado quando comparado com matérias-primas de uso

industrial derivadas do petrdleo, como a nafta e etileno (USS 190-500 por tonelada).

As principais formas de obtencdo de frutose sdo isomerizacdo — quimica ou
enzimdtica — de glicose e hidrdlise de inulina (polimero de frutose presente na raiz de

vegetais, como a chicodria).

A producao de frutose a partir de inulina é realizada a partir da hidrélise enzimatica
deste polimero de frutose, catalisada pela enzima inulinase. As vantagens deste método de
obtencdo de frutose sdo irreversibilidade da reagdo e rendimentos elevados (cerca de 95%),
porém desvantagens como necessidade de extracdo da inulina a partir de sua fonte vegetal
e competicdo da producdo de frutose com a produgdao de vegetais com fins alimenticios

podem ser apontadas (RICCA et al., 2010).

O método de obtencdo mais comum industrialmente é o de isomerizacdo
enzimatica de glicose, em uma reacdo catalisada pela enzima glicose isomerase. Na
isomerizacdo quimica, geralmente sao utilizadas bases fracas para promover a isomerizacao
de glicose a frutose. Existem vantagens e desvantagens para cada método de isomerizacao,

como foi discutido na secao Ill.4.
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111.6.1 Aspectos do Mercado Brasileiro de Frutose

O Brasil ainda ndo estd entre os grandes produtores mundiais de frutose. Das
empresas sdcias da Associacdo Brasileira da Industria Quimica apenas a CORN PRODUCTS

BRASIL (SP) é apontada com produtora deste acucar (ABIQUIM, 2011).

Segundo o Radar Comercial (site de analises de mercados e produtos, do governo
brasileiro), em 2010, o Brasil exportou US$16.000 (FOB) (cerca de 20 toneladas) referentes a
Frutose, no estado sélido, e xarope de frutose contendo, em massa, no estado seco, mais de
50% de frutose; e US$105.000 (FOB) (cerca de 70 toneladas) referentes a Frutose
quimicamente pura, no estado sdélido, como mostrado na figura 10. Os principais

compradores da frutose brasileira sdo Estados Unidos, Franga e Paraguai.
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Frutose, no estado sélido, e Frutose quimicamente pura, no
xarope de frutose contendo, estado sélido
em peso, nho estado seco, mais
de 50% de frutose

Figura 10. Exportacdo Brasileira de Frutose no triénio 2008/2009/2010.
Fonte: Radar Comercial (2011).

No ultimo triénio, observou-se a queda das exportacdes de frutose no estado sélido
e xarope de frutose contendo em massa, no estado seco, mais de 50% de frutose. Em
contraponto, a exportacdao de frutose quimicamente pura, no estado sdlido teve um

aumento de 75% neste mesmo periodo.
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l1l.7 ConsideragGes Gerais

A utilizagdo de enzimas em processos industriais é de grande importancia
ambiental, visto que estas atuam em reacdes conduzidas em condicdes brandas de
temperatura, pressao e pH e sdo altamente especificas, gerando pouco ou nenhum residuo.

A substituicdo de processos quimicos por processos biotecnolégicos e a substituicao
de matérias-primas nao renovdveis por matérias-primas renovaveis, podem tornar um
produto mais verde. Neste contexto, a producdo de polimeros verdes que contém uma
etapa enzimatica, é de grande importancia para o meio ambiente no ambito mundial. Este é
o caso do polimero verde substituto ao polietileno tereftalato, que possui como monémero

o FDCA.

Uma das etapas de producdo deste monémero é a obtencdo de frutose a partir de
glicose, que pode ser feita pela via enzimatica, onde a isomerizacdo da glicose a frutose é

catalisada pela enzima glicose isomerase.

Esta enzima, vastamente aplicada na industria de xarope de glicose/frutose, pode
ser produzida tanto intra quanto extracelularmente e sua utilizacdo pode se dar na forma
livre ou na forma imobilizada. Existem inumeras vantagens em se utilizar enzimas

imobilizadas, incluindo a possibilidade de operar o processo continuamente.

Na presente pesquisa utilizou-se uma enzima comercial glicose isomerase

imobilizada, em processo alimentado continuamente e realizado em biorreator de leito fixo.
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1V. Materiais & Métodos

Neste capitulo serdao descritas as metodologias
utilizadas para a realizacao dos experimentos e para as
analises dos resultados nestes obtidos.
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IV.1 Enzima

Em todos os experimentos enzimaticos utilizou-se a enzima glicose isomerase de
Streptomyces murinus, imobilizada, produzida pela Novozymes® e comercializada pela
Sigma-Aldrich”. Esta enzima comercial possui formato cilindrico e tamanho variando de
0,3mm a 1,0mm. Segundo Bhosale et al. (1996), a ligacdo do suporte de imobilizagdo a
enzima foi feita por ligagdes cruzadas com glutaraldeido. O fabricante nao revelou maiores

dados sobre a imobilizagao da enzima glicose isomerase.

A enzima comercial utilizada neste trabalho possuia carga enzimatica de 350U.g'1,
determinada pelo fabricante. Uma unidade de glicose isomerase imobilizada (U) é definida
como a quantidade de enzima necessdria para a conversao de glicose a frutose, com taxa
inicial de lumol.min'l, sob as seguintes condicdes: glicose 45% (m/m); pH 7,5; temperatura
de 60°C; 1,0g.1+ Mg**; concentragio de Ca’" abaixo de 2ppm; 100ppm de metabissulfito de

sédio; tampao carbonato 2,0mM e conversao entre 40% e 45%.

IV.2 Biorreator

Nos experimentos de isomerizagdo conduzidos em biorreator de bancada utilizou-se
um biorreator de vidro com 54 ml de volume total, dos quais 30 ml correspondiam ao leito
recheado com glicose isomerase. A temperatura do biorreator foi mantida pela circulacao de
agua aquecida, na camisa trocadora de calor, que possuia 100 ml de volume. A alimentacao
de solucdo de glicose foi controlada por bomba peristaltica e operada continuamente. A
carga enziméatica empregada neste biorreator de leito fixo foi de 350U.g™, correspondentes

a atividade global de 3.250U.

O leito possuia porosidade igual a 0,8; calculada segundo a seguinte relacao:

Volume total —Volume das particulas
Volume total

Porosidade =
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Na figura 11 sdo apresentados um esquema representativo (a) e uma imagem real (b)
do sistema utilizado no processo de isomerizagdo enzimatica em biorreator de bancada
alimentado continuamente, constituido de uma bomba peristaltica Masterflex U/S, reator
com geometria cilindrica e relagdo altura diametro igual a 2,8, dotado de camisa trocadora
de calor para controle da temperatura. O controle da temperatura foi realizado através da

conexao de banho de recirculagdo de dgua (HAAKE C 10) ao reator.

a Saida de agua
I Saidade
. ui meio
Biorreator
recheado com
glicose 1 _
isomerase Entrad) de dgua
imobilizada iy

Entradade
meia
Banhoa 75°C
Bomba com circulacdo
istalti de agua
peristéltica E

Figura 11. Esquema representativo (a) e imagem real (b) do processo de isomerizagdo de glicose a frutose em

biorreator de bancada.
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IV.3 Fontes iOnicas

Como fonte de Mg2+ utilizou-se MgS04.7H,0; como fonte de Co?* utilizou-se

C050,4.7H,0 e como fonte de Mn?" utilizou-se MnSO,.H,0.

IV.4 Determinagao da massa molar da enzima comercial Glicose isomerase de

Streptomyces murinus

Com o objetivo de identificar a massa molar da enzima comercial glicose isomerase
de Streptomyces murinus, foi realizada a eletroforese desta enzima em condigOes

desnaturantes.

Por se tratar de uma enzima imobilizada, foi necessario promover a dessorcao desta,
de sua matriz de imobilizagdo. Para a dessorcdao foram utilizadas solu¢des de cloreto de

sddio em concentragdes iguais a 0,1M; 0,5M e 1,0M.

Em tubos de 2,0 ml colocou-se 0,1g de enzima imobilizada em contato com 1,0 ml de
solucdo de cloreto de sddio. Este sistema foi mantido sob agitacdo constante durante 24h.
Apés a verificacdo da presenca de proteina no extrato bruto obtido, pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976), fez-se a dessalinizacdo e concentracdo do mesmo, em tubos
Vivaspin com membrana com corte de 10 kDa (GE Healthcare) por centrifugacdo a 3000 g,

obtendo-se o extrato protéico.

A eletroforese SDS-PAGE em condigdes nativas, do extrato protéico, foi realizada em
gel de poliacrilamida 12 % usando sistema de cuba vertical (Mini-PROTEAN Tetra system,
marca Bio-Rad). A corrida eletroforética foi conduzida em temperatura ambiente (25°C),
aplicando-se uma corrente de 20 mA/gel. Como marcador de massa molecular foi utilizado
um padrao composto por uma mistura de seis proteinas, nativas, com massa molecular

aparente de 20kDa a 120kDa (referéncia #SM0441 — http://www.fermenta.com)
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ApOds eletroforese, o gel SDS-PAGE foi imerso em solugcdo corante (metanol 45%,
acido acético 10 % e coomasie brilhante R-250 0,1 %) por 3 horas e em seguida descorado

com solucdo fixadora descorante (acido acético 7%).

As massas molares das proteinas purificadas foram determinadas apds eletroforese
SDS-PAGE utilizando o software Gel-Pro Analyser 4.0. O gel foi digitalizado e a imagem
tratada pelo software, o qual identifica as bandas de proteinas dos padrées de massa molar

e das amostras.

IV.5 Selegcao dos parametros importantes para a isomerizacao enzimatica de

glicose a frutose

Para a selecdo de parametros importantes na isomerizacdao de glicose a frutose,
~ . . 2+ 2+ 2+ ™
como concentragdo de ions divalentes (Mg, Co™, Mn“"), temperatura e pH, utilizou-se o

planejamento experimental Plackett & Burman.

Os parametros e os intervalos selecionados para realizar o planejamento Plackett &
Burman estdo expressos na tabela 8. Os parametros e seus niveis intermediarios foram
sugeridos pelo fabricante da enzima, em protocolo préprio. A varidvel dependente, ou seja,
a varidvel de resposta escolhida foi conversao de glicose a frutose, calculada segundo a

relacdo:

Concentracéo de Frutose*100%

Conversao (%) = - - —
Concentracdo de Glicose + Concentracdo de Frutose

Os experimentos deste planejamento foram realizados em tubos de ensaio, com

3,0 ml de meio reacional. O tempo reacional foi fixado em 5 h.
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Tabela 8. Parametros e intervalos utilizados para construir o planejamento segundo a metodologia Plackett &
Burman. So: concentragdo inicial de glicose

] Niveis

Parametros 1 0 1
Temperatura (°C) 55 60 65
pH 6,5 7 7,5

Carga Enzimatica (g/L) 5 10 15

Mg (mM) 0,4 1,2 2

Co*(mMm) 0,4 1,2

Mn*(mM) 0,4 1,2 2
Na,CO; (mM) 0,2 0,4 0,6
CaCl, (mMm) 0,2 0,4 0,6
Na,S,05 (mg/L) 90 180 270
So (g/L) 15 30 45

IV.6 Determinagao das condi¢des apropriadas para a isomerizagao enzimatica

de glicose a frutose

Apds a selecdo dos parametros estatisticamente importantes para a isomerizagao
enzimatica de glicose a frutose (secdo IV.5), investigou-se em que niveis estes parametros

devem ser fixados para que a conversao de glicose a frutose oferecesse valores maiores.

Para isso, foram investigados dois niveis de cada varidvel estatisticamente
importante para o processo de isomerizagao enzimatica de glicose a frutose, selecionadas
anteriormente (sec¢do IV.5), de acordo com a tabela 9. Para a melhoria deste processo
empregou-se um planejamento fatorial fracionado 2>, onde foram investigados cinco

parametros em dois niveis, com trés repeticdes do ponto central.

43



1V. Materiais & Métodos

Tabela 9. Parametros e intervalos utilizados para construir o planejamento fatorial fracionado.

So: concentragdo inicial de glicose.

Parametros Niveis
-1 0 1
Temperatura (°C) 55 65 75
pH 5,5 6,5 7,5
Carga Enzimatica (g/L) 10 15 20
Na,S,05 (ppm) 30 60 90
So (g/1) 10 15 20

Todos os experimentos deste planejamento foram realizados em tubos de ensaio,
com 3,0 ml de meio reacional, em 5 h de reagdo. O pH foi controlado por tampao carbonato

2mM e ajustado com H,S0,/NaOH.

IV.7 Verificagdo da imprescindibilidade dos ions Mg**, Mn** e Co®** para a
enzima glicose isomerase de Streptomyces murinus, na isomerizacao de

glicose a frutose

Foram realizados oito experimentos, de acordo com a tabela 10, na presenca e na
auséncia de todos os ions avaliados, e na presenca de apenas um ou na combinacdo de dois

dos ions avaliados.

Estes experimentos foram realizados em tubos de ensaio, com volume reacional de
3,0 ml, e 5 h de reac¢do. As demais condi¢cdes dos experimentos foram: temperatura de 75°C
+1,0; pH 6,5 + 0,5; concentragdo inicial de glicose igual a 6 g.I'; carga enzimatica de 20 g.I'’;

tampdo carbonato 2mM e concentracdo de metabissulfito de sédio de 60ppm.
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Tabela 10. Experimentos realizados para investigar a imprescindibilidade dos ions para a isomerizagdo

enzimatica

experimentos Mg*(mM) Co*(mM) Mn*(mM)

1 0 0 0
2 0,8 0 0
3 0 0,8 0
4 0,8 0,8 0
5 0 0 0,8
6 0,8 0 0,8
7 0 0,8 0,8
8 0,8 0,8 0,8

IV.8 Determinagao do tempo de residéncia para a isomerizacao enzimatica

em biorreator

Foram realizados nove experimentos em duplicata. Para cada ensaio variou-se o
tempo de residéncia, do meio contendo glicose no reator, com o objetivo de fixar a vazado

mais adequada para a realizagao dos experimentos posteriores.

Por tempo de residéncia entende-se: o tempo que o meio reacional leva para
percorrer todo o volume (til do biorreator. Desta forma, quanto maior a vazao menor serd o

tempo de residéncia.

A tabela 11 apresenta a relacdo entre tempo de residéncia e vazao, para o reator

empregado neste experimento.
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Tabela 11. Tempos de residéncia e vazdes empregadas em cada ensaio

teste  tempo de residéncia (h) vazdo (mL/h)

1
1,25
1,5
1,75
2
2,25
2,5
2,75
3

O 00 N O U1 A W N =

24,0
19,2
16,0
13,7
12,0
10,7
9,6
8,7
8,0

As condi¢des destes experimentos foram determinadas em experimentos

anteriores e consistem em:

e Temperatura= 75°C + 1°C
e pH=65%0,5

e Concentragdo inicial de glicose= 35g.L'1

e Concentracdo de metabissulfito de sédio= 0,06g.L™

e Concentracdo de ion magnésio=0,197g.L"

Estes experimentos foram realizados sem adicdo de tampado, desta forma o ajuste

do pH foi feito apenas com H,504/NaOH; o tempo reacional foi fixado em 8 h; e a atividade

enzimatica global presente no reator era de 3250U.

O biorretor de leito fixo utilizado neste trabalho possuia porosidade igual a 0,8. Um

dos principais objetivos do leito fixo € promover o contato intimo entre as fases envolvidas

no processo, neste caso a enzima imobilizada (fase sélida) e o meio de isomerizacdo (fase

liquida. Conforme citado acima, o leito utilizado possuia alta porosidade (0,8) de modo a

permitir que houvesse uma quantidade elevada de liquido entre as particulas de enzima

imobilizada, dificultado o empacotamento e a perda de carga no biorreator.
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IV.9 Determinagao da estabilidade e do tempo de meia vida da enzima glicose

isomerase de Streptomyces murinus

O ensaio de estabilidade e determinacdo do tempo de meia vida da enzima glicose
isomerase de Streptomyces murinus, foi realizado em biorreator de bancada, com leito fixo e
alimentado continuamente com meio contendo glicose (35g.l'1), Na,S,05 (0,06 g.l'l) e
MgS0,4.7H,0 (0,197 g.I'). Adotou-se temperatura de 75°C + 1°C; pH= 6,5 * 0,5; tempo de
residéncia de 2h e carga enzimdtica de 350U.g'1. A reacao de isomerizag¢ao foi conduzida
continuamente durante 35 dias. Para o acompanhamento da a¢dao da enzima sobre o

substrato (glicose), monitorou-se a conversao de glicose a frutose.

IV.10 Avaliagao da influéncia da concentragao inicial de substrato (glicose) na

conversao a frutose

Para promover o aumento da concentracdo de glicose na alimentacdo utilizou-se a
técnica de planejamentos experimentais sequenciais. Os parametros avaliados foram tempo
de residéncia e concentracdo inicial de glicose. As varidveis dependentes, ou seja, as
variaveis de resposta escolhidas foram conversdo de glicose a frutose e concentracao final

de frutose.

Todos os experimentos foram realizados em biorreator de leito fixo a 75°C + 1°C e
pH 6,5 £ 0,5, em meio composto por 0,06g.L'1 de metabissulfito de sddio, 0,197g.L'1 de
sulfato de magnésio heptahidratado. O ajuste de pH foi feito sob adicdo de hidréxido de

sédio e/ou acido sulfarico. O tempo reacional foi fixado em 8 h.

O primeiro planejamento realizado foi um fatorial com dois niveis e duas varidveis

(2%), descritos na tabela 12.
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Tabela 12. Parametros e intervalos utilizados para construir o primeiro planejamento fatorial 2’

Parametros Niveis
-1 0 1
Tempo de
1 2 3
Residéncia (h)
Conc. Inicial de
100 250 400

Glicose (g.L-1)

Em seguida, realizou-se um novo planejamento fatorial 22, com a faixa de
concentracdo inicial de glicose ampliada. Os parametros e intervalos adotados nestes

experimentos estao relacionados na tabela 13.

Tabela 13. Parametros e intervalos utilizados para construir o segundo planejamento fatorial 2?

K Niveis
Parametros
-1 0 1
Tempo de
1 2 3
Residéncia (h)
Conc. Inicial de 400 500 600

Glicose (g.L-1)

IV.11 Quantificagoes de Glicose e Frutose

As analises de concentracdo de glicose e concentracdo de frutose foram realizadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) Waters” Corporation. Foi utilizada a
coluna de troca idnica Aminex HPX 87P (BioRad) e detector de indice de refracdo modelo
2484 (Waters®). Como fase movel foi utilizada dgua “MiliQ” a uma vazio de 0,6 ml.min™. O
volume de amostra injetada foi de 20 ul. As temperaturas do forno e do detector foram

mantidas em 85°C e 40°C, respectivamente.
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Para o calculo das concentragdes foi utilizada a seguinte relagao:

Concentragao da amostra=

Area da amostra* concentrag&o do padr&o
Area do padro

*diluicdo

Na figura 12 estda apresentado um cromatograma tipico da separacdo e

guantificacdo dos analitos de interesse.
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Figura 12. Cromatograma tipico da quantificagdo de glicose e frutose.
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V Resultados
& Discussao

Neste capitulo serao apresentados os resultados
obtidos nos experimentos descritos na secao IV. Estes
resultados serdo devidamente discutidos, e serao
apontados os avang¢os conquistados nesta pesquisa.
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V.1 Determinag¢ao da massa molar da enzima comercial Glicose isomerase de

Streptomyces murinus

Além da identificacdo das proteinas contidas no extrato enzimatico, o SDS-Page tem
como objetivo quantificar a massa molar da proteina/enzima de interesse. Com auxilio do
software Gel-Pro Analyser 4.0 foi possivel determinar a massa molar da enzima comercial

glicose isomerase, utilizada nesta pesquisa.

Para localizagdo das bandas, o software se baseia na intensidade de cor por coluna.
E indicada ao software a coluna cujas bandas s3o as dos marcadores de massa molecular e
indicados os respectivos valores de massa (fornecidos pelo fabricante). As massas
moleculares das amostras sdo determinadas com base na migracdo dos padrdes de massa
molecular. O software calcula a massa molecular da enzima com base no logaritimo da
massa molecular versus mobilidade relativa dos padrdes e gera a imagem a seguir (figura

13).

Figura 13. Imagem gerada pelo software Gel-Pro Analyser 4.0, com a determinag¢do da massa molecular da
enzima glicose isomerase de Streptomyces murinus.
A esquerda: padrio de massa molecular; a direita: amostras contendo a enzima glicose isomerase analisada
em diferentes dilui¢cBes, sejam elas, 1:32; 1:16 e 1:8 (da esquerda para a direita).
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Na figura 13 observa-se o padrao de massa molecular a esquerda, com as massas
moleculares das respectivas proteinas-padrdo. A direita tem-se amostras, com diferentes
diluicdes, da enzima de interesse. Como pode-se observar na figura 13, a massa molecular
da enzima glicose isomerase de Streptomyces murinus, calculada pelo software foi de
55.95kDa, coerente com os dados apontados pela literatura - de 52kDa a 191kDa, segundo
VITOLO (2001b). Segundo Vangrysperre et al. (1990) a massa molar média de enzimas

glicose isomerase de actinomicetos, como a utilizada neste trabalho, é de 50kDa.

V.2 Selecao dos parametros importantes para a isomerizagao enzimatica de

glicose a frutose

Sdo muitos os fatores que podem alterar positiva ou negativamente a atividade de

enzimas, como temperatura, pH e presenca de substancias ativadoras ou inibidoras.

Segundo Bhosale et al. (1996), no caso da enzima em estudo, glicose isomerase,
alguns ions s3ao necessarios para sua atividade 6tima. O ion Mg2+ é relatado como ativador
desta enzima e Co** é apontado como responsavel pela estabilizacio conformacional de

. . / + 2+ 2+ 2+ 2+ T ..
glicose isomerase, enquanto os ions Ag", Hg"", Cu”", Zn“" e Ni*" podem inibir a atividade desta
enzima. A necessidade do fon Mn®'é apontada na literatura, porém n3o se conhece
claramente o papel desempenhado por este ion na estabilidade/atividade da enzima glicose

isomerase (HARTLEY, et al., 2000).

Neste primeiro planejamento avaliou-se a influéncia dos parametros concentragao

. 2+ 2+ 2+ 2+ ~ O T ~
dos ions Mg”", Mn“", Co”" e Ca”"; concentracdo de carbonato de sddio (como tampao);
concentracdo de metabissulfito de sédio (como ativador) e também temperatura, pH, carga
enzimatica e concentracdo de substrato inicial (glicose). Para esta avaliacdo utilizou-se a
metodologia proposta por Plackett & Burman (P&B), indicada para a selecdo prévia das
varidveis de um processo, reduzindo o nimero de experimentos sem comprometer os

resultados e a analise estatistica (RODRIGUES & IEMMA, 2005).
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A tabela 14 apresenta as conversodes obtidas em cada ensaio do planejamento P&B
16. De acordo com os dados presentes nesta tabela as maiores conversdes, cerca de 40%
(experimentos 4,6 e 8), foram alcangcadas nos experimentos realizados sob maior
temperatura (65°C), carga enzimatica mais elevada e menor concentracdo de metabissulfito
de sodio. As menores conversdes, de 11% a 14%, foram obtidas nos experimentos
conduzidos em menores temperaturas e cargas enzimaticas e menores (experimentos 7, 13,

15 e 16).

Ao se realizar a analise estatistica dos resultados do planejamento experimental foi
possivel construir o diagrama de Pareto (Figura 14), o qual apresenta tanto grafica quanto
numericamente os efeitos de cada fator. No diagrama de Pareto sdo apresentados os fatores
que possuem significancia estatistica (p-level < 0,1), assim como a magnitude do efeito
estimado de cada varidvel. Nesse diagrama, o efeito é representado por barras, sendo que
apenas as barras que ultrapassam a linha vertical do p-level apresentam significancia
estatistica. Este valor do p-level (0,1) garante, com um nivel de confianca de 90%, que um
determinado fator influencia a varidvel de resposta analisada (CALADO & MONTGOMERY,
2003). O nivel de seguranca de 90% é indicado para a selecdo de varidveis (RODRIGUES &
IEMMA, 2005).

(3)Carga enz.
(1)Temperatura
Curvatr.

(2)pH

(10)So
(9)[Na,S,04]
©)[Mn?]
(8)[CaCly]
@IMg*]
(7)[Na,CO4]

(B)[Co™]

,-'f:ﬂ 11,3934

A 2,825999
=

% ? s 1 73086

j.:’/ 41,043014

7=

/? -,513455

/A 9,542516

p=.1

Efeitos

Figura 14. Diagrama de Pareto do planejamento P&B para a conversao de glicose a frutose por glicose
isomerase.
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Tabela 14. CondigGes e conversdes de cada ensaio do planejamento P&B 16.

V. Resultados & Discusséo

Experimentos Temp. pH Carg.Enz  Mg” Co™ Mn** Na,CO;  CaCl, Na,S,05 So Conversio (%)
1 65 6,5 5 0,4 2 0,4 0,2 0,6 270 15 2477
5 65 7,5 5 0,4 0,4 2 0,2 0,2 270 as 2189
3 65 7,5 15 0,4 0,4 0,4 0,6 0,2 90 a5 32,22
4 65 7,5 15 2 0,4 0,4 0,2 0,6 90 15 42,85
. 55 7,5 15 2 2 0,4 0,2 0,2 270 15 2278
6 65 6,5 15 2 2 2 0,2 0,2 90 a5 40,97
; 55 7,5 5 2 2 2 0,6 0,2 90 15 14.24
g 65 6,5 15 0,4 2 2 0,6 0,6 90 15 4186
9 65 7,5 5 2 0,4 2 0,6 0,6 270 15 23,03
10 55 7,5 15 0,4 2 0,4 0,6 0,6 270 a5 2316
1 55 6,5 15 2 0,4 2 0,2 0,6 270 a5 2719
1 65 6,5 5 2 2 0,4 0,6 0,2 270 a5 23.50
13 55 7,5 5 0,4 2 2 0,2 0,6 90 a5 1108
14 55 6,5 15 0,4 0,4 2 0,6 0,2 270 15 20,17
15 55 6,5 5 2 0,4 0,4 0,6 0,6 90 a5 1436
16 55 6,5 5 0,4 0,4 0,4 0,2 0,2 90 15 14.16
17 60 7 10 1,2 1,2 1,2 0,4 0,4 180 30 29,45
18 60 7 10 1,2 1,2 1,2 0,4 0,4 180 30 32.54
19 60 7 10 1,2 1,2 1,2 0,4 0,4 180 30 27,68
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Observa-se claramente o efeito dos parametros carga enzimatica e temperatura
sobre a conversao de glicose a frutose. Ambos os efeitos sdo positivos, ou seja, o aumento
destes parametros possivelmente levard ao aumento da convers3o. TUKEL & ALAGOZ (2008)
mostraram que a temperatura 6tima para a enzima glicose isomerase é aproximadamente
60°C; entretanto segundo STRANDBERG & SMILEY (1971) a temperatura étima para glicose
isomerase de Streptomyces phaeochromogenesm é 80°C; CHOU et al. (1976) indicam 80°C
como a temperatura 6tima para a enzima glicose isomerase, porém utilizam 70°C para
realizar a reacdo de isomeriza¢do, evitando assim a degradacao térmica da glicose. A
utilizacdo de temperaturas entre 60°C e 80°C corrobora com os dados da temperatura,
porém cabe ressaltar que a estabilidade da enzima a altas temperatura depende do

microrganismo que a produziu.

O parametro pH também mostrou-se significativo estatisticamente, porém com
efeito cerca de 4 vezes menor. Concentragdo inicial de glicose e concentracdo de
metabissulfito de sdédio foram parametros marginalmente significativos, visto que

apresentam-se muito préximos do p-level. Os demais parametros ndo foram significativos.

Seguindo o objetivo deste experimento, selecionou-se as varidveis temperatura,
carga enzimatica, pH, concentracdo inicial de glicose e concentracdao de metabissulfito de
sodio para o préximo estudo. Como as demais varidveis ndao foram estatisticamente

significativas, optou-se por manté-las em seus niveis minimos nos experimentos posteriores.

V.3 Determinagao das condi¢des apropriadas para a isomerizagao enzimatica

de glicose a frutose

Os planejamentos fatoriais fracionados estdo entre os tipos mais usados de
planejamento para projeto de produtos e processos e para melhoria de processos (CALADO
& MONTGOMERY, 2003), por indicarem os parametros estatisticamente significativos de

forma confidvel, com numero reduzido de experimentos. Neste planejamento foram
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avaliados dois niveis de cinco parametros, além de trés repeticdes do ponto central, gerando

dezenove experimentos apresentados na tabela 15.

Como pode-se observar na tabela 15, as maiores conversdes obtidas estdao entre
51% e 53% (experimentos 6, 8, 14 e 16), conferindo um aumento de 23% em relacdo ao
melhor resultado obtido no planejamento P&B (se¢do V.2). Os melhores resultados foram
obtidos em experimentos realizados a 75°C, enquanto as conversdes mais baixas foram
obtidas em experimentos a 55°C (experimentos 1 e 3), indicando a forte influéncia da

temperatura sobre o processo de isomeriza¢cdo enzimatica.

Tabela 15. Condic¢0es e conversdes de cada ensaio do planejamento fatorial fracionado.

Exp. T(°C) pH C.E (g/L) Na,S,0s (ppm) So (g/L) Conv. (%)
1 55 5,5 10 30 20 25,36
2 75 5,5 10 30 10 48,14
3 55 7,5 10 30 10 25,52
4 75 7,5 10 30 20 46,62
5 55 5,5 20 30 10 34,02
6 75 5,5 20 30 20 51,12
7 55 7,5 20 30 20 36,76
8 75 7,5 20 30 10 51,9
9 55 5,5 10 90 10 28,25
10 75 5,5 10 90 20 49,19
11 55 7,5 10 90 20 28,76
12 75 7,5 10 90 10 45,7
13 55 5,5 20 90 20 41,33
14 75 5,5 20 90 10 52,68
15 55 7,5 20 90 10 43,5
16 75 7,5 20 90 20 51,01
17 65 6,5 15 60 15 44,69
18 65 6,5 15 60 15 44,54
19 65 6,5 15 60 15 44,84

*Exp: experimentos; T: temperatura; C.E: carga enzimatica; So: concentragdo inicial de glicose; Conv.: conversao

de glicose a frutose.
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As conversdes mais elevadas foram obtidas em experimentos onde a carga
enzimdatica era maxima, porém altas conversées foram alcangadas tanto com concentragao
maxima de glicose quanto com concentragdo minima deste substrato. Todavia,
concentragdes maiores de glicose fornecem maiores quantidades de frutose ao final do

processo, fator importante para a viabilidade do processo.

Corroborando com as observagdes mencionadas anteriormente, o diagrama de
Pareto (Figura 15) aponta a temperatura como o parametro mais importante
estatisticamente, com efeito positivo e igual a 11,21. A carga enzimdatica também é um fator

estatisticamente significativo, porém com efeito menor e igual a 5,47.

e =

Curtr % .
(4)[N2S,05] W 1,770396
7

= .
(5)So // 0371294

-
(2)pH 5{/ -,02700

F---®----

o
1
=

Efeitos

Figura 15. Diagrama de Pareto do planejamento fatorial fracionado para a conversdo de glicose a frutose por
glicose isomerase.

A concentracdo de metabissulfito de sddio apresentou-se, novamente,
marginalmente significativa, enquanto os parametros pH e concentracdo inicial de glicose

ndo foram estatisticamente significativos. Desta forma, para os experimentos seguintes
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foram utilizados, na sequéncia, o nivel maximo de temperatura e os niveis intermediarios de

concentragdao de metabissulfito de sdédio e de pH.

A literatura aponta a conversdao de 55% como o valor maximo para o processo de
isomerizacdo enzimatica de glicose a frutose, devido a reversibilidade desta reagdo
(BUCHOLZ & SIBEL, 2008; CONVERTI et. al., 1997; HARTLEY et. al., 2000; KOCHHAR et. al.,
1999; RICCA et. al., 2010; ZHANG, et. al., 2004). Considerando que os resultados obtidos
aproximaram-se do limite de reversibilidade da rea¢do enzimatica, pdde-se definir as
condicdes experimentais para os experimentos posteriores, os quais foram realizados em

biorreator de bancada.

V.4 Verificagdo da imprescindibilidade dos ions Mg*, Mn** e Co®** para a
enzima glicose isomerase de Streptomyces murinus, na isomerizacao de

glicose a frutose

Como mencionado na secdo V.2 a enzima glicose isomerase necessita de alguns
, .. 74 2 2 2
ions para que alcance sua atividade 6tima, como por exemplo Mg“*, Mn“" e Co”". A presenca
destes ions torna o meio de isomerizagao mais complexo, além de encarecer o processo de

isomerizagdo como um todo.

Buscando a simplificacdo e a diminuicdo de custos do meio de isomeriza¢ao, foi

. . . . p . . C ey , 2 2
realizado um estudo com a finalidade de verificar a imprescindibilidade dos ions Mg”~*, Mn**
e Co* para a enzima glicose isomerase utilizada na isomerizacdo de glicose a frutose. Os

experimentos realizados nesta etapa estdo dispostos na tabela 16, a seguir.

A observacdo dos resultados presentes na tabela 16 indica uma pequena diferenca
entre os resultados dos experimentos 1, 2 e 8, 0s quais apresentaram as maiores conversdes
(49,89%, 51,42% e 52,91%, respectivamente). No ensaio 1 nenhum dos ions avaliados foi
adicionado ao meio reacional, no ensaio 2 a isomerizacdo ocorreu na presenca de Mg2+ e

A . 2 2 . . . A7 .
auséncia de Mn“* e Co*", o ensaio 8 foi realizado na presenca dos trés ions avaliados.
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Tabela 16. Condigdes e conversdes de cada ensaio do planejamento fatorial 2’

Experimentos Mg*(mM) Co**(mM) Mn*(mM) Conversdo (%)

1 0 0 0 49,89
2 0,8 0 0 51,42
3 0 0,8 0 45,30
4 0,8 0,8 0 48,29
5 0 0 0,8 42,89
6 0,8 0 0,8 45,10
7 0 0,8 0,8 47,61
8 0,8 0,8 0,8 52,91

Segundo HARTLEY et al. (2000) os ions Mg, Co®" e Mn?* s3o importantes para a
glicose isomerases de genéros de Streptomyces sp. No entanto, com os resultados obtidos
no presente trabalho (tabela 16), percebe-se a reduzida influéncia dos ions divalentes sobre

a conversao de glicose a frutose.

Baseando-se no resultado obtido no experimento 2 e no método de determinagdo
de atividade enzimatica de glicose isomerase, fornecido pela Novozymes®, fabricante da
. ope . « . 2+ . .

enzima utilizada nesta pesquisa, optou-se por adicionar apenas Mg“" no meio reacional dos
experimentos posteriores. Visto que os melhores resultados de conversdao variaram de
. . 2

49,89% a 52,91%, sendo que o experimento realizado apenas em presenca de Mg”*
apresentou o valor de conversao intermediario de 51,42%. E ainda, o piore resultado se deu

A . 2 . . ,
na auséncia de Mg”* (experimento 5), reforcando a necessidade da presenca deste ion no

meio de isomerizacgao.

Desta forma, foi possivel simplificar a composicdao do meio de isomerizacdo com a

retirada dos ions Mn* e Co**

, sem comprometer a conversdao de glicose a frutose.
Focalizando o escalonamento deste processo, a simplificacdo do meio constitui um passo

importante no sentido da maior economicidade do processo como um todo.
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V.5 Determinac¢ao do tempo de residéncia para a isomerizacao enzimatica em

biorreator

Os resultados apresentados anteriormente correspondem a experimentos
realizados em tubos de ensaio, e volume reacional igual a 3mL. No entanto, o desempenho
de um processo pode variar com a escala em que é realizado, visto que mudancgas na escala
influenciam os fénomenos de transporte. O aumento da escala do processo é importante
para que avalie o desempenho do processo em volumes maiores, até que chegue a escala

industrial.

Nos experimentos seguintes utilizou-se biorreator de bancada para promover a
isomerizacdo enzimdtica de glicose a frutose. A utilizacdo deste reator permitiu a
investigacdo do processo em volume cerca de dez vezes maior, o emprego de enzima de
modo continuo, sem necessidade de uma etapa de recupera¢do do catalisador, e melhor

controle da temperatura.

O grafico a seguir (figura 16) mostra as conversdes alcancadas em cada ensaio, ao

final de 8h de processo.

Conversao (%)
:I

Tempo de Residéncia (h)

Figura 16. Conversdo de glicose a frutose apds 8h de isomerizagdo enzimatica em reator de bancada, para
diferentes tempos de residéncia. Temperatura= 75°C + 1°C; pH= 6,5 + 0,5; Concentracio inicial de glicose=
35g.L'1; Concentragao de metabissulfito de sédio= 0,06g.L'1; Concentragao de ion magnésio= 0,197g.L"1; carga
enzimatica: 350U.g'1.
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A isomeriza¢do enzimatica de glicose a frutose em biorreator foi satisfatéria, tendo
aumentado cerca de 3 pontos percentuais em relagdo aos planejamentos realizados
anteriormente. A conversdo maxima alcancada foi de 54% + 0,1; um valor expressivo
levando-se em consideragdao a reversibilidade do processo enzimatico. KALILPOUR &
ROOSTAAZAD (2008) obtiveram 45% de conversdo de glicose a frutose em um processo

similar, com reator de leito fixo, a 60°C, porém com alimentacdo de 100 g/L.

Estes experimentos foram realizados sem o emprego de tampdo, de modo que o pH
foi ajustado apenas com H,S04;/NaOH. Pode-se afirmar, entdo, que a auséncia de tampao
nao alterou o processo de isomerizagdo. A retirada do tampao constitui uma melhoria de

processo, tendo em vista a reducdo dos componentes do meio de isomerizacao.

Todos os experimentos, operados em diferentes tempos de residéncia, forneceram
respostas similares, indicando a possibilidade de que a reacdo de isomerizacdo seja
instantanea. Tanto sob maior tempo de residéncia quanto sob menor tempo de residéncia, a

conversao estabilizou-se (cerca de 50%) apds 1h de processo.

Um novo estudo acerca do tempo de residéncia sera apresentado ao longo desta
dissertacdo, mas por hora o objetivo era definir um tempo de residéncia adequado a reacdo
de isomerizacdo em biorreator. O tempo de residéncia de 2h, por ser o valor médio do

intervalo analisado foi selecionado para os préximos estudos.

A figura 17 apresenta o perfil de conversao em processo continuo de isomeriza¢ao
de glicose em frutose, com tempo de residéncia de 2h. Observa-se que as conversdes se

mantém ao longo do processo, evidenciando a confiabilidade dos dados.
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Conversao (%)

10

tempo (h)

Figura 17. Perfil de conversdo de glicose a frutose em processo enzimatico continuo, para tempos de
residéncia de 2 h. Temperatura= 75°C + 1°C; pH= 6,5 + 0,5; Concentragdo inicial de glicose= 35g.L'1;
Concentragdo de metabissulfito de sodio= 0,06g.L'1; Concentragdo de ion magnésio= 0,197g.L'1; carga

enzimatica: 350U.g™.

Perfis similares ao apresentado na figura 17 foram obtidos nas rea¢es conduzidas
nos diferentes tempos de residéncia, por este motivo ndo seria interessante a apresentacao
de todos os perfis de isomerizacdo sob diferentes tempos de residéncia de meio contendo

glicose, no biorreator. O desvio padrdao médio obtido nestes experimentos foi de 0,5%.

V.6 Determinag¢ao da estabilidade e do tempo de meia vida da enzima glicose

isomerase de Streptomyces murinus

Adotando-se o tempo de residéncia de 2h, realizou-se um estudo acerca da
estabilidade da enzima glicose isomerase no sistema, ao longo do tempo. Foi gerado um

perfil de isomerizacdo, ao longo de 35 dias de processo continuo (figura 18).

Neste estudo, durante os primeiros sete dias, as conversdes de glicose a frutose
mantiveram-se préoximas de 54%, com pequeno decréscimo ao longo dos sete dias

seguintes, atingindo 52,9% de conversao. A partir do vigésimo primeiro dia de isomerizagao
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continua, observou-se um decréscimo vertiginoso na conversao apontando uma possivel

perda de atividade da enzima utilizada.

60,00
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0 10 20 30 40
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Figura 18. Perfil de isomerizagdo em processo continuo ao longo de 35 dias. Temperatura= 75°C + 1°C;
pH=6,5 £ 0,5; tempo de residéncia= 2h; alimentagdo continua de meio composto por 35g/L de glicose, 60 ppm
de metabissulfito de sédio e 0,8 mM de MgS0,.7H,0; carga enzimatica: 350U.g'1.

Pode-se afirmar que o processo continuo se mantém estavel no periodo de 21 dias,

nas condicBes descritas. Cabe ressaltar que a estabilidade da enzima depende das condicdes

as quais ela é exposta.

No que tange ao tempo de meia vida da enzima empregada, adimitindo-se a
conversao maxima associada a atividade maxima, o tempo de meia vida é aquele necessario
para gue a conversao seja reduzida a metade. A conversdao maxima alcancada ao longo deste
processo foi de 55,4%, logo, a metade desta conversdo é 27,7%. Considerando o

comportamento polinomial de 32 ordem, esta conversao foi alcancada ap6ds 33 dias.

63



V. Resultados & Discussao

V.7 Avaliagao da influéncia da concentragao inicial de substrato (glicose) na

conversao a frutose

A estratégia de planejamentos experimentais sequenciais permite selecionar a
regido onde o ponto de 6timo se encontra, ou seja, as condicdes que fornecem a resposta
mais elevada. Com o intuito de se aumentar a concentragao de frutose ao fim do processo e
levando em consideracdo a limitacdo da conversdo a niveis préximos de 50%, adotou-se a
estratégia de aumentar a concentracao de glicose na alimentagao. Desta forma, realizou-se
dois planejamentos experimentais sequenciais tendo como variaveis independentes tempo
de residéncia e concentracdo inicial de glicose, e como varidveis de resposta conversao e

concentracao final de frutose.

Optou-se por avaliar o tempo de residéncia, visto que este parametro apresentou
respostas muito similares no estudo preliminar (se¢do V.5), onde a concentracdo inicial de
glicose era 35g/l e os tempos de residéncia variavam de 1 a 3. O aumento da concentragdo

de glicose poderia exigir mais tempo pra que a enzima realizasse a isomerizac¢ao.

O aumento da concentracdo final de frutose é o objetivo deste planejamento,
porém esta varidvel esta intimamente ligada a alimentac¢dao, de modo que concentragcdes
elevadas de glicose na alimentacdo podem gerar concentracdes elevadas de frutose na
saida, mesmo com conversdes menores que as desejadas (>50%). A conversado de glicose em
frutose foi calculada para que se assegurasse niveis satisfatérios de isomerizagdo, e nao

somente altas concentracoes de frutose ao final do processo.

O primeiro planejamento experimental realizado foi do tipo fatorial com dois niveis
e duas varidveis. Os niveis adotados para a variadvel tempo de residéncia foram baseados em
experimentos anteriores. O nivel minimo de concentracao inicial de glicose foi fixado de
acordo com o trabalho de KALILPOUR & ROOSTAAZAD (2008). Na tabela a seguir (tabela 17)
sdo apresentados os experimentos realizados neste planejamento e suas respectivas

respostas.
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Tabela 17. CondigBes e respostas de cada ensaio do primeiro planejamento fatorial 2°.

Experimentos ch_-nlpo.de Con?c. Inicial_<1:le Conversio (%) Conc. Final c_‘]le
Residéncia (h) Glicose (g.L™) Frutose (g.L™)
1 1,0 100,0 52,55 52,55
2 1.0 400,0 53,96 215,84
3 3.0 1000 52,29 52,29
4 3.0 400,0 51,96 207,84
5(C) 2,0 2500 52,23 130,58
6(C) 2,0 250,0 52,50 131,24
7(C) 2,0 250,0 52,23 130,58

Para todos os experimentos realizados obteve-se conversdes maiores que 50%,
como é desejado. Observa-se que ndo ha diferenca significativa entre as respostas, em
conversdao, para os experimentos deste planejamento, logo, a analise estatistica deve

basear-se na variavel de resposta concentracao final de frutose.

Os experimentos 2 e 4 apontaram para a possibilidade de aumento da
concentragdo de glicose na alimentagao, sem declinio nos niveis de conversao. A anadlise do
diagrama de Pareto (figura 19) mostra claramente a influéncia da concentracdo inicial de
glicose para respostas elevadas em concentracdo final de frutose. Quanto ao fator tempo de

residéncia, este se mostrou marginalmente significativo e com efeito negativo.

Baseando-se neste primeiro planejamento, optou-se por manter os niveis para a
variavel tempo de residéncia (o qual apresentou efeito marginalmente significativo) e
aumentar a faixa de estudo para concentracgdo inicial de glicose ( a qual apresentou efeito
significativo e positivo). Desta forma, para o segundo planejamento fatorial 22, realizou-se os

experimentos relatados na tabela 18.
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Figura 19. Diagrama de Pareto para a variavel de resposta Concentragdo Final de Frutose. Sy: concentragdo

inicial de glicose; tg: tempo de residéncia. Planejamentol

Tabela 18. Condi¢des e respostas de cada ensaio do segundo planejamento fatorial 2%

Tempo de Conc. Inicial de Conc. Final de

Experimentos Conversao (%)

Residéncia (h Glicose (g.L* Frutose (g.L™"
1 1 400 53,96 215,47
) 3 400 51,96 207,84
3 1 600 52,61 315,68
a 3 600 51,85 311,09
5(C) 2 500 52,49 262,44
6 (C) 2 500 52,38 261,90
7(C) 2 500 51,74 258,69

Novamente, todos os experimentos apresentaram conversdes desejaveis e
similares, logo, os experimentos com maior concentracdo de glicose na alimentagao
possibilitaram maiores concentracdes de frutose na saida. Pode-se afirmar que a enzima

manteve seu desempenho independente da concentragao de substrato.
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No diagrama de Pareto (figura 20), houve uma modificagdo em relagdo ao
planejamento anterior. Além da concentragdo inicial de glicose, a varidvel tempo de

residéncia também mostrou-se significativa, porém com efeito negativo.

Cabe ressaltar que, para a faixa estudada, a interacdo entre os dois parametros

avaliados foi significativa.

p=,05

Efeitos

Figura 20. Diagrama de Pareto para a variavel de resposta Concentracgdo Final de Frutose. Sq: concentragdo
inicial de glicose; tg: tempo de residéncia. Planejamento2

Seria interessante realizar um novo planejamento fatorial 2 com niveis menores de
tempo de residéncia e niveis maiores de concentracao de glicose, porém ndo foi possivel
preparar uma solucdo de glicose tdo concentrada. A diminuicdo do tempo de residéncia
pode ser um modo de “driblar” a reversibilidade da reacdo, levando a otimizacdo do

processo de isomerizacdo enzimatica.

A carga enzimatica aplicada a estes experimentos foi fixa e igual a 350U.g™", valor

este correspondente a atividade enzimatica global de 3250U. O leito fixo era composto por
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15g de enzima e a alteracdo deste levaria a redu¢do do volume do leito com consequente
aumento do volume util do reator. Mediante a impossibilidade de diminui¢do da atividade
enzimatica global, a reducdo do tempo de residéncia apresenta-se como uma questdo
importante para a economicidade do processo e deve ser investigada posteriormente.
Tendo em vista a elevada atividade enzimdatica presente no leito fixo, a reacdo de
isomerizacdo ocorre quase que instantaneamente, por isso a redug¢ao do tempo de

residéncia deve ser avaliada.

Os resultados de conversdao maxima de glicose a frutose (54%) obtidos nesta
pesquisa mostraram-se superiores aos reportados na literatura. Em trabalho, sob condi¢bes
similares, KALILPOUR & ROOSTAAZAD (2008) obtiveram conversdes maximas de 45%, 42% e
38%, quando foram empregadas concentracdes de glicose na alimentagio de 100g.I™, 300g.I
le 580g.|'1, respectivamente. A reagdo de isomerizagao foi conduzida em biorreator de leito
fixo, alimentado continuamente, sob temperatura de 60 °C, pH: 7,5 e tempo de residéncia
de 1000s (0,28h).

Conversdes mais elevadas permitiram uma producdo de frutose maior. Nesta
pesquisa foi possivel produzir 315,7g.™" de frutose a partir de 600g.I"* de glicose, valor
correspondente a conversdo de 52,6% enquanto que KALILPOUR & ROOSTAAZAD (2008), ao
utilizarem 580g.I"" de glicose na alimentacdo de reator leito fixo conduzido continuamente,
obtiveram a produgao de aproximadamente 220g.|'1 de frutose (38% de conversdo de glicose
a frutose).

Na tabela 19 estdo apresentados alguns resultados reportados na literatura.
Comparando-se os resultados presentes na literatura com aqueles obtidos nesta pesquisa,
observa-se a grande contribuicdo deste trabalho para as pesquisas de isomerizacao
enzimatica de glicose a frutose. A concentracgao inicial de glicose aplicada neste processo foi
superior aquelas apontadas na literatura, mantendo-se a conversdao acima de 50%. Desta

forma foi possivel a producdo de frutose em maiores concentracdes (315g.17).
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Tabela 19. Tabela comparativa entre os resultados da literatura e os obtidos nesta pesquisa.

. . - Converséo
Tipo de . Conducéo Condig6es Volume . . o
o Catalisador . . . Glicose a Observacgoes Referéncia
Isomerizagao do Processo Experimentais Reacional
Frutose
alta
o . 95°C; 8 bar; 50g/L seletividade MOREAU et al.,
Quimica Zedlitas Batelada 100 mL ) 7% - 42%
700 rpm (glicose) em frutose 2000
(60% - 86%)
alta
o - 100°C; 600 50g/L seletividade VALENTE et al.,
Quimica Silicatos Batelada 1mL ] 27% - 56%
rpm (glicose) em frutose 2008
(62% - 84%)
. adicdo de KALIPOUR &
o Glicose . o 100g/L ot -
Enzimatica ] Continuo 60°C; pH 7,5 5,4 mL ) 45% Co" e Mg™; ROOSTAAZAD
isomerase (glicose) o
reator leito fixo (2008)
70°C; pH 7,5;
o Glicose 150 rpm; 1449g/L assistido por
Enzimatica ) Batelada 100 mL ) 45% ) YU et al. (2011)
isomerase 480 W (glicose) microondas
(microondas)
o Glicose ) 75°C; pH 6,5; Adico de _
Enzimatica Continuo ) 54 mL 600g/L 52% o o Esta Pesquisa
Isomerase 21 dias; tg=1h Mg~’; leito fixo
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V.8 Consideragdes Gerais

Neste trabalho estudou-se a composicdo do meio de isomerizagdao de modo a
. P . , . ~ s 2+ 2+ .
simplifica-lo. Foi possivel retirar o tampao carbonato e os ions Mn“" e Co”" do meio de

isomerizagdo, sem que houvesse redugao na conversao em frutose.

A conversdao obtida ao longo dos experimentos em biorreator foi de

aproximadamente 52%, limitada pelo equilibrio quimico.

Com o aumento da concentracdo de glicose na alimentacdo do biorreator e
mantendo-se a conversdo acima de 50%, produziu-se 315,7g.I" de frutose, em processo

continuo com tempo de residéncia de 1h.

A producdo de frutose obtida neste trabalho é expressiva frente aos valores
encontrados na literatura e constitui um primeiro passo na dire¢ao da produg¢ao de um

polimero verde que substitua o polietileno tereftalato (PET).
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VI Conclusoes
& Sugestoes

Neste capitulo serdo apresentados as conclusdes
decorrentes da pesquisa realizada e dos resultados
obtidos, bem como as sugestdes para a continuidade
desta pesquisa.
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A luz dos resultados obtidos na presente dissertacdo de mestrado, pode-se concluir

e A massa molar da enzima glicose isomerase de Streptomyces murinus, imobilizada, é
de 55.95kDa;

e Foi possivel realizar a simplificagio do meio através da retirada dos ions Co** e Mn**
e da retirada do tampao carbonato, substituindo-o por acido sulfurico ou hidréxido de
sodio para o ajuste do pH. A simplificacdo do meio de isomerizacdo representa um fator
importante para a economia e para o escalonamento do processo.

e As condi¢Bes reacionais determinadas em tubo de ensaio foram: temperatura de
75°C + 1°C; pH 6,5 + 0,5; concentracio de metabissulfito de sédio igual a 0,06g.L™
(60ppm) e concentracdo de ion magnésio de 0,197g.L™ (0,8mM);

e A estabilidade da enzima comercial empregada nesta pesquisa foi de 21 dias
(oferecendo conversao de glicose a frutose acima de 50%);

e O tempo de meia-vida da enzima glicose isomerase de Streptomyces murinus,
utilizada nesta pesquisa, foi de 33 dias;

e A conversdao maxima alcangada em biorreator de bancada, de leito fixo e alimentado
continuamente foi de 54%, valor este limitado pelo cardter reversivel da reacdo de
isomerizagao.

e Apos a realizagio de dois planejamentos fatoriais 2%, foi possivel produzir 315,7g.I™
de frutose a partir de 600g.I" de glicose, valor correspondente a convers3o de 52,6% .
Este resultado representa a grande contribuicdo deste trabalho na busca pela obtencao
de um polimero de fonte renovavel (plastico verde), substituto ao polietileno tereftalato
(PET).
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Sugestoes:

e Realizar um estudo de redugdo do tempo de residéncia, para promover o

aumento da produtividade volumétrica.

e Estudar uma maneira de se preparar solugdes de glicose mais concentradas que
600g.I" e investigar o emprego destas solucdes na alimentagio continua do

reator de leito fixo;

e Realizar um novo experimento de estabilidade enzimdtica com as condi¢des

otimizadas (tempo de residéncia reduzido e concentracao de glicose aumentada);

e Avaliar a separacdo da glicose residual, através de uma coluna de separagdo
glicose/frutose acoplada a saida do biorreator, permitindo a recirculagdo de
glicose ao biorreator e promovendo o aumento do rendimento do processo de

isomeizacdo de glicose a frutose, como um todo.
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