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RESUMO

Frutoligossacarideos s&o oligdmeros de frutose compostos principalmente de 1-kestose,
nistose e frutosilnistose e podem ser produzidos a partir de sacarose através da acao de
transfrutosilagdo de enzimas obtidas de varios microrganismos e plantas.
Frutoligossacarideos s&o utilizados como adogantes ndo digeriveis na alimentacao
humana e considerados fisiologicamente Uteis por melhorar a populacao intestinal das
bifidobactérias. O objetivo deste trabalho foi estudar a produgéo de frutoligossacarideos a
partir de levanasacarase de Zymomonas mobilis imobilizada em reator de coluna. Para
imobilizagdo da enzima foram testados suportes como carvéo ativado, resinas de troca
cationica e aniénica. A eficiéncia do suporte foi avaliada através da determinagdo da
atividade de levanasacarase no sobrenadante do meio fermentado acrescido do suporte.
O carvéo ativado foi selecionado como suporte para imobilizar a enzima, visto que se
obteve 46,25% de imobilizagdo de levanasacarase (0,1 Ul da enzima imobilizados por
grama de carbono) com retencdo de 50% desta atividade. A sintese de
frutoligossacarideos foi realizada com a enzima imobilizada em reator de coluna (20x0,6
cm) e a temperatura da coluna foi mantida a 50°C. O reator foi alimentado com diferentes
vazées, com solugbes de sacarose de 10 a 50% operando sem reciclo e nas proporgoes
3:1 a 7:1 para sacarose e frutose operando com reciclo. A vazdo de alimentagao dentro
dos limites estudados ndo apresentou influéncia sobre o comportamento hidrolitico e de
tranfrutosilacédo da enzima. A sintese de 0,42% (p/p) de frutoligossacarideos foi
observada em sistemas com reciclo e frutose adicionada ao meio. A caracterizagao do
reator de coluna foi realizada através da determinagao da distribuicdo do tempo de
residéncia (DTR), sendo observados tempos médios de residéncia de 4,31 a 16,03
minutos quando operado com vazées de 1,31 a 6,75 cm*/min, respectivamente.

Palavras chave: Frutoligossacarideos, levanasacarase, enzima imobilizada e carvdo

ativado.



SUMMARY

Fructoligosaccharides are fructose oligomers and are mainly composed of 1-kestose,
nystose and fructosiinystose, and can be produced from sucrose through the
transfructosylating action of enzymes obtained from various microrganisms and plants.
The mixture of fructoligosaccharides is used as nondigestible sweetener for humans and
regarded to be physiologically useful because it improves the intestinal population of
Bifidusbacteria. The continuous production of fructoligosaccharides can be achieved by
using immobilized enzyme fructoligosaccharides-producing. The objective of this work was
to study the fructoligosaccharides synthesis by immobilized levansucrase from
Zymomonas mobilis CCT 4494 in column reactor. Several resins were tested for the
immobilization: activated carbon, cationic and anionic-exchange resins. The carriers
efficiency was evaluated trough assay activity of levansucrase in the supernatant of the
fermented medium. Activated carbon was selected for enzyme immobilization, since
46.25% of levansucrase was immobilized with this support with 50% retention of activity
(0.1 IU immobilized enzyme per gram of carbon). The fructoligosaccharides synthesis was
operated in column reactor (20 x 0.6 cm) through enzyme immobilization and the
temperature of the column was maintained at 50°C. The column was fed with varied flow
rates, with 10 to 50% sucrose solutions when operated without recycle. When operated
with recycle, it was used sucrose and fructose solutions at the ratios of 31 and 7:1. The
influence of varying flow rates was not observed in the hydrolytic and transfructosylating
action of the enzyme. The synthesis of 0.42% (w/w) of fructoligosaccharides was observed
at recycle systems when fructose was added. The column reactor was characterized by
determination of distribution of residence time (RTD). It was observed average residence
time as from 4.31 to 16.03 min with flow rate in the column varying from 1.31 to 6.75

cm®/min, respectively.

Key words: Fructoligosaccharides, levansucrase, Zymomonas mobilis, activated carbon.
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INTRODUCAQ

1 INTRODUCAO

Agucares como galactoligossacarideos, isomaltoligossacarideos, ciclodextrinas,
palatinose e frutoligossacarideos tém apresentado impacto significativo na industria de
alimentos, devido as suas excelentes vantagens funcionais, além de seus aspectos
fisiologicos e fisicos. Em particular, os frutoligossacarideos tém se destacado devido a
sua producdo industrial ser relativamente simples, seu sabor ser semelhante ao da
sacarose e possuir caracteristicas fisiolégicas especificas (Yun et al., 1994). O interesse
biologico pelos frutoligossacarideos vem crescendo muito rapidamente, em vista dos
mesmos apresentarem um papel importante em grande nimero de fendmenos de
atuagbes especificas (Monsan e Paul, 1995).

Os frutoligossacarideos tém atraido especial atengdo na produga@o comercial em
resposta a incrementos na demanda do consumo de alimentos considerados saudaveis
(Chien et al, 2001). Os frutoligossacarideos s3o assim considerados pelo fato de
promoverem o crescimento de microrganismos que contribuem para a modificagdo da
microflora intestinal, ou seja, estimulam o aumento da populagéo de bifidobactérias no
intestino, visto que a medida que cresce o consumo de frutoligossacarideos, ocorre um
aumento dessas (Rodrigues, 2002).

As bifidobactérias sao consideradas salutares em humanos, pois criam condi¢cdes
desfavoraveis ao desenvolvimento de espécies microbianas potencialmente patogénicas.
As bifidobactérias exercem importante papel no controle do pH intestinal, restringindo o
crescimento de bactérias patogénicas e putrefativas, além de limitar a producdo de
substancias nocivas (Spiegel et al, 1994). As bifidobactérias também produzem
vitaminas, especialmente as do complexo B (Nestlé Clinica, 2002).

Recentemente, foi proposto classificar como fibras outros carboidratos com
propriedades fisiologicas semelhantes aquelas das fibras, como os frutoligossacarideos e
outros agucares que n&o sdo absorvidos. Frutoligossacarideos apresentam potencial,
através da fermentacéo, de aumentar o volume do trato intestinal, bem como acelerar seu
transito no colon, exercendo efeito modulador da flora intestinal. Além disso, podem
facilitar a digestéo e absorgéo de nutrientes no intestino e aumentar a absor¢ao de calcio
e possivelmente de magnésio no colon; estdo também associados ao decréscimo nos
niveis de triglicerideos e colesterol do soro sanguineo, existindo evidéncias preliminares
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de que os frutoligossacarideos podem diminuir os niveis de glicose do sangue (Nestlé
Clinica, 2002).

Frutoligossacarideos s&o oligébmeros de frutose compostos principalmente de 1-
kestose (GF.), nistose (GF3) e 17-B-frutofuranosilnistose (GF,), e podem ser produzidos
pela acao de transfrutosilagédo de enzimas obtidas de vérias plantas e microrganismos
(Chien et al, 2001). Os frutoligossacarideos podem ser obtidos por fontes de origem
vegetal e pela agcdo de microrganismos a partir da sacarose. A producdo de
frutoligossacarideos a partir da sacarose pode ser obtida por conversdo enzimatica pelo
uso de enzima soluvel ou imobilizada através de processos em batelada ou continuo
(Yun, 1996).

A vasta aplicagé@o de frutoligossacarideos em varios campos, particularmente na
industria de alimentos, como substituto pouco calérico da sacarose, bem como,
aplicagbes na saude (medicamentos, fenémenos inflamatorios, imunoestimulagdo),
mostra a necessidade de se criarem métodos que os tornem facilimente acessiveis, assim

como estudos para o aumento de escala destas sinteses (Monsan e Paul, 1995).

As enzimas que produzem frutoligossacarideos sdo usualmente classificadas
como B-D-frutofuranosidase (invertase EC 3.2.1.26), apesar das controvérsias entre

muitos autores que as designam como frutosiltransferase (EC 2.4.1.9) (Chien et al., 2001).

Levanasacarase (EC 2.4.1.10) é uma frutosiltransferase que forma levana pela
conversdo de sacarose e/ou rafinose. Além de formar levana a enzima catalisa outras
reacbes como a invers@o de sacarose, formando oligossacarideos e outras reagdes de
transfrutosilagéo (Kim et al., 2000). A sintese de frutoligossacarideos como 1-kestose por
levanasacarase de Zymomonas mobilis é relatada em estudos realizados por Crittenden e
Doelle (1993).

Wendt (2001) verificou a presenca de levana de baixo peso molecular em
fermentagdes realizadas a partir de mutante de Zymomonas mobilis. Estudos realizados
por Jang et al. (2000) e Jang et al. (2001) com levanasacarase de Zymomonas mobilis
demonstraram que a enzima imobilizada favorece a formacéo de levana de baixo peso

molecular, quando comparada com a enzima livre.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudo da produgdo de frutoligossacarideos a partir de levanasacarase de
Zymomonas mobilis.

2.2 Objetivos Especificos

- Selegéo de suportes para imobilizagdo de levanasacarase;

- Estudo da sintese de frutoligossacarideos usando levanasacarase imobilizada em
reator de coluna, onde foi avaliada a concentragdo de sacarose e sacarose mais

frutose na alimentagdo do reator, bem como, a vazao de alimentacao;

- Determinagéo da distribuicdo do tempo de residéncia e do nimero de dispersao axial
do reator de coluna com a finalidade de caracterizar o reator.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Frutoligossacarideos

Os frutoligossacarideos correspondem a uma classe de agucares constituidos de
1 a 3 moléculas de frutose ligadas a uma molécula de sacarose com ligagbes do tipo B-
(2—1) (Hidaka et al,, 1988). Seus principais constituintes sdo 1-kestose, nistose e 1-
frutosilnistose, que séo oligbmeros de 1™- (1-B-frutofuranosil),.; sacarose, onde n pode
variar de 2 a 4, sendo, n = 2, 1-kestose (GF,): n = 3, nistose (GF3); n = 4, 1-frutosilnistose
(GF4) (Oku et al., 1984).

Frutoligossacarideos tém atraido especial atencdo tanto de pesquisadores e
consumidores, bem como produtores comerciais, em vista do aumento da demanda no
consumo de alimentos saudaveis ou ingredientes de alimentos considerados saudaveis,
como s&o designados os frutoligossacarideos de acordo com a legislagdo vigente (Chien
et al.,2001).

Os frutoligossacarideos produzidos comercialmente apresentam de 40 a 70 % do
poder edulcorante da sacarose (Candido e Campos, 1996), proporcionam maior
suavidade como adogantes quando comparados com a sacarose, possuem baixo valor
calérico e ndo séo cariogénicos (Wang e Rakshit, 2000), além de n&o serem digeriveis no
intestino delgado e estimular a flora microbiana intestinal, sendo seletivamente utilizados
pelas bactérias do colon, especialmente pelas bifidobactérias que hidrolisam estes

acgucares (Oliveira, 1997).

As bifidobactérias, microrganismos anaerobicos ndo formadores de esporos e
gram-positivos, ocorrem naturalmente no intestino humano, trazendo uma série de
beneficios para a saide (Modler, 1994). A ingestdo de frutoligossacarideos estimula o
aumento da populacéo de bifidobactérias do colon, que é numérica e fisiologicamente o
género de bactérias mais importante da microflora intestinal, visto que atuam com
consequente supressao da atividade de bactérias putrefativas e patogénicas existentes no
intestino grosso, restringindo, portanto, a formacdo de toxinas e outras substancias
nocivas ao ser humano (Gibson e Wang, 1994).
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De acordo com Yun (1996) os frutoligossacarideos podem ser produzidos pela
reacao de transfrutosilagdo em muitas plantas e microrganismos; dependendo das fontes

de enzima eles possuem diferentes tipos de ligagoes.

A Figura 3.1 mostra o esquema da produgdo enzimatica de frutoligossacarideos, a
partir da frutosiltransferase, onde a enzima transfere o residuo frutosil da molécula da
sacarose doadora para a molécula da sacarose aceptora (Santos, 1998).

CH,OM
Sacamu Glicose Glicose Sﬁﬂf“e Glicose
: : LZ,""
FTun HOH,C fFTase HOHE o ”-."
crum CH, éH. | ca,
o | on
Sacarose wone o 9 HOHC o O HOM,C
CH,OH 3':‘, CH,
ui 1

HO |
a
1-kestose HOM, C o o HOH
I cH.om i,
O 1
Histose HOHC a:i)
@:M,OH
l-l’rﬁosi!msmse

Figura 3.1 Esquema da Produgdo de Frutoligossacarideos (1-kestose, nistose e
frutosilnistose). Fonte: Santos, 1998.

Estudos indicam que os frutoligossacarideos tém efeito favoravel no metabolismo
de carboidratos e lipidios, semelhante as fibras na dieta (Spiegel et al., 1994 e Modler,
1994). Outros beneficios associados a ingestdo de frutoligossacarideos na microflora
intestinal, s&o: a diminuigdo do pH intestinal, reducdo da constipacao intestinal e
decréscimo nos niveis de triglicerideos e colesterol do soro sanguineo (Candido e
Campos,1996).



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Estudos em animais demonstraram que diversos carboidratos fermentaveis nao
digestiveis, como os frutoligossacarideos, podem melhorar a absor¢do de minerais no
intestino. Embora hajam relatos sobre a absor¢do de célcio em seres humanos, existe
pouca informagédo disponivel no que diz respeito ao magnésio. Em recente estudo,
pesquisadores verificaram que suplementos de frutoligossacarideos provocaram um
aumento de 12 % na absorgdo de magnésio em mulheres apos a menopausa (Fortifacts,
2002).

Séo consideradas substancias prebiéticas aquelas que promovem o crescimento
de microrganismos que contribuem para a modificagao da microflora intestinal, como por
exemplo os frutoligossacarideos. A Associagdo Dietética Americana (ADA) apresenta
niveis de ingestdo de alimentos ou componentes de alimentos funcionais para promover
otimo estado de salde, dentre os quais encontram-se os frutoligossacarideos
(prebidticos) num nivel de 3 a 10 g/dia para reduzir pressao sanguinea, produzir efeitos
benéficos no metabolismo de lipidios, reduzir colesterol sérico e melhorar fungdes
gastrointestinais (Rodrigues, 2002). Também quanto a recomendac&o do uso diario de
prebidticos como frutoligossacarideos, Carrano (2002) cita estudos que variam de 8 a 10
g/dia. A Nestlé Clinica registra que embora néo haja nenhuma recomendacao dietética
formal para frutoligossacarideos, estudos recentes sugerem que cerca de 10 g/dia

constitui uma dose ideal e bem tolerada.

3.1.1 Fontes de Frutoligossacarideos

Os frutoligossacarideos podem ser obtidos por fontes de origem vegetal, sendo
encontrados numa grande variedade de vegetais utilizados como fonte de alimento animal
e humano, podendo também ser obtidos a partir da sacarose, pela agao de
microrganismos (Spiegel et al., 1994).

Como fontes naturais de frutoligossacarideos Modler (1994) cita: chicoria,
tubérculos alcachofra-de-jerusalém, dalia, cebola e alho, sendo ainda encontrados,
segundo Candido e Campos (1996), em alimentos como mel, agucar mascavo, banana e
tomate. A quantidade de frutoligossacarideos, bem como, o grau de polimerizagao variam

grandemente com a fonte.

Spiegel et al. (1994) e Modler (1994) constataram que, apesar de alimentos
naturais conterem frutoligossacarideos e, considerando os habitos alimentares usuais,
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torna-se dificil a ingestdo da dose diaria recomendada de frutoligossacarideos a partir de
alimentos naturais.

Os frutoligossacarideos de origem microbiana sdo obtidos a partir da enzima p-
frutofuranosidase (B-D- frutofuranosideo frutohidrolase, E.C. 3.2.1.26), ou pela enzima f-
frutosiltransferase (B-D-frutofuranosideo frutosiltransferase, E.C. 2419) (Chang et
al., 1994). Wang e Rakshit (2000) relataram que o processo de transferéncia de unidades
nao redutoras de glicose ou frutose da sacarose para a molécula aceptora pode ser
realizada por um grande ndmero de enzimas, incluindo glicosiltransferase,
frutosiltransferase, o-glicosidase, B-frutofuranosidase, neopullulanase, amilase
maltogénica e outras enzimas transferases, sendo a forma de agir diferenciada para cada

uma das enzimas.

Chien et al. (2001) constataram controvérsias quanto a classificagdo das enzimas
produtoras de frutoligossacarideos, que usualmente sdo classificadas como B-D-
frutofuranosidase (invertase EC 3.2.1.26), apesar do fato de muitos autores as
designarem como frutosiltransferases (EC 2.4.1.9). A primeira designacao que é também
a mais antiga, ocorre provavelmente devido ao fato da atividade de transfrutosilagao ter
sido originalmente observada em invertases quando agiam em altas concentragdes de
sacarose.

Os trés isdmeros encontrados na natureza e identificados como 1-kestose (17-g-
frutosilsacarose), 6-kestose (6™-p-frutosilsacarose) e neokestose (6°-B-frutosilsacarose),
sao potencialmente intermediarios na sintese de oligo e polifrutanas. Frutanas sio oligo e
polissacarideos de frutose contendo uma Unica molécula de glicose. Sdo0 denominadas
inulinas quando B-(2-»1) ligagdes glicosidicas predominam ou levanas, quando B-(2—6)
ligagdes glicosidicas estdo presentes. Muitas enzimas que produzem frutanas s3o
relatadas: a inulosacarase (E.C. 2.4.1.9), que converte a sacarose em frutanas (inulina)
com B-(2—1) ligagées e D-glicose, e a levanasacarase (E.C. 2.4.1.10), que converte a
sacarose em frutanas (levanas) com ligagbes B-(2—6) (van Balken et al, 1991). A
primeira etapa na sintese de frutanas ¢ catalisada pela sacarose frutosiltransferase, que
transfere grupos frutosila da sacarose (doador) para sacarose (aceptor) produzindo

trissacarideo e glicose (Cheetham et al., 1989).

A B-frutofuranosidase (B-D-frutofuranosideo frutohidrolase) é uma enzima presente

em plantas, animais e microrganismos, apresenta acgdo hidrolitica (U,) e de
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transfrutosilacéo (Uy) a partir da sacarose. A especificidade do aceptor para a reacao de
transfrutosilacéo e as estruturas dos produtos transfrutosilados variam dependendo da
fonte da enzima. Os doadores e aceptores dos grupos frutosila podem ser a sacarose ou
outros frutoligossacarideos, rafinose, lactose e melezitose (Fujita et al., 1994). Para se
obter uma produgéo eficiente de frutoligossacarideos, é importante que o microrganismo
apresente alta propor¢do U/U, e alta produtividade enzimatica (Hidaka et al., 1988 e
Chang et al., 1994).

A reagao de transfrutosilagéo, responsavel pela producio de frutoligossacarideos,
€ quantitativamente diferente entre as diferentes linhagens microbianas, sendo que o
aumento da concentragdo do substrato favorece este tipo de reagdo. Durante a reagao,
observa-se uma competicdo entre a agua e outros substratos pela transferéncia de
radicais frutosil nas reagbes catalisadas pelas enzimas p-frutofuranosidases (Hirayama et
al., 1989).

3.1.2 Produgéo de Frutoligossacarideos

Frutoligossacarideos obtidos a partir da sacarose através da acao de
microrganismos, tém tido crescente importancia industrial devido a sua produgdo ser
relativamente simples, seu sabor ser semelhante ao da sacarose e ser um adocgante de

baixo teor caldrico, além de nao digeriveis no intestino humano (Yun et al., 1994).

Os frutoligossacarideos estdo sendo comercialmente produzidos a partir da
sacarose, através do uso de enzimas solliveis ou células imobilizadas (Yun et al., 1990).
Segundo Yun (1996) ha dificuldade em atender ao aumento na demanda por
frutoligossacarideos através destes processos, ou seja, sistemas em batelada com
enzima soluvel apresentam baixa produtividade, enquanto sistemas continuos com
células imobilizadas possuem baixa operacionalidade. Conforme o autor, deve-se
salientar que a produtividade é obviamente o fator critico para a producdo comercial de

frutoligossacarideos.

Chien et al. (2001) relatam que a produg&o continua de frutoligossacarideos pode
ser realizada através do uso de células ou enzimas imobilizadas que sejam capazes de
produzir frutoligossacarideos. Duas companhias, uma japonesa e outra coreana, usam

diferentes processos comerciais envolvendo o uso de células imobilizadas de Asperygillus
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niger e Aureobasidium puliulans, respectivamante, ambas retendo as células em gel
alginato de calcio.

Comercialmente vém sendo produzidos frutoligossacarideos conhecidos como
Nutraflora” pela Goiden Technologies Inc. no Colorado - EUA (Candido e Campos, 1996)
e Neosugar” pela Meiji Seika Kaisha Ltda no Jap&o, companhia esta que introduziu no
mercado os frutoligossacarideos comerciais em 1984, sendo o Japao pais que possui
vasto mercado comercial de frutoligossacarideos (Yun, 1996).

Neosugar” é uma mistura de glicose, sacarose e frutoligossacarideos contendo
residuos frutofuranosil com ligagées B(2 — 1) com unidades de glicose terminal (1-
kestose, nistose e frutosilnistose). Glicose e frutose podem ser removidas da mistura por
cromatografia de troca iénica para a obtengédo de um produto com maior concentragao de
frutoligossacarideos (Monsan e Paul, 1995).

A companhia japonesa Meiji Seika tém desenvolvido a sintese de oligossacarideos
nao redutores conhecidos como Neosugar” usando frutosiltransferase isolada de
Aspergillus niger e Aureobasidium pullulans (Monsan e Paul, 1995), de acordo com a
reacgao (G = glicose e F = frutose):

Frutosiltransferase
nG-F 5 G-F.+(n=1)G

Sacarose (com 2 < n > 4) Neosugar”

Nutraflora® € uma das formas mais puras de frutoligossacarideos de cadeia curta
disponivel no mercado e consiste em um ingrediente alimenticio versati e com
caracteristicas nutracéuticas. Nutraflora® é reconhecido como um ingrediente seguro
para todos os grupos populacionais. De fato, Nutraflora® é reconhecido como GRAS
(“Generally Recognized As Safe”) pelo FDA em 18 categorias alimenticias (GTC Nutrition,
2002).
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3.2 Levanasacarase

Conforme Chambert e Gonzy-Tréboul (1976) a levanasacarase & uma
frutosiltransferase que catalisa principalmente a seguinte reacao: sacarose + aceptor —»
glicose + aceptor-frutosil, sendo identificada como sacarose 2,6-B-D-frutana 6-B-frutosil-
transferase (EC 2.4.1.10).

A levanasacarase converte a sacarose em frutanas com pontes B(2—6) na
ramificacdo principal (Hestrin et al., 1956) e, entre as frutanas obtidas encontra-se a
levana (van Balken et al., 1991). A levanasacarase transfere o radical frutosil da sacarose
para o C-6 da frutose no terminal ndo redutor formando a cadeia da levana (Dedonder,
1966).

A levanasacarase pode ser produzida por diversos géneros de bactérias como
Pseudomonas sp., Acetobacter aceti e Aerobacter levanicum (Erwinia herbicola) (Cote,
1988), Bacillus natto’s e Bacillus polymyxa (Kojima et al., 1993), sendo Bacillus subtilis e

Zymomonas mobilis as mais estudadas para este fim.

Estudos com levanasacarase de Zymomonas mobilis sdo relatados por Crittenden
e Doelle (1993), Sprenger (1996), Kannan et al. (1997), Kannan et al. (1998), Sangiliyandi
e Gunasekaran (1998), Lee et al. (2000), Jang et al. (2001) e Bekers et al. (2001).

3.2.1 Zymomonas mobilis

Zymomonas sao bastonetes gram negativos n&o formadores de esporos, moveis e
anaerobios, mas que toleram algum oxigénio. Podem crescer a baixos valores de pH;
entretanto o pH o6timo para crescimento é 7,3, e o pH final apés 3 dias a 30°C esta entre
4,8 a 5,2. A temperatura na qual as células de Zymomonas podem crescer € de 25 a 30°C
(Swings e de Ley, 1977).

Para o seu cultivo, Zymomonas mobilis precisa de um agticar fermentescivel como
fonte de carbono no meio de cultura. Quando glicose é utilizada como substrato em
condigdes anaerdbias, o principal produto do catabolismo é o etanol, com rendimentos
proximos ao tedrico (Lee ef al, 2000). Porém, quando sacarose ou glicose mais frutose
sao utilizados como fonte de carbono, a eficiéncia da conversdo de etanol é reduzida
significativamente devido a formagdo de subprodutos, principalmente levana e sorbitol
(Sprenger, 1996 e Lee et al., 2000).

10
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Estudos sobre o metabolismo da Zymomonas mobilis tém revelado a presenca de
trés diferentes enzimas quando esta cresce em sacarose, convertendo o dissacarideo em
glicose e frutose (Sprenger 1996); uma sacarase intracelular (SacA), cuja funcédo ainda
nao e claramente compreendida, a levanasacarase (SacB) e uma sacarase extracelular
(SacC). A sacarase extracelular é a principal responsavel pela hidrdlise da sacarose,
enquanto a levanasacarase & comprometida na formagao de levana e oligossacarideos
de frutose (Kannan et al,, 1997). A sintese de levana e sorbitol sdo antagénicas, pois
formagao de levana depende da presenga de monossacarideos livres, especialmente a
frutose formada apds hidrolise da sacarose. Altas taxas de hidrolise da sacarose
favorecem a sintese de levana, enquanto baixas taxas de hidrolise favorecem a formacéao
de sorbitol (Kannan et a/., 1998).

3.2.2 Caracterizagao da Levanasacarase

A formacgado de levana durante a fermentagéo da sacarose indica a presenca da
enzima levanasacarase, que pode ocorrer intracelularmente como constituinte da célula
e/ou extracelularmente (Cote, 1988), transferindo o radical frutosil da sacarose para
formar a levana (Euzenat et al., 1997).

Dedonder (1966) observou que a enzima levanasacarase € termolabil e que sua
atividade € instantaneamente reduzida a metade se colocada a 60°C, no entanto a adi¢cao
de metais como ferro, aluminio e zinco aumentam esta estabilidade. A influéncia da
temperatura na atividade da levanasacarase de Zymomonas mobilis foi observada por
Wendt (2001), que avaliou o comportamento da atividade sob temperaturas de 30 a 80°C,
verificando que a enzima apresentou maior atividade a 50°C e inibigdo da atividade a
partir de 65°C. Belghith et al. (1996) observaram um incremento na formagéo de levana
de alto peso molecular a baixas temperaturas, ja a proporgdo de levanas de baixo peso

molecular aumentou com o incremento na temperatura de incubag&o.

Quanto a atividade da levanasacarase em relagdo ao pH, Park et al. (1983)
verificaram que o pH 6timo da enzima de Zymomonas mobilis NRRL B-806 esta entre 4,7
e 5,6. Preziosi et al. (1989) observaram que, para cepas ZM4, o melhor pH é de 5. 5: este
mesmo valor de pH também foi identificado como 6timo por Crittenden e Doelle (1994)

para levanasacarase de Zymomonas mobilis. Ja nos ensaios desenvolvidos por Belghith

1
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et al. (1996) e Sangiliyandi e Gunasekaran (1998), o pH otimo para levanasacarase de
Zymomonas mobilis foi 5,0.

A concentragdo inicial de sacarose influencia a atividade enzimatica da
levanasacarase; maiores concentragbes proporcionam aumento na atividade: como
verificado por Wendt (2001), que obteve aumento de aproximadamente 30% na atividade
da enzima quando a concentragdo de sacarose passou de 20 para 40%, em reagées
mantidas sob as mesmas condigdes. Crittenden e Doelle (1 994) assim como Belghith et
al. (1996) também verificaram a mesma influéncia na atividade da levanasacarase de
Zymomonas mobilis com o incremento da concentragdo do substrato sacarose. Nos
estudos relatados verificou-se que com o incremento da concentragdo de sacarose houve
reducdo na formagéo de levana de alto peso molecular, fato ocorrido devido a formacao
de levana de baixo peso molecular e oligossacarideos.

Euzenat et al. (1997) confirmaram que a levana atua diretamente sobre a enzima,
isto &, a producéo de levana de baixo peso molecular induziu um incremento na atividade
de levanasacarase, uma vez que os melhores aceptores s3o os residuos frutosil 2o invés

da agua ou glicose.

A frutosiltransferase levanasacarase além de formar levana a partir de sacarose,
catalisa outras reagées como a inversdo de sacarose, formagao de oligossacarideos e
outras reagdes de transfrutosilagdo (Kim et al., 2000). Levanasacarase de Zymomonas
mobilis, conhecida pela sua habilidade de produzir etanol (Vilkari, 1984), foi também
identificada como responsavel pela formagéo de frutoligossacarideos a partir de reagdes
de transfrutosilagéo em sacarose (Crittenden e Doelle, 1993). Estes autores comprovaram
a habilidade de levanasacarase (E.C. 2.4.1.10) de Zymomonas mobilis ATCC 39676 para
produzir frutoligossacarideos, quando identificaram 1-kestose como o produto formado em
maior propor¢do pela transfrutosilagdo da levanasacarase, representando 98% do total
dos oligossacarideos produzidos, evidenciando assim, maior versatilidade para aplicagao

industrial de levanasacarase de Zymomonas mobilis.

12



REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.3 Enzimas Imobilizadas

Sistemas com enzimas imobilizadas sdo amplamente utilizados em processos de
reacdo para producdo industrial, sdo sistemas bem caracterizados e apresentam
vantagens como o reuso do biocatalisador, a estabilidade deste é acentuada além de ser
facilmente separado (Jang et al., 2001).

Zaborsky (1973) ja havia mencionado que a utilizagéo de enzimas imobilizadas
apresenta consideravel vantagem sobre enzimas soluveis, pelo fato de poderem
apresentar seletivamente propriedades fisicas e/ou quimicas alteradas, bem como serem
passiveis de reuso, permitirem formag&o controlada de produto e as reagoes enzimaticas
ocorrerem com maior rapidez, sendo possivel obter alta eficiéncia em multiplas e
consecutivas reagbes, além da grande variedade de projetos de engenharia para

processos continuos e batelada.

Conforme Keyes (1984) citado por Reguly (2000), as enzimas imobilizadas sdo
geralmente mais estaveis que as mesmas enzimas sob forma soltvel: mesmo quando
suspensas em agua, estas enzimas insolubilizadas por imobilizagdo permanecem
estaveis e ativas por meses, possibilitando assim o seu reuso. No entanto, Jang et al.
(2001) observaram que a imobilizagdo também pode afetar a estabilidade da enzima,
visto que pode alterar o microambiente da mesma e desta forma afetar sua atividade.

A aplicagdo de processos com enzimas imobilizadas nas industrias de alimentos e
farmacéuticas, deve-se, principalmente, ao fato da solugdo processada ndo ser
contaminada com a enzima, além da reagéo poder ser interrompida rapidamente (Fogarty,
1990).

Existem varias maneiras de classificar os muitos tipos de enzimas imobilizadas,
cuja classificagdo deve no entanto, estar baseada na combinagdo da natureza da
interag@o responsavel pela imobilizagéo e da natureza do suporte (Wiseman, 1985). Os
meétodos de imobilizagdo de enzimas, apresentados na Figura 3.2, sdo classificados por
Reguly (2000) como sendo:

- de natureza fisico-quimica: aqueles que envolvem ligagbes covalentes, idnicas ou

interag6es mais fracas entre suporte-enzima ou enzima-enzima;

- de natureza fisica: aqueles que néo envolvem ligagdes, havendo uma simples inclusdo

ou oclusao de enzimas no suporte.

13
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Figura 3.2: Fluxograma dos metodos para imobilizagdo de enzimas. Onde: E-E (enzima-

enzima); E-S (enzima-suporte).

3.3.1 Reatores

Os reatores em que se processam as reagles catalisadas por enzimas
imobilizadas devem colocar as mesmas em contato com o substrato e conter o produto da
reacdo. O tipo de reator determina, em grande parte, o método a ser usado para
imobilizagdo das enzimas, principalmente sua escala ou tamanho, devido a fatores como
taxa de escoamento, agitagdo, friccdo e compressdo, a que o conjunto suporte-enzima
esta sujeito no reator. De outra parte, o método de imobilizagdo depende também da
natureza da enzima (Reguly, 2000). Conforme o autor, os reatores podem ser
classificados em tanques-reatores, de regime continuo ou descontinuo, com e sem
agitacao; e reatores de coluna, de leito fixo totalmente empacotado ou apenas um disco

empacotado, coluna tubular e de leito fluidizado.

Chien et al. (2001) estudaram e compararam o uso de sistemas em batelada e
continuo para a produgéo de frutoligossacarideos através de sistemas com enzima (8-D-

frutofuranosidase) e/ou células (Asperygillus japonicus) imobilizadas, e verificaram que a

14
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producao de frutoligossacarideos foi muito similar; contudo, salientaram que o reator de
coluna operado continuamente manteve alto rendimento por longo periodo de uso quando
alimentado em baixas vazdes. Ettalibi e Baratti (2001) avaliaram o uso de reatores
operando em batelada e continuo, quando otimizaram a imobilizag&do de inulinase em
vidro poroso, sendo também observada por estes autores alta estabilidade operacional

quando o reator continuo foi testado em baixas vazdes.

A escolha do reator depende da quantidade, natureza e caracteristicas do
substrato e produto da reagéo (densidade, viscosidade e concentragéo); das condi¢des da
reacdo (pH, temperatura e concentragéo idnica); da velocidade de alimentagao e da
vazao do substrato e produto (Reguly, 2000).

3.3.2 Imobilizagao por Adsorg¢dao

A imobilizagéo por adsorgéo é a técnica mais simples e a de menor custo, visto
que nao requer reagentes e apenas um minimo de ativagdo das enzimas (Reguly, 2000).
Além disso, a adsorgdo € um método brando, causando pequena ou nenhuma inativagao
das enzimas (Zaborsky, 1973). Em principio, 0 método é completamente reversivel,
permitindo o reuso de suporte e catalisador. Segundo Bemath (1986) citado por Reguly
(2000), possivelmente a maior vantagem comercial da imobilizagido por adsor¢do é a

capacidade de regenerar a atividade da enzima no préprio reator.

Apesar da operacionalidade relativamente simples, o uso eficaz da técnica
depende de variaveis experimentais como natureza do solvente, quantidade de enzima e
adsorvente, forga idnica, pH, temperatura e tempo. A quantidade de enzima adsorvida
pela superficie do suporte € influenciada pela concentragdo de enzima exposta na
soluga@o durante o processo de imobilizagdo; maiores atividades sdo obtidas a partir de

solugbes com alta concentragéo enzimatica (Wiseman, 1985).

A imobilizagdo por adsorgdo pode ocorrer por interagdo fisico-quimica nao
especifica, através de forcas de van der Waals, pontes de hidrogénio ou interagées
hidrofobicas; ou por interacdo de cargas idnicas através de pontes salinas (Reguly, 2000).
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3.3.3 Suportes

O problema para desenvolver-se adsorventes efetivos para substancias
biologicamente ativas, incluindo microrganismos, ainda é relevante. Em alguns casos é
esperada efetividade do adsorvente como material filtrante (requerido para problemas
ecolégicos como por exemplo a purificagdo de aguas residuarias). Em outros casos, o
adsorvente deve ser passivel de uso em industrias biolégicas e farmacéuticas como
suporte para imobilizagado de enzimas e células bacterianas (Kovalenko et al., 2001).

O material empregado como suporte para ser considerado um bom adsorvente
deve suprir certos critérios. Primeiro, deve ter suficiente capacidade de adsorcdo com
respeito as substancias biologicamente ativas (SBA) e firmeza para ligar-se a elas na
superficie. Segundo, precisa reter e estabilizar a atividade de SBA imobilizadas com um
nivel relativamente alto. Terceiro, precisa apresentar boas caracteristicas operacionais
(forca ou poténcia mecanica, parametros hidrodinamicos e resisténcia & degradagéo
quimica e biolégica). Finalmente, seu custo deve ser relativamente baixo. Materiais
inorganicos que sdo largamente empregados na ecologia e nas industrias, sdo os que
melhor satisfazem estes requerimentos (Kovalenko et al., 2001).

E notavel que nas aplicagdes biotecnolégicas os suportes usados com mais
frequéncia para imobilizagdo de bactérias sdo materiais silicados (areias, argilas,vidros,
minerais) e carvao ativado com microporos. Em alguns estudos, adsorventes como
carvao com porosidade média e carvao mineral, mostraram ter 6timas propriedades para
adsorcao de enzimas e bactérias em comparagdo com suportes minerais como silica e

oxidos metalicos (Kovalenko et al., 2001).

O suporte ideal para uma dada aplicagdo é aquele que aumenta a afinidade da
enzima pelo substrato, diminui a inibigdo pelo produto, dificulta o crescimento microbiano
e pode ser recuperado para reuso (Wiseman, 1985). Para ser utilizado em um reator, o
suporte deve ser estavel na solugé@o, bem como, ndo deteriorar nas condigdes de reagéo;
logo, deve apresentar durabilidade quimica e estabilidade térmica. Os suportes
inorganicos sdo os que melhor cumprem os requerimentos para aplicagdoes industriais
(Messing, 1975).

A alumina (Al,O3;) um suporte inorganico de baixo custo e faciimente obtida, é

popularmente utilizada como adsorvente industrial e suporte em catalises heterogéneas.
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Durante os ultimos 20 anos, alumina vem sendo empregada como suporte para adsor¢ao
de microrganismos e enzimas (Bekers ef al., 2001).

Uma vasta opgdo de suportes de diferentes cargas e formas fisicas estdo
disponiveis, a maioria apresentando superficies trataveis (Fogarty, 1990). O tratamento
quimico das esferas de arame de ago puro (WS) com TiCls, assim como através de
flambagem por chama direta, aumentou as ligagbes entre as células e a superficie do
suporte, além de estimular a sintese de produtos. Em outras investigagdes mostrou-se
que modificagbes da superficie de WS influenciaram significativamente na formacéo de
ligagdo com as celulas, como quando usado com Saccharomyces cerevisiae (Bekers et
al., 2001).

Os materiais indicados como suportes para imobilizagao por adsorgdo, podem ser,
aqueles que adsorvem as enzimas por interagdo fisico-quimica ndo especifica como,
alumina, silica, bentonita, carvao ativado e vidro poroso; ou aqueles que adsorvem as
enzimas por interagdo de cargas idnicas, celuloses, dextranas ativadas, colageno, quitina

e resinas de troca iénica, como Amberlite, Dowex, Permutit e Wofatit (Reguly, 2000).

Carvao ativado € uma forma microcristalina ndo grafitica de carbono que tem sido
processado para aumentar sua porosidade interna, o que resulta em grande area de
superficie que possibilita a absor¢gdo de gases e vapores de compostos gasosos,
dissolvidos ou dispersos em substancias liquidas. O processamento € realizado por
adsorgao. A ligagdo de impurezas por forgas fisicas ocorre dentro da estrutura porosa do
carvao, devido as moléculas da superficie exercerem forgas atrativas de London ou de
van der Waals. Carvao ativado tem um dos maiores volumes de porosidade adsortiva
dentre os materiais conhecidos pelo homem. Por causa desta grande area superficial (1
quarto de granulos = 6 campos de futebol), carvao ativado mostra uma notavel habilidade

de adsorver moléculas organicas de liquidos ou vapores (Roy, 1995).

Os tamanhos dos poros do carvao ativado sao geralmente divididos em 3
categorias: macro, meso e microporos. Os didmetros dos poros variam de 1000 a 100 000
A para macroporos, de 100 a 1000 A para os mesoporos e menores que 100 A para os
microporos. Uma vez que os poros s8o preenchidos, outras regeneragdes ou reativagdes
podem proporcionar um carvao reutilizavel com muitas de suas propriedades mantidas

como as de um carvao virgem (Roy, 1995).

17



REVISAO BIBLIOGRAFICA

O carvdo ativado € um dos suportes mais utilizados na imobilizagéo de enzimas
em larga escala por adsorgéo, sendo limitado apenas quanto a complicagées devido a
desadsorgao (Roy, 1995).

3.4 Aplicagio de Células ou Enzimas Imobilizadas na Produgdo de
Frutoligossacarideos

Ao contrario de muitas enzimas, levanasacarase € limitada, visto que cataliza
reagdes sintéticas de micromoléculas (sacarose) em macromoléculas (levanas e outras
frutanas). Com o intuito de avaliar as propriedades da enzima e as caracteristicas dos
produtos formados, Jang et al. (2001) imobilizaram levanasacarase de Zymomonas
mobilis em magnetita titanio ativada e compararam com a enzima livre, verificando que a
imobilizagdo incrementou a estabilidade térmica e reduziu a atividade de polimerizagao da
enzima relativa a atividade de hidrolise da sacarose, permitindo desta forma mudangas no
tamanho da estrutura da levana. Concluiram desta maneira que a produgédo de levana
com alto rendimento e baixo peso molecular € possivel através do uso de levanasacarase

imobilizada.

Levanasacarase de Bacillus natto foi imobilizada em suporte ceramica SM-10 por
lizuka et al. (1993) com o objetivo de produzir levana. O suporte SM apresentava area
superficial de 100 m?/g e didmetro dos poros igual a 365 A. A imobilizagédo da enzima no
suporte deu-se através de imers&o, ou seja, o suporte foi imergido em solugéo contendo a
enzima, durante 6 horas, com pH mantido em 6,0 e sob refrigeragao. O rendimento da
sintese foi de 7,5 g de levana por 100 g de sacarose, sendo o0 mesmo repetido por varias

VeZes.

Jang et al. (2000) imobilizaram levanasacarase de Zymomonas mobilis em
hidroxiapatita e verificaram que a enzima imobilizada manteve suas propriedades
bioquimicas; além disso, a levanasacarase imobilizada reteve 65% da sua atividade
original apés seis intervalos de uso repetitivo e 67% da atividade inicial apos 40 dias

estocada a 4°C.

Alginato de calcio foi empregado na imobilizagéo de Aspergilus japonicus em
pesquisas realizadas por Cruz et al. (1998) para produgdo de frutoligossacarideos. O
sistema foi conduzido em batelada, em fermentadores de 2 litros a 55°C e pH 5,0-5,6.

Considerando que geralmente o total de frutoligossacariedeos obtidos através de enzimas
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ou células livres ou enzimas imobilizadas de outros microrganismos tém sido de 55 a
60%, por meio de solugdes com 30 a 50% de sacarose, em aproximadamente 24 horas,
os autores observaram que, com 65% de sacarose num tempo de reag@o 4 horas o
produto final obtido apresentava 61,3% de frutoligossacarideos, verificando desta forma
uma alta taxa de conversdo através de uma reagdo de curto tempo. Além disso, o micélio
se manteve ativo por um longo periodo e apés 23 bateladas com 92 horas de uso
repetitivo ndo haviam sido verificadas perdas de atividade, permitindo afirmar que o

estudo apresenta grande potencial para uso industrial.

p-frutofuranosidase de Aureobasidium sp foi imobilizada em vidro poroso ativado
com glutaraldeido por Hayashi et al. (1991). A reagéo ocorreu em coluna empacotada
(com 6 mm de diametro interno e volume igual a 0,6 cm?®), que foi alimentada com solugéo
de sacarose 40% (p/v). Quando operaram o sistema em batelada, obtiveram varios
frutoligossacarideos como 1-kestose, nistose e frutosilnistose. Ja em sistema continuo,

produziram seletivamente 1-kestose, quando operaram o sistema com vazdo de 20 cm’/h.

A produgdo de frutoligossacarideos a partir da hidrolise da sacarose pela B-D-
frutofuranosidase foi obtida por Chien et al. (2001), que utilizaram associagao células-
enzimas do micélio de Aspergilius japonicus imobilizado em gluten. O sistema utilizado
mostrou-se efetivo na producéo de frutoligossacarideos, além de apresentar-se estavel
por longo periodo em operacéo, mostrando-se viavel para uso em escala industrial.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismo

Foi utilizada cepa mutante de Zymomonas mobilis CCT 4494, conservada em
laboratério. Para obtengéo da cepa mutante, Wendt (2001) tratou a massa celular da cepa
natural com 50pg/mL de NTG (N-metil N'nitro N'nitroso Guanidina) por 45 min a 30°C. As
células foram lavadas repetidas vezes, ressuspensas em agua, plaqueadas em meio agar
MRS e cultivadas por 24 h a 30°C.

4.2 Manutengao do Microrganismo

A cepa foi mantida em tubos de ensaio inclinados a 4°C, contendo meio de cultura
especifico, conforme a composigao descrita na Tabela 4.1, previamente esterilizado a
121°C por 15 min. As culturas foram repicadas a cada 20 dias. O pH do meio foi ajustado
ab,5.

Tabela 4.1: Composigado do Meio de Manutengao.

Composto Concentracgao (g/L)
Sacarose 50,0
Extrato de Levedura 50
KH,PO4 1,0
Mg SO,.7H.0 0,5
(NH4)2SOy4 0,2
Agar 20,0
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4.3 Preparo do Inéculo

O mutante de Zymomonas mobilis foi incubado por 24h a 30°C no meio liquido, de
composi¢ao idéntica ao do meio descrito na Tabela 4.1, exceto agar. Desta cultura foi

transferida uma aliquota de 10% (v/v) para frascos contendo meio estéril.

4.4 Fermentagao em Erlenmeyers

Os ensaios de fermentagao foram realizados em erlenmeyers de 500mL, contendo
100 mL do meio descrito na Tabela 4.2, previamente esterilizados a 121°C e conduzidos a
30°C por 16h sob agitagdo em “shaker” a 100 rpm. Destas fermentacdes foi obtido o

extrato enzimatico bruto.

Tabela 4.2: Composigdo do Meio de Fermentagao.

Composto Concentragao (g/L)
Sacarose 180,0
Extrato de Levedura 10,0
KH,PO4 1,0
Mg SO,4.7H,0 0,5
(NH4)2S04 1,0
pH: 5,5

4.5 Selegao do Suporte para Imobilizagao da Enzima

Foram testados os seguintes suportes: Carvao Ativado, Resina de Troca Catidnica
Amberlite 200, Resina de Troca Catiénica Amberlite IRC — 50, Resina de Troca Catidnica
Permution, Resina de Troca Anionica lll, Resina de Troca Anidnica Permution e Resina de

Troca l6nica Purolite.
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4.5.1 Teste de Imobiliza¢ao

O caldo fermentado foi previamente centrifugado para separagédo de células. A
uma amostra (50 mL) de caldo fermentado contendo a enzima levanasacarase foi
adicionada uma massa definida de suporte (5 g). Os ensaios foram realizados em um
conjunto de Beckers encamisados, mantidos a 4°C sob agitagdo.

Foram retiradas aliquotas do liquido, nas quais foi determinada a atividade
enzimatica, conforme descrito no item 4.7.1. Quando o meio apresentou atividade de
enzima constante, foi entdo determinado o tempo necessario para imobilizagdo da
enzima. Comparando a atividade de enzima inicial e final do meio obteve-se o percentual

de enzimas imobilizadas no suporte.

4.5.2 Eficiéncia da Imobilizagao

Para verificar a eficiéncia da imobilizagdo, o suporte foi filtrado, lavado com agua
deionizada e transferido a uma solugéo de sacarose 10% (p/v), mantido sob agitacdo a
50°C por 1 h. Foram retiradas amostras nas quais foi determinada a atividade enzimatica

referente a enzima em solugo, ou seja, a atividade de enzima retida ap6s a imobilizagao.

Com o intuito de comprovar os resultados obtidos quanto a atividade de enzima
imobilizada realizou-se o seguinte teste: adicionou-se 5 g de suporte a uma solugao de 50
mL de sacarose 10% (p/v) sem presenca de enzimas, o ensaio foi mantido por 1 h a 50°C

sob agitagao, determinou-se entao a concentragao de glicose na solugdo.

4.6 Experimentos em Coluna

Foram construidos reatores de coluna em vidro pirex, com altura de 20 cm e
diametro interno de 6 mm, como mostra o esquema representado na Figura 4.1. O reator

foi mantido a 50°C através de encamisamento externo.

O suporte com a enzima imobilizada foi transferido para a coluna onde ficou retido
através de uma malha de 1a de vidro. O suporte foi lavado com agua deionizada para
retirada do sobrenadante do meio.
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Os experimentos foram conduzidos com o reator de coluna operando
continuamente (sem reciclo) e em batelada (com reciclo). Quando operado em reciclo, a
corrente de saida foi retornada ao becker da solugédo (alimentagcao), obtendo desta
maneira o reciclo total da solugdo eluida.

Figura 4.1: Esquema do Reator de Coluna. 1: Solugéo de agucar, 2: Bomba peristaltica, 3:
Reator de Coluna (com encamisamento externo), 4: Suporte com enzima imobilizada, 5:
Banho termostatizado.

Para avaliar a influéncia da concentragdo do substrato na formagao de
frutoligossacarideos o reator foi alimentado com solugdes de sacarose pura variadas de
10 a 50%, quando operado sem reciclo e com solu¢des de sacarose/frutose nas razdes
3:1 e 7:1 operando com reciclo total, conforme observado nas Tabelas 4.3 e 4.4, que
indicam as concentragbes de aglcares estudadas em cada experimento, sem e com

reciclo, respectivamente.

A vazao de alimentagdo das solugbes de acgucares foi variada em limites
estabelecidos em fungao do marcador “dial” da bomba peristaltica (Milan) utilizada para os
ensaios em coluna (marcas 10, 20, 30, 40 e 50), sendo que 0s ensaios com sacarose sem
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reciclo foram realizados com vazao constante (marca 30). Para cada uma destas marcas
da bomba peristaltica foi determinada a Taxa Massica (TM) em g/min em fungdo da
concentragao de sacarose utilizada, ou seja, para cada ensaio realizado foi coletada e
pesada uma amostra em tempo definido.

Tabela 4.3: Experimentos realizados sem reciclo e os respectivos percentuais de acgucar
utilizados.

Experimento Concentragio de Sacarose (%)

E-I 10
E-I 10
E-Iil 20
E-IV 20
E-V 20
E-VI 20*
E- VI 30
E- VI 40
E-IX 40
E-X 50
E-X 50

*17,5% de Sacarose e 2,5% de Frutose

Tabela 4.4: Experimentos realizados com reciclo e os respectivos percentuais de agucar

utilizados.
Experimento Acgucar(%) Sacarose(%) Frutose(%)
R - Xl 20 17,50 2,50
R - Xl 20 15,00 5,00
R - XIV 30 26,25 3,75
R - XV 40 35,00 5,00
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4.7 Métodos Analiticos

4.7.1 Determinacéao da Atividade Enzimética

A 1 mL de solugcdo enzimatica foram adicionados 9 mL de solucdo de sacarose
10% (p/v) dissolvida em tampd&o citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,5. A reacdo enzimatica foi
realizada a 50°C por 1 h, sendo as amostras inativadas por 10 min em banho de agua
fervente.

A atividade de hidrolise da sacarose foi medida pela concentragdo de glicose
liberada através do método da glicose oxidase/peroxidase (Kit Bio Diagnostica — Glicose
Enz Color).

Uma unidade de atividade da enzima é definida como a quantidade de enzima que
catalisa a liberagao de1umol de glicose/minuto/mL.

4.7.2 Determinagéo de Actcares Redutores (AR)

A determinacéo de AR foi realizada nas amostras retiradas do eluente do reator de
coluna pelo método de Somogyi-Nelson (1952).

Para expressar a resposta e determinar a concentracéo, fez-se uma comparagao
com a curva padrao para a sacarose hidrolisada (Apéndice A).

4.7.3 Determinacéao de Glicose

A concentragdo de glicose nas amostras do eluente do reator foi determinada pelo
método da glicose oxidase/peroxidase, conforme item 4.7.1.

4.7.4 Determinagéo do pH

O pH foi determinado através de leitura direta em potenciémetro (DIGIMED,
modelo DM 20).
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4.7.5 Cromatografia em Papel

Os acucares foram identificados através de cromatografia em papel Whatman n°1,
sendo utilizado como padrées sacarose, frutose, glicose. Amostras e padroes foram

aplicados com 10% de concentragao.

A cromatografia descendente foi desenvolvida utilizando como sistema solvente
acetato de etila, alcool isopropilico e agua na proporgdao 6:3:1 (v/v) e, revelada com

reagente difenilamina-anilina-acido fosforico.

4.7.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A quantificagdo dos frutoligossacarideos foi realizada através de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) segundo metodologia de Jung et al (1989), em
Cromatografo Waters 510, acoplado a um detector refratométrico diferencial Waters 410 e
coluna AMINEX Carbohidrate HPX-87C (300 x 7,8 mm). Como eluente na fase movel foi
utilizada dgua desmineralizada e degaseificada a 80°C sob fluxo de 0,6 mL/min. Foi
construida uma curva de calibragdo com 5 pontos para os padres sacarose, frutose,
glicose, 1-kestose, nistose e frutosilnistose.

4.8 Determinagido da Distribuicio do Tempo de Residéncia (DTR) e Numero de
Dispersédo (D/pL)

O objetivo deste estudo foi determinar o tempo médio de residéncia (t_)
experimental a fim de correlacionéd-lo com a concentragdo e qualidade dos produtos

formados; bem como o ajuste do modelo de disperséo.

A determinagéo da distribuigdo do tempo de residéncia (DTR) foi realizada atraves

do método do estimulo e resposta segundo Levenspiel (1987).

O estimulo utilizado foi o Degrau; que consistiu em substituir a corrente de
alimentagéo (agua deionizada) por uma corrente de mesma vazao e concentracao (Co)
conhecida de tragador inerte, que pudesse ser facilmente analisado na corrente de saida
e que ndo alterasse as propriedades fisicas do fluido. Substituiu-se entao a corrente de

alimentagdo por uma de corrente de glicose 5 g/L (Co). Na saida do reator foi medida a
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concentragdo de glicose C(t) em fungdo do tempo, medida esta que corresponde a
resposta do estimulo.

Sabendo que C(t)/Co representa a fragdo de fluido com tempo de residéncia

menor que t, logo, a resposta ao degrau na forma adimensional C(t)/Co corresponde a

curva F(t).
Sendo:
F(e) = [ £)-ar (4.1)
Verifica-se que:
dr(r)
Elt)=—= 4.2
== (4.2)

E sabendo que E(t) corresponde a fragdo instantanea de fluido com tempo de

residéncia t e 7 o valor médio do tempo de residéncia para todo o fluido; verifica-se

entdo que:

(="t E)-di (4.3)

A determinagdo da DTR foi realizada no reator de coluna de leito fixo utilizado no
estudo em questo, a coluna foi preenchida com 4 g de carvdo ativo previamente lavado
com agua deionizada, apresentando 18,5 cm de altura de leito.

O controle da vazao de escoamento dos ensaios, ocorreu através da bomba
peristaltica também utilizada no estudo em questdo. Foram realizados trés ensaios; DTR
10, DTR 30 e DTR 50 (onde: 10, 30 e 50 correspondem ao “dial” da bomba).

Para cada ensaio, amostras foram retiradas até o instante que a medida da
concentracdo de tragador na corrente de saida (C(t)) fosse igual & concentragdo de
tragador na corrente de alimentagao (Co).

O numero de dispersdo € dado por D/ul, que € um parametro adimensional e

mede a qualidade da mistura na coluna. A avaliagéo deste parametro a partir de uma
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Curva experimental € obtida calculando-se sua varidncia. A variancia representa o
quadrado da amplitude da distribuicdo e tem unidades de tempo (tempo)’. Para uma
curva continua ou para medidas discretas dentro de intervalos de tempo iguais, a
variancia é expressa segundo Equagéo 4.4.

o’ = J: (-7 )2&1! (4.4)

Na forma discreta, fica:

o’ =) EA-T (4.5)

Modelos de dispersdo de pequena intensidade, sdo representados através da
Equagao 4.6, que relaciona a variancia com D/pL.

, &> D
0, =L =2 4.6)
1 y7s

Desta maneira, substituindo (4.5) em (4.6) obtém-se o parametro D/ulL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Microrganismo

Como descrito no item 3.1 utilizou-se cepa mutante de Zymomonas mobilis CCT
4494 obtida por Wendt (2001) e conservada em laboratério conforme metodologia de
manutengao descrita no item 4.2, metodologia esta, também otimizada por Wendt (2001).

No entanto, ao iniciar-se os experimentos, foi verificada certa dificuldade de
adaptagéo do microrganismo, apresentando maior fase lag, tanto no meio de manutengéo
bem como no de fermentagao, ocasionando desta maneira, alteragbes no resultado do
processo fermentativo com conseqliente diminuicdo da produgdo da enzima requerida
para o estudo, a levanasacarase. Uma das possiveis causas, pode ter sido o
encapsulamento do microrganismo pelo polissacarideo levana. Apds sucessivas
repicagens em intervalos de tempo pequenos, normalizou-se a adaptagéo da Zymomonas
mobilis ao meio de cultura.

5.2 Sele¢ao do Suporte

A Tabela 5.1 e a Figura 5.1 mostram os resultados obtidos durante o processo de
imobilizagao de levanasacarase, onde & possivel observar que apds 4 horas de
imobilizacdo, apenas o carvdo ativado e a resina de troca catidnica Permution
apresentaram resultados favoraveis quanto a imobilizac&do da enzima, visto que para os
outros suportes testados nao foi verificada queda de atividade no meio, ndo sendo
verificado portanto, imobilizacdo da enzima nestes.
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Tabela 5.1: Atividade enzimatica (Ul) e o percentual de enzimas imobilizadas obtidas nos

experimentos de selegdo do suporte.

Suporte Atividade de Enzimas (Ul) Imobilizagao
Testado t=0h t=1h t=2h t=3h t=4h (%)
Carvao Ativado 0,841 0,759 0,622 0,543 0,452 46,25
Resina Catidnica 0,775 0,773 0,761 0,751 0,750 323
Amberlite 200
Resina Catidnica 0,775 0,770 0,772 0,761 0,762 1,68
Amberlite IRC-50
Resina Cati6nica 0,841 0,802 0,765 0,711 0,696 17,24
Permution
Resina Anibnica llI 0,775 0,776 0,771 0,766 0,765 1,29
Resina Anidnica 0,841 0,833 0,829 0,825 0,820 2,50
Permution
Resina lénica 0,770 0,761 0,765 0,759 0,755 1,95

Purolite

Onde: t = Oh corresponde a atividade inicial de enzima do caldo fermentado; e os outros
tempos correspondem "as amostras retiradas durante o processo de imobilizagdo (caldo
fermentado acrescido do suporte).
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Figura 5.1: Atividade remanescente de enzima (Ul) dos meios acrescidos de suporte com

o tempo de imobilizagao (horas).

Quanto a eficiéncia da imobilizagdo, descrita no item 4.5.2, observa-se na Tabela
5.2 que dos 46,25% de enzima imobilizada no carvao ativado, 51,62% mantiveram sua
atividade enquanto, dos 17,24% de enzima imobilizada na resina catiénica Permution,
43,01% mantiveram sua atividade.

Tabela 5.2: Atividade da enzima imobilizada (%)

Suporte Atividade da Enzima (%)
Carvao Ativado 51,62
Resina Catiénica Permution 43.01

Os ensaios de imobilizagdo foram interrompidos apds 4 horas, visto que nao foi
observado aumento significativo de imobilizagdo em tempos superiores a este, o que foi
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verificado pelo fato da atividade do meio de imobilizacdo se manter constante, ficando
portanto definido como tempo necessario de imobilizagao, o tempo de 4 horas.

Jang et al. (2000) quando imobilizaram levanasacarase em magnetita titanio
ativada, obtiveram 75% de imobilizagao, o que foi equivalente a 8 Ul de enzima por grama
de suporte. Neste estudo, a imobilizagdo da levanasacarase ocorreu a 4°C, com pH 4,0,
durante 30 min. O autor também verificou que a enzima imobililizada reteve 61% da sua
atividade original apds 5 usos repetidos.

Os resultados obtidos para a resina catiénica Permution sdo referentes a uma
aparente atividade hidrolitica do suporte e nao de enzima imobilizada, visto que o mesmo
hidrolisou sacarose sem a presenca de enzima, o que e verificado pela concentragao de
glicose (g/L) na, conforme citado no item 4.5.2 e apresentado na Tabela 5.3.

Tabela 5.3: Concentragdo de glicose (g/L) para os testes realizados sem adigdo de

enzimas.
Teste Realizado Glicose (g/L)
Carvao Ativado + Solugao Sacarose 10% 0,90
Resina Catiénica Permution + Solugdo Sacarose 10% 9,76
Solugdo Sacarose 10% 0,74

Dentre os suportes testados o carvao ativado apresentou resultados favoraveis a
imobilizacdo de levanasacarase, com 46,25% de enzima imobilizada, apresentado 0,1 Ul
de enzima imobilizada por grama de carvao e mantendo 51,62% destas moléculas ativas.
Em funcao disto, foi o suporte selecionado para os experimentos em coluna com a enzima
imobilizada.

O carvao ativado utilizado no estudo encontrava-se na forma granulada, que para
ser utilizado como suporte na imobilizacdo foi previamente moido e peneirado em
peneiras de analise granulométrica. A massa de carvao utilizada ficou retida entre as
malhas 20 e 30 com aberturas de 850 e 600 um respectivamente, o que permitiu concluir

que o diametro médio do carvdo que serviu de suporte ficou na faixa de 0,60 a 0,85 mm.
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O carvao também foi sucessivamente lavado com agua deionizada antes do processo de
imobilizagao.

Kovalenko et al. (2001) avaliaram particulas de carvdo com diametros de poro
variados, assim como grafite e fuligem de carvdo, na imobilizagdo de proteinas. Os
autores observaram que carvdo com poros de di@metro médio igual a 0,016 um parece
ser o 6timo para a estabilizagdo de glicoamilase e que a estabilidade da enzima adsorvida
diminuiu com o aumento do diametro médio do poro do carvdo; para enzima imobilizada
em fuligem de carvéo e grafite a estabilidade diminuiu com o aumento médio do diametro
do poro, concluindo desta maneira que, para proteinas a estrutura porosa foi de crucial

importancia na adsorgao da enzima pelos suportes de carvao estudados.

O efeito ocasionado pelas diferengas na porosidade de suportes foram avaliadas
por Ettalibi e Baratti (2001), quando estudaram a utilizagdo da inulinase imobilizada em
vidro poroso, com diametro de poro variando de 80 a 3000 A e area especifica de 400 a
10 m?/g, respectivamente. A quantidade de proteina imobilizada incrementou com a area
especifica do suporte, aumentando de 10,9 a 35,0 mg e foi maxima para suporte com 80
A de diametro de poro. Este suporte tem area especifica elevada (400 m%g), o que
indicou que o tamanho do poro néo foi o fator limitante para a imobilizagdo, mas sim o
total da superficie disponivel para ligagbes com a enzima, verificando ainda o aumento da

atividade da enzima com a area especifica do suporte.
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5.3 Experimentos em Coluna

Os dados referentes as medidas de taxa massica (TM) realizadas para as
diferentes concentragdes de sacarose, referentes ao “dial” da bomba em que se estava

operando, conforme descrito no item 4.6, estao apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5.4: Valores médios das medidas de taxa massica (TM) em fungdo do “dial” da

bomba obtidos durante os experimentos.

TM (g/min) referente ao “Dial” da Bomba
% Sacarose 10 20 30 40 50
10 1,28 2,69 3,90 492 5,80
20 1,35 3,14 467 5,78 7
30 1,68 3,44 4,98 6,42 7.74
40 1,92 3,62 5,22 6,60 8,04
50 1,99 3,81 567 7,36 8,72

5.3.1 Ensaios com Sacarose sem Reciclo

Quando o reator de coluna (20 x 0,6 cm) foi operado continuamente sem reciclo a
50°C, cada experimento foi alimentado com diferentes concentragdes de sacarose (de 10
a 50%), e para cada percentual de sacarose a taxa de escoamento foi variada através do
“dial” da bomba de 10 a 50.

Os resultados obtidos na andlise da concentragdo de glicose podem ser
observados nas Tabelas 5.5 e 5.6. Verifica-se atraves dos mesmos que a variagéo na
taxa de escoamento nao teve influéncia na hidrolise da sacarose, visto que a
concentragcao de glicose liberada no meio se manteve praticamente constante para cada

percentual de agucar estudado.

O fato de ndo ocorrer incrementos ou decréscimos na concentragao de glicose,

provavelmente aconteceu por ter-se trabalhado com taxas de escoamento superiores
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aquelas que permitiiam hidrolise e transfrutosilagdo, visto que a variacdo da taxa de
escoamento foi aproximadamente de 6,75 cm>/min quando o “dial” estava na marca 50
para 1,31 cm*min quando o “dial’ marcava 10, indicando altas taxas de escoamento
quando comparadas a experimentos realizados por outros autores.

A influéncia das baixas taxas de escoamento foi observada por Chien et al. (2001)
quando estudaram a produgéo de frutoligossacarideos a partir de Aspergillus japonicus
imobilizado em gluten. A reacdo ocorreu em reator de coluna continuo (18 x 1,55 cm),
empacotado com 8 g do suporte, através do qual foi eluida uma solugdo de sacarose 40%
(p/p) a 37°C. Quando a taxa de escoamento foi reduzida, observou-se um incremento na
produtividade, definida como produto da taxa de escoamento pela fragio méassica total de
frutoligossacarideos, que foi maxima quando operaram o sistema em 0.8 cm®min. A
fracdo massica de frutoligossacarideos também aumentou de 0,20 para 0,54 p/p quando
a taxa de escoamento diminuiu de 1 para 0,1 cm®*min. Com as condicbées 40% de
sacarose e 0,1cm’min a fracdo massica meédia de frutoligossacarideos foi mantida
constante em 0,53 p/p por 4 dias, sendo reduzida a 0,4 p/p apés 18 dias e apresentando
redugéo de 50% em 34 dias.

Ettalibi e Baratti (2001) também observaram influéncia da taxa de escoamento,
quando avaliaram o comportamento da inulinase imobilizada em reator de coluna
continuo (21 x 1,3 cm), empacotado com 9,2 g de enzima imobilizada em vidro poroso e
alimentado com solugées de sacarose de 0,3, 1 e 2 M em diferentes taxas de
escoamento. Os autores verificaram completa hidrolise da sacarose com 0,3 M a 45°C e
taxa de escoamento de 0,11 cm’min. A estabilidade operacional do reator também foi
avaliada pelos autores, sendo a meia-vida do reator estimada em 350 dias quando
testado com 2 M, 50°C e 0,05 cm®*/min.
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Tabela 5.5: Concentragédo de glicose (g/L) nos ensaios E-l a E-VI realizados sem reciclo.

Ensaio “Dial”  10% Sac 10% Sac 20% Sac 20% Sac 20% Sac 20% Sac

E-l E—lI =] E-IV E-V E-VI
1 10 1,90 1,75 2,67 2,87 3,04 1,30
2 20 1,76 1,87 2,81 2,60 2,71 1,30
3 30 1,90 1,91 2,81 2,60 2,49 1,30
4 40 1,85 1,80 2,89 2,66 2.87 1,36
5 50 1,92 1,70 2,83 2,43 2,05 1,48

Tabela 5.6: Concentragdo de glicose (g/L) nos ensaios E-VII a E-XI realizados sem
reciclo.

Ensaio “Dial” 30% Sac 40% Sac 40% Sac 50% Sac 50% Sac

E-VII E-Viil E-IX E-X E-XI
1 10 250 3,98 4,68 4,93 6,01
2 20 2,75 4,31 4,22 5,03 6,43
3 30 2,16 4,64 3,77 5,10 6,42
< 40 1,94 4,31 3,27 5,23 6,19
5 50 2,16 4,31 3,57 5,08 6,14

As variagbes na concentracdo de glicose observadas de um experimento para
outro, quando o reator foi alimentado com o mesmo percentual de agucar, conforme
verificado nas Tabela 5.5 e 5.6, ocorreram possivelmente devido as condi¢des da enzima
imobilizada estarem diferentes. Sempre que a coluna com a enzima imobilizada no carvao
ativado permanecia sem uso por um periodo superior a 7 dias, a 4°C, ou ap6s 3 usos
consecutivos, realizava-se outra imobilizagdo, podendo entdo ndo se tratar da mesma
imobilizacao e em fungéo disto, apresentar diferentes percentuais de enzima imobilizada,
ou diferenca (perda) de atividade ocasionada pelo reuso.
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Os resultados para a analise de agucares redutores (AR) determinados pela
analise colorimétrica de Somogyi-Nelson (1952), estdo apresentados no Apéndice B, visto
que apresentaram desvios quando comparados com algumas amostras determinadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), que podem ser observados no item 5.3 .4,
e também pelo fato das determinagdes realizadas ndo apresentarem coesdo quando
comparadas as concentragdes dos outros agucares. Fato ocorrido devido a possiveis
interferéncias na cor ocasionadas por residuos grafiticos liberados pelo carvéo ativado e
também em funcao das altas diluicbes a que as amostras analisadas foram submetidas.
Rodrigues (1999) observou diferengas significativas quando comparou as técnicas
analiticas CLAE e Fehling na determinagao de agucares, verificando para esta valores
superestimados. Assim como Fehling, Somogyi-Nelson € uma reagdo de estequiometria

desconhecida.

5.3.2 Ensaios com Sacarose e Frutose com Reator Operando em Reciclo

Os experimentos com o reator de coluna operando em reciclo foram realizados no
mesmo “dial” da bomba (marca 30). Foram retiradas amostras a cada hora durante 6
horas. Nas amostras coletadas foram determinadas as concentragées de glicose e
acucares redutores conforme metodologia descrita nos itens 473 e 472,
respectivamente. As curvas obtidas através destas analises podem ser observadas nas
Figuras 5.2, 5.3, 54 e 5.5.

Todos experimentos realizados nas condigbes de reciclo evidenciam que houve
hidrélise da sacarose, o que foi observado pelo aumento da concentragcdo dos agucares
redutores no meio. Este incremento verificado & proporcional para todos os experimentos,
exceto no observado na Figura 5.2, que foi realizado a partir de uma solugao 20% de
acucar (17,5% de sacarose + 2,5% de frutose), onde foi observada uma maior liberagao
de glicose no meio. Foram também verificados para todos os experimentos, valores
superestimados de acucares redutores obtidos através da analise de Somogyi-Nelson,
visto que os mesmos apresentam valores um pouco superiores aos obtidos por algumas
amostras analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme item
5.3.4.

As Figuras 5.2 e 5.3 apresentam resultados obtidos para reagbées com 20% de

acucar; no entanto, as condi¢des de reagdo ndo séo idénticas. Na primeira reagéo a razao
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sacarose/ frutose utilizada foi 3:1, com 0,997 Ul de atividade de levanasacarase no meio
fermentado e com 50% de imobilizagdo de enzimas, enquanto na segunda, a razédo
sacarose/ frutose foi 7:1 com 0,862 Ul de atividade de levanasacarase no meio
fermentado e 10% de imobilizagao.
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Figura 5.2: Incremento da concentragéo de glicose (g/L) e agucares redutores (AR) (g/L)

com o tempo de reciclo (horas) no ensaio com 20% de agucar [R-XH].
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Figura 5.3: Incremento da concentragdo de glicose (g/L) e agucares redutores (AR) (g/L)
com o tempo de reciclo (horas) no ensaio com 20% de agucar [R-XIII].
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A medida que a concentragdo de substrato utilizado passou a ter maiores
percentuais, no caso os experimentos com 30 e 40% de agucar, apresentados nas
Figuras 5.4 e 5.5 respectivamente, a hidrolise ocorreu com menor intensidade, fato que
pode ter relagdo com a formagao de uma pelicula viscosa e translucida na superficie do
carvao, por onde ocorria a alimentagao, indicando pelo aspecto tratar-se possivelmente
do polissacarideo levana. A formagédo desta pelicula foi verificada na primeira hora de
experimento, sendo que nas horas subsequentes foi observado um sensivel aumento de
sua espessura. Jang et al. (2001) quando imobilizaram levanasacarase em alginato de
célcio observaram que os resultados mostravam um nivel significante de limitagao de
transferéncia de massa (efeito entupimento), ocasionado pela produgéo de levana na
superficie do alginato.
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Figura 5.4: Incremento da concentragéo de glicose (g/L) e agucares redutores (AR) (g/L)

com o tempo de reciclo (horas) no ensaio com 30% de agucar [R-XIV].
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Figura 5.5: Incremento da concentragdo de glicose (g/L) e agucares redutores (AR) (g/L)
com o tempo de reciclo (horas) no ensaio com 40% de agucar [R-XV].

5.3.3 Cromatografia em Papel

Os ensaios de cromatografia em papel foram realizados conforme descrito no item
475 com o objetivo de identificar qualitativamente os experimentos nos quais
ocorressem a formagao de frutoligossacarideos, sendo todos os padrées e amostras
aplicados a 10%. As Tabelas 5.7 e 5.8 apresentam a relacdo das amostras do
cromatograma 1 mostrado na Figura 5.6 e do cromatograma 2 mostrado na Figura 5.7,

respectivamente.
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Tabela 5.7: Identificagdo das amostras apresentadas no cromatograma 1 Figura 5.6.

Amostra Referéncia da Amostra
F Frutose
G Glicose
S Sacarose
1 E-IV (10)*
2 E-VIII (50)*
3 R-XII (1)**
4 R-XII (3)**
5 R-XII (8)**
6 R-XIV (1)**
7 R-XIV (3)**
8 R-XIV (6)**

(xx)* refere-se ao “dial” da bomba nos experimentos (E) sem reciclo e (y)** refere-se a
hora de reciclo nos experimentos (R) com reciclo.

No cromatograma 1 que pode ser observado na Figura 5.6, verifica-se que as
amostras de 1 a 8 apresentaram apenas manchas referentes aos padrdes glicose, frutose

€ sacarose.

Para as amostras 1 e 2 (20 e 40% de sacarose) sdo observadas manchas mais
nitidas para a sacarose em relacdo aos outros padrdes, o que indica que praticamente
nao houve hidrolise. Ja as amostras 3 a 8, continham sacarose e frutose livre no meio, o
que foi evidenciado pelas manchas destes padrées, sendo ainda verificado que houve
hidrolise, atraveés da presenga do padrdo glicose, exceto nas amostras 3 e 6 que

correspondem a 1 hora de reciclo.
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B & o 1 A 3 ¥

Figura 5.6: Cromatograma 1, onde sdo observados da esquerda para direita os padrées
FGeSeasamostras 1,2, 3, 4,5 6, 7¢e8.

Tabela 5.8: Identificacdo das amostras apresentadas no cromatograma 2 Figura 5.7.

Amostra Referéncia da Amostra

F Frutose

G Glicose

S Sacarose
1 E-VIil (30)*
2 E-IV (30)*
3 E-IV (50)*
4 E-VI (10)*
5 E-VI (30)*
6 E-VI (50)*

(xx)* refere-se ao “dial” da bomba nos experimentos (E) sem recicio
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Na Figura 5.7 que apresenta o cromatograma 2, observa-se para as amostras 1 a
3 pouca ou nenhuma hidrélise da sacarose, visto que s6 o padrao referente a este agucar
foi observado. Quanto as amostras 4 a 6, foram verificadas manchas de cor e aspecto
semelhante a frutose, nota-se no entanto que estdo localizadas em alturas inferiores a da
frutose. A medida da base até o centro da mancha foi de 13,8 cm para o padréo frutose e
13,1, 12,8 e 12,6 cm para as amostras 4, 5 e 6, respectivamente, porém esta mesma
defasagem foi observada para sacarose, onde a medida da base até o centro da mancha
foi de 5,3 cm para o padrao sacarose e 4,7, 46 e 45 cm para as amostras 4, 5 e 6,
respectivamente. Desta forma, é possivel afirmar que as manchas observadas néao se
tratam de possiveis frutoligossacarideos mas sim, que foram ocasionadas em virtude de
uma inclinagdo do papel no momento da corrida cromatografica.

& o i . # & Lo
" L: i . 3

Figura 5.7: Cromatograma 2 onde sao observados da esquerda para direita os padrdes F,
GeSeasamostras 1,2, 3,4, 5e6.

Além das amostras observadas nos cromatogramas 1 e 2, foram feitas
cromatografias de 32 amostras, perfazendo mais 5 cromatogramas, abrangendo desta

maneira todos os experimentos realizados. Todos os cromatogramas apresentaram

43



RESULTADOS E DiIsCcussAO

comportamento semelhante ao observado na Figura 5.6, cromatograma 1, visto que, as
amostras evidenciaram manchas para frutose apenas quando esta foi previamente
adicionada ao meio, sem apresentar manchas intermediarias que pudessem representar

outros agucares.

5.3.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A andlise dos acgucares realizada por CLAE utilizou como eluente agua
desmineralizada e degaseificada a 80°C com fluxo de 0,6 mL/min. Como padrdes foram

utilizados sacarose, frutose, glicose, 1-kestose, nistose, e frutosilnistose.

A concentracdo de sacarose, frutose e glicose presentes nas amostras coletadas
durante os experimentos estdo apresentados na Tabela 5.9.

Tabela 5.9: Concentragdes (p/v) de sacarose, frutose e glicose obtidos através da CLAE.

Amostra Ensaio % Sacarose % Frutose %Glicose
A E-VIII (20)* 18,2+ 0,1 nd nd

B R-XIV (4)** 21,3+04 490+0,24 1,06 + 0,16
¢ E-XI (30)* 359+0,4 nd nd
D E-VII (40)* 20,8 +0,3 nd nd
E E-VII (30)* 11,1+0,5 413 +£0,27 nd
F E-VII (50)* 9,68 + 0,44 3,57+£0,52 nd
G R-XV (3)** 254103 4,38 + 0,06 nd

H R-XII (5)** 14,8 + 0,1 7,10+ 0,34 2,88 + 0,08
| E-IX (30)* 294+03 nd nd
J E-1V (30)* 27,2+0,3 nd nd

(xx)* refere-se ao “dial” da bomba nos experimentos (E) sem reciclo, (y)** refere-se a

horas de reciclo nos experimentos (R) com reciclo e nd corresponde a nao detectado.

44



ResuLTADOS E DisCUSSAO

Verifica-se que as concentragdes de agucares por CLAE variam um pouco
daquelas obtidas pelo kit enzimatico Enz Color, assim como pelo método colorimétrico
Somogyi-Nelson, fato provavelmente influenciado pelas altas concentragdes do
dissacarideo e baixas concentragdes dos monossacarideos, indicando pouca hidrolise,
conforme observado nos cromatogramas (Apéndice D); aléem das observagdes
comentadas no item 5.3.1. Além disso, as amostras foram submetidas a diluigées 1/50
para detectar a sacarose, deste modo, todos os agucares presentes na amostra foram
diluidos, o que pode ter ocasionado o desaparecimento dos picos daqueles presentes em
concentragdes muito baixas, como por exemplo o fato de n&o ter sido detectada a glicose
nos experimentos sem reciclo, visto que esta foi determinada através do kit enzimatico e
variou de 1 a 6 g/L. O que pode, da mesma maneira, ter influenciado a determinagao dos

frutoligossacarideos.

Os padrdes dos frutoligossacarideos apresentaram tempos de retencdo bastante
proximos: 7,0 min para nistose, 7,5 min para 1-kestose e 6,9 min para frutosilnistose. A
curva de calibracéo realizada registrou apenas dois sinais, um em 7,0 min e outro em 75
min. ocorrendo provavelmente sobreposi¢do da nistose com a frutosilnistose. Através dos
cromatogramas (Apéndice D) verifica-se que as amostras B, G e H apresentaram picos
em 7.6 min. Considerando a proximidade com o padrdo 1-kestose, estimou-se a
concentragdo deste nas amostras através da correlagcdo com o padrdo. A Tabela 5.10
mostra as concentracoes de 1-kestose para as amostras B, G e H, visto que apenas

estas amostras apresentaram presenga do frutoligossacarideo.

Tabela 5.10: Concentragdes (p/v) estimadas de 1-kestose.

Amostra Ensaio % 1-kestose
B R-XIV (4)* 0,28
G R-XV (3)* 0,13
H R-XII (5)* 0,42

(x)* refere-se a horas de reciclo nos experimentos (R) com reciclo.

Como observado na Tabela 5.10, a presenca de 1-kestose foi detectada apenas

nos experimentos que foram realizados com reciclo e adigdo de frutose no substrato da
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reacdo, o que de certa forma confirma a observacdo feita no item 5.3.1, que
provavelmente a variagdo da taxa de escoamento utilizada nos experimentos sem reciclo
foi superior aquela que permitiria transfrutosilacdo, nao apresentando desta forma
influéncia nas respostas e ndo permitindo a observacdo da influéncia da variacao da
concentragdo de sacarose.

Para os experimentos com reciclo e adicdo de frutose ao meio, foi observado
0,28% de 1-kestose para a amostra B, com 4 horas de reciclo e 30% de agucar (26,25%
de sacarose e 3,75% de frutose); 0,13% de 1-kestose para amostra G, com 3 horas de
reciclo e 40% de agucar (26,25% de sacarose e 3,75% de frutose) e 0,42% de 1-kestose
para amostra H, com 5 horas de reciclo e 20% de agucar (17,5% de sacarose e 2,5% de
frutose).

Apesar da levanasacarase catalisar principalmente ligagdes B-(2—6), a presenca
de frutoligossacarideos com tempos de retengao iguais a 1-kestose, frutoligossacarideo
com ligagoes B-(2—1), também foi observada por Euzenat et al. (1997) e Crittenden e
Doelle (1993) quando estudaram a formagéo de frutoligossacarideos a partir de sacarose
com levanasacarase de Bacillus subtilis e Zymomonas mobilis, respectivamente.

Euzenat et al. (1997) citam como hipdtese para a identificacdo da formacao de 1-
kestose, o fato da levanasacarase catalisar a formacéo de 1-kestose como um produto
secundario da reagdo, que no entanto, ndo pode ser usado pela enzima como um aceptor
de residuos frutosil, conduzindo desta forma ao acumulo de 1-kestose no meio, enquanto
que 6-kestose, o trissacarideo produzido em maior quantidade pela levanasacarase, é
rapidamente utilizado na formag&o de levana. A formagéo de levana nestes experimentos
nao foi quantificada, porém foi visivelmente observada como descrito no item 5.3.2.
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5.4 Determinacgao da Distribuigdo do Tempo de Residéncia (DTR)

No estudo da determinagéo da distribuigdo do tempo de residéncia (DTR) foram
realizados trés experimentos, onde se variou a vazao de escoamento através do “dial” da
bomba peristaltica (marcas 10, 30 e 50), denominados DTR 10, DTR 30 e DTR 50,
respectivamente, conforme apresentado no item 4.10. A concentracéo de glicose medida

ao longo dos ensaios pode ser observada na Tabela 5.11.

Tabela 5.11: Concentragao de glicose (g/L) ao longo dos ensaios de DTR .

DTR 10 DTR 30 DTR 50
Tempo (min) Glicose (g/L) | Tempo (min) Glicose (g/L) | Tempo (min) Glicose (g/L)
0,0 0,00 0,0 0,62 0,0 1,14
20 0,00 1,5 1,23 1,5 1,91
40 0,50 3,0 1,56 3,0 2,54
6,0 0,71 45 1,98 4,5 3,27
8,0 1,00 6,0 2,86 6,0 3,75
10,0 1,36 7,5 3,57 7.5 426
12,0 1.57 9,0 3.83 9,0 4,60
14,0 2,36 10,5 3,73 10,5 4,74
16,0 3,25 12,0 412 12,0 4,67
18,0 2,89 135 4,35 13,5 4,82
20,0 3,79 15,0 425 15,0 4,93
22,0 3,64 16,5 4. 45 16,5 5,04
240 418 18,0 4,94
26,0 475 19,5 4,90
28,0 4,93 21,0 4,97
30,0 5,00 225 5,00
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As medidas experimentais da concentragdo de glicose obtidas para os ensaios de
DTR realizados, observados na Tabela 5.11, mostram que os intervalos de tempo entre
0s pontos de amostragem (At) variam de um ensaio para outro em fungdo da vazao de

escoamento de tragador.

Nas Figuras 5.8, 5.9 e 5.10, é possivel visualizar as curvas F (t) para DTR 10, 30 e
50, que representam as curvas normalizadas da concentragéo de glicose obtidas neste
experimento através da adimensionalisagédo da concentragdo (C(t)/Co). Observa-se que
as mesmas apresentam comportamento tipico da curva F como resposta a um estimulo
em degrau. Nota-se que para os ensaios de DTR 30 e 50, as curvas de concentragao de
tragador nao partem do zero, fato ocorrido em fungéo de ter-se utilizado o mesmo recheio
de coluna que, mesmo sendo lavado por 2 horas com agua deionizada entre um ensaio e

outro, apresentou um minimo de concentragdo de tragador nos tempos iniciais.

1,0 = B

0,8

0,6 =

F ()
| |

0,4

0,2 [ ]

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura 5.8: Curva F(t) versus tempo (min) para o ensaio de DTR 10.
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Figura 5.9: Curva F(t) versus tempo (min) para o ensaio de DTR 30.
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Figura 5.10: Curva F(t) versus tempo (min) para o ensaio de DTR 50.
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Através dos dados apresentados e fazendo uso das equagbes 4.3, 45 e 46

descritas no item 4.8, foi possivel obter para cada vazao trabalhada no estudo da DTR, o

tempo médio de residéncia (;) e o numero de dispersdo (D/uL), respectivamente,

conforme apresentado na Tabela 5.12.

Tabela 5.12: Tempo médio de residéncia (E) e numero de dispersao (D/uL) obtidos para
determinacdo da DTR.

DTR Vazdo (cm*min) 7 (min) D/uL
10 131 16,03 0,10
30 4,82 6,91 0,08
50 6,75 4,31 0,15

O estudo da dispersao realizado em coluna de leito fixo se ajusta ao modelo de
peguena intensidade de dispersao visto que, aléem do mesmo apresentar escoamento
extremamente laminar com numero de Reynolds (Re) variando de 4 a 23 (coluna vazia),
néo foi observada nenhuma alteragao significativa na forma da curva de tragador (solugao

de glicose), permitindo desta forma, caracterizar o reator.

Obteve-se também, o tempo de reteng¢ao hidraulico (t,), que foi calculado através
da razao entre o volume de coluna empacotado (V) pela vazdo de escoamento do fluido
(Q).

Considerando os seguintes dados para o sistema:
- Diametro interno (¢;) = 0,6 cm
- Altura do leito na coluna (H) = 18,5 cm

- Vazdo do tracador (Q) = 1,31; 4,82 e 6,75 cm’/min para DTR 10; 30 e 50
respectivamente.
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E sabendo que, para reatores tubulares ideais o tempo de retencéo hidraulico (t,) &
igual ao tempo médio de residéncia (?), a comparagdo através dos resultados

apresentados na Tabela 5.13, mostrou que t, foi de 4 a 6 vezes maior que ‘.

Tabela 5.13: Valores obtidos para o calculo do tempo de retengéo hidraulico (t;) e do

tempo médio de residéncia (7 ).

DTR t, (min) ¢ (min)
10 3,99 16,03
30 1,08 6,91
50 0,77 4,31

A determinagdo da distribuicdo dos tempos de residéncia de um fluido em
determinado reator, possibilita estimar quando o reator operando em sistema continuo
entrou em estacionario, visto que, este estagio ¢ atingido apés trés tempos medios de
residéncia. Desta forma, o estudo em questdo, permitiu estimar o tempo de tomada das

amostras nos ensaios realizados sem reciclo.

Nos experimentos nos quais foi verificada a sintese de frutoligossacarideos
(amostras B, G e H) a bomba que alimentava a coluna operou sempre na mesma posi¢ao
(“dial” 30). Assim, para as trés solugbes em questdo, a vazao volumétrica de alimentacao
da coluna foi a mesma, ou seja, cerca se 4,9 cm’/min, que corresponde aproximadamente
a numero de dispersdo (D/uL) de 0,08 e tempo médio de residéncia (;) de 6,9 min.
Contudo, pela Tabela 5.10, observa-se que, para estes experimentos o tempo de reciclo

de cada amostra é diferente e quanto maior o tempo de reciclo, maior a sintese de 1-
kestose.
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6 CONCLUSOES

1- Dentre os suportes testados, o que apresentou maior capacidade de imobiliza¢do foi o
carvao ativado, apresentando 0,1 Ul de levanasacarase, imobilizada por grama de carvao.

2- Foi observado que a enzima reteve cerca de 50% de sua atividade apds a imobilizagao
no carvao ativado.

3- Frutoligossacarideos foram sintetizados quando o reator de coluna foi alimentado com

solug¢ao de sacarose e frutose e operava em reciclo.

4- Quando o reator foi operado em reciclo, foi observada a formacao de precipitado
viscoso e translucido sobre o carvao, indicando que houve sintese de levana.

5- Nao foi verificada sintese de frutoligossacarideos nos experimentos sem reciclo em
funcao das altas taxas de escoamento utilizadas.

6- A determinagao da distribuicdo do tempo de residéncia permitiu caracterizar o reator
utilizado no estudo. Foram observados tempos médios de residéncia variando de 4,31 a
16,03 min com numero de dispersdo variando de 0,08 a 0,15 quando a vazdo de

escoamento variou de 1,31 a 6,75 cm*min, respectivamente.
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APENDICE A

A. Curva Padrao para Analise de Aguicares Redutores (AR)

00 02 04 06 o8 10 12 14
Absorbancia

Figura A.1: Concentragéo de Agucares Redutores (g/L) versus Absorbancia (540 nm).

A equagdo de reta obtida na Figura A.1, y = 5298x — 0,0079 onde y e x referem-se
a concentracao de sacarose e absorbancia a 540 nm respectivamente, possui coeficiente

de correlagdo (R?) de 0,998.
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APENDICE B

B. Concentragao de Agucares Redutores (g/L) nos ensaios E-l a E-XI realizados sem

reciclo.

Tabela B.1: Concentragdo de agucares redutores (g/L) nos ensaios E-l a E-VI| realizados

sem reciclo.
Ensaio “Dial” 10% Sac 10% Sac 20% Sac 20% Sac 20% Sac 20% Sac

E-l E-ll E-lil E-IV E-V E-VI
1 10 2,73 1,77 3,93 1.17 0,57 50,66
2 20 2,55 2,01 3,82 1,22 0,56 66,23
3 30 3,72 2,92 3,79 1,12 0,53 62,74
4 40 3,29 1,24 3,59 131 0,41 59,24
5 50 3,31 1,20 3,61 1,06 0,50 57,33

Tabela B.2: Concentragdo de acgucares redutores (g/L) nos ensaios E-VII a E-XI

realizados sem reciclo.

Ensaio “Dial” 30% Sac 40% Sac 40% Sac 50% Sac 50% Sac
E-VII E-Vill E-IX E-X E-XI
1 10 0,87 1,27 1,29 1,16 2,88
2 20 0,86 1,07 1,16 0,59 1,21
3 30 0,83 1,11 0,84 0,61 0,83
4 40 0,83 1,29 0,83 0,36 0,80
5 50 0,86 1,20 0,82 0,51 0,79
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APENDICE C

C. Concentracdo de Glicose e Agucares Redutores (AR) para dos ensaios com

reciclo

Tabela C.1: Concentragdo de glicose e agucares redutores (AR) no ensaio com 20% de
acucar [R-XII].

Tempo de Reciclo (h) Glicose (g/L) AR (g/L)

1 7,90 39,21
2 9,91 45,68
3 15,58 52,67
& 18,58 61,36
5 20,94 86,58
6 25,40 87,32

Tabela C.2: Concentracdo de glicose e agucares redutores (AR) no ensaio com 20% de
acucar [R-XI].

Tempo de Reciclo (h) Glicose (g/L) AR (g/L)

1 2,60 57,04
2 3,60 60,83
3 5,20 77,78
4 6,67 83,29
5 8,13 85,04
6 10,13 86,47
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Tabela C.3: Concentracdo (g/L) de glicose e agucares redutores (AR) no ensaio com 30%
de agucar [R-XIV].

Tempo de Reciclo (h) Glicose (g/l.) AR (g/L)

1 3,36 47,53
2 4,16 50,82
3 6,53 58,39
4 8,35 64,65
5 10,72 66,66
6 12,02 69,20

Tabela C.4: Concentragéo (g/L) de glicose e agucares redutores (AR) no ensaio com 40%

de agucar [R-X].

Tempo de Reciclo (h) Glicose (g/L) AR (g/L)

1 4,78 58,76
2 6,42 59,77
3 7,89 62,42
4 9,01 65,60
5 10,36 69,64
6 11,75 71,74
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APENDICE D

APENDICE

D. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) das amostras relacionadas e

dentificadas na Tabela 5.9
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