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RESUMO

A dextrana é um grupo de polissacarideos de origem bacteriolégica,
consistituida por uma cadeia principal de moléculas de D-glucose unidas por
ligagdes a-1,6. O grau de ramificagéo, o peso molecular e outras propriedades da
dextrana sdo muito especificas, variando conforme o microrganismo usado para a
producdo da dextrana-sacarase. Na produgdo da dextrana a partir da sacarose,
também ha a formagdo de frutose como produto secundario da reag&o. Diversos
trabalhos e algumas patentes tém proposto a separagdo da mistura dextrana-
frutose utilizando resinas de troca idnica. Nenhum trabalho tem sido reportado
utilizando zedlitas na separagao desta mistura; porém, zedlitas Y na forma caicica e
barica tém sido testadas na separacdo da mistura glicose-frutose. As zedlitas séo
aluminossilicatos cristalinos, com estrutura porosa, formada basicamente por
tetraedros SiO4 e (AlQ,). Cada tetraedro (AlO,)" induz uma carga negativa que é
contrabalanceada por um cation, chamado cation de compensagao, que confere a
zedlita diferentes propriedades fisico-quimicas. Normalmente as zedlitas sé&o
sintetizadas com sédio como cation de compensagéo e este pode ser trocado
posteriormente. O objetivo deste trabalho é verificar o efeito da troca idnica em
zedlitas na adsorgcdo da frutose. As zedlitas sofreram trocas idbnicas segundo um
planejamento experimental tendo como parametros o céation introduzido na troca
(célcio ou bario), o tempo de realizagio da troca (5 minutos ou 24 horas) e o tipo de
zeodlita (A e duas zedlitas Y com diferentes razdes de silicio/aluminio). As trocas
idbnicas foram realizadas em reator batelada sob agitagdo. Na primeira fase foram
determinadas as isotermas de adsorgéo de frutose a 30°C para cada zedlita trocada
variando a concentracgédo de frutose de 5 a 150 g/L. Observou-se que as isotermas
se comportaram como isotermas de Langmuir em concentragbes menores que 150
g/L, sendo que as zeodlitas Y de maior razdo silicio/faluminio apresentaram uma
maior capacidade de adsorgdo, seguida pelas zedlita A e a zedlita Y de menor
razéo silicio/aluminio. A capacidade de adsorgdo também foi maior para as zedlitas

que apresentavam o calcio como cation trocado. Observou-se ainda que, quanto

xvi



maior o tempo de troca idnica maior é a quantidade de cations trocados pela zedlita
e maior é a capacidade de adsor¢do da frutose. As zedlitas que n&o foram
submetidas a troca idnica apresentaram capacidades de adsorg&o de frutose bem
menores. Com base na andlise das isotermas observou-se que a zedlita Y de maior
razdo silicio/aluminio trocada com calcio durante 24 horas apresentou melhor
comportamento com relagdo a capacidade de adsorgdo. Com esta zedlita realizou-
se um teste de adsorgdo da frutose num meio contendo a dextrana, verificou-se que
houve adsorgéo da frutose nestas condigées , obtendo-se uma relagéo da ordem de

30 mg de frutose/g de zedlita.
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SUMMARY

Dextran is a polysaccharide group from bacteriological origin, composed by
glucose units linked by «-1,6 bonds. Branching, molecular weight and other
properties are very specific and related to the micro-organism used to produce
dextransucrase enzyme. Fructose is obtained as a secondary product by dextran
synthesis from sucrose. Some reported works, many of them as patents, advise to
separate fructose from dextran by ion-exchange resins. No article has been shown
about fructose separation from dextran by zeolites, however zeolite type Y with
Calcium and Barium has been tried in fructose separation from glucose. Zeolites are
aluminium silicate with porous structure composed basically by SiO, and (Al,O3)
tetrahedrons. Each tetrahedron induces a negative charge in its structure that is
balanced by a cation named compensation cation. It is usually synthesized with
Sodium as compensation cation, which can be exchanged afterward. This cation
gives zeolites differents physical chemistry properties. This work verifies the effects
of the ion-exchange in zeolites in the adsorption of fructose. lon-exchange was
carried out in a batch reactor according to experimentals designs with the following
parameters: cation introduced (Calcium or Barium), exchanging time (5 minutes or
24 hours) and zeolite type (A and two =zeolites type Y with differents
Silicon/Aluminium ratio). At first, were determined adsorption isotherm at 30°C for
each ion-exchanged zeolite with concentration of fructose ranging from 5 to 150 g/L.
The isotherm behaved like Langmuir Isotherm in concentration below 150 g/L, and
the best capacity of adsorption were found in zeolite Y with the highest
Silicon/Aluminium ratio, followed by zeolite A and the other zeolite Y with lower
ratio. The best capacity of adsorption was also obtained by zeolites exchanged with
Calcium. The research showed that the longer the exchanging time were, the more
cation were exchanged and the higher were the capacity of adsorption. Zeolites that
were not ion-exchanged showed lower capacity of adsorption. The highest capacity
of adsorption was found in zeolite type Y with highest Silicon/Aluminium ratio and

exchanged with Calcium. This zeolite was tried in the adsorption of fructose from
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dextran procution medium. It was verified that this zeolite adsorved fructose from
dextran medium in the ratio of about 30 mg fructose/g zeolite.
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Introducéo

1 - Introducgéao

A utilizagdo da frutose como fonte de carboidrato para o ser humano
tornou-se importante na década de 70 com a introdugédo do xarope com alta
concentracdo de frutose (high-fructose syrups, HFS), derivado inicialmente do
amido de milho. Devido as suas propriedades, seu uso se difundiu nas mais
diversas industrias alimenticias, principalmente na industria de refrigerantes,
maior consumidor do HFS. Dentre estas propriedades que favorecem sua
utilizagdo industrial destacam-se: dogura relativa (que as vezes pode ser maior
do que de outros agucares, dependendo de sua concentracdo e estado fisico),
sinergia com outros agucares (que promove um aumento da dogura relativa
quando em presen¢a de outros adogantes), higroscopicidade (que favorece a
manutencdo da umidade de alimentos), redugéo da atividade de agua da solugéo

(que dificulta o crescimento de microrganismos).

O crescente aumento do consumo de frutose (cerca de 1,5 milhdes de
toneladas por ano, segundo VUILLEUMIER, 1997) tem voltado a atencdo de
muitos pesquisadores, das mais diversas areas, em pesquisas envolvendo
processos industriais alternativos para a obtencdo de frutose, assim como
estudos voltados para o metabolismo, absorgao e possiveis efeitos do consumo

de frutose pelo homem.

Os processos industriais mais comuns na obtengdo do HFS, principal
produto que contém frutose, utilizam o amido de milho ou o agucar invertido como
matéria-prima para a producdo. Porém na produgdo da dextrana a partir da
sacarose, também ha a formacao de frutose como produto secundario da reagao.
Devidos as grandes diferengas estruturais entre a dextrana e a frutose, sua
separagdo € aparentemente facilitada. Pouquissimos trabalhos relatam a
recuperacgao da frutose obtida nesta reagéo, que tornaria ndo somente a dextrana

mas também a frutose um produto muito importante da reacéo.
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introducdo

A dextrana € um grupo de polissacarideos de origem bacterioldgica,
consistituida por uma cadeia principal de moléculas de D-glucose unidas por
ligagdes a-1,6. O grau de ramificagido, o peso molecular e outras propriedades da
dextrana sdo muito especificas, variando conforme o microrganismo usado para a
producédo da dextrana-sacarase. As aplicacbes da dextrana estao relacionadas
com seu peso molecular, se este for superior a 25 milhbes de daltons, pode ser
empregada na extragéo do petréleo como agente de impermeabilizagdo, ou ainda
na recuperagdo secundaria de petréleo de alta viscosidade. A dextrana de peso
molecular médio (faixa entre 20 000 e 100 000 daltons) é usada na industria de
alimentos como agente de textura, estabilizante e geleificante. Na industria
farmacéutica como substancia de encapsulagdo e vetor de medicamentos; na
industria quimica tem seu uso na purificagdo de produtos bioldgicos (géis para
enchimento de colunas cromatograficas). A dextrana de baixo peso molecular
(faixa entre 10 000 e 20 000 daltons) é usada na industria farmacéutica como
substituta do plasma sanguineo ou com a finalidade de melhorar a fluidez do
sangue prevenindo a obstru¢do dos capilares. Existem ainda alguns derivados da
dextrana com importantes aplicagées, como a dextrana-sulfato com propriedades
anticoagulantes e a dextrana-ferro, usada no tratamento de anemias de
humanos. Varios outros usos tém sido propostos, entre eles no tratamento da
AIDS.

Diversos trabalhos e algumas patentes tém sido propostos para separar a
mistura dextrana-frutose utilizando resinas de troca idnica. As resinas mais
utilizadas sdo KORELA VO&C (na forma calcica), ZEROLIT SRC14 (na forma
célcica) e a DOWEX 1-X* (na forma bissulfito). Nenhum trabalho tém sido
reportado utilizando zedlitas na separagéo desta mistura, porém zedlitas Y na
forma calcica e barica tém sido testadas na separacdo da mistura glucose-

frutose.

O objetivo deste trabalho é verificar o efeito da troca ibnica em zedlitas na
adsorcao da frutose e assim selecionar a zedlita mais adequada a ser utilizada

na separacgao da frutose presente no meio de sintese da dextrana.
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Justifica-se este trabalho em fungdo do recente aumento do consumo da
frutose, seu alto valor de mercado, a obtengdo de uma dextrana isenta de frutose
e a transformagdo de um produto secundario de uma reagdo em um produto
primario. O uso da zedlita facilita a compreenséo do fendbmeno de adsorgéo, uma
vez que se conhece sua estrutura e composicao, o que a torna uma vantagem em
relacéo as resinas, que na maioria das vezes, nao se tem informacgdes a respeito
de sua estrutura.
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2 - Revisdo Bibliografica e Fundamentacao Tedrica

2.1 - Frutose

A frutose € um monossacarideo, que no estado cristalino, encontra-se na
forma B-D-frutopiranose. E encontrada em muitas frutas (Tabela 01), raz&o pela qual
recebe este nome, e ainda em alguns legumes. Ela ainda é constituinte normal do
sangue (0,5-5,0 mg/100 mL de sangue), do liquido seminal e do liquido amnidtico.
Na maioria das dietas normais a frutose constitui cerca de 15 a 50 % dos
carboidratos ingeridos. Quando dissolvida em agua a frutose resulta em uma mistura
complexa de isdmeros em equilibrio, como a-D-frutopiranose, B-D-frutopiranose, a-
D-frutofuranose e pB-D-frutofuranose. A propor¢do relativa destas diferentes
substancias formadas pela frutose em solugéo pode variar com a temperatura, pH e
outros fatores. Este fendmeno de mutarrotagdo é resultado de uma réapida
interconverséo piranose-furanose, representado na Figura 01 (PAWAN, 1973).

TABELA 01: Porcentagem de frutose e glicose em vegetais.

Glicose (%) Frutose (%)

Maca 1,117 6,0-6,1
Banana 58 3,8
Amora preta 2,5-3,3 2,2-29
Uva 6,8-8,8 7,2-7,8
Péra 1,0-2,4 6,7-7,0
Cereja (doce) 4,76,5 7,2-7,4
Tomate 1.1 1,3
Cenoura 0,25 0,46
Alface 0,85 0,85

Fonte: SCHNEIDER, 1996
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FIGURA 01: Formas tautoméricas da D-frutose em solugdo (SCHNEIDER, 1996).

O mecanismo de absorgdo de frutose pelo organismo humano ainda é
desconhecido. Antigos estudos acreditavam que a absor¢éo da frutose no intestino
ocorria por difusdo passiva. Atualmente ndo ha evidéncias de um transporte ativo
em humanos e por isto aceita-se a hipétese de que a frutose é absorvida pela
mucosa intestinal de humanos por difus&o facilitada, ou seja, a absorgéo da frutose
é facilitada pela presenca da glicose. Este mecanismo de difuséo facilitada ndo é
disponivel quando a glicose nao é ingerida. O transporte ativo da glicose através
das células do intestino humano aumenta o fluxo de agua pela pressdo osmotica e a

frutose é arrastada pela agua para o interior da célula (RIBY e outros, 1993).

A frutose é capaz de formar complexos com metais e assim afetar a
biodisponibilidade de ions metalicos (particularmente cobre, zinco e ferro) essenciais
ao corpo humano. Numerosos estudos com animais de diversas espécies sdo
disponiveis porém seus resultados ainda sdo inconsistentes e altamente variaveis.

Em um estudo realizado com grupos de ratos alimentados com amido, frutose e
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sacarose, respectivamente, observou-se que os ratos alimentados somente com
frutose apresentavam uma reducdo na biodisponibilidade de cobre. Porém este

efeito nao foi verificado em porcos e seres humanos (O’'DELL, 1993).

2.1.1 - Producdo e mercado

O principal produto comercial contendo frutose é um xarope (high-fructose
syrups, HFS) composto por 42 a 55 % de frutose, e ainda glicose e pequenas
quantidades de oligossacarideos. A produgéo industrial do HFS foi possivel devido
ao desenvolvimento das tecnologias de refinagdo, isomerizacdo e separag&o
ocorridas na década de 60. Somente na década de 80 a frutose cristalina surgiu no

mercado devido aos avangos nas tecnologias de cristalizagéo.

O amido de milho é a principal matéria-prima para a producéo do HFS devido
ao seu baixo custo em muitos paises, porém também s&o usados amidos derivados

de arroz, trigo, tapioca e batata.

HANOVER e WHITE (1993) descreveram o processo de produgéo de HFS em
diversas etapas sucessivas:

Extracdo do amido do milho: nesta etapa ha a separagdo do amido dos demais

componentes como Oleo, fibras e proteinas, através de operagbes envolvendo
moagem, imersdo em agua e centrifugacao.

Refinacio: esta etapa consiste na obtencédo do xarope HFS a partir do amido obtido
na etapa anterior. Inicialmente o amido € hidrolisado por acidos ou enzimas como o
e B-amilase quebrando a cadeia de amido em oligossacarideos e pequenas
quantidades de polissacarideos de baixo e médio peso molecular. A hidrélise
completa do amido é obtida através da enzima amiloglicosidase. O produto obtido

desta ultima hidrélise é utilizado como substrato para a reagéo de isomerizagéo da
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glicose em frutose. A reagdo de isomerizagdo é realizada através de reatores
contendo a enzima glicose-isomerase imobilizada capaz de produzir um xarope com
cerca de 42 % de frutose, chamado HFS-42.

Posteriormente, com o aumento do uso do HFS por industrias de refrigerante,
foi necessario o desenvolvimento de um xarope com cerca de 55 % de frutose (HFS-
55). Através de um processo de separagdo cromatografica do HFS-42, obtém-se um
xarope com 90 % de frutose (HFS-90), cujo a demanda comercial ndo é téo
significativa, que é misturado ao HFS-42 para obter o HFS-55. A concentragéo do
HFS-55 é considerada 6tima para a industria de refrigerantes. O HFS-90 ainda pode
ser utilizado para a obtengdo da frutose cristalina através da cristalizag&o.
A Figura 02 representa o processo de refinacdo para a conversdo do amido de milho
em HFS.

AMIDO
l

HIDROLISE

!

GLICOSE
4

ISOMERIZAGAQ

l
HF 5-42
|

SEPARACAO CROMATOGRAFICA

!

HFS-90 + CRISTALIZACAO

i
!
| MISTURA
M FRUTOSE CRISTALINA

HF S-55

FIGURA 02: Processo de refinagéo para obtengdo do HFS e da frutose
cristalina (HANOVER e WHITE, 1993).
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A frutose também pode ser obtida a partir do agucar invertido seguido pelo
processo de separagao cromatografica utilizando resinas de troca idnica. A inulina
também é utilizada como substrato para produgdo de frutose sendo encontrada
como o principal carboidrato de reserva de plantas como a alcachofra de Jerusalém,
chicéria e délia. Ela é constituida essencialmente de unidades de frutose e desta
forma ndo é necessario a etapa de isomerizagdo da glicose em frutose mas é
necessario fazer a hidrolise através da enzima exo-inulinase (CANDIDO e
CAMPOS, 1996).

O consumo de HFS tem aumentado em cerca de 1,5 milhdes de toneladas por
ano, sendo que entre os anos de 1975 e 1995 o consumo cresceu de 0,7 milhGes
para 10,2 milhdes de toneladas. Estima-se ainda que o consumo de frutose no ano
2000 sera de 13,6 milhdes de toneladas. Alguns paises possuem um grande
potencial de crescimento do consumo de HFS devido a expansé&o das industrias de
refrigerantes (que consomem cerca de 75% da produgéo HFS), porque estes paises
apresentam um consumo per capita muito menor do que o consumo per capita
mundial. Apesar de apresentar o0 segundo maior consumo per capita de refrigerantes
do mundo, atras apenas dos Estados Unidos (maior produtor de HFS), o México
apresenta um grande potencial de crescimento do consumo de HFS pelas industrias
de refrigerantes. Suas condigdes climaticas, a pobre qualidade da &gua potavel e a
populagdo extremamente jovem ddo ao México um grande potencial de crescimento
do consumo de HFS (VUILLEUMIER, 1997).

Na América do Sul somente a Argentina e o Uruguai produzem o HFS.
O Uruguai possue apenas uma pequena planta de producéo de HFS capaz de suprir
parte da demanda de HFS. O potencial crescimento de consumo de HFS na
Argentina tem se mostrado favoravel devido ao aumento do consumo de
refrigerantes (VIULLEUMIER, 1993).
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Os Estados Unidos também sdo os maiores produtores de frutose cristalina
que é usada principalmente como adogante em p6é e na produgdo de alguns
produtos como balas, geléias e p6s para sucos. No ano de 1992 a produgéo
estimada de frutose cristalina foi de 54,4 milhées de kg secos. Alguns paises
europeus e o Japdo também produzem a frutose cristalina, mas em quantidades
muito menores (VUILLEUMIER, 1993).

2.1.2 - Propriedades da frutose

O uso da frutose nas industrias alimenticias e de refrigerantes deve-se
principalmente as suas propriedades quimicas e fisicas. A principal propriedade da
frutose é sua dogura relativa. Observa-se pela Tabela 02 que a dogura relativa da
frutose é de 117 em uma escala onde a dogura relativa da sacarose é fixada em

100. O HFS-55 e a sacarose apresentam praticamente a mesma dogura relativa.

TABELA 02: Dogura de alguns adogantes em relagéo a sacarose.

Adogante Dogura relativa
50 % frutose + 50 % sacarose 128
Frutose 117
Acucar invertido 109
HFS-90 106
Sacarose 100
HFS-55 99
HFS-42 92
Glicose 67
Xarope com 95 % de glicose 63
Xarope com 63 % de glicose 45

Fonte: HANNOVER e WHITE, 1993.
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A dogura da frutose depende ainda do sistema em que ela se encontra, ou
seja, algumas variaveis alteram o equilibrio das reagbes de mutarrotagdo que
formam os 4 andmeros da frutose. Estes andmeros apresentam doguras relativas
diferentes sendo o andmero B-D-frutopiranose 0 mais doce. A dogura do sistema
aumenta com o decréscimo do pH, da temperatura e do teor de sélidos (CANDIDO e
CAMPOS, 1996).

A frutose apresenta uma sinergia com outros adogantes presentes no sistema,
por exemplo, a mistura de 50 % de frutose + 50 % de sacarose apresenta uma
dogura relativa de 128. Mais sinergias similares com adogantes como aspartame,
sacarina e sucralose também s&o possiveis. A sinergia da frutose possibilita a
obtencdo de produtos alimentares com maior dogura e também uma reduc¢do no
custo devido a redugdo da quantidade de adogante usado (CANDIDO e
CAMPOS, 1996).

O perfil de intensidade de dogura da frutose também é diferente de outros

agucares como a sacarose e a glicose, como é observado na Figura 03.

FRUTOSE

INTENSIDADE ———»

TEMPO —»

FIGURA 03: Comparagéo entre os perfis de intensidade
de dogura (HANOVER e WHITE, 1993).
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A docura da frutose é percebida em menor tempo que a dogura da sacarose e
da glicose fazendo com que a sensagdo do gosto atinja um pico mais rapido e
também diminua mais rapido. Este perfil de intensidade de dogura faz com que a
frutose frequentemente aumente o sabor do sistema, ou seja, ndo ha uma
mascaragao do sabor. Como a sensagdo da intensidade da frutose é dissipada
rapidamente, é possivel sentir mais claramente o sabor de frutas, temperos, acidos
porque este ndo é mascarado. A sacarose demora mais a ser percebida, porém sua
percep¢do € mais duradoura e a glicose comporta-se como intermediario
(HANOVER e WHITE, 1993).

A frutose reduz a atividade de agua em alimentos possibilitando uma maior
estabilidade ao microrganismo sem que haja remo¢édo da umidade que € necessaria
a textura dos alimentos. A atividade de agua em solugdes de frutose € menor que a
atividade de agua em solugbes de agucares de pesos moleculares maiores nas
mesmas concentracdes (HANOVER e WHITE, 1993).

A alta solubilidade da frutose dificulta a sua cristalizacdo em sistemas onde
ela esta muito concentrada e sua propriedade higroscépica favorece a retengdo da
umidade do alimento por um periodo maior, melhorando a qualidade, a textura e a
vida de prateleira do alimento (HANOVER e WHITE, 1993).

O baixo peso molecular da frutose provoca uma redugéo na temperatura do
ponto de congelamento dos alimentos tornando vantajoso seu uso em sistemas nos
quais a formacgao de cristais de gelo é indesejavel. Esta redugcéo € bem maior que de
outros dissacarideos e oligossacarideos. Sendo a frutose um agucar redutor, sua
presenca é importante na classica reacéo de Maillard. Esta reagdo € importante nos
processos de panificacdo sendo a responsavel pelo desenvolvimento da coloragdo
castanha da casca do pao (HANOVER e WHITE, 1993).
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2.1.3 - Aplicagdes do HFS e da frutose cristalina

A maior aplicagdo do HFS estd na industria de refrigerantes e mais
recentemente a industria de panificagdo tem expandido seu uso. Na panificagao
verifica-se que o HFS além de econdmico e de facil manuseio proporciona uma
dogura aproximadamente igual a sacarose. A industria de refrigerantes é a maior
usuaria do HFS, em concentragdes de 42 a 55 % de frutose. Os refrigerantes “colas”
utilizam o acido fosforico para acidifica-los, porém, este provoca alteragdes no sabor
que podem ser balanceadas pelo uso do HFS-55 como adogante. A acidificagéo dos
demais refrigerantes (refrigerantes “ndo colas’) é feita pela adicdo de &cidos
organicos que ndo provocam alteragbes significativas no sabor e entdo utiliza-se
HFS-42 como adogante. O terceiro maior usuario do HFS é a industria de frutas
enlatadas. O HFS-42 é adicionado a calda na qual sdo imersas as frutas,
proporcionando um balango entre a dogura e o0 sabor da fruta assim como
melhorando a aparéncia brilhante da fruta quando servida como sobremesa. Outras
industrias que também utilizam o HFS s&o as industrias de derivados de leite como
iogurtes, leite achocolatado e sorvetes. A frutose proporciona um aumento no sabor
além de acelerar a fermentagéo dos iogurtes e melhorar a viscosidade. Na industria
de geléia a frutose evita a cristalizacdo durante o processo de armazenamento
(HANOVER e WHITE, 1993).

O desenvolvimento das tecnologias de cristalizagdo da frutose possibilitaram
a comercializagdo da frutose cristalina em larga escala e a custos menores do que
nas décadas passadas e assim sua utilizagdo nas industrias alimenticias tem
aumentado significativamente. Diversas industrias de produtos como cereais
matinais, cereais em barra, bebidas energéticas para esportistas, p6 para sucos,
iogurtes, leite achocolatado tém utilizado a frutose cristalina na formulagéo destes
alimentos. A frutose cristalina € muito consumida como adogante por pessoas, em

dieta ou preocupadas com a saude, que sdo motivadas pelo fato da frutose ser um
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adogante natural com uma dogura relativa maior do que outros agticares naturais
(HANOVER e WHITE, 1993).

2.2 - A dextrana

O termo “dextrana” ou “dextranas” € o nome coletivo atribuido a larga classe
de polissacarideos bacterianos extracelulares compostos quase exclusivamente de
unidades monoméricas a-D-glucopiranose ligadas principalmente por ligagdes a-1,6
(ALSOP, 1983). Atualmente sabe-se que a férmula molecular da dextrana é
(CeH100s)n (NEELY, 1960). A estrutura basica de sua molécula é apresentada na
Figura 04.

/o—CH2 /C“z /(:H2
H OH A4 O H 1 O _H 0/
OH H O H OH H
HO HO [0 HO
H OH H OH H OH
R—O0—CH,
H oH 9O
OH H
HO
H OH

FIGURA 04: Estrutura basica da molécula de dextrana (SANTOS, 1996).

A principal bactéria sintetizadora de dextrana pertence ao género
Leuconostoc, espécie mesenteroides e dextranicum, grupo Streptococcoeace e
familia Lactobacillaceae. Tais microrganismos tém como caracteristica comum o fato
de utilizarem a sacarose como unica fonte de carboidratos para a producédo do
polissacarideo. Outros agticares como a glicose, frutose, manose e lactose
promovem um crescimento vegetativo da bactéria, mas sem producédo da enzima
(ALSOP, 1983 e BARKER e AJONGWEN, 1991).
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Na década de 40, Hestrin e Avineri-Shapiro denominaram dextrana-sacarase
a enzima envolvida na sintese de dextrana (NEELY, 1960). E importante mencionar
que a dextrana ndo é um produto direto da fermentag¢édo bacteriana na presenca de
sacarose, mas provém da acdo da enzima dextrana-sacarase (sacarose: 1,6 o-D-
glucan 6-a-glucosyl transferase EC 2.4.1.5) produzida pelo microrganismo sobre a

sacarose existente no meio.

A dextrana-sacarase € uma enzima extracelular induzida, produzida por
bactérias dos géneros Streptococcus, Leuconostoc e Lactobacillus que durante a
fase de crescimento secretam a enzima no meio onde o excesso de sacarose é
convertido em dextrana. A sacarose é 0 unico substrato conhecido capaz de induzir
a producao da enzima (BARKER e AJONGWEN, 1991).

A sintese do polissacarideo é catalisada pela dextrana-sacarase sem
envolver intemediarios fosforilados, sendo que a energia requerida para a formagao
das unidades glicosidicas é obtida pela quebra da molécula de sacarose, ou seja,
pela hidrolise da ligacdo entre glicose e frutose. Isto constitui uma diferenga
fundamental com o mecanismo geral de sintese dos polissacarideos intracelulares,
no qual um consideravel nimero de intermediarios sado utilizados, como o caso do
glicogénio e amido (SABATIE e outros, 1986).

2.2.1 - Propriedades e aplica¢goes das dextranas

A distribuicdo de peso molecular da dextrana depende das condi¢cdes de
sintese tais como: temperatura, concentragdo de sacarose e presenca de outros
agucares (Robyt citado por BAZAN, 1993). Quando sintetizada somente com
sacarose, denomina-se dextrana nativa e apresenta um peso molecular meédio entre

30 e 90 milhdes de dalitons e alta viscosidade. Baixos pesos moleculares sdo obtidos
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na presencga de outros acucares (aceptores), como maltose, isomaltose, etc; ou pela
hidrolise da dextrana nativa (BAZAN, 1993).

A linhagem do Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 (F) produz uma
dextrana completamente soluvel em agua, metil sulféxido, formamida, etilenoglicol,
glicerol e hexametilfosforamida. Algumas fragbes de dextrana possuem um certo
grau de cristalizagdo e podem ser solubilizadas pelo aquecimento
(DE BELDER, 1987).

A dextrana possui a capacidade de complexar ions metalicos, 0 que
diversifica ainda mais suas aplicagbes. Esta propriedade esta relacionada com os
grupos 3-hidroxil das ramificagbes a-(1,3), cuja constatacéo foi feita medindo-se a
rotagdo 6Otica a 20°C, para dextranas com diferentes porcentagens de ligagbes a-
(1,3) (Sanford, 1983 citado por BAZAN, 1993).

As propriedades reoldgicas da dextrana foram bastante estudadas devido as
suas aplicagbes industriais, por serem de grande importancia no controle dos
processos produtivos e na determinagdo do peso molecular médio (CURRALERO,
1993). Uma solugdo de dextrana com concentragbées de até 5% (p/v) apresenta
comportamento Newtoniano (Jeanes, 1953 citado por CURRALERO, 1993).

O uso de dextrana se fundamenta em certas caracteristicas distintas que
diferenciam dextranas de outros polissacarideos utilizados comercialmente. Estas
caracteristicas sdo afetadas fundamentalmente pelo peso molecular, distribuigdo de
peso molecular, pelo tipo de estrutura e pela solubilidade ou insolubilidade da
dextrana em agua (JEANES, 1966).

Dextranas de alto peso molecular séo antigénicas e causam efeitos colaterais

(ALSOP, 1983), enquanto que as de baixo peso molecular sdo completamente
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metabolizadas no organismo e ndo apresentam efeitos téxicos ou alérgicos
(BAZAN, 1993).

As dextranas de baixo peso molecular (com peso molecular entre 10 000 e
20 000 daltons) sdo largamente utilizadas na industria farmacéutica nas quais
fracbes de varios pesos moleculares e distribuicdo de pesos moleculares séo
empregadas como expansores do plasma e auxiliadores do fluxo sanguineo. Estes
produtos foram introduzidos pela primeira vez ha trinta anos atras como substitutos
do plasma sangiineo em uma solugdo salina isotbnica a 6% promovendo
viscosidade e propriedades coloidais e osméticas equivalentes as proteinas do
plasma (ALSOP, 1983).

Sao comercializadas de acordo com o peso molecular, sendo a dextrana 70
(peso molecular médio 70 000 daltons) utilizada como expansor do sangue e para
manter a pressdo arterial em casos de choque por queimaduras ou hemorragias
severas, e a dextrana 40 (peso molecular médio 40 000 daltons) empregada com a
finalidade de aumentar a fluidez do sangue (ALSOP, 1983).

As solugdes de dextrana clinica apresentam as vantagens de serem estaveis
a esterilizagdo por calor e a estocagem, independem do tipo sangliineo, apresentam
baixos incidentes de reagdes adversas e estdo livres da transmissdo de doencas
(JEANES, 1966).

Dentre as dextranas clinicas encontram-se a dextrana-sulfato, a ferro-
dextrana e a dextrana hemoglobina. A dextrana-sulfato tem sido utilizada com
sucesso como agente anti-coagulante, com propriedades semelhantes a heparina.
Recentemente tém sido investigadas suas propriedades anti-virais, inclusive contra
o virus HIV (CURRALERO, 1993). A ferro-dextrana, complexo preparado de
dextrana de peso molecular 5 000, & usada no tratamento da deficiéncia de ferro

(DE BELDER, 1987), particularmente para o tratamento de anemia em animais e
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seres humanos (ALSOP, 1983). Solugdes preparadas de dextrana-hemoglobina sé&o
utilizadas como substitutos do sangue atuando como expansor do plasma e agindo

na transferéncia de oxigénio (ALSOP, 1983).

A dextrana de peso molecular médio (entre 20 000 e 100 000 daltons) é
utilizada também nas industrias de alimentos e quimica. Na industria quimica é
usada com sucesso na produgdo de peneiras moleculares e os produtos mais
conhecidos sdo SEPHADEX e DEAE-DEXTRANA. Na industria de alimentos é
aplicada como agente geleificante em gomas de mascar, como inibidor de
cristalizagdo em sorvetes, homogeneizador e espessante em doces e xaropes
(BAZAN, 1993). Encontra também usos significativos nas industrias de fotografia e
producao de cosméticos (ALSOP, 1983).

2.2.2 - Produgdo

Processo Convencional: A produgdo de dextrana ocorre diretamente no meio de

cultura durante o crescimento do microrganismo Leuconostoc mesenteroides.
Solugdes de acgucar enriquecidas com nutrientes estimuladores de crescimento,
tampbes e sais minerais sdo inoculados com a bactéria em um pH préximo ao
neutro. Deste modo a fermentagédo ocorre em trés etapas: fase de crescimento dos
microrganismos, fase de produgdo da enzima e fase de reagdo da enzima com a
sacarose para produzir a dextrana. A temperatura aumenta significativamente devido
a natureza exotérmica da reagdo e ocorre uma queda no pH devido a formacédo de
subprodutos acidos (ALSOP, 1983).

As condi¢cdes 6timas de pH observadas sado diferentes para cada fase do

processo de fermentagao, tendo sido encontrado pH 7,0 para o crescimento celular,

pH entre 6,0 e 6,9 para a produgdo da enzima e pH 5,2 para a producio de

17



Revisdo Bibliografica e Fundamentagio Teérica

dextrana. Embora ocorram essas diferencas, este método foi tido como satisfatorio
para a produgao de dextrana por muitos anos (ALSOP, 1983).

O final da reagdo se da entre 18 e 24 horas, atingindo-se maxima
viscosidade, pesos moleculares da ordem de 100 milhGes de daltons e um
rendimento, em relagéo & sacarose inicial, de aproximadamente 25% (BAZAN, 1993
e CURRALERO, 1993). A dextrana nativa é extraida do meio através de processos
de centrifugacio e precipitacdo com etanol (até 4% viv) (BAZAN, 1993). A

separagao das células é dificultada pela alta viscosidade presente.

Processo Enzimatico. Numa primeira etapa de fermentagdo, a enzima dextrana-

sacarase é produzida pelo microrganismo Leuconostoc mesenteroides NRRL B-
512(F). A enzima produzida, na sua forma bruta ou purificada, é entéo utilizada na
sintese "in vitro" da dextrana. A sintese "in vitro" apresenta um grande potencial
econdmico por ser a dextrana-sacarase uma enzima extracelular, sem intermediarios
fosforilados, ndo sendo necessaria energia adicional para sintetizar dextrana e por
ser uma reacéo irreversivel (BAZAN, 1993).

As vantagens do processo enzimatico em relagdo ao processo convencional

s&o mencionadas por CURRALERO (1993):

» Maior rendimento: o rendimento tedrico da sintese enzimatica é de 100%, ja que
n&o ha consumo de sacarose no crescimento microbiano. Em condigées industriais,
com concentragdes de sacarose abaixo de 10%, a produc¢éo fica pouco abaixo do
valor teérico.

« Purificagdo simplificada: no processo enzimatico ndo ocorre aumento da
viscosidade como no convencional, ja que a produgcdo de dextrana nativa,
causadora de alta viscosidade ocorre em meio ja livre de microrganismos, nao
sendo necessdria a separagao das células.

» Melhores condigdes de controle: no processo tradicional ocorrem simultaneamente

trés etapas - crescimento celular (pH 6timo 7,0), produgdo de dextrana-sacarase
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(pH 6timo 6,0 a 6,9) e sintese de dextrana (pH 6timo 5,2); além das condigbes de
temperatura e concentracdo de sacarose Otimas distintas. Este fato dificulta o
controle, uma vez que as condi¢ées sdo transitoriamente oOtimas para cada
processo. No processo enzimatico o0 controle, a otimizagdo da fermentagao e da

sintese sao facilitados.

Segundo MATHIAS e outros (1993) a formagdo de produtos secundarios da
reacdo de polimerizacdo (como leucrose) da sacarose pela enzima dextrana-

sacarase foi observado pela primeira vez por Stodola em 1952.

A distribuicdo de pesos moleculares e rendimento de dextrana sintetizada por
dextrana-sacarase dependem, primordialmente, da concentragéo inicial de sacarose.
Um aumento de 2% para 20% na concentragao de sacarose aumenta a quantidade
de monossacarideos formados, principalmente a frutose. A quantidade de
dissacarideos (principalmente leucrose) aumenta consideravelmente e a quantidade
de dextrana de baixo peso molecular incluindo oligossacarideos, aumenta
principaimente acima de 10% de sacarose. Como consequéncia disto o rendimento

em dextranas de alto peso molecular decresce drasticamente (ALSOP, 1983).

2.2.3 - Reduc¢do do peso molecular

Para a obtencdo da dextrana a ser utilizada em produtos farmacéuticos e
industriais faz-se a redugdo do peso molecular da dextrana nativa. Dentre os
métodos de redugdo do peso molecular estédo: hidrélise acida, hidrélise enzimatica e
clivagem por ultrassom (ALSOP, 1983). As principais vantagens da hidrélise acida
sd0 a facilidade no controle, possibilidade de utilizagdo de dextrana nativa imida ou
mesmo ndo isolada e a ndo exigéncia de equipamentos sofisticados
(CURRALERO, 1993).
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2.2.4 - Fracionamento

A distribuicdo de peso molecular do hidrolisado pode ser rapidamente
verificada por cromatografia de permeagdo em gel e a hidrdlise pode ser finalizada
quando o resultado mostrar o maximo numero de moléculas na faixa de peso
molecular desejada, como por exemplo de 10 000 a 100 000 daltons para a dextrana
clinica 40 (ALSOP, 1983).

2.2.5 - Caracterizagdo do peso molecular

Segundo SANTOS (1996) os polimeros ndo sdo produtos homogéneos no
que se refere ao peso molecular, mas sim, apresentam uma mistura de moléculas de
pesos moleculares variados, a polimolecularidade. Para a caracterizagdo da amostra
é necessario o conhecimento da distribuicdo de pesos moleculares e o peso
molecular médio do produto. Os trés principais tipos de peso molecular mais
referidos na literatura sdo: peso molecular numérico médio (M,); peso molecular

ponderal médio (M,,) e peso molecular viscosimétrico médio (M,).

a) Peso molecular numérico médio (M)

Me=(ZetNiM)/ T (01)

onde: M; é o peso molecular de moléculas de classe i

n; € 0 numero de moléculas de classe i
O peso molecular numérico médio (equagdo 01) depende do numero de

moléculas com determinado peso, e é geraimente obtido através de osmometria de

membrana, osmometria de pressdo de vapor e analise de grupos terminais.
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b) Peso molecular ponderal médio (My)
M = (e i M2 ) /(8 =1 i M) (02)
O peso molecular ponderal médio (equagdo 02) depende do numero e do
peso das moléculas presentes na solugéo do polimero. E obtido principalmente por
espalhamento de luz de laser.
c) Peso molecular viscosimétrico médio (M)

My = [ (i M) 17 7 (2 i M) (03)

onde: a é constante que depende do sistema polimero-solvente e da temperatura;

quandoa=1, M, =M,

O peso molecular viscosimétrico médio se baseia na propriedade dos
polimeros de produzirem solugdes viscosas mesmo a grandes diluicdes, sendo
determinado por viscosimetria. Este depende do espago ocupado pelas
macromoléculas, causando resisténcia ao escoamento, e sdo fatores importantes
n&o apenas o numero e o peso das moléculas, mas também a sua forma na solugao.

As interacdes polimero-solvente afetam os resultados obtidos.

2.3 - As zedlitas

2.3.1. Histérico das zedlitas

O termo zedlita foi criado no século XVIII, quando constatou-se que

determinados minerais submetidos & calcinacdo a elevadas temperaturas pareciam
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fundir-se e ferver com liberagdo de vapor de agua. Designou-se zedlitas por

composicdo das palavras gregas “zein” (ferver) e “lithos” (pedra).

Os primeiros trabalhos realizados com zedlitas, no final do século passado,
foram em adsorcdo e troca idnica. Até entdo eram consideradas “curiosidades
mineraldgicas”. Surgiram muitos trabalhos com zedlitas naturais, para satisfazer a
pesquisadores e interesses industriais, € em 1948 foram produzidas em laboratorio

as primeiras zedlitas sintéticas.

Em 1954 as zedlitas sintéticas comegaram a ser utilizadas, como adsorventes
e peneiras moleculares, em processos industriais de separagéo e purificagdo de
gases. A mais importante aplicagdo de zedlitas em catélise heterogénea iniciou-se
em 1962 no craqueamento catalitico do petréleo para produgdo de gasolina, as

zedlitas substituiram os classicos catalisadores de silica-alumina amorfa.

2.3.2 - A estrutura das zeodlitas

As zedlitas sdo aluminossilicatos cristalinos com estrutura tridimensional
composta por canais e cavidades com dimensdes compardveis as moleculas
organicas. Os elementos estruturais basicos das zeélitas s&o os tetraedros TO,
(onde o atomo “T” pode ser Al, Si, Ga, Ge....). Cada atomo T localiza-se no centro
do tetraedro e os atomos de oxigénio no vértice dos tetraedros. Estes s&o unidos
entre si pelo 4tomo de oxigénio, ou seja, cada atomo de oxigénio € compartilhado
por dois tetraedros. Os tetraedros TO, sdo chamados de unidades de construgdo
primaria da zedlita. Estes tetraedros se combinam formando as SBU's (secondary
building units), ou unidades de construgdo secundaria. As unidades de construgao
secunddria mais simples sdo o anel de quatro tetraedros (4-ring) e de seis tetraedros
(6-ring). Em alguns casos, a estrutura da zedlita pode ser considerada em termos de

unidades de poliedros, tal como o octaedro truncado. A Figura 05 apresenta as
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diversas formas das SBU'’s, onde os vértices das estruturas representam atomos T's,

e o ponto médio das arestas representam atomos de oxigénio.

S4R S6R S8R D4R D6R
T5040 41 Ty Oy¢ 5-1 T10030 4-4-1

FIGURA 05: Unidades de construgdo secundaria das zedlitas, SBU (BRECK,
1974).

As zedlitas A, X e Y apresentam estruturas formadas pela unido de octaedros

truncados (B-cages) caracteristico de estruturas sodalitas.

No caso da zedlita Y, os atomos T's podem ser silicio ou aluminio. As zedlitas
X sdo idénticas estruturalmente as zedlitas Y, porém a relacdo silicio/aluminio da
zedlita X varia de 1 a 1,5. Ja a zedlita Y apresenta esta relagdo maior que 1,5.
Encontra-se na natureza a zeodlita Faujasita que é analoga estruturalmente a

zeodlita Y.

Segundo BRECK (1974) a estrutura da zedlita pode ser representada por:

My (AIO,)x (SiO2)y . wH,0 (04)
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onde M é o cétion de compensagdo cuja valéncia € n;

X + y é o numero total de tetraedros na célula unitéria da zedlita.

Define-se como célula unitaria a menor estrutura capaz de representar a
zedlita em questdo, ou seja, é a estrutura basica que se repete ao longo do cristal. O
namero total de tetraedros na célula unitaria da zedlita Y é 192, e o numero de
aluminio por célula unitaria esta relacionado com a razéo silicio/aluminio (R),

segundo a equagédo 05:

192
4R

onde R= x”” (05)

Si
sendo que R é maior ou igual a 1,5 para zedlitas Y.

A zedlita Y apresenta uma estrutura microporosa formada por canais e
cavidades interligados, por isso possui uma area superficial interna muito grande em
relacdo & area superficial externa. Esta estrutura possibilita a transferéncia de
matéria entre o espaco intracristalino e o meio. Esta transferéncia é limitada pelo
diametro dos poros da zedlita assim como pelo diametro da molécula. S6 podem
entrar e sair do espaco cristalino as moléculas com dimensdes menores a um valor
critico (GIANNETTO, 1990).

A célula unitéria cubica da zeodlita Y é caracterizada por oito octaedros
truncados (sodalita ou cavidade beta, B-cage) conectados por meio de 16 prismas
hexagonais (double 6-ring, DER) pela unido das faces hexagonais destes octaedros,
formando assim uma grande cavidade com aproximadamente 13,7 A de diametro
livre (super-cavidade ou cavidade alfa, a-cage). Os pontos médios das arestas dos
octaedros representam os atomos de oxigénio. A estrutura zeolitica confere a zedlita
diversas caracteristicas que influenciam nas suas diferentes propriedades e
aplicagdes (BRECK, 1974).
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As zedlitas A podem ser descritas em termo de dois tipos de poliedros: um é o
simples arranjo cubico de oito tetraedros, as estruturas D4R (double 4-ring); o outro
€ um octaedro truncado de 24 tetraedros ou B-cages. Os octaedros truncados sdo
ligados uns aos outros por intermédio das estruturas D4R. Desta forma os octaedros
ocupam cada vértice da estrutura cibica, formando no interior do cubo uma
cavidade com um diametro livre de 11,4 A. O diametro livre das cavidades B-cages é
de 6,6 A (BRECK, 1974).

A célula unitéria da zedlita A contém 192 tetraedros TO, (96 tetraedros SiO4 e
96 tetraedros (AlO,)). Normalmente a zedlita A é sintetizada na forma sédica, outras
formas podem ser preparadas pela troca idnica em solugdo. A troca ibnica provoca
alteragbes no tamanho de poro da zedlita. As zedlitas A podem ser classificadas
segundo seus cations de compensacdo em 3A, 4A e 5A que apresentam como
cation de compensagdo, respectivamente, potassio, sédio e calcio e diametros,
respectivamente, de 3,2 A, 42 A e 52 A A estrutura da zedlita A e Y estdo

representadas na Figura 06.

ZEOLITA A ZEOLITAY

LOCALIZAGAO DA SUPERCAVIDADE ALFA

FIGURA 06: Estrutura das Zedlitas A eY (GIANNETTO, 1990).
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2.3.3 - Aplicagdes das zedlitas

As principais aplicagbes das zedlitas s8o em adsor¢do e catdlise. A grande
aplicagao de zedlitas em adsorcéo deve-se as suas propriedades particulares como:
- seletividade geométrica, a qual permite atuarem como peneiras moleculares;

- elevada capacidade de adsorgéo a baixa presséo devido as pequenas dimensoes
dos poros, aumentando a concentragédo superficial do adsorvido;,
- seletividade energética de adsorgdo, resultante de interagdes entre as cargas

elétricas da estrutura zeolitica e moléculas polares e polarizaveis.

Como adsorventes as zedlitas sdo utilizadas nas industrias para secagem,

purificagdo de gases e separagéo de hidrocarbonetos.

As zedlitas apresentam elevada drea especifica, canais e cavidades de
dimensées moleculares que possibilitam a aplicagdo em catdlise. Apresentam
centros acidos que catalisam reagdes de craqueamento e isomerizagao, ou centros

metalicos que catalisam reagfes de hidrogenagéo.

2.3.4 - A relacéo silicio/aluminio da zedlita Y

A relagéo silicio/aluminio da zedlita Y também é de grande importancia nas
propriedades fisico-quimicas desta. Outra relagéo bastante conhecida € a SAR que
é a razdo silica/alumina, ou seja, SiO./Al,Os, que é igual a duas vezes a relagéo
silicio/aluminio. Zedlitas com diferentes SAR apresentam propriedades diferentes
como, hidrofilia, capacidade de troca idnica e estabilidade térmica. A zedlita pode
sofrer um processo de desaluminizagéo, que é a retirada de aluminio da rede
cristalina através da passagem de vapor de agua a altas temperaturas em um leito

de zedlita. Também é possivel inserir novamente os atomos de aluminio na rede
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cristalina. Zeolitas desaluminizadas e realuminizadas apresentam propriedades

bastante diferentes.

2.3.5 - Os cations de compensacio das zeélitas

Os tetraedros (AlO,) induzem & formagéo de cargas negativas na estrutura
zeolitica, isto porque o nimero de oxidacdo do aluminio é +3 e esté coordenado por
4 atomos de oxigénio. A carga negativa induzida pelo aluminio é entdo contra-
balanceada por um cétion que é denominado cétion de compensac&o, que localiza-
se nas cavidades e canais da zedlita sem pertencer a sua estrutura cristalina. O
cation de compensagéo € introduzido durante o processo de sintese da zedlita Y.
Geralmente a zedlita Y é sintetizada na forma sédica, ou seja, o0 cation de
compensagéo € o sodio, sendo representada por NaY. Desta maneira, para indicar
qual o cation de compensagdo da zedlita Y adiciona-se o simbolo do cation

antesdo Y.

2.3.6 - Troca idnica

O cation de compensagdo atribui diversas propriedades a zedlita, assim
realizando-se a troca deste cation é possivel modificar suas propriedades. As
propriedades que podem ser modificadas s&o muitas, como acidez, capacidade de
adsorg&o, seletividade, area superficial, estabilidade térmica, atividade catalitica,
abertura de poros. A troca ibnica ocorre devido a mobilidade dos cétions de

compensag&o no interior das cavidades e canais zeoliticos.

A troca idnica com alcalinos terrosos e terras raras aumenta a resisténcia da

zedlita, sua vida util e atividade catalitica, sendo utilizada na preparagao de
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catalisadores especificos. Segundo BRECK (1974) o processo de troca idnica pode

ser representado pela equacgédo 06.

Z.B%+7, 4% 7, B5+ 7, AZ: (06)

onde Zx e Zg s&0 as cargas dos cations A e B envolvidos na troca e os indices

z e s referem-se & zedlita e solugio respectivamente.

O equilibrio que se estabelece entre os cétions de troca é proposto por
BRECK (1974). Em sua teoria sobre a troca idnica, assume-se que a troca ndo é
completa. SHERRY (1968) apresenta a isoterma de troca do sodio pelo célcio em

zedlitas Y, que atinge um patamar da ordem de 70% dos cations trocados.

A troca idnica é controlada pela difusdo do ion no interior da estrutura
zeolitica. O efeito peneira das zedlitas, com relagdo a varios cations, tem sido
atribuido a diversos mecanismos possiveis: (a) alguns cations podem ser grandes o
suficiente para ndo entrar nos pequenos canais e cavidades da estrutura zeolitica,
ou até mesmo alguns ions que poderiam ser trocados sdo “fechados” na estrutura
durante a sintese; (b) a distribuigdo das cargas na estrutura zeolitica pode ser
desfavoravel para o cétion; (c) o tamanho do ion hidratado ou solvatado em solugado

n&o aquosa podem influenciar e retardar a troca do cétion.

A troca do sddio incompleta na zedlita Y, é controlada tanto pelo efeito
“peneira”’, devido ao sistema de canais e cavidades onde a penetragdo dos ions
hidratados requer consideraveis energias de ativagdo, quanto & incapacidade dos
cations introduzidos de ocupar precisamente o0 mesmo lugar antes ocupado pelo ion
trocado na zedlita. A troca é também governada pela capacidade de coordenagéo do

ion metalico com os oxigénios da rede cristalina.
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2.4 - A separacgao da frutose

No processo de obtengdo da dextrana, apds a hidrélise &cida e precipitagéo
seletiva para obtengdo do polissacarideo, obtém-se uma solugdo de agucares,
contendo consideravel quantidade de frutose, leucrose, sacarose e outros
oligossacarideos. A separagcdo desses agucares € de grande interesse para as
industrias devido ao valor comercial atribuido a estes e varias técnicas

cromatograficas podem ser utilizadas neste processo.

Muitos estudos foram realizados com relagdo a utilizagdo de processos
cromatograficos para a separagdo de frutose, escolha de resinas para o

empacotamento de colunas e condigbes de operagéo dos sistemas.

BARKER e GANETSOS (1985) utilizaram um cromatdgrafo semi-continuo
com coluna empacotada com resina na forma calcica (KORELAVO+C), para obter
xarope de alto teor de frutose a partir de uma mistura contendo 42% de frutose, 52%
de glicose e 6% de maltose e oligossacarideos. Segundo os pesquisadores, a
glicose €& adsorvida com menos forca e juntamente com maltose e os
oligossacarideos eluem com a fase movel (dgua deionizada). A frutose é retida pela
resina, pois forma um complexo quimico livre com ions calcio, e € removida por um
alto fluxo de agua deionizada para obter um produto rico em frutose. O objetivo de
obter um minimo de 90% de frutose no produto rico em frutose e até 7% de

impurezas no produto rico em glicose foi atingido.

A dextrana e a frutose foram produzidas pela primeira vez em um reator-
separador cromatografico em batelada, em 1987, por BARKER e ZAFAR. A fase
estacionaria era formada por uma resina de troca idnica na forma de calcio, e o
eluente foi uma solugdo diluida de dextrana-sacarase. A separagéo resultou ndo s6
em dextrana pura, mas também em frutose altamente purificada e dextrana com

peso molecular diferente do obtido em reatores convencionais. O reator precisou de
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um tempo para atingir o estado estacionario, porque uma certa quantidade de

enzima é adsorvida na superficie da resina.

VIARD e LAMELOISE (1992) desenvolveram uma metodologia para a
modelagem de processos cromatograficos na industria de alimentos. Isotermas de
equilibrio foram reportadas para a resina de troca idnica tipo gel a base de Ca®,
observaram que a reteng@o da frutose € menor a altas temperaturas. Resinas com
diferentes tamanhos de particula foram utilizadas e concluiram que houve uma
concordancia satisfatoria entre os resultados experimentais e as curvas simuladas.
O modelo pode ser usado como um guia na selegdo da resina e das condi¢ées de

operacédo para a separagao cromatografica dos dois agucares.

A separacdo da mistura glicose-frutose em um sistema em contracorrente foi
estudada por CHING e outros (1987) em condigdes similares as condigbes
industriais, na qual a concentragao total de agucar esta em torno de 50% p/v. Nestas
concentragbes € necessario um aumento da temperatura de separagdo para uma
faixa de 55 a 60°C, diminuindo a viscosidade da mistura e a queda de pressao
através da coluna, acarretando mudancgas na isoterma de equilibrio. As separagbes
foram feitas em colunas empacotadas com a zedlita CaY e a resina de troca idnica
Duolite. As isotermas de equilibrio apresentaram um desvio da linearidade para
ambos os adsorventes, necessitando assim de um ajuste com modelos matematicos
mais sofisticados. Sob determinadas condigbes foram obtidas separac¢des eficientes
e comportamentos similares para ambos os adsorventes, porem com vazdes
diferentes para cada um deles. Com a resina Duolite foi possivel obter maior
concentragédo de frutose no produto extraido o que é vantajoso para o processo de
separagdo. Mas por outro lado a transferéncia de massa, a cinética, a queda de

presséo e o custo favorecem a zedlita Cay.

CHING e outros (1987) pesquisaram o fator de equilibrio da separagédo da

glicose e frutose e o coeficiente de transferéncia de massa em uma unidade de
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separagdo cromatografica em contracorrente utilizando diferentes tipos de
adsorventes, como zedlitas CaX, CaY e uma resina trocadora de ions. A zedlita CaX
nao apresentou seletividade a frutose e nem a glicose. Com relagdo a zedlita Cay,
observaram que esta apresentou uma resisténcia a transferéncia de massa
consideravelmente menor, e a mistura axial da coluna de adsorgdo pode ser mantida
a um minimo o que induz a uma redug¢éo do volume de adsorvente requerido para
uma mesma carga de mistura. Esta reducdo de volume exige, no entanto, um
aumento de vaz&do de adsorbato para compensar a seletividade menor da zedlita
comparada com a seletividade da resina. Finalmente, concluiram que a escolha do
adsorvente depende de fatores de custo e durabilidade j& que desempenhos

idénticos sao obtidos em diferentes vazbes para cada adsorvente.

CHENG e LEE (1992) estudaram a separagdo da mistura glicose-frutose em
colunas de adsor¢cdo empacotadas com zedlitas Y. Os melhores resultados foram
obtidos a 40°C. Observaram também, que em temperaturas superiores a 50°C a
mistura comeca a tornar-se marrom devido as modificagbes estruturais que
dificultam a separagdo. Com relagdo a vazdo de dessorvente, os melhores
resultados foram obtidos as menores vazdées e menores razées de quantidade de
mistura injetada por vazdo de dessorvente. Utilizaram também o etanol (95%) como
dessorvente, porém os resultados ndo foram satisfatérios, e em alguns casos até
mesmo nenhuma molécula de glicose ou frutose foi detectada na saida da coluna.
Os cations de compensagdo da zedlita Y também influenciaram na separacgéo da
mistura, sendo que a zedlita BaY apresentou melhor resultado, seguido pelas
zedlitas CaY, KY e NaY. Em todas as separagdes a glicose era eluida antes da
frutose, tal fato foi justificado pelas interagbes entre a zedlita e a mistura. A glicose
apresenta um grupo aldeido no topo de sua estrutura e a frutose apresenta um
grupo cetona no topo da sua, sendo o dipolo da cetona maior que o dipolo do
aldeido isto justifica a maior atragdo da frutose pela zedlita. As diferentes formas que
a glicose e a frutose podem apresentar em solugdo aquosa também explicam a

eluicao diferenciada. Segundo os pesquisadores a glicose pode formar em solucéo
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aquosa a a-D-glicopiranose e/ou B-D-glicopiranose, ja a frutose pode formar a a-D-
frutofuranose e/ou B-D-frutofuranose, mostradas na Figura 07. Estas estruturas
apresentam diferentes tamanhos e estabilidades, sendo que a forma pirano da
glicose € mais estavel e compacta do que a forma furano da frutose. A combinacéo
dos efeitos de atragéo da frutose pela zedlita e o tamanho levemente compacto da
glicose possibilitam a eluicdo da glicose antes da frutose. Através de um teste pulso
eles obtiveram parametros dinamicos e de equilibrio que podem ser empregados no

projeto, operagao e controle da separacgao.

H H
| |
H—-(I:— OH (|3= O
C=—0 H—-—(l:—'—OH
HO —C—H HO —C—H
H-—C—O0H H—C—0OH
H—C—OH H-—C—OH
H-—-(I:—OH H—(I:——OH
H H
D-{-)-Frutose D-()-Glicose
+ H20 + Hzo
CH,OH
CH,OH 2
2 o CH,0H o
OH OH
OH
H H
OH OH
- D-frutefuranose ot- - glicopiranose
CHLOH oH CHZOH
o
o
CH,OH OH
OH H

3 - D-frutofuranose

3-D-glicopiranose

FIGURA 07: Isdbmeros da glicose e frutose em solugdo
aquosa (CHENG e LEE, 1992).

Um leito modvel simulado empacotado com zedlitas CaY foi utilizado na
separagao da mistura glicose e frutose por HASHIMOTO e outros (1983). O sistema

de separacdo era composto por um conjunto de colunas de adsorgdo com duas
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correntes de entrada, uma de adsorbato (neste caso foi utilizada a agua) e outra da
mistura glicose-frutose, e havia também duas correntes de saida, uma corrente rica
em glicose e outra rica em frutose. O leito mével é simulado porque havia um
movimento de cada coluna em relacdo as entradas e saidas do sistema, que s&o
fixas, em tempos determinados sem que houvesse um movimento do sdlido
adsorvente. Foram propostos dois modelos matematicos para descrever o sistema,
um deles o leito mével intermitente, onde cada coluna era considerada um leito fixo
exceto no momento de rotagdo da coluna. O outro modelo, 0 modelo do leito mével
continuo, baseou-se na hip6tese de que as particulas de adsorvente moviam-se
continuamente entre as colunas. Ambos os modelos possibilitaram o célculo do perfil
de concentracdo de glicose e frutose no leito mével simulado. O modelo intermitente
demonstrou ser melhor nos calculos do perfil de concentragdo em estado néo

estacionario, j& o modelo continuo é melhor para o estado estacionario.

2.5 - Isoterma de adsorc¢ao

A adsorc¢do € um fendmeno pelo qual moléculas de um soluto em contato com
uma fase soélida, um sorvente microcristalino ou resinoso, sdo atraidas e fixadas na
superficie deste sélido em virtude de forgas fisicas, adsorgao fisica, ou de ligagdes
quimicas, adsorgdo quimica. A melhor diferenciagdo destes dois tipos de adsorgao é
a magnitude do calor de adsorgdo, que é a energia pela qual as moléculas estéo
ligadas a fase sdlida. Esta ligagdo varia com a natureza da ligagdo formada. Na
adsorgdo fisica as forgcas das ligagbes sdo provenientes de ligagbes secundarias,
tais como, forgas de van der Waals, interagdes dipolo-dipolo e pontes de hidrogénio,
ndo havendo transferéncia de elétrons entre as fases. A ordem de grandeza da
energia livre de adsorcéo fisica varia de 8 a 60 kJ/mol. Na adsorgdo quimica ha a
formagéo de ligagbes quimicas entre o adsorvente e o adsorbato por meio de
transferéncia de elétrons e sua energia de livre varia geralmente de 120 a 420
kJ/mol (FIGUEIREDO e RIBEIRO, 1987).
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FIGUEIREDO e RIBEIRO (1987) classificaram as isotermas de adsorgéao de

gases em sélidos em seis tipos (Figura 08).

m v

QUANTIDADE ADSORVIDA

PRESSAO RELATIVA

FIGURA 08: Tipos de isotermas de adsorgdo
(FIGUEIREDO e RIBEIRO, 1987).

A classificagdo proposta acima por FIGUEIREDO e RIBEIRO (1987) pode ser
extendida a adsorbatos liquidos. As isotermas do tipo | sdo caracteristicas de solidos
microporosos com superficies externas relativamente pequenas (por exemplo,
carvbes ativos) sendo que a quantidade adsorvida tende a um valor limite. Nas
isotermas dos tipos Il e lll, a quantidade adsorvida tende a um valor infinito,
corresponde a adsorgdo em mutiplas camadas sobrepostas, e ocorre em sélidos nao
porosos ou macroporosos. As isotermas dos tipos IV e V s&o obtidas para sélidos
que apresentam mesoporos nos quais ocorre o fendomeno de condensagao capilar,
ou seja, o gas se condensa no interior dos mesoporos (que ndo ocofre se O
adsorbato for liquido). Estes tipos de isotermas correspondem, respectivamente, as
isotermas dos tipos Il e Ill, que n&o apresentam condensac&o capilar e histerese. As

isotermas do tipo VI (em degraus) ocorrem em superficies uniformes n&o porosas, €
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representa uma adsorgdo camada a camada, onde a altura do degrau corresponde &

capacidade da monocamada em cada camada adsorvida.

2.5.1 - Isoterma de Langmuir

Segundo Langmuir as forgas que atuam na adsorgdo s&o similares aquelas
que envolvem combinag&o quimica e baseia-se nos seguintes principios:
- O sistema é ideal;
- As moléculas adsorvidas aderem a superficie do adsorvente em sitios definidos e
localizados, formando uma monocamada sobre a superficie homogénea;
- Cada sitio pode acomodar uma, e somente uma, molécula adsorvida;
- A energia da molécula adsorvida é a mesma para todos os sitios da superficie, ndo

havendo interagdes entre as moléculas.

As taxas de adsorcéo e dessorgdo séo definidas pelas equagdes 07 e 08:
Taxa de adsorgao : rags = Kags C* (Qm - q*) (07)
Taxa de dessSor¢ao : ees = Kges q* (08)
onde: numero de sitios de adsorgdo disponiveis = gn,

numero de sitios de adsorgéo ocupados pelo adsorbato = g*

nuamero de sitios livres = q, - q*

constante da reacao de adsorgao = Kugs

constante da reagcéo de dessorgao = Kges

concentragéo de adsorbato na fase liquida = C*

No equilibrio as taxas de adsorgéo e dessorgéo s&o iguais, portanto tem-se:
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Fads = ldes (09)
substituindo as equagbes 07 e 08 na equagdo 09 obtem-se:
Kaas C* (Am- Q") = Kaes * (10)
rearranjando a equagéao 10 e definindo Ky como a razéo entre kges/kags tem-se:
C*am=q" (Ks + C*) (11)

Escrevendo g* em fungéo de C* obtem-se a equagéo da isoterma de Langmuir

que pode ser expressa pela equacgao 12:

*

. .C
= dm-2 (12)

B Kq +C*

Os valores de g* e g, podem ser expressos em quantidades de adsorbato por
grama de adsorvente, desta forma gq* e q., corresponderdo, respectivamente, a
concentragdo de adsorbato no adsorvente no equilibrio e a concentragdo maxima de
adsorbato que pode ser adsorvida. Sendo Ky a relagdo entre as constantes de
dessorgdo e adsorgdo, quanto maior for o seu valor, mais favoravel o deslocamento

da reacgao reversivel para a dessorgao.

A equacdo de Langmuir é bastante tedrica e geralmente falha em muitos
casos devido a heterogeneidade da superficie do adsorvente, por exemplo, na
adsorgao quimica pode haver diferentes tipos de centros ativos e com diferentes
capacidades de adsor¢do para um determinado composto. Pode haver, e esse € a
mais importante, interagbes entre as moléculas ja adsorvidas, dificultando ou

facilitando novas adsorgdes nos sitios.
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3 - Materiais e Métodos

3.1 - Zedlitas de partida

As zedlitas utilizadas neste trabalho foram de diversas procedéncias. A
zedlita Y (aqui denominada de Y2) foi fornecida pelo CENPES/PETROBRAS, a
zeodlita A foi fornecida pela Bayer e com nome comercial de BAYLITH SV-133, e
outra zedlita Y (denominada de Y1) foi sintetizada no Laboratério de Catalise do
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Maringa
(DEQ/UEM). As composigdes das zedlitas foram determinadas por fluorescéncia
de raio-X (FRX). A zedlita A, fornecida pela Bayer, apresentava como cation de
compensacdo o potassio e, portanto, foi submetida a troca idnica com o sodio
para que apresentasse o mesmo cation de compensagéo que as zedlitas Y de
partida. Também foi necessario fazer uma redugéo do tamanho das particulas
por trituragdo, ja que a zedlita A se apresentavam na forma de pequenas esferas

de 2 mm de diametro.

3.2 - Pré-tratamento da zeolita A: troca iénica do K* pelo Na*

Inicialmente a zedlita foi triturada com agua em um liquidificador industrial
para promover a redugdo do tamanho das particulas, em seguida foi filtrada e
seca a 100°C por uma hora. O pré-tratamento consistiu de uma troca idnica, em
condicdes bastante severas, para garantir a troca completa de todos os cations
de potassio por cétions de sédio. A troca completa dos cations pode ser
garantida uma vez que a zedlita A foi sintetizada com sodio e depois trocada por
potassio para entdo ser comercializada. Foram realizadas cinco trocas idnicas
sucessivas de 30 minutos cada, em reator batelada a 25°C, utilizando uma
solugdo de NaCl 2 N em uma razdo de 1 mL de zedlita/S mL de solugéo de
NaCl. Apés cada troca idnica a zedlita foi filtrada a vacuo e lavada no funil de

Buchner com o mesmo volume de solugédo de NaCl utilizado na troca idnica. Em
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seguida foi lavada duas vezes com o mesmo volume anterior de agua
deionizada. A zedlita foi seca em estufa a 100°C durante uma hora. Repetiu-se

este procedimento até que se completassem as cinco trocas idnicas.

3.3 - A troca idnica

Sendo a troca idnica um processo extremamente rapido escolheu-se 5
minutos e 24 horas como tempo de troca idnica para garantir que as zedlitas

trocadas apresentassem caracteristicas bastante diferentes ap6s a troca ionica.

Como sal de troca para fornecer os cations a serem introduzidos na

zedlita, foram utilizadas solugées de CaCl, e BaCl..

A metodologia de troca foi a mesma utilizada por SILVA e MACHADO
(1994). A troca foi realizada em um reator tipo batelada. A quantidade de ion
utilizada na troca, foi baseada no numero de equivalentes grama em Na,O
presente na zedlita, tomando-se uma razdo Ca'’/Na” (ou Ba'?*/Na*) de 2. Definiu-
se em 15% o teor de sdlidos no reator, definido como a razdo de massa de
zedlita/massa total. A troca consistiu em colocar a zedlita com agua em
suspensao sob agitagdo por 1 hora. Ajustou-se o pH entre 5 e 6 com o auxilio de
uma solugéo de HCI 6% p/p. O reator foi colocado em banho termostatico a 75°C
sob agitagdo pendular. Adicionou-se a solugdo do sal de troca, onde a
quantidade de gua utilizada baseia-se nos célculos do teor de 15% de massa
seca de zedlita na suspenséo. Apos o tempo de troca (5 minutos ou 24 horas), a
suspensao foi filtrada em funil de Blchner. A torta foi lavada duas vezes, a
primeira vez com a mesma quantidade do sal utilizado na troca em um volume
de agua deionizada igual ao do reator, e a segunda lavagem foi realizada com o
dobro do volume em &agua deionizada sem o sal de troca. As lavagens foram
realizadas & mesma temperatura da troca. Apés a lavagem da torta, secou-se

em estufa a 120°C por 24 horas.
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Foram realizadas 12 trocas idnicas cujas as condigées s&o apresentadas
na Tabela 03.

TABELA 03: Condig¢des das trocas idnicas.

Ensaio Cation introduzido = Tempo de troca Tipo de zedlita
na troca idnica ibnica
01 Calcio 5 minutos A
02 Bario 5 minutos A
03 Calcio 24 horas A
04 Bario 24 horas A
05 Célcio 5 minutos Y1
06 Bario 5 minutos Y1
07 Célcio 24 horas Y1
08 Bario 24 horas Y1
09 Calcio 5 minutos Y2
10 Bario 5 minutos Y2
11 Calcio 24 horas Y2
12 Bario 24 horas Y2

3.4 - Caracterizagdo das zedlitas trocadas

As zedlitas trocadas foram caracterizadas para verificar as mudancgas
ocorridas na estrutura e que de certa forma resultaram em diferentes
comportamentos com relagdo a adsorgéo da frutose. Foram caracterizadas por
fluorescéncia de raio-X (FRX), medida de area superficial (B.E.T.), medida de

tamanho de particulas por difragdo de raio laser (Particle Size Diameter, PSD).
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3.4.1 - Medida de area superficial

Foi utilizado o aparelho CG2000 do DEQ/UEM cujo principio de
funcionamento baseia-se no método B.E.T.. Amostras de aproximadamente
0,1 g foram pré-tratadas a 200°C por 2 horas com fluxo de Nz, e em seguida fez-
se a adsorcdo do N, a baixas pressdes e temperaturas. A quantidade de
nitrogénio adsorvido relaciona-se com a area superficial da zedlita. Durante a
adsorgdo utilizou-se uma mistura N,-He com 10 % de N,. Utilizou-se o método
dinamico de medida de area, onde as amostras contidas no fundo de um tubo
em “U” sdo submetidas a um fluxo da mistura de N,-He a diversas pressées (P).
A andlise consistiu em imergir o tubo em “U” em um recipiente contendo o
Nitrogénio liquido para diversos valores de P. Apdés a imerséo do tubo ha a
adsor¢do do Nitrogénio na amostra e desta maneira ha uma variagdo da
concentragéo de Nitrogénio na saida do tubo. Apos a saida do tubo ha um
detector de condutividade térmica conectado a um integrador que registra um
pico proporcional & quantidade de N, adsorvido pela amostra naquela pressao.
Em seguida fez-se a dessorgédo do Nitrogénio da amostra imergindo o tubo em
“U” em agua a temperatura ambiente. Repetiu-se este procedimento para
diversas razdes de P/Po (P é a pressdo do sistema e Po é a pressdo de
saturacdo do N, nas mesmas condigées) menores que 0,3 (condigdo do modelo
de B.E.T). A partir de relagbes entre a area dos picos e seus valores de P/Po foi

possivel obter o valor da area superficial.

3.4.2 - Fluorescéncia de raio-X (FRX)

A fluorescéncia de raio-X foi utilizada para determinar a composigéo

quimica média das amostras: % de Na,0O, % de SiO, e % de Al;0s.

Utilizou-se um espectrometro Philips PW1404 da Fabrica Carioca de

Catalisadores, com tubo gerador de raio-X de cromo, controlado por
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microcomputador pelo software X40 também da Philips, o qual analisa

automaticamente a amostra.

A amostra (2,5g em base seca) foi calcinada a 800°C por 1 hora e
resfriada em dessecador. A seguir, 1,5 g da amostra calcinada foi misturada com
6 g de fundente (tetraborato e metaborato de litio). Adicionou-se ainda cerca de
0,2 g de Kl, para facilitar a desmoldagem apds a fundi¢éo. Esta mistura foi
moida em um gral e colocada num cadinho de Pt-Au-Rh, que foi levado a um
forno a 1 100°C por cerca de 30 minutos, obteve-se assim a pastilha, que foi
analisada no espectrometro. Foram analisadas as linhas Ko dos elementos Na,
Si e Al, obtidas pela excitagdo das amostras pela radiagdo gerada a 50 KV e
40 mA.

3.4.3 - Diametro médio das particulas

As andlises de diametro médio das particulas foram realizadas na Féabrica
Carioca de Catalisadores utilizando um analisador de particulas Malvern, série
2600, capaz de medir particulas cujos tamanhos estejam na faixa de 0,5 a
564 um.

O principio de operagdo do equipamento baseia-se na difragdo
(espalhamento) de laser. A luz de um laser de He-Ne, de baixa poténcia, €
usada para formar um facho colimado e monocromatico, que é espalhado ao
iluminar as particulas suspensas no fluido (no caso, agua) que circula pelo

sistema de detecgéo.

A particula espalha a luz predominantemente em um angulo preferencial,
inversamente proporcional ao seu diametro. Os raios, espalhados ou n&o,
incidem sobre uma lente receptora, que forma o padréo de difracdo em seu
plano focal. Neste, um detetor formado por 31 anéis concéntricos semicirculares

totaliza a energia luminosa espalhada ao longo de uma faixa de angulos sélidos.
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A luz ndo espalhada passa por uma pequena abertura no centro do
detetor, saindo do sistema O&ptico, o que permite a determinacdo da
concentragdo volumétrica da amostra. O sinal é tratado por um software que

gera o relatério com a distribuigdo de frequéncia e diametros médios.

A suspenséo € bombeada pelo sistema a partir de um tanque de ago inox,

passando por uma cela de medi¢do de aluminio com janelas de vidros.

Em geral a quantidade de material necessaria para proporcionar uma boa
medida depende da faixa de tamanho das particulas. Quanto mais fino o pé,
tanto menos material sera preciso. Como o software indica o nivel de sinal

gerado pela amostra, o0 método permite uma larga faixa de concentragbes ideais.

3.5 - Sintese da dextrana

Para a obtengédo da dextrana foi utililizada a enzima dextrana-sacarase e
como substrato a sacarose. A dextrana-sacarase foi produzida por fermentagéo,
utilizando o microrganismo Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512(F), mantido
em estoque a -15°C em solugdo de glicerol a 10% (p/v). As condigbes de

fermentacao e o procedimento foram descritos por SANTOS (1996).

3.5.1 - Meio de cultura para a producdo da enzima dextrana-sacarase

Meio Padréo

Sacarose (agucar cristal comercial) 40,0 g/L
Extrato de Levedura (marca DIFCO) 20,0 g/L
Fosfato de Potassio Dibasico (marca Synth, P.A.) 20,0 g/L
Sulfato de Magnésio (marca ECICRA, P.A)) 0,20 g/L
Sulfato de Manganés (marca ECIBRA, P.A) 0,01 g/L
Sulfato Ferroso (marca MERCK, P.A)) 0,01 g/L
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Cloreto de Calcio (marca ECIBRA, P.A)) 0,02 g/L
Cloreto de Sédio (marca Synth, P.A.) 0,01 g/L
Antiespumante

Dissolveu-se o aglicar comercial e o extrato de levedura em agua, entao
adicionou-se o0s oligoelementos e antiespumante suficientes para obter as
concentra¢des desejadas, ajustou-se o pH a 6,7 com HCI 1N. A solugao de
fosfato foi preparada separadamente e o pH também ajustado a 6,7. Ambas
foram esterilizadas separadamente a 121°C por 15 minutos. A solugdo de
fosfato foi esterilizada separadamente para evitar a precipitacdo do sal
constatada experimentaimente quando este sal é autoclavado em presenga dos

demais componentes do meio.

3.5.2 - Preparo do inoculo

Foram realizadas cinco pré-fermentagdes para ativar o microrganismo. Na
pré-fermentacéo final foi transferido 10% de indculo para um frasco contendo

K.HPO, e meio padrdo. O meio foi incubado a 27°C a 150 rpm por 5 horas.

3.5.3 - Composicao da alimentacéao

O sistema de alimentagdo escolhido foi o mesmo utilizado por
BAZAN (1993). Uma solugéo de sacarose 200 g/L e outra de hidroxido de sddio
200 g/L, foram esterilizados separadamente a 121°C por 15 minutos e entéao
misturadas depois de frias, para obter uma solugdo com concentrago final de
160 g/L de sacarose e 40 g/L de hidroxido de sédio 1N.

43



Materiais e Metodos

3.5.4 - Fermentagao

A um fermentador BIOFLO Ill, contendo meio padrdo estéril, adicionou-se
o indculo, fazendo a incubagdo a 27°C com aeragdo de 0,5 L/min, agitagéo
mecanica de 160 rpm e controle de pH. O pH era mantido em 6,7 pela adigéo da
solugdo combinada de sacarose e NaOH, preparada de acordo com o item
3.5.3. Esta adigao foi feita por um periodo de aproximadamente 8 horas por meio
de uma bomba conectada ao controlador automatico de pH. No final da
fermentagdo o pH do caldo fermentado foi acertado para 5,2 com uma solugdo
de HCI 1N.

3.5.5 - Purificagao da dextrana-sacarase

O caldo proveniente da fermentagdo foi centrifugado a 10000 rpm
durante 15 minutos a 2°C para separagdo das células bacterianas, e 0
sobrenadante contendo a enzima foi concentrado por ultrafiltragdo. A enzima
presente no filtrado foi precipitada pela adigédo de um volume igual de solugéo
50 % de polietilenoglicol 1500 (PEG 1500) e ent&o centrifugada nas mesmas
condigdes anteriores. O precipitado, rico em dextrana-sacarase, foi dissolvido

em solucdo tamp&o de acetato de sodio 200 mM, pH 5,2 e estocado a -15°C.

3.5.6 - A reacgdo enzimatica para a producio da dextrana bruta

A reacéo de polimerizagdo foi realizada em um reator encamisado a uma
temperatura de 20°C e o pH mantido em 5,2, valor este que é o otimo de
atividade e estabilidade da enzima. Para a reagdo foram adicionados ao reator
uma solugdo de sacarose 100,0 g/L e uma solugdo de dextrana-sacarase
40 UDS/mL (UDS-unidade de dextrana-sacarase é definida como a quantidade

de enzima que converte 1 mg de sacarose em dextrana, em uma hora, liberando
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0,52 mg de frutose, em pH 5,2 e temperatura de 30°C). A extens&o da reagao foi
acompanhada pela retirada de amostras do meio reacional em intervalos de 30
minutos para a dosagem de frutose liberada. Cada amostra foi aquecida em
banho-maria durante 10 minutos para inativagdo da enzima e a frutose foi
quantificada pelo método DNS (MILLER, 1959). A reagéo de polimerizagao foi
interrompida quando pelo menos dois valores iguais de concentragéo de frutose

foram obtidos. A mistura reacional foi entdo estocada a -15°C.

3.6 - A adsorc¢ao da frutose

3.6.1 - Cinética da adsorgao da frutose

Foram realizados testes cinéticos de adsorcdo de frutose para
determinagéo do tempo necessario para atingir o equilibrio cinético. Os testes
foram realizados em reator encamisado a 30°C com agitagédo magnetica, onde 6
g de zedlita foram adicionados a 120 mL de uma solugéo de 100 g de frutose/L e
retiradas amostras de 1 mL em intervalos de tempo determinados: 0,5, 1, 2, 3, 4,
6, 8, 12, 16, 20 e 30 minutos. As amostras eram filtradas em um filtro acoplado a
uma seringa, utilizando um filtro de membrana de 0,45 um de abertura de poros.
Apos a filtragdo da amostra, esta foi convenientemente diluida e analisou-se a
concentragéo de frutose por HPLC (High Performance Liquid Chromatography).
Plotou-se a concentragdo de frutose em fungdo do tempo, sendo que apoés o

ajuste matematico foi possivel obter as constantes da reagao de adsorgéo.

3.6.2 - Isoterma de adsorc¢do de frutose

Para a obtencdo das isotermas foram feitas diversas solugdes de frutose
com concentracdes de 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 e 150 g de frutose/L. Em

diferentes recipientes de vidro foi pesado 1 g de zedlita, adicionou-se 20 mL de
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cada solugdo de frutose e tampou-se o recipiente. Os recipientes foram levados
a estufa a 30°C sob agitagdo de 170 rpm. Ap6s 24 horas, filtrou-se as
suspensdes para separar a solugdo de frutose da zedlita, e as amostras filtradas

foram analisadas em HPLC para determinar a concentragao de frutose.

3.6.3 - Teste de adsor¢cio de frutose no meio obtido da reagdo

enzimatica da dextrana

Para a zedlita que obteve a isoterma mais favoravel a adsorgcdo da
frutose, foi realizado um teste de adsorgdo da frutose no meio contendo a
dextrana. Em diversos recipientes de vidro foram colocados 22 g da mistura
obtida na reacéo enzimatica da dextrana. Em cada recipiente foram adicionadas
guantidades de zedlita que variaram de 1 a 5 gramas. Os recipientes foram
colocados em shaker a 30°C com 250 rpm de agitagdo. Apos 24 horas desligou-
se a agitacdo, para que houvesse a sedimentagéo da zedlita e deixou-se na
estufa a 30°C por mais 48 horas. Apos este periodo as suspensfes foram
centrifugadas a 10 000 rpm e 30°C, e entdo o filtrado foi convenientemente

diluido e analisado.

3.7 - Métodos analiticos

3.7.1 - Determinagido de acucares redutores - Método DNS (MILLER,
1959)

Misturou-se 1416 mL de agua deionizada, 10,6 g de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) e 19,8 g de NaOH, dissolveu-se a quente e entéo
adicionou-se 7,6 mL de fenol (fundido a quente a 50°C) e 8,3 g de metabissulfito

de sodio.
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O método consiste na reagcdo de 1,0 mL de amostra com 1,0 mL do
reagente descrito anteriormente, aquecendo-se a 100°C por 5 minutos. Resfria-
se imediamente em solugéo de gelo e adiciona-se 16 mL de solugdo de tartarato
de sédio e potassio (11,25 g/L). O branco é feito pela substituicdo da amostra

por agua deionizada.

A reagdo do DNS com agucares redutores produz uma coloragéo
amarela, cuja intensidade é proporcional a concentragdo de agucares redutores
presentes na amostra. Uma correlagdo entre a concentragédo de agucares
redutores (neste caso frutose) e a intensidade da cor amarela (medida pela
absorbancia) é obtida submetendo solugdes de frutose com concentragdes
conhecidas ao teste e fazendo-se a leitura da absorbancia a 540 nm em

espectrofotdbmetro modelo B342 1l da Micronal.

3.7.2 - Determinacdo da atividade enzimatica da dextrana-sacarase
(SANTOS, 1996)

A atividade enzimatica foi determinada no final de cada repicagem, no
final da fermentagdo e apds a purificagdo da dextrana-sacarase. A atividade
consiste na velocidade inicial de produc¢do de frutose pela agdo da dextrana-

sacarase sobre a sacarose em condigdes controladas.

Em um reator encamisado a 30°C foram adicionados 2 mL de solugdo de
sacarose (600 g/L), 1 mL de solugdo tampéo de acetato de sodio (20 mM de
acetato de sodio e 1,2 g de CaCl,/L) e 8 mL de agua deionizada. Ap6s a adi¢éo
de 1 mL da amostra de dextrana-sacarase retirou-se amostras de 1 mL a cada
trés minutos até 12 minutos. Plotou-se a absorbancia em fungédo do tempo, e
com o valor da inclinagdo da reta obtida e a curva padrdo do DNS determinou-se
a atividade enziméatica expressa em UDS (unidade de dextrana-sacarase) pela

equagao 13.
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o.p.d60
0,52

onde: a é o coeficiente angular da curva absorbancia em fungdo do tempo

Atividade(UDS/mL) = (13)

B é o coeficinete angular da curva padrao de agucares redutores

d é a diluigao final do reator

A unidade de dextrana-sacarase é definida como a quantidade de enzima
que converte 1 mg de sacarose em dextrana, em uma hora, liberando 0,52 mg
de frutose, a 30°C e pH igual a 5,2. Uma Unidade Internacional (Ul) corresponde
a 20,27 UDS.

3.7.3 - Andlise do peso molecular por cromatografia de permeacdao em
gel (CPG)

Cromatografia de permeacgédo em gel & um método cromatografico que se
baseia na separacgéo fisica dos componentes de uma mistura que é passada
através de uma coluna empacotada com um meio cromatografico que é um gel.
A separagdo ocorre devido a acessos limitados de moléculas no interior da
estrutura porosa do recheio. Assim as moléculas menores, que difundem para o
interior do gel, sdo retardadas na sua passagem pela coluna comparadas as
moléculas grandes que ndo difundem para o interior dos poros e se movem
continuamente com o eluente. As moléculas com tamanho intermediario migram
com velocidades entre estes dois extremos, com penetragcdo seletiva nos poros,
entrando em alguns poros, mas nédo em todos, e saindo da coluna em ordem
relacionada com seus tamanhos efetivos. Desta forma o tempo de residéncia
das espécies moleculares € uma fungdo dos seus tamanhos e de variaveis
operacionais. O peso molecular das fragdes pode ser obtido relacionando o
tempo de retencdo ao peso molecular quando padrbes apropriados s&o
disponiveis para construgdo da curva de calibragdo. A curva de calibragao
estabelece uma relagcio entre o tempo de retencdo e o peso molecular (M,,), ou

seja, determina-se uma curva de calibragdo onde log M,, € uma fungio do tempo
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de residéncia (Tgr). Os pesos moleculares utilizados para obter a curva de
calibragdo devem cobrir o intervalo de pesos moleculares para o qual a curva
sera valida e suas propriedades devem ser o mais proximas possiveis das

propriedades das amostras a serem analisadas.

A cromatografia de permeacédo em gel foi utilizada para determinar a
distribuicdo de peso molecular das amostras obtidas na sintese da dextrana e
ap6s o teste de adsorgéo de frutose no meio contendo dextrana. Utilizou-se um
sistema composto de diversos equipamentos para determinar o peso molecular

relativo das amostras e suas quantidades relativas:

- Injetor automatico Varian 9095

- Bomba ternaria Varian 9010

- Forno Spark Hotland 99

- Detetor de indice de refragdo R14

- Software de aquisigéo e processamento dos dados: Millenium Chromatography
Manager - Waters

- Conjunto de trés colunas e uma pré-coluna Varian série Micropack. As colunas
foram conectadas em série na sequéncia de poro decrescente. A faixa de
exclusdo de cada coluna utilizada e suas dimensdées sdo mostradas na
Tabela 04.

TABELA 04: Caracteristicas das colunas utilizadas.

Colunas TSK-Gel Faixa de Exclusdo Comprimento (cm) Diametro (cm)

G 3000 PW 1x10° 30,0 0,75
G 4000 PW 3x10° 30,0 0,75
G 6000 PW 1x10° 30,0 0,75
Pré-coluna - 7,5 0,75
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3.7.3.1 - Preparo da fase mével

Foi utilizada agua ultrapura como eluente, obtida em um sistema de
purificagdo compacto Milli-Q Plus. A agua foi degaseificada a vacuo durante
uma hora num banho ultra-som Eurosonics modelo SX-20. O frasco contendo a
fase movel foi mantido de 10 a 15 cm acima da entrada da bomba. O fluxo foi
aumentado lentamente até 1,0 mL/min. A cada troca da fase movel o sistema era
monitorado pela linha de base obtida no software até conseguir a estabilizagéo

do refratdmetro.

3.7.3.2 - Preparo das amostras e padroes de dextrana

As amostras foram diluidas em agua Milli-Q numa concentragdo de
0,02% (p/v) e filtradas com filtro de membrana de 0,45 um de abertura de poros.
Em seguida eram deixadas em repouso por um periodo de 16 a 20 horas antes
de serem injetadas. Este periodo de equilibrio antes da injecdo € necessario,
para amostras e padrées com peso molecular superior a 200 000 daltons, para
permitir que a cadeia do polimero extenda-se para sua conformagdo de

solvatagcado no solvente.

3.7.3.3 - Injecao das amostras no HPLC

As colunas conectadas em série, na sequéncia do poro maior para o
menor, tém por finalidade separar inicialmente as moléculas maiores, evitar
problemas de viscosidade, e também para que a coluna de menor porosidade
figue mais distante da bomba, ja que é mais sensivel a pressdo. As condigbes

de injegdo das amostras e dos padrdes estdo apresentadas na Tabela 05.
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TABELA 05: Condigdes de injegdo das amostras de dextrana no HPLC.

Temperatura ambiente 23°C
Temperatura do forno 40°C
Temperatura do detetor de indice de refragao 40°C
Volume de injecao 98 uL
Vazao do eluente 1,0 mL/min
Tempo de corrida 35 min

3.7.3.4 - Curva de calibracdo
Foram utilizados padrées de dextrana (American Polymer Standards
Corporation) e frutose (Tabela 06). A curva de calibragéo foi obtida utilizando

Mvw, M, e M, como parametros basicos.

TABELA 06: Pesos moleculares dos padrées utilizados.

Padréao M., M, M,
DXT 11K 11 700 9 900 8 000
DXT 43K 42 750 35 000 28 700
DXT 79K 78 800 68 000 49 400
DXT 165K 165 500 150 000 110 800
DXT 685K 685 000 500 000 380 600
DXT 1750K 1 750 000 1 450 000 1 250 000
DXT 5000K 4 900 000 4 500 000 1 500 000

Frutose - 180 -

A integragao dos picos para cada padrao foi otimizada de tal forma que os
pesos moleculares médios fornecidos e aqueles calculados fossem os mais
préoximos possiveis, sendo que o tipo de regressédo para a curva de calibragéo

foi definido com base no melhor coeficiente de regressao obtido. Utilizou-se a
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op¢ao “broad standards”, padrées dispersos, para a calibracdo do software

“Millenium”.

3.7.3.5 - Quantificacdo das amostras

Foi utilizado o software “Millenium” para a integragdo dos cromatogramas
e calculo da distribuicdo do peso molecular das amostras pela curva de
calibragdo. As porcentagens em cada faixa de peso molecular s&o apresentadas

no capitulo de resultados.

3.7.4 - Anailise de frutose por HPLC

As andlises de frutose para a determinagdo das isotermas foram
realizadas por HPLC utilizando uma coluna SHODEX KS801 e uma pré-coluna
de mesmo nome. As condi¢cdes de injecdo das amostras estdo apresentadas na
Tabela 07. Foi utilizado o mesmo sistema de equipamentos mencionados

anteriormente para a cromatografia de permeac¢ao em gel.

TABELA 07: Condigbes de injecéo das amostras de frutose no HPLC.

Temperatura ambiente 25°C
Temperatura do forno 60°C
Temperatura do detetor de indice de refragéo 40°C
Volume de inje¢cao 90 uL
Vazéao do eluente 0,70 mL/min
Tempo de corrida 15 min

A fase movel utilizada também foi a agua e para sua preparagdo utilizou-

se a mesma metodologia. A curva de calibragao foi obtida utilizando solugbes de
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frutose (marca MERCK, P.A.) de concentragbes 4, 8, 12, 16 e 20 g/L. As

amostras foram quantificadas utilizando o software “Millenium”.

3.7.4.1 - Preparo das amostras e padroes de frutose

As amostras de frutose foram diluidas convenientemente em agua Milli-Q
de tal forma que suas concentragdes estivessem dentro dos limites da curva
padrdo. Apos as diluicdes as amostras foram filtradas com filtro de membrana de

0,45 um de abertura de poros e injetadas no HPLC.
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4 - Resultados e Discussodes

4.1 - As zedlitas de partida

A composigdo das zeolitas de partida também foram determinadas por
fluorescéncia de raio-X (FRX) e sdo apresentadas na Tabela 08. Determinou-se
ainda a éarea superficial (Sg) destas zedlitas e seus valores tambem se

encontram na Tabela 08.

TABELA 08: Composicdes das zedlitas de partida obtidas por FRX e éreas

superficiais (Sg).

Zedlita % Na,0 % SiO> % Al,O3 Si/Al Sg (m°/g)
Y1 17,14 55,98 26,88 1,77 712
Y2 13,65 65,04 21,31 2,59 856
A 18,35 49,01 32,64 1,27 72

Observa-se pela Tabela 08 que a razo silicio/aluminio da zedlita A ndo é
igual a 1 (um), o que normalmente é esperado. Sabendo-se que a analise de
FRX fornece a quantidade total de silicio e aluminio presentes na zedlita e néo
somente destes elementos presentes na estrutura da zedlita, provavelmente o
valor que exceda a 1, corresponda ao silicio ou aluminio e silicio fora da
estrutura cristalina que podem estar presentes nos canais e cavidades da
zedlita. Ou ainda este excesso de silicio pode estar relacionado com a presenca
de algum ligante no adsorvente. Uma andlise de espectroscopia de infra
vermelho possibilitaria a obtengdo do valor da razdo silicio/aluminio presente

somente na estrutura da zedlita A.
Também foram realizadas as isotermas de adsor¢cdo de frutose nas

zedlitas Y antes de serem submetidas a troca idnica. Os valores das constantes

de Langmuir (gm e Kq) obtidos s&o mostrados na Tabela 0S.
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TABELA 09: Constantes de Langmuir para as zedlitas de partida.

Zedlita Om* Ka*
Y1 55 47
Y2 62 49

* valores de gm em mg de frutose /g de zedlita e de Ky em g de frutose/L

Os diametros médios das particulas foram determinados por PSD e
verificou-se que a troca idnica ndo alterou significativamente seus valores em
nenhuma das zedlitas, por esta razdo ndo foi realizada a andlise estatistica
desta resposta. Os valores dos diametros médios das particulas das zedlitas Y1,

Y2 e A foram 10 um, 4,3 um e 13,6um, respectivamente.

4.2 - Planejamento experimental

Para a analise dos resultados os ensaios foram agrupados em trés
planejamentos experimentais de 3 varidveis com 2 niveis cada variavel, ou seja,
cada planejamento experimental apresentou 2® ensaios. Para melhor
compreensdo e discussdo dos resultados, estes serédo apresentados
separadamente para cada planejamento experimental. Cada planejamento
apresenta tabelas contendo os valores das respostas, os valores dos efeitos dos

parametros e os valores da andlise da variancia (teste F).

As respostas utilizadas neste trabatho foram as seguintes: constantes da
isoterma de Langmuir (gm € Ka), area superficial (Sg) e porcentagem de cations
sodio trocados (PST). Os valores de gm e Ky foram obtidos por regresséo nao-
linear realizada pelo software “Statistica”. A porcentagem de sédio trocada (PST)

foi calculada pela equacéo 14.

PST = concentracdo inicial de sédio - concentracdo final de sédio x 100 (14)

concentragéo de sddio inicial

55



Resultados e Discussdes

Os efeitos de cada variavel e suas interagSes foram calculados pelo
software “Statistica”, versao 5.0 for Windows . Com o mesmo software foi feita a
analise de regress&o, ou ajuste por minimos quadrados dos modelos lineares
aos resultados obtidos a partir do planejamento experimental. A partir destes

calculos, foram obtidos os coefientes dos polindmios ajustados.

Os parametros destes modelos foram calculados de forma a minimizar os
residuos, que séo diferencas entre valores observados e os valores estimados
pelo modelo. Para que uma regressio seja estatisticamente siginificativa, ou
seja, também (til para fins' preditivos, o valor da razdo Média Quadratica da
Regress@o/Média Quadratica dos Residuos deve ser no minimo de 4 a 5 vezes
o valor tabelado de .4, »., onde p-1 é o grau de liberdade da regress@oe n-p é o
grau de liberdade dos residuos. Com base nos graus de liberdade das

regressdes e dos residuos obtem-se o valor tabelado de F.

Os graus de liberdade da regressdo e dos residuos para todas as
respostas foram respectivamente 6 e 1. A partir destes valores é possivel obter
os valores de Fs, tabelados para diferentes graus de confianga, que sdo

apresentados na Tabela 10.

TABELA 10: Pontos da porcentagem da distribui¢do F (BRUNS e outros, 1995).

Porcentagem de confianca Fe,1
75 % 8,98
90 % 58,20
95 % 234,0
99 % 585,9

4.2.1 - Planejamento experimental |

Os valores obtidos para as respostas dm K¢, Sg e PST (quantidade

maxima de frutose adsorvida, constante de adsorgdo, area superficial e
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porcentagem de sédio trocado, respectivamente) do planejamento experimental |

sao apresentados na Tabela 11 e seus efeitos Tabela 12.

Observou-se com a mudanga de nivel da variavel X1, que representa a

mudanga do calcio para o bario, uma diminui¢&o no valor de g, em -177,0. O

mesmo ocorreu na mudanga da zedlita Y2 para A, variavel X3.

TABELA 11: Valores das respostas Om Ks, Sg e PST para o planejamento

experiemental .

Ensaios X1 X2 X3 Om. Ky Sg’ PST
01 Ca 5 min Y2 207 131 650,0 70,92
02 Ba 5 min Y2 84 41 645,0 68,10
03 Ca 24 h Y2 810 481 861,0 73,28
04 Ba 24 h Y2 404 187 704,0 69,58
05 Ca 5 min A 158 157 421,5 71,61
06 Ba 5 min A 135 137 16,0 81,00
07 Ca 24 h A 329 336 4306 77,43
08 Ba 24 h A 173 168 57,4 86,40

* valores de g em mg de frutose/g de zedlita; de K4 em g de frutose/L e de Sg

em m?/g

TABELA 12: Efeitos das varidveis sobre as respostas para o planejamento

experimental |.
Efeito Om K4 Sg PST
Médio 287,500 204,750 473,187 74,790
X1 -177,000 -143,000 -235,175 2,960
X2 283,000 176,500 80,125 3,765
X3 -177,500 -10,500 -483,125 8,640
X1X2 -104,000 -88,000 -29,925 -0,325
X1X3 87,500 49,000 -1564,175 6,220
X2X3 -178,500 -71,500 -54,875 1,845
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O tempo de troca idnica, variavel X2, apresenta um efeito positivo sobre a
constante q., desta forma, as zedlitas que foram submetidas a trocas de 24
horas apresentaram maiores valores de q, com relacdo aquelas trocadas
durante 5 minutos. Outro efeito importante a ser considerado é a interagdo das
variaveis X2 e X3. Neste caso notamos um melhor valor de g, para a zedlita Y2
trocada durante 24 horas. Para as amostras de zedlita A observamos uma
menor influéncia da variavel X2, tempo de troca, porém, novamente os maiores

valores de q,, foram obtidos para as zedlitas trocadas durante 24 horas.

A constante Ky apresentou comportamento semelhante a constante g,
porém somente os efeitos das variaveis X1 e X2 devem ser considerados
importantes, bem como suas interagbes. A varidvel X3, o tipo de zedlita,
apresentou um maior efeito sobre a area superficial, seguida pelos efeitos da
variavel X1, cation trocado, e das interagbes entre as variaveis X1 e X3, cation

trocado e tipo de zedlita.

A partir dos efeitos foram calculados os coeficientes dos polindmios

lineares para cada resposta (Equagdes 15 a 18):

Qm, 1 =287,50 - 88,50X1 + 141,50X2 - 88,75X3 + 43,75X1X3 - 89,25X2X3 (15)

Kq,1=204,75-71,50 X1 + 88,25 X2 - 44,00 X1X2 (16)
Sg,=473,187 - 117,588 X1 - 241,812 X3 (17)
PST,=74,790 + 1,480 X1 + 1,883 X2 + 4,320 X3 + 3,110 X1X3 (18)

Para verificar a significancia estatistica do modelo foram feitas as
andlises das variancias (testes F’'s) das respostas através do “Statistica”. A
analise da variancia das respostas q., € K; sdo apresentadas na Tabela 13 e das

respostas Sg e PST na Tabela 14.
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TABELA 13: Analise da variancia para a resposta das constantes qn e Ky do

planejamento experimental I.

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Resposta Qm Ka gme Ky Qm Ka an Ky
Regressdo 386 518 133938 6 64420 22322
Residuos 2813 392 1 2813 392 23 57
Total 389331 134330 7 67233 22714

% de variancia explicada = 99,28 % (qm) € 99,71 % (Ky)

Pelo teste F observa-se que somente o modelo da resposta PST
apresenta siginificancia estatistica pois o valor de F calculado (igual a 1 765) é
cerca de 7,5 vezes maior que o valor de F tabelado (igual a 234) para uma
confianga de cerca de 95 %. Para esta resposta foram representadas as
superficies de resposta (Figuras 9 e 10) em fungdo dos pares de variaveis
(X1,X3) e (X2,X3).

TABELA 14: Andlise da variancia para as respostas Sg e PST do planejamento

experimental |.
Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacéo Quadratica liberdade Quadratica
Resposta Sg PST SgePST Sg PST Sg PST
Regressdo 646 594 279,569 6 107 766 46,5948
Residuos 4246  0,0264 1 4246 00264 254 1765

Total 650480 279,595 7 112012 46,6212
% de variancia explicada = 99,34 % (Sg) e 99,99 % (PST)

O modelo de K; apresenta um grau de confianca de cerca de 75 % se
comparado com o valor calculado de F ao valor tabelado mostrado na
Tabela 10.
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FIGURA 09: Superficie de reposta da porcentagem de sédio trocado (PST)
em fungéo das variaveis X1 e X3.

Verificou-se, pela Figura 09, que o maior valor de PST foi obtido para a
zeolita trocada A com o cation bario. Para a zedlita Y2, independentemente do
cation introduzido, o valor de PST permaneceu praticamente inalterado.

NN

0,638
1,765
2,893
4,021
5,149
6,276
7,404
8,532
9,660
0,787
bove

~N NN

NN~

T T

FIGURA 10: Superficie de resposta da porcentagem de sédio trocado (PST)
em fungéo das variaveis X2 e X3.
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Analisando a superficie da Figura 10, verificou-se que o maior valor de

PST foi obtido para a zedlita A trocada durante 24 horas.
Portanto, baseado nas superficies das Figuras 09 e 10, o maior valor de

PST foi obtido para a zedlita A trocada 24 horas com o bario.

4.2.2 - Planejamento experimental Ii

Observou-se que o comportamento das respostas foram semelhantes ao
comportamento do planejamento experiemental | com relacdo as variaveis
estudadas. Os valores das respostas qm, Ki, Sg e PST para o planejamento

experiemental |l sdo apresentados na Tabela 15.

TABELA 15: Valores das respostas qm, Ki, Sg e PST para o planejamento

experimental Il.

Ensaios X1 X2 X3 Qm Kq Sg PST
01 Ca 5 min A 158 157 4215 71,61
02 Ba 5 min A 135 137 16,0 81,00
03 Ca 24 h A 329 336 4306 77,43
04 Ba 24 h A 173 168 574 86,40
05 Ca 5 min Y1 162 184 654 82,24
06 Ba 5 min Y1 101 55 512 75,78
07 Ca 24 h Y1 199 188 700 83,27
08 Ba 24 h Y1 110 62 617 78,38

* valorgs de gm em mg de frutose/g de zedlita; de Ky em g de frutose/L e de Sg
em m°/g

Os efeitos das varidveis calculados pelo “Statistica” para todas as

respostas sdo apresentados na Tabela 16.
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TABELA 16: Efeitos das varidveis sobre as respostas para o planejamento

experimental 1l.
Efeitos Om K Sg PST
Médio 170,875 160,875 426,025 79,514
X1 -82,25 -110,750 -250,850 1,753
X2 63,75 55,250 50,300 3,713
X3 -55,75 -77,250 389,450 0,808
X1X2 -40,25 -36,250 22,900 0,288
X1X3 7,25 -16,750 138,350 -7,428
X2X3 -40,75 -49,750 25,200 -1,898

Observa-se que o cation trocado, variavel X1, apresenta um maior efeito
sobre o valor de qn, sendo este negativo. Desta forma uma mudanga de cation
do célcio para o bario resulta num decréscimo de -82,25 no valor de Qgnm.
Comportamento semelhante & observado para a resposta K; porém este
decréscimo € de -110,75 no valor de K;. Ambas as respostas nao apresentam

efeitos significativos de interagbes entre as variaveis.

O maior efeito observado para a area superficial foi o efeito do tipo da
zedlita, com a mudanga de zedlita de A para Y1 tem-se um grande aumento na
area superficial. O segundo maior efeito sobre a area superficial esta
relacionado ao cation introduzido na zeolita. A area superficial sofre uma
reducdo, ou seja um efeito negativo com a mudanga de cation de calcio para
bario. O efeito das interagbes entre as duas varidveis também deve ser

considerado.

A interacado das variaveis X1 e X3, céation de troca e zedlita, resultou no
maior efeito sobre a PST, porém desconsiderando-se as interagdes, o tempo de

troca apresenta o maior efeito como variavel.

Com base nos efeitos foram calculados os coeficientes dos polindmios

lineares para cada resposta (Equagdes 19 a 22).
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Qm.1= 170,875 - 41,125 X1 (19)
K 4.1 = 160,875 - 55,375 X1 (20)
Sg . = 426,025 - 125,425 X1 + 194,725 X3 + 69,175 X1X3 (21)
PST ;= 79,514 + 1,856 X2 - 3,714 X1X3 (22)

A verificagdo da significancia estatistica, analise da variancia, dos
modelos apresentados acima foi realizada pelo Teste F mostrado nas
Tabelas 17 e 18.

TABELA 17: Analise da variancia para a resposta das constantes q. e Ky do

planejamento experimental Il.

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Resposta Om Ky qme Ky Om Kq am Ky
Regressdo 34541 50711 6 5757 8 452
Residuos 1378 2850 1 1378 2850 4,18 2,97
Total 35919 53561 7 7135 11302

% de variancia explicada = 96,16 % (gqm) € 94,68 % (Ka)

TABELA 18: Anélise da variancia para as respostas Sg e PST do planejamento

experimental |l.
Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagao Quadratica liberdade Quadratica
Resposta Sg PST SgePST Sg PST Sg PST
Regressdo 474855 152,71 6 79143 2545
Residuos 87 0,50 1 87 0,50 910 51
Total 474942 153,21 7 79230 2595

% de variancia explicada = 99,98 % (Sg) e 99,68 % (PST)

63



Resultados e Discussoes

O teste F para os modelos das respostas demonstram que somente o
modelo proposto para a area superficial apresenta siginificancia estatistica, com
95% de confianga, por isto foi obtida a superficie de resposta para a éarea
superficial em fungdo das varidveis com maior efeito sobre a area superficial
(Figura 11).
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FIGURA 11: Superficie de Resposta da area superficial (Sg) em funcdo das

variaveis X1 e X3.

Pela Figura 11, observa-se que a maior area superficial foi obtida para a
zeodlita Y1 trocada com calcio, porém a menor foi obtida para a zedlita A trocada

com bario.

4.2.3 - Planejamento experimental llI

Os valores das respostas qm, Ki, Sg e PST para o planejamento

experiemental Il sdo apresentados na Tabela 19.

Observa-se pela Tabela 19 que a mudanga de céation de célcio para bario
provoca uma queda na resposta gm, sendo esta mais acentuada para a zedlita
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Y2 do que para zedlita Y1 e com 24 horas de tempo de troca o valor de q, é

muito mais elevado do que em 5 minutos de troca.

TABELA 19: Valores das respostas qm, K4, Sg e PST para o planejamento

experimental Ill.

Ensaios X1 X2 X3 Om. Ky Sg PST
01 Ca 5 min Y2 207 131 650,0 70,92
02 Ba 5 min Y2 84 41 6450 68,10
03 Ca 24 h Y2 810 481 8610 73,28
04 Ba 24 h Y2 404 187 7040 69,58
05 Ca 5 min Y1 162 184 6540 82,24
06 Ba 5 min Y1 101 55 512,0 7578
07 Ca 24 h Y1 199 188 7000 8327
08 Ba 24 h Y1 110 62 617,0 78,38

*> valor?s de gm em mg de frutose/g de zedlita; de Ky em g de frutose/L e de Sg
em m°/g

TABELA 20: Efeitos das variaveis sobre as respostas para o planejamento

experimental Ii1.
Efeito Om K4 Sg PST
Médio 259,625 166,125 667,875 75,194
X1 -169,750 -159,750 -96,750 -4,468
X2 242,250 126,750 105,250 1,868
X3 -233,250 -87,750 -94,250 9,448
X1X2 -77,750 -50,250 -23,250 0,173
X1X3 94,750 32,250 -15,750 -1,208
X2X3 -219,250 -121,250 -29,750 -0,053

O comportamento das zedlitas com relagdo as respostas foram os
mesmos mencionados anteriormente nos planejamentos | e I, uma vez que este
planejamento € “derivado” dos planejamentos | e Il. Os efeitos para todas as

respostas s&o apresentados na Tabela 20.
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As variaveis X2 e X3, tempo de troca idnica e tipo de zedlita,
apresentaram efeitos opostos sobre a resposta q., porém efeitos de mesma
ordem de grandeza. Sendo o efeito da variavel X2 positivo e de X3 negativo, ou
seja, a mudanga do tempo de troca de 5 minutos para 24 horas provoca um
aumento de 242,25 no valor de g, € a mudanga da zedlita Y1 para Y2 provoca
uma redugdo de -233,25. E a interacdo entre estas variaveis apresentou um
efeito negativo da mesma ordem de grandeza. Para a resposta Ky 0s principais
efeitos foram das variaveis X1 e X2, porém efeitos contrarios. A interagdo que
produziu maior efeito corresponde a interagdo das varidveis X2 e X3. Todas as
variaveis apresentaram efeitos aproximados sobre a area superficial, porém o
efeito da variavel X2, tempo de troca, ao contrario das demais foi positivo e da
ordem de 105,25 m?/g. Os efeitos das interagdes podem ser desconsiderados
para a area superficial. O maior efeito sobre a porcentagem de sédio trocado
coube a variavel X3, ou seja, a zedlita, seguido pelo efeito do cation. Com base
nos efeitos, sdo propostos os modelos polinomiais para as respostas (equagdes
23 a 26).

qm.m = 259,625 + 121,125 X2 - 116,625 X3 -109,625 X2X3 (23)
K¢ = 166,125 - 79,875 X1 (24)
Sgu = 667,875 (25)
PST = 75,194 + 4,724 X3 (26)

A andlise da variancia das respostas q., e Ky € apresentada na Tabela 21
e das respostas Sg e PST na Tabela 22.

A partir dos resultados dos testes F observa-se que os modelos nao

apresentam siginificancia estatistica e por isto ndo podem ser usados para fins

preditivos.
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TABELA 21: Analise da variancia para a resposta das constantes q, e Ky do

planejamento experimental Ill.

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagéao Quadratica Liberdade Quadratica
Resposta o Kd ame Ky Qm Ky an Kq
Regressdo 409998 135105 6 68333 22518
Residuos 8128 5 356 1 8 128 5356 8,41 4,20
Total 418126 140 461 7 76 461 27 874

% de variancia explicada = 98,06% (qm) € 96,19% (Ku)

TABELA 22: Analise da variancia para as respostas Sg e PST do planejamento

experimental 111
Fontede  Soma Quadratica Graus de Média Teste F
Variagao liberdade Quadrética
Resposta Sg PST SgePST Sg PST Sg PST
Regressdo 61990 228,389 6 10332 38,065
Residuos 5565 0,750 1 5665 0,750 1,86 50,75
Total 67 555 229,134 7 15897 38,815

% de variancia explicada = 91,76 % (Sg) e 99,67 % (PST)

4.3 - Teste cinético de adsorgio da frutose

A saturagéo da zedlita ocorre em um tempo extremamente pequeno o que
dificulta a realizag&o do teste cinético. Este tempo necessério para a saturagéo
é de cerca de 4 minutos. Durante este tempo, antes da saturagdo, sdo obtidos
os valores das concentragbes de frutose. Os resultados do teste cinético sdo
mais confidveis quando se tém muitos valores da concentragdo antes da
saturagdo. A dificuldade em se obter os valores de concentracéo encontra-se
durante a filtracdo da amostra logo apds a retirada da aliquota do reator. A
filtracdo é feita através de um pequeno filtro acoplado & uma seringa, e logo

apés a filtragdo o filtro deve ser lavado e trocada sua membrana. Este processo
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todo dificulta a retirada de muitas amostras em um intervalo de tempo muito
pequeno. Um sistema ideal para se realizar a cinética da adsorgédo da frutose
seria um processo com a medida da concentragdo de frutose “on-line”, que é o
método mais recomendado para cinéticas muito rapidas. Por todos estes motivos
nao foram realizados os testes cinéticos para todas as zedlitas. O gréafico de
decaimento das concentragées de frutose em fungdo do tempo é apresentado

na Figuras 12,

] —& 7odlita A trocada com bario durante 5 minutos
= Zedlita Y1 trocada com bario durante 5 minutos
- 7edlita Y2 trocada com calcio durante 5 minutos

CONCENTRAGAO DE FRUTOSE (g/l)

"
105,5 — -
2 [ ] -
A
105,0
A A
'y
1045
1 . ¢ .
1040 - . . . : . : .
0 500 1000 1500 2000

TEMPO (SEGUNDOS)

FIGURA 12: Teste cinético - Variagdo da concentragdo de frutose pelo

tempo.

Observa-se pela Figura 12 que inicialmente ha um decaimento acentuado
da concentragao de frutose na solugdo. Neste periodo, onde o decaimento da
concentracdo € acentuado, é possivel obter uma equagdo linear da
concentragdo de frutose em fungdo do tempo, o que indica uma cinética de
ordem zero, onde a equacao da concentragdo de frutose em fungdo do tempo é
uma reta cuja a inclinagdo é igual a k (constante da reagdo) e o coeficiente
angular é igual a concentracao inicial de frutose. Neste caso a taxa da reagao

pode ser escrita pela equagao 27.
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dc,
(-r)=-—2=k (27)

Considerando-se apenas os valores de Ca x t do trecho linear (tempo de
reacdo menor que 250 segundos), pode-se determinar a constante de
velocidade. Na Tabela 23 encontram-se os valores obtidos para k, bem como o

coeficiente de regressao linear.

TABELA 23: Constantes da reagéo de ordem zero para a adsorgéo de frutose.

Zedlita Kk r
Zeodlita A trocada com bario durante 5 minutos 0,005885 0,98
Zeodlita Y1 trocada com bario durante 24 horas 0,017170 0,93
Zedlita Y2 trocada com calcio durante 5 minutos 0,015150 0,98

Nota-se que os coeficientes de correlagdo sdo bons, mostrando que nos
valores iniciais de teste a cinética pode ser considerada de ordem zero, ou seja,

independente da concentragéo de frutose.

Depois deste decaimento linear, a fungdo da concentracéo pelo tempo é
modificada, e desta forma, a ordem da reacédo também é modificada, podemos
entdo aplicar um outro modelo na tentativa de englobar todos os pontos.
Segundo LEVENSPIEL (1974) na cinética de uma reagdo pode haver a mudancga
da ordem da reagéo com a variagéo da concentragéo do reagente, ou seja, para
altas concentragbes a reagdo pode apresentar ordem m e para baixas
concentragdes é possivel obter uma outra ordem de reagdo, n. Em uma reagéo
de conversdo de A em B, se a concentragdo de A em fungdo do tempo se
comporta inicialmente como uma reta pode-se afirmar que nesta fase a reagéo
apresenta ordem zero (m = 0). Com a diminui¢do da concentragcdo de A, seu
comportamento com relagdo ao tempo torna-se n&o linear e portanto ha uma
mudanca na ordem da reag@o para n. Se esta nova ordem, n, corresponder a

primeira ordem entdo a taxa da reagéo pode ser escrita pela equagdo 28.
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(28)

Onde kq/k2 é a constante de velocidade da reagédo de ordem zero e k; é a
constante de velocidade da reac¢do de primeira ordem. Separando as variaveis e

integrando a equacgéo 28 obtém-se a equagao 29.

C
I+ k(C,,-C,) =kt (29)
A

Rearranjando a equagéao 29 obtemos a equagéo 30:

=k 30
CAo_CA 2+CAO_CA ( )
A equacédo 30 é uma equacao linear, onde
In C%
Yy=—=—4 31
CAo - CA ( )
e

X = d (32)

- CAo - CA

Os coeficientes angular e linear da regressdo linear dos valores
calculados pelas equagbes 31 e 32 sdo iguais aos valores ki e (-kz2),
respectivamente. Com base nos valores plotados na Figura 12 obtem-se os

valores de k4 e k; para as amostras (Tabela 24).
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TABELA 24: Constantes da reagéo de adsorg&o da frutose.

Zedlita k4 ks r

Zedlita A trocada com bario durante 5 minutos -9.41x10°  1,60x1 0% 0,97
Zedlita Y1 trocada com baério durante 24 horas  -9,42x10°  4,91x10® 0,98
Zedlita Y2 trocada com célcio durante 5 minutos  -9,46x10°  2,95x10° 0,94

Os valores encontrados para k., e k;, apesar do bom coeficiente de
correlagdo, tém o inconveniente de k;, que para as trés curvas apresentaram-se
negativos. Isto pode ser devido a pequena variagdo da concentragdo de frutose
no intervalo de estudo, apenas 2 %. Numa analise com uma variagdo maior de
frutose provavelmente a ligeira inclinagéo seria alterada, tornando k: positivo.
Ou entdo, pode ser que a segunda parte da curva obedegca a uma ordem

diferente de um, como proposto no modelo aplicado.

Dos dois modelos utilizados, notamos que para valores iniciais (t < 250 s)
os dados ajustam-se perfeitamente & cinética de ordem zero, isto para as trés
zedlitas testadas, inclusive os valores de k para as zedlitas Y sao muito
parecidos. Para a zedlita A encontrou-se um valor de cerca de uma ordem de
grandeza menor. J4 a tentativa de ajuste a um modelo com todos os pontos néo
foi satisfatoria. Apesar do bom coeficiente de correlagéo, ocorre o inconveniente

dos valores negativos para k.

4.4 - Sintese da dextrana

4.4.1 - Preparo do inéculo

Foram realizadas cinco pré-fermentagdes para ativar o microrganismo,
sendo suas condigcbes apresentadas no item 3.5.2. Apds cada pré-fermentagao
foi medida a atividade enzimética do caldo. Os valores das atividades
enziméticas do caldo, apds cada pré-fermentacdo, s&o apresentados na
Tabela 25.
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TABELA 25: Atividade total (UDS) nas etapas de pré-fermentacao.

Pré-fermentagéo 1 2 3 4 5
Atividade do caldo (UDS/mL) 0,19 49,20 39,50 58,2 50,38

4.4.2 - Fermentagao

A fermentacdo foi realizada utilizando o inéculo obtido na ultima pré-
fermentacéo. As condigbes utilizadas estdo descritas no item 3.5.4: pH inicial
6,7, temperatura 27°C, aeragdo de 0,5 L/min, controle de pH por 8 horas e
processo em batelada alimentada com solugdo de sacarose e NaOH (solugéo
combinada). A solu¢éo combinada teve a finalidade de manutengdo do pH pelo
NaOH e a concentragdo Otima de sacarose para a produgéo da enzima
dextrana-sacarase, condigbes estas que foram determinadas por BAZAN (1993)
com vista & obtengdo de uma enzima dextrana-sacarase com maior atividade
enzimatica e menor quantidade de agucares redutores totais (ART). A produgéo
de grandes quantidades de agucares redutores totais no meio de fermentagéo
acarreta a produgdo de dextrana de alto peso molecular, juntamente com a
dextrana-sacarase, produzindo um caldo fermentado de alta viscosidade que
dificulta o processo de separagdo da enzima. O processo de purificagdo da
enzima foi realizado segundo as condigdes descritas no item 3.5.5. Apds a
recuperacao final de enzima no processo de purificagdo, obteve-se uma enzima
com atividade de 1 796 UDS/mL.

4.4.3 - Reagio enzimatica

A reacdo de polimerizagéo foi realizada a 20°C, utilizando uma solugéo de
100 g de sacarose/L e 40 UDS/mL de dextrana-sacarase. Durante a reagéo
foram retiradas amostras em intervalos de tempo regulares para o
acompanhamento da extensdo da reagdo. Determinava-se a concentragcdo de

agucares redutores (neste caso considera-se que seja somente frutose) das

72



Resultados e Discussdes

amostras pelo métodos do DNS. A reagao foi interrompida quando pelo menos
dois valores iguais de concentragdo de frutose foram obtidos. Isso ocorreu por
volta de 6 a 7 horas de reagdo e a concentragdo de frutose foi de

aproximadamente 50 g/L.

Uma amostra de dextrana obtida na sintese foi preparada para a injecdo
no HPLC segundo as condi¢bes descritas no item 3.7.3.3. A distribuigéo de
pesos moleculares foi feita utilizando a curva de calibragdo com o software
“Millenium”. A curva de calibracéo foi obtida com a integragéo dos picos dos
padrdes relacionando os pesos moleculares médios (M,) e os tempos de

retencéo (Tg). A curva de calibragéo obtida foi representada pela equagéo 33.

log My, = 1,46.10 - 7,99.10" T+ 2,68.107 T&* - 4,32.10™ T&* (33)

r=0,9989

A distribuicdo de peso molecular foi dividida em trés faixas:

Dextranas de alto peso molecular: dextranas com peso molecular superior a
100 000 daltons

Dextrana Clinica ou de peso molecular intermedidrio: com peso molecular entre
20 000 e 100 000 daltons.

Dextrana de baixo peso molecular: dextranas com peso molecular entre 10 000
e 20 000 daltons.

A distribuicdo de pesos moleculares obtido para a sintese encontra-se na
Tabela 26 e o cromatograma da sintese é mostrado na Figura 13. Pelo
cromatograma nao se observa a formagdo de oligossacarideos em grandes

proporgdes.
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TABELA 26: Distribuigdo do peso molecular para a amostra da sintese.

Faixa de peso molecular % Dextrana
maior que 100 000 daltons 21,70
20 000 a 100 000 daltons 0,87
10 000 a 20 000 daltons 0,31
Frutose, oligossacarideos e dextrana com peso molecular
menor que 10 000 daltons 77,08
10.00 E
£ 8007
6.00-
: ’/"\ .,
AﬂOE
oo0 . 1000 2000 YR

TEMPO (MINUTOS)

FIGURA 13: Cromatograma da sintese da dextrana.

Os picos correspondentes aos produtos da sintese da dextrana sao
observados pelo cromatograma da Figura 13. As primeiras fragbes de dextrana,
com maiores pesos moleculares, comegaram a serem eluidas em torno de 16
minutos. A partir deste tempo, até aproximadamente 30 minutos, s&o eluidas
fragdes de dextrana dos maiores para 0s menores pesos moleculares. O maior
pico do cromatograma, em torno de 31 minutos, corresponde ao pico de eluigdo
da frutose. Pelo cromatograma n&o se observa a formagéo de oligossacarideos
em grandes proporgbes, uma vez que o pico destes encontra-se entre 28 e 30

minutos de elui¢ao.
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4.5 - Teste de adsorcido da frutose em meio contendo dextrana

Tendo em vista a questdo da viscosidade das solugbes de dextrana, na
qual uma variagdo na concentragdo de dextrana altera a viscosidade, a
metodologia de variagdo da quantidade relativa frutose-zedlita foi alterada.
Procedeu-se o teste a partir da variagéo da concentragéo de sélidos no meio, ou

seja, da concentragdo de zedlitas.

O critério de selecdo da zedlita para realizagdo deste teste foi o valor da
quantidade méaxima de frutose adsorvida (qm), portanto utilizou-se a zedlita Y2

trocada com calcio durante 24 horas.

As amostras também foram analisadas por HPLC para quantificar a
dextrana e observou-se que ndo houve variagdo nas concentragcbes da mesma,
uma vez que a area do ‘“pico” correspondente a dextrana permaneceu
praticamente constante para todas as amostras. A analise por cromatografia de
permeacdo em gel ndo possibilitou a obtengéo da concentragdo exata de
frutose, uma vez que o software “Millenium” apresenta os resultados da analise
em uma tabela de distribuicdo acumulativa das faixas de pesos moleculares e
ndo o valor exato da concentracdo de frutose. Nao se optou pela analise
cromatografica de frutose com a coluna de determinacio de agucares porque
seria necessario fazer a precipitagéo total da dextrana antes da analise uma vez

que esta poderia danificar a coluna, assim escolheu-se o método DNS.

Foi feita a determinacédo de agucares redutores por DNS das amostras
obtidas neste teste para a determinagdo da concentragéo de frutose apds a
adsorcgdo. Plotou-se na Figura 14 os valores da concentrag@o de frutose em
funcdo da concentragéo de zedlita, sendo que a concentragéo inicial de frutose

era de 50,35 g/L de solugdo de sintese.

Verificou-se que na concentragdo de 50,35 g de frutose/l. de solugéo a

quantidade média de frutose adsorvida foi de 30 mg de frutose/g de zedlita. Pela
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isoterma de adsorgcdo da frutose na zedélita testada, observa-se que para a
concentracéo de 50,35 g de frutose/L de solugdo obtém-se uma concentragéo de
aproximadamente 75 mg de frutose/g de zedlita. Portanto ha uma redugéo da
capacidade de adsorgao da frutose na zedlita em 60 % em um meio contendo a
dextrana. Isto ja era esperado uma vez que a adsor¢éo de um composto de uma
mistura é dificultada por diversos fatores, como a presenga de outros
componentes que competem com a adsor¢do, ou simplesmente dificuita a
migrac&o da frutose por bloqueio dos poros. Neste caso, também a viscosidade
influi porque a grande variag&o de viscosidade entre um meio contendo somente
frutose e outro com frutose e dextrana modifica parametros de transferéncia de
massa, diminuindo a adsorcdo da frutose. Como ndo foi observada a variagéo
na concentracéo de dextrana no meio, fica evidente que a separagao de frutose
em um meio contendo dextrana é viavel ao se utilizar zedlitas Y trocadas com

calcio como adsorvente.
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FIGURA 14: Teste de adsorgao de frutose em meio contendo dextrana.
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4.6 - Comportamento geral das isotermas

As isotermas de adsorgao se comportaram da mesma forma para todas as
zeollitas e séo apresentadas no Apéndice. Observa-se a ocorréncia da formagéo
de um patamar onde a concentragdo de frutose é praticamente constante e
depois, em torno da concentragéo de 150 g/L, comega novamente a aumentar a
guantidade adsorvida de frutose. Porém para o ajuste do modelo de Langmuir
considerou-se somente a regido onde ela apresenta este patamar de adsorcao.
O ajuste do modelo de Langmuir apresentou valores satisfatérios para os
coeficientes de regressdo (r), isto &, valores entre 0,98 e 0,99, portanto bem
proximos de 1. No Apéndice, o modelo de Langmuir também foi plotado nos
intervalos de concentragdo em que este € valido, ou seja antes do aumento no

patamar.

Nao foi possivel determinar a isoterma de adsor¢gdo de frutose para a
zeodlita A de partida, isto porque durante as analises cromatograficas da frutose
observou-se no cromatograma o aparecimento de novos compostos. Através de
comparagbes deste com cromatogramas de agucares conhecidos pode-se
afirmar que um dos picos que surgiu corresponde ao pico da glicose. Desta
forma ocorreu a isomerizagéo da frutose para glicose. Este tipo de isomerizagdo
ocorre normalmente em meios acidos o que evidencia a presencga de acidez na
zeodlita. No entanto sabe-se que as demais zedlitas também apresentam mesmo
grau de acidez, ja que as trés estdo na forma sodica, e desta maneira estas
também deveriam converter a frutose em glicose. Porém tal convers&o ocorreu
apenas com a zedlita A provavelmente devido a fatores geométricos de sua
estrutura ja que ela apresenta menor abertura de poros. Existe na catalise em
zedlita uma explicagdo para o que foi observado, seria a isomerizagdo por
seletividade de forma. Neste caso uma molécula ao forgar sua entrada em um
poro de dimensées pequenas pode sofrer isomerizagdo para poder se acomodar
melhor na estrutura. Ao se observar as estruturas ciclicas de furanos e piranos,
verifica-se que as moléculas de pirano (6 membros) sdo menos rigidas que as

moléculas de furano. As conformagbes de cadeira e barco de anéis de 6
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membros exemplifica muito bem esta “maleabilidade” da molécula de pirano,
porém, a estrutura do furano é mais rigida. Provavelmente a zeélita A de partida
provocou a conversdo das moléculas de o e B-frutofuranose (presentes na
mistura de tautdbmeros de frutose em equilibrio) em moléculas de o e B-
glicopiranose, por meio de um mecanismo de isomerizagdo por seletividade de
forma. Neste mecanismo, a entrada forgada das moléculas de frutofuranose na
estrutura da zeolita A promoveu a isomerizagdo da molécula a glicopiranose.
Também, por ndo possuir radicais ligados ao anel pirano, as moléculas de o e B-
glicopiranose saem mais faciimente do interior da estrututa zeolitica, ao
contrario das moléculas de a e B-frutofuranose que possuem estes radicais. Um

cromatograma que evidencia a presenca da glicose é apresentado na Figura 15.
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FIGURA 15: Cromatograma obtido para uma amostra de
20 g de frutose/L. apds a adsor¢do na zedlita A

de partida.

Ha ainda a formagéo de um outro composto, em propor¢cées bem menores
que a glicose, com peso molecular maior do que de outros agucares como a
rafinose, maltose e lactose. Isto & observado pela comparagdo com
cromatogramas destes agucares puros. O pico associado a este composto
desconhecido, apesar de bastante pequeno, ndo pode ser considerado um ruido

do sistema uma vez que este pico aparece em todas as concentragcées de
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frutose da isoterma e ndo aparece no cromatograma das solu¢des de frutose

utilizadas para se obter as isotermas.

4.7 - Comportamento geral das zedlitas em relacdo as respostas

De uma forma geral as zedlitas se comportaram de forma semelhante em
todos os planejamentos experimentais. As zedlitas trocadas com calcio
apresentaram sempre valores maiores de Sg, qm, K4 € PST se comparada com a
mesma zeblita trocada com bario durante um mesmo tempo. O aumento do

tempo de troca ibnica também possibilita um aumento nestas respostas.

Observou-se que a troca idnica do sédio pelo calcio ou bario provoca
modificagées na area das zedlitas. O comportamento das zedlitas Y1 e Y2 com
relacdo as variagdes da area superficial, foi muito semelhante j@ que suas
estruturas sdo iguais. Porém a zedlita A apresentou um comportamento bem
diferente. Com a troca de 5 minutos, de ambos os cations, havia uma redugao
da area superficial para as zeodlitas Y. Porém com a troca de 24 horas, para
ambos os cations, as zedlitas Y1 e Y2 apresentam um aumento na area
superficial. O efeito do bario neste aumento de area superficial € menor que o
do célcio. O calcio possibilitou que a zedlita atingisse aproximadamente a
mesma area anterior a troca idnica apds 24 horas. Este fato é explicado pela
acomodacdo dos cations nas cavidades da estrutura zeolitica. Com a troca
idnica de 24 horas os cations se “acomodam” de uma forma organizada fazendo
com que ndo haja redugéo na area. A troca ibnica de 5 minutos n&o possibilita
esta “acomodacdo” organizada dos cations, que desta forma impedem o acesso

a alguns canais da zedlita diminuindo a area superficial.

A troca idnica na zedlita A apresentou um comportamento sui géneris
com relacdo a area superficial. A troca do sédio pelo calcio provocou um
aumento na area superficial, da ordem de seis vezes o valor da area inicial. Ja a
troca do sddio pelo bario provocou uma redugio na area superficial da mesma

forma que as zedlitas Y1 e Y2. Este grande aumento da area superficial obtido
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com a troca do célcio pode estar associado a alguma substancia misturada a
zedlita como ligante uma vez que ela foi fornecida pela Bayer na forma de
pequenas esferas. Esta substancia poderia reagir ou dissolver-se no meio
reacional provocando um aumento da area superficial. As especificagbes do
fabricante ndo indicam a presenca de qualquer ligante nas esferas das zeolitas

o que dificulta o entendimento do fendmeno.

As trocas idnicas do sbédio removeram cerca de 75 % dos cations.
Observou-se que o processo de troca idnica é extremamente rapido uma vez
que a porcentagem de cations sédio trocados foi aproximadamente igual para
ambos os tempo de troca idnica. Mas esse aumento no tempo de troca significou
um grande aumento no valor de qn,, conforme ja discutido, devido & acomodagéo

dos cations nos canais zeoliticos.

A troca idnica do sédio pelo calcio nas zedlitas Y1 e Y2 é maior do que a
troca idnica do sddio pelo bario. Isso provavelmente deve-se ao tamanho do
cation, uma vez que o bario é muito maior que o célcio tornando sua entrada no
poro dificultada em relagdo a entrada do calcio. No entanto essa diferenga n&o é
muito grande. Com a zedlita A ocorre o contrario, nesse caso o diametro do poro
é menor, a diferengca entre os tamanhos dos cations ndo deve influir,
prevalecendo a maior afinidade do cation. A zedlita A apresentou maior
capacidade de troca idnica, seguida pelas zedlitas Y1 e Y2. Provavelmente

devido ao melhor posicionamento dos ions sédio no interior da zedlita.
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5 - Conclusoes

A partir dos resultados obtidos pode-se chegar as seguintes conclusdes:

e A troca idnica da zedlita aumenta a capacidade de adsor¢éo de frutose, isto &
observado pelo aumento dos valores de q,, das zedlitas trocadas em relagdo a
zeblita de partida. Este aumento pode ser da ordem de 1300 % do valor de gnm
da zedlita de partida. Os maiores valores de q., foram obtidos para a zedlita

Y2, seguida respectivamente pelas zedlitas A e Y1.

e Observou-se que as zedlitas trocadas com calcio apresentaram os maiores

valores de q., evidenciando a melhor afinidade da frutose com este cation.

e Um tempo de troca maior possibilita a obtengdo de zedlitas com maiores gm,
mostrando que o fendbmeno de adsorgao esta ligado diretamente a quantidade

de cétions trocados e sua disposicido na estrutura.

e O tempo de troca ibnica pouco alterou a quantidade de cations trocados, ou
seja, as zeolitas trocadas durante 5 minutos ou 24 horas apresentaram pouca
diferenga no valor da porcentagem de cations sbdio trocados, porém o
aumento do tempo possibilitou um aumento no valor de q,,. Este aumento pode
ser explicado pela acomodagdo dos cations na estrutura da zedlita. A
realizacdo da troca idbnica em 24 horas possibilita uma melhor acomodagéao
dos cétions na estrutura, o que favorece a adsorgéo. Com a troca idnica de

5 minutos a acomodacéo dos cations € muito rapida e menos organizada.

e A troca idnica aumentou o valor da constante Ky da isoterma de Langmuir,
sendo que este aumento foi maior para a zedlita Y2 (zedlita com maior razdo
silicio/aluminio), seguida pelas zedlitas A e Y1 (zedlita com menor razdo
silicio/aluminio), respectivamente. Esta constante é a razdo entre a constante

da reacgdo de dessorgéo e a constante da reagdo de adsorgdo. Portanto, um
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aumento no valor de K, representa um aumento na constante da reagao de
dessor¢do ou uma reducado na constante da reagdo de adsorgao, que contribui

para uma diminuigao efetiva na adsorgéo.

O aumento nos valores de Ky € maior para as zeblitas trocadas com calcio.
Sendo que com as zedlitas Y1 trocadas com bario apresentaram um aumento
muito pequeno (da ordem de 20 % do valor das zedlitas de partida) se

comparada com as demais.

Comparando as zedlitas trocadas, observou-se que o cation bario influiu
principalmente no valor de Ky Estas zedlitas apresentaram menores valores
de K4, ou seja, a cinética da reagao é favorecida pela constante da reagao de
adsorgdo. Assim, é importante estabelecer na sele¢do de uma zedlita, se a
cinética da reagdo é importante ou se a capacidade de adsor¢gdo € mais

importante.

A area superficial é influenciada pela troca idnica. Com relagéo as zedlitas Y1
e Y2, observou-se que a troca ibnica provocou uma redugdo na area
superficial se comparada com a area das zedlitas de partida. Porém, esta
reducdo & menor para as zedlitas trocadas com calcio e para zedlitas trocadas
durante 24 horas. A zedlitas A se comportou diferente, a troca pelo caicio
provocou um grande aumento na area superficial. A troca idnica pelo bario em
zedlita A também reduziu a area superficial como observado com as zedlitas
Y1eY2

Os planejamentos experimentais nao possibilitaram a obtencdo de muitas
superficies de resposta em virtude da andlise dos valores obtidos pelos testes
F, que na maioria das vezes nado possibilitaram a validagdo de modelos
lineares. Sugerindo que sejam realizados mais experimentos para a obtengé&o

de outros modelos ndo lineares.
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¢ As isotermas se comportaram segundo o modelo de Langmuir, porém com o
aumento da concentragdo de frutose ha um desvio do modelo, fazendo com
que estes valores de concentragdo sejam desprezados no ajuste do modelo.
Este desvio é verificado pelo aumento da concentragdo acima do patamar

atingido pelo modelo de Langmuir.

¢ Ha uma reducgéo de cerca de 60 % na capacidade de adsorgéo da frutose no
meio contendo dextrana com relagdo a capacidade de adsor¢do de frutose
numa solugdo pura nas mesmas concentragdes de frutose. Isto ja era
esperado, uma vez que o meio contendo dextrana oferece algumas
dificuldades & adsorcéo pela zedlita, tais como, a presenca de outros agucares
que competem na adsorcdo e a viscosidade do meio que altera as
propriedades de transferéncia de massa entre a zedlita e o meio. E importante

mencionar que a zedlita ndo reagiu nem adsorveu a dextrana.

e O teste cinético ndo ofereceu resultados muito satisfatério em virtude das
dificuldades experimentais e da concentragdo utilizada no teste. Na
concentracdo de frutose a qual foi realizada o teste a variagdo da
concentracéo de frutose é muito pequena, o que leva a crer numa cinética de

ordem zero.

e A zedlita A promoveu a isomerizagdo da frutose em glicose devido a

seletividade de forma.
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6 - Sugestdes para trabalhos futuros

o Estudar a troca ibnica em zedlitas utilizando outros cations como magnésio,
potassio, césio e rubidio, que possuem propriedades quimicas semelhantes

aos estudados.

¢ Verificar a influéncia do tempo de troca idnica, abrangendo diversos periodos

de troca idnica, na adsor¢éo da frutose.

o Estudar a adsor¢céo de outros aglicares como a glicose.

o Realizar o teste cinético de adsor¢do monitorando a adsor¢éo da frutose “on

line” assim como utilizando valores de concentragdes iniciais menores.

¢ Obter as isotermas de adsorcéo da frutose em temperaturas superiores a 30°C,

o que provavelmente aumentaria a capacidade de adsorgao.
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FIGURA 16: Isoterma de adsorgdo de frutose pela zedlita Y2 trocada com
calcio durante 5 minutos (g, =207 mg de frutose/g de
zeblita, Ky = 131 g de frutose/L de solugéo).

200
~ 175 4
s
e 1504
N
® - L ]
° 125
2 p
(]
@ 100 -
E -
- 75 =
o -y
©
@ 50 — e
=
e )
0 25 =
O e ®
*>
0 20 40 60 80 100 120 140 160

c’ (g de frutose/L de solugéao)

FIGURA 17: Isoterma de adsorgao de frutose pela zedlita Y2 trocada com
bario durante 5 minutos (g, = 84 mg de frutose/g de zedlita,

Kas = 41 g de frutose/L de solug&o).
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FIGURA 18: Isoterma de adsorgéo de frutose pela zedlita Y2 trocada com

q. (mg de frutose/g de zedlita)

calcio durante 24 horas (g, = 810 mg de frutose/g de zedlita,

Ka = 481 g de frutose/L de solugéo).
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FIGURA 19: Isoterma de adsorgéo de frutose pela zedlita Y2 trocada com

bario durante 24 horas (dm =404 mg de frutose/g de

zedlita, Ky = 187 g de frutose/L de solugio).
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FIGURA 20: Isoterma de adsorgéo de frutose pela zeodlita A trocada com
célcio durante 5 minutos (q.,= 158 mg de frutose/g de
zedlita, Ky = 157 g de frutose/L de solugio).
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FIGURA 21: Isoterma de adsorcéo de frutose pela zedlita A trocada com
bario durante 5 minutos (g, = 135 mg de frutose/g de
zedlita, Ky = 137 g de frutose/L de solugéo).
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FIGURA 22: Isoterma de adsorgéo de frutose pela zedlita A trocada com
célcio durante 24 horas (qm = 329 mg de frutose/g de zedlita,
Ky = 336 g de frutose/L de solugdo).
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FIGURA 23: Isoterma de adsorgéo de frutose pela zedlita A trocada com
bario durante 24 horas (gm = 173 mg de frutose/g de zedlita,
K4 = 168 g de frutose/L de solugéo).
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FIGURA 24: Isoterma de adsorgéo de frutose pela zeélita Y1 trocada com
célcio durante 5 minutos (gm =162 mg de frutose/g de
zedlita, Ky = 184 g de frutose/L de solugéo).
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FIGURA 25: Isoterma de adsorgéo de frutose pela zedlita Y1 trocada com
bario durante 5 minutos (gm =101 mg de frutose/g de

zedlita, Ky = 55 g de frutose/L de solugio).
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FIGURA 26: Isoterma de adsorcéo de frutose pela zedlita Y1 trocada com

célcio durante 24 horas (g = 199 mg de frutose/g de zedlita,

K4 = 188 g de frutose/L de solugéo).

200

17sj
® E .
S 150 —
@
N -
S 125
o -
S 100 L
2 -
3
= 75 = -
s 4
o 50 =
E 1 . ®
o 25

0 e &
v T v T M T Y T v T T T v Y r
0 20 40 60 80 100 120 140 160

c’ (g de frutose/L de solugao)

FIGURA 27: Isoterma de adsorgdo de frutose pela zedlita Y1 trocada
com bario durante 24 horas (g = 110 mg de frutose/g de

zeodlita, Ky = 62 g de frutose/L de solugdo).
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FIGURA 28: Isoterma de adsor¢ao de frutose pela zedlita Y2 de partida
(gm = 62 mg de frutose/g de zedlita, Ky = 47 g de frutose/L

de solugéo).
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FIGURA 29: Isoterma de adsorgao de frutose pela zedlita Y1 de partida
(gm = 55 mg de frutose/g de zedlita, Ky = 49 g de frutose/L
de solugao).



