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NOMENCLATURA

C - concentracgdo do soluto em solugéo na alimentacéo (ML'S)
C, - concentracio do soluto na alimentagio (ML?)

C,, — concentracdo do soluto na fase mével (MIﬁ)

¢ - concentragdo do soluto em solugio (MM™)

¢ — concentragio inicial do soluto em solugdo (MM™)

epp — constante do modelo BET

D,, - difusividade molecular (L*T™)

D, - difusividade efetiva (L'T™)

Ey, - coeficiente de dispersdo axial (L*T™)

ES — eficiéncia de separagio

HETP - altura equivalente a um prato teorico (L)

K - coeficiente de partigio

K - constante de dissociagfo para adsor¢io (modelo de Langmuir) (MM
K - constante da isoterma de Freundlich

ks - coeficiente convectivo de transferéncia de massa (LT™)
L - comprimento do leito (L)

Mn ~ peso molecular numerico



Mw — peso molecular ponderal médio

n - constante do modelo de Langmuir-Freundlich

n¢— indice da isoterma de Freundlich

PM - peso molecular de oligossacarideos e dextranas

PST - percentual de troca de fons Na™

q - concentracio do soluto na fase porosa (MM™')

qm — quantidade méxima adsorvida (modelo de Langmuir) (MM™)
R - rendimento da reagio enzimatica (%)

r — distdncia radial (1)

R, - raio da particula (L)

S - fator de sensibilidade

T - temperatura (°C)

to - tempo de injecdo da amostra (1)

t—tempo (T)

t - tempo de retengfio médio (T)

v - velocidade intersticial (LT™)

vy - velocidade superficial (LT™)

v = volume requerido para camada monomolecular de N, (L*/M)
Vp - volume do pulso 1njetado L

Ve - volume do leito da coluna (L°)



z - distdncia axial (L)

Termos Gregos

gp, - porosidade do leito

gp - porosidade da particula
p - primeiro momento (T)

o - segundo momento (T°)

Indices

* - equilibrio

1,2 - componente
i — componente
L - leito

SZ - sem zedlita
CZ - com zedlita
gli - glicose

fru - frutose
dext — dextrana

n — nimero da fracio
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RESUMO

Dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides pode produzir, a partir da
sacarose, dextrana na auséncia de aceptores, e oligossacarideos na presenga de maltose ou
outros agucares como aceptores, tendo como subproduto a frutose. Entre as diversas cepas
produtoras, Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F ¢ a mais estudada. O valor
comercial destes produtos aumenta com a pureza, tornando interessante a sua recuperagéo e
purificagdo. Para tal, técnicas cromatograficas de separagio sdo aplicadas, em que zedlitas,
aluminosilicatos cristalinos com elementos dos grupos IA e IIA, podem ser utilizadas como

adsorventes.

A zedlita de partida (forma sdédica), Baylith WE-894, foi caracterizada,
determinando sua composicdo, area superficial, tamanho e distribuicBo de poros e
densidade.

Zeolitas modificadas por troca idnica com diferentes cations de compensaggo (Ba®",
Ca’", Sr*" e K™ foram obtidas, determinando-se os dados de equilibrio para adsorgio de
glicose e frutose puras. A influéncia do cation de compensagio na capacidade de adsor¢do e
seletividade na adsorcfio de frutose, bem como a descrigdo do equilibrio da adsorgéo com
modelos de isotermas, foram estudados. Os melhores resultados foram obtidos com a
ze6lita trocada com ions Ba®*, com os dados ajustando-se melhor ao modelo linear. Esta
zeblita apresentou alta capacidade de adsorcio de frutose (K = 0,82), superior ao
mencionado para resinas de troca idnica, e baixa capacidade de adsorglio de glicose (K =
0,12).

O comportamento da adsor¢fo em coluna de leito fixo foi estudado, por analise
frontal e respostas a pulsos cromatograficos, utilizando misturas de glicose e frutose. Foi
possivel confirmar a melhora do processo pela troca i6nica, a0 comparar-se com a zedlita
de partida, tanto em termos de tempo de ruptura na anilise frontal como em eficiéncia de
separagdo nos perfis de eluigdo obtidos pela inje¢Bo de um pulso. O leito de zedlitas foi
caracterizado, determinando sua porosidade ¢ as propriedades da zeélita modificada,

incluindo composicio e distribui¢fio de tamanho de particula.



Foi avaliada a separag@io de misturas sintéticas em coluna de leito fixo (glicose-
frutose e dextrana-frutose), verificando a influéncia dos parimetros temperatura,
concentragiio de componentes, relaciio entre o volume injetado na coluna e o volume da
coluna (Vp/Vc), velocidade superficial e peso molecular da dextrana na eficiéncia de
separagdo dos componentes, utilizando a analise de sensibilidade. A temperatura mostrou
efeito pronunciado na separagdio de glicose-frutose, tendo um aumento desta melhorado a
eficiéncia de separagfo. Ja na separacdo de dextrana-frutose, temperatura e volume injetado
mostraram um efeito pronunciado, sendo o peso molecular da dextrana também um
importante fator a ser considerado no processo. Os melhores resultados na separac3o de
glicose e frutose foram obtidos 2 40 °C, 20 g/L de cada componente, velocidade superficial
de 0,127 cm/min (vazfio de 0,1 mL/min) e Vp/Vc igual a 0,1 com uma eficiéncia de
separagdo de 1,94. Na separagio dextrana-frutose os melhores resultados foram obtidos nas
mesmas condigdes anteriores € um peso molecular de 9300 (menor valor utilizado), com
eficiéncia de separaglo de 2,72. Em ambos os casos de separagiio, as eficiéncias de
separagdo obtidas puderam ser consideradas elevadas, sobretudo no caso da separagiio
dextrana-frutose, com valores muito superiores aos encontrados para resinas de troca

iOnica.

Também foi estudada a separagdio dos produtos de reagdo obtidos pela a¢fo da
enzima dextrana-sacarase sobre sacarose na auséncia e presenga de aceptores, em coluna de
leito fixo, a 40 °C, Vp/Vc igual 0,1 e vazio de 0,1 mL/min , tendo-se obtido resultados
promissores, sendo que o peso molecular dos produtos de sintese e sua concentragio

mostraram-se fatores importantes a serem considerados.

Os pardmetros de equilibrio, cinéticos e de transporte de frutose, glicose ¢ dextrana
9300 em coluna de leito fixo a 40 °C foram determinados, calculando-se o coeficiente de
particdo, difusividade efetiva e disperséio axial. Os valores obtidos para os coeficientes de
partigdo foram 0,71 para frutose, 0,31 para glicose, com seletividade de 2,33; ¢ 0,13 para
dextrana 9300, com seletividade de 5,46. Com relagdo & dispersio axial esta mostrou-se
dependente da velocidade intersticial. Os valores para difusividade efetiva foram 1,02.10°
cm*/min para frutose, 5,59.107 cm*min para glicose e 7,79.10° cm®min para dextrana
9300.



ABSTRACT

Dextransucrase from Leuconostoc mesenteroides synthesizes dextran from sucrose
in the absence of aceptors, and oligosaccharides with maltose or other sugars as aceptors.
Fructose is also produced as a by-product. Among several producer strains Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F is the most studied. The commercial value of these products
increases with the purity. Therefore, it is interesting to recover and purify the products,
using chromatographic techniques of separation. Zeolites, crystalline aluminosilicates with

elements of the groups IA and IIA, can be used as adsorbents.

No modified zeolite (sodium form), Baylith WE-894, was characterized, and its

composition, superficial area, pore size distribution and density were determined.

Modified zeolite by ion exchanging with different introduced cations (Ba®", Ca®*,
Sr*" and K*) was obtained and its equilibrium data for pure fructose and glucose adsorption
in finite bath were evaluated. The influence of introduced cation on the adsorption capacity
and selectivity in the fructose adsorption, as well as the description of the adsorption
equilibrium through adequate isotherm models were studied. The best results were obtained
with the zeolite changed with barium ions, whose data fitted well a linear model. This
zeolite presented high fructose adsorption capacity (K = 0.82), higher than ion exchange
resins according to the literature, and low glucose adsorption capacity (K =0.12).

The adsorption in fixed bed column was studied, using both frontal analysis and
pulse response techniques, with glucose-fructose mixtures. Modified zedlita was shown to
be more efficient compared to the no-modified zeolite (sodium form), in terms of
breakthrough timne and separation efficiency. The porosity of the zeolite bed was measured
and the properties of the modified zeolite, including composition and particle size

distribution, were determined.

The separation of synthetic mixtures (glucose-fructose and dextran-fructose) in
fixed bed column was evaluated. The influence of parameters such as temperature,
components concentration, injected volume to column volume (Vp/Vc) ratio, superficial

velocity and molecular weight in the separation efficiency was studied. The temperature

xvil



has shown to be the most significant parameter in the glucose-fructose separation. An
increase on it leads to the improvement of the separation efficiency. In the separation of
dextran and fructose, the effect of temperature and injected volume has shown to be
significant, whereas the molecular weight of the dextran was considered an important factor
in the process. The best results in the separation of glucose and fructose were obtained at 40
°C, 20 g/l of each component, superficial velocity of 0.127 cm/min (flow rate of 0.1
mL/min) and Vp/Vc of 0.1, with a separation efficiency of 1.94. In the dextran-fructose
separation the best results were obtained in the same previous conditions and with a dextran
molecular weight of 9300, with a separation efficiency of 2.72. In both cases, the separation

efficiencies were better than the ones with ion exchange resins.

Also, the separation of the products of dextransucrase action on sucrose, in the
absence and presence of aceptors (glucose and maltose), was studied, leading to interesting
results. The molecular weight and product concentration are important factors to be

considered.

The equilibrium, kinetic and transport parameters of fructose, glucose and dextran
9300 in fixed bed column at 40 °C were determined. The partition, effective diffusivity and
axial dispersion coefficients were estimated and shown to be satisfactory. The values for
the partition coefficients were 0.71 for frutose, 0.31 for glucose, with selectivity of 2.33,
and 0.13 for dextran 9300, with selectivity of 5.46. The axial dispersion coefficient was
dependent on the intersticial velocity. The values for effective diffusivity were 1.02.10°

cm®/min for fructose, 5.59.1077 cm®/min for glucose € 7.79.10°® ¢cm*/min for dextran 9300.

Xviil



Ceapitulo 1: Itroducdo

Capitulo 1

INTRODUCAO

Os primeiros estudos a respeito das dextranas datam do século XIX, pelos
problemas que sua presencga causava em inddstrias agucareiras, como o entupimento de
filtros e bombas ¢ interferéncia na cristaliza¢fo da sacarose. Em 1861 Pasteur demonstrou
que a formagio de peliculas era causada pela acfio de microrganismos (Neely, 1960), sendo
o termo dextrana adotado por Scheibler, em 1874, quando verificou que o problema era
causado por um carboidrato de formula empirica CgH;0Os, com rotagfio ética positiva. Van
Tieghem, em 1878, atribuiu & bactéria responsével pela formagiio da dextrana o nome
Leuconostoc mesenteroides. Mais tarde, pesquisadores mostraram que a dextrana podia ser
produzida por muitos microrganismos, € o termo “dextranas” comegou a ser adotado para
denominar a classe de polissacarideos bacterianos extracelulares compostos quase
exclusivamente de unidades monoméricas de o-D-glicopiranose unidas por ligagdes o-

{1-»6), com uma féormula molecular {CsH;00s), (Alsop, 1983).

Nesses estudos preliminares verificou-se que a dextrana tratava-se de um polimero

bacteriano com caracteristicas versateis, passando a ser o alvo de intensivas pesquisas para



Capitulo 1 Introduciio

a producdo do polimero em escala comercial e sua aplicagdio em diversos segmentos:
petroquimico, alimentos, quimico e farmacéutico. Segundo Alsop (1983) nenhum outro
grupo de polissacarideos t€ém sido tdo intensivamente estudado e tém sido atribuidas tantas

aplicagdes.

Em 1941, Henhe iniciou o estudo da produgfio enzimatica da dextrana, sendo que
Hestrin e Avineri-Shapiro, em 1944, denominaram dextrana-sacarase a enzima envolvida
na sintese de dextrana. A produgdo comercial de dextrana comecou em 1950, sendo que os

processos de produgio e aplicagdes vém sendo aperfeigoados continuamente.

A enzima dextrana-sacarase € hoje produzida por fermentagdo utilizando
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 F, como primeira etapa do processo. A enzima
produzida, bruta ou purificada, ¢ utilizada na sintese “in vitro” da dextrana, tendo como

subproduto a frutose.

As inimeras aplicagdes das dextranas est3o relacionadas ao peso molecular. Quando
produzida pela agdo direta da dextrana-sacarase sobre sacarose, as dextranas apresentam
alto peso molecular, podendo ser convertidas a peso moleculares menores por hidrélise.
Alternativamente, o peso molecular pode ser controlado durante a reagdo, com o uso de
aceptores. Dextranas de baixo peso molecular, obtidas por fracionamento, sfo utilizadas na
industria farmacéutica como expansores de plasma e auxiliadores do fluxo sanguineo. Na
indastria quimica, dextranas sdo usadas na produgfio de peneiras moleculares (Sephadex e
DEAE-dextrana). Na industria de alimentos, aplicagdes como agente gelificante, inibidores

de cristalizagdo ¢ espessante sdo importantes.

Nos Gltimos anos, os oligossacarideos t&m atraido a atengdo dos pesquisadores. Ao
lado de usos tradicionais, como fonte de energia e adogante, t€m sido aplicados na industria
de alimentos como estabilizantes, agentes de volume e como compostos adicionados em
alimentos funcionais que estimulam o crescimento de bactérias benéficas da flora intestinal
(Bifidobacterium). Aplica¢Ges em imunologia, saide humana e animal tém sido estudadas.
No presente, companhias japonesas dominam a producfio mundial de oligossacarideos
(cerca de 85000 toneladas em 1995), mas tem-se verificado o interesse crescente de

empresas européias (Criftenden & Playne, 1996).
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Dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides pode produzir oligossacarideos a
partir de sacarose na presen¢a de maltose ou outros aglcares como aceptores, envolvendo
reagdo de transferéncia de grupos glicosil e tendo como subproduto a frutose. Entre as
diversas cepas produtoras, Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 F € a mais estudada,
sendo que Pereira (1996) indicou o uso de glicose como aceptor da reagio, enquanto que
Paul et al. (1986) adotaram a maltose com esta finalidade.

Alternativamente, frutose pode ser obtida da hidrolise enzimatica da sacarose por
invertases, resultando no agtcar invertido, mistura equimolecular de glicose ¢ frufose,
Xaropes ricos em glicose ¢ frutose podem entéio ser obtidos pela separagfo cromatografica

destes dois agucares.

O valor econdmico da frutose € aproximadamente trés vezes maior que a sacarose,
sendo que xaropes de frutose t€m rapidamente substituido a sacarose como adogante nos
mercados do Japdo ¢ Estados Unidos, onde ¢ produzida a partir do mitho (“High Fructose
Corn Syrup” — HFCS), com um consumo estimado em 13,6 milhdes de toneladas no ano
2000 (Vuilleumier, 1997).

O valor comercial destes produtos aumenta com a pureza. Portanto, torna-se
interessante a recuperagio dos produtos da agfio de dextrana-sacarase sobre sacarose,
utilizando técnicas cromatograficas, obtendo-os com elevada pureza, tendo-se, a partir de
uma matéria-prima de menor custo (sacarose), produtos de alto valor comercial, com boas

perspectivas econémicas.

Estudos tém demonstrado que zedlitas, aluminosilicatos cristalinos com elementos
dos grupos IA e IIA, adsorvem frutose seletivamente em misturas de glicose e frutose
(Ching et al., 1987; Ho et al., 1987, Ching & Ruthven, 1988; Cheng & Lee, 1992; Schollner
et al., 1993; Buttersack et al., 1993; Martinelli et al., 2000).

No entanto, n3o sio registrados estudos que proponham a recuperagdo de
oligossacarideos, dextranas e frutose pelo uso destes adsorventes. No trabalho de Silva
(1998), ensaios preliminares mostraram a possibilidade de adsorver frutose seletivamente

em uma mistura de dextrana e frutose.



Capitulo 1: Introducio

O Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Universidade Estadual de Campinas tem um respeitavel histérico em estudos
envolvendo a produgéio de dextranas e oligossacarideos com a enzima dextrana-sacarase de
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 F. Disserta¢cbes de mestrado (Queiroz, 1987,
Rodrigues, 1989, Curralero, 1993; Bazan, 1993; Souza, 1993; Pereira, 1996; Santos, 1996;
Silva, 1998; Cavenaghi, 1999; Mibielli, 2001; Hernalsteens, 2002) e tese de doutorado
(Curralero, 2000) abordaram temas relacionados a este processo. O presente trabalho vem

contribuir nestes estudos, propondo os seguintes objetivos:

Avaliar zedlitas sintéticas, verificando a potencialidade de seu uso na adsorcéo de

frutose, visando a seleglio de uma zeolita adequada para o estudo proposto.

Caracterizar a zeolita selecionada, em termos de compesigfio, porosidade, area

superficial e densidade.

Obter dados de equilibrio para adsorgéo de frutose e glicose puras em banho finito,
utilizando zeolitas modificadas por troca i0nica com diferentes cations de compensagio,
verificando aspectos da influéncia do cation de compensagdo sobre a capacidade de
adsorgéo e seletividade na adsorgio de frutose, bem como descrevendo o equilibrio da

adsorgé@o com modelos de isotermas adequados.

Verificar o comportamento da adsorgiio em coluna de leito fixo, por analise frontal e
desenvolvimento de eluigio (respostas a pulsos cromatograficos), a fim de selecionar o
método mais adequado de trabalho, confirmar a melhora do processo pela troca idnica e

testar a adsorgio de misturas de glicose e frutose.

Caracterizar o leito de zedlitas, determinando sua porosidade, o tamanho de
particulas e composigo da zedlita modificada.

Avaliar a separag@o das misturas sintéticas glicose-frutose ¢ dextrana-frutose em
coluna de leito fixo, verificando a influéncia de pardmetros como temperatura,
concentragio de componentes, volume injetado na coluna, velocidade superficial e peso
molecular na eficiéncia de separagio dos componentes, utilizando a analise de
sensibilidade.



Capitulo I: Introducio

Avaliar a separacgio dos produtos de reacBo obtidos pela acdo da enzima dextrana-
sacarase sobre sacarose na auséncia e presenca de aceptores (glicose € maltose) em coluna

de leito fixo, utilizando o método de respostas a pulsos cromatograficos.

Determinar pardmetros de equilibrio, cinéticos e de transporte de glicose, frutose e
dextrana em coluna de leito fixo, calculando o coeficiente de partigfio, a difusividade
efetiva e a dispers3o axial para cada carboidrato, usando o método de respostas a pulsos

cromatograficos.
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Capitulo 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo abordadas defini¢Ses e propriedades de glicose, frutose,
oligossacarideos ¢ dextranas, aglcares diretamente relacionados a este trabatho, bem como
as caracteristicas da enzima utilizada, dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides
NRRL B-512F, seu mecamismo de a¢do, obtengdo e usos na sintese de dextranas e
oligossacarideos. Em seguida, as zedlitas sdo definidas ¢ caracterizadas como adsorventes,
0s mecanismos € aspectos tedricos da adsor¢#o sfo comentados e os principais trabathos

envolvendo separagfio de agucares sdo apresentados.
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2.1. Moneossacarideos e Oligossacarideos
2.1.1. Aspectos Gerais

Os monossacarideos, quimicamente, s3o definidos como polihidroxialdeidos ou
polihidroxicetonas que possuem cadeia ndo ramificada. A partir da formagio de ligacdes
entre o grupo lactol de um monossacarideo € um grupo lactol ou hidroxila de outro
monossacarideo, denominadas ligagdes glicosidicas, e posterior alongamento da cadeia,
tem-se a formacfo de compostos que, até dez unidades monomeéricas, recebem o nome de

oligossacarideos, podendo a cadeia apresentar ramificagdes (Belitz & Grosch, 1988).

Os monossacarideos ¢ oligossacarideos possuem, com poucas excegdes, sabor doce,

apresentando-se como solidos cristalinos, incolores ¢ soliiveis em 4gua.

Os aglicares diferenciam-se entre si tanto do ponto de vista da qualidade como da
intensidade de sabor. A intensidade do sabor diminui nos oligossacarideos conforme

aumenta o tamanho da cadeia.

A obtengdo de dados sobre a intensidade de sabor dé-se mediante a determinacéo
dos limites de reconhecimento e detecgfio, ou por comparacio com uma substincia de

referéncia (sacarose) em solugdes de mesmo sabor doce.

Os limites de reconhecimento e detecgdo apresentam relagdo direta com a afinidade
da molécula doce pelo receptor de sabor. No entanto, para efeitos praticos, o mais util é o
segundo método, pois a dependéncia entre concentragdo ¢ intensidade gustativa é
normalmente muito diferente para distintos aglcares. A tabela 2.1 mostra o poder

edulcorante de alguns agiicares em relagdo 4 sacarose.

A qualidade e intensidade de sabor dos agtcares dependem nfio s6 de sua estrutura,
mas de outros pardmetros, como temperatura, pH e presenca simultinea de outros

compostos, doces ou ndo.
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Tabela 2.1: Poder edulcorante de acticares e polidlcoois em relacio & sacarose (solugdo
aquosa a 10 %). Fonte: Belitz & Grosch (1988).

Composto Poder Edulcorante Relativo
Sacarose 100
D-frutose 114
D-galactose 63
D-glicose 69
Acucar Invertido 95
Lactose 39
D-maltose 46
D-xilose 67
D-manose 59
D-ramnose 33
Rafinose 22
D-glucitol 51
D-manitol 69
Dulcitol 41
Xilitol 102

2.1.2. Frutose

A frutose, uma cetohexose, é considerada o agicar mais doce encontrado na
natureza, estando presente na forma livre em frutas e mel, e polimerizada no polissacarideo

inulina, encontrada na alcachofra de Jerusalém, chicéria, dalia e dente de ledio.

A figura 2.1 apresenta as principais formas tautoméricas da frutose. No estado
cristalino, somente B-D-frutopiranose esta presente. Contudo, com a dissolugdo em 4gua,
rapida mutarrotagfio ocorre, resultando na formagio dos tautémeros B-D-frutofuranose, o-

D-frutofuranose ¢ a-D-frutopiranose.

Conforme Osberger (1991) o pH, a temperatura e a concentragio em solugfio sdo
fatores importantes que influenciam o sabor doce de solugdes de frutose em agua. Destes,
s6 a temperatura tem efeito pronunciado sobre a transformagéo da forma mais doce, B-D-

frutopiranose, a um estado de equilibrio em que as formas menos doces estio presentes,
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podendo o efeito ser minimizado por baixas temperaturas e condi¢Oes de baixa acidez. O

efeito da temperatura no equilibrio tautomérico da frutose em solugfo € mostrado na tabela

22,

1 CHzOH
OH

L] o 2

OH

4 3
HO
OH

a-D-frutopiranose (o-p-"Cs)

OH
2
y : o CH,OH
19 3 OH
HO

OH

B-D-frutopiranose (B-p-'Cs)

6 CH,OH  1CH,OH

5 Hoa
OH

4 3

OH

a-D-frutofuranose (o-f)

®CH,0H 5 OH

5 HO 2
N VcH,0H
31
OH

B-D-frutofuranose (B-f)

Figura 2.1: Formas tautoméricas da frutose em soluciio. Fonte: Schéllner et al. (1993),
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Tabela 2.2: Equilibrio tautomérico da frutose em diferentes temperaturas.
Fonte: Osberger (1991).

Temperatura a-D-frutofuranose | B-D-frutofuranese | B-D-frutopiranose
20°C 7% 24 % 69 %
40°C 7 % 31% 62 %
60°C 9 % 33 % 58 %
80 °C 11% 38% 51%

A frutose, assim como a glicose, reduz o ponto de congelamento dos alimentos, pela
menor massa molecular quando comparada a de oligossacarideos (Dills, 1993). Apresenta
solubilidade elevada (4 g/g dgua a 25 °C), dificilmente ocorrendo a cristalizagio em
solugbes aquosas (Hanover & White, 1993). A frutose em alimentos resulta em atividade
de 4gua mais baixa, aumentando a estabilidade microbioldgica sem remover a 4gua

necessaria a obtencéo de uma textura desejada.

O uso da frutose na alimentagiio humana, em comparagio a glicose e sacarose,
resulta em efeito glicémico reduzido, podendo ser usada como adogante em dietas de
pacientes com hipoglicemia. Sua ingestfio causa uma menor variagfio nos niveis de glicose,
insulina, glucagen e horménios. Pelo seu sabor mais doce, podendo adogar 70 % mais que
uma mesma quantidade de sacarose, a frutose ¢ empregada com vantagem em alimentos
com teor calorico reduzido, com redugdo de até 33 % (Osberger, 1991). A tabela 2.3
mostra 0s principais produtos comerciais 4 base de frutose. Tais produtos sio obtidos por

tr€s processos distintos:

- Hidrdlise enzimatica do amido de milho pelas enzimas o-amilase e
amiloglicosidase, resultando em dextrose, que ¢ isomerizada a frutose pela enzima glicose-

1somerase, convertendo 45 % da dextrose em frutose (Long, 1996).

10
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- Hidrolise enzimética da sacarose pela enzima invertase e isomerizagiio da glicose

em frutose pela enzima glicose-isomerase.

- Hidrélise enzimdtica da sacarose pela enzima invertase e separagio

cromatografica da glicose e frutose.

Tabela 2.3: Classificacdo dos produtos comerciais a base de frutose.

Fonte: Osberger (1991).

Propriedades | Frutose HFCS 42 % HFCS 55 % HFCS 90 % Frutose
Cristalina Liquida
Estado Fisico | cristalino liquido liquido liquido liquido
Descricio cetohexose dextrose, dextrose, dextrose, frutose
Quimica frutose e frutose e outros | frutose e outros pura,
outros* agua
% Frutose 99,5 29.8 424 693 77,0
% Agua 0.2 29 23 23 23
Poder 130-180 90-95 95-100 100-106 110-120
Edulcorante**

* dissacarideos e oligossacarideos

** referente 4 sacarose (poder edulcorante 100)

A frutose € utilizada em mistura para bolos, gelatinas e pudins dietéticos, balas,

sobremesas geladas, bebidas energéticas e para 0 aumento da funcionalidade do amido.

O consumo mundial de xarope de alta frutose (HFS) teve um crescimento de
700000 toneladas em 1975 para 10,2 milhGes de toneladas em 1995, sendo que para 2000

Vuilleumier (1997) havia estimado um consumo de 13,6 milhdes de toneladas. Cerca de

75,2 % ¢ consumido pela indastria de bebidas, 8,5 % em conservas alimenticias, 7,7 % em

panificagio, 4,3 % em laticinios e os 4,3 % restantes em outras aplicagdes (Long, 1991).
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2.1.3. Glicose

A glicose ¢ uma aldohexose de larga ocorréncia na natureza, sendo encontrada, na
forma livre, nas frutas e mel. Polimerizada, ¢ encontrada no amido e glicogénio e, de forma

abundante, na celulose, mais menos acessivel pelas associagdes com a lignina.

A figura 2.2 apresenta as principais formas tautoméricas da frutose. A 25 °C a

forma  esta presente na proporgo de 62 %. (Scholiner et al., 1993).

B-D-glicopiranose (B-p-'Cy) B-D-glicopiranose ((B-p-"C;)

Figura 2.2: Formas tautoméricas da glicose em solucfio. Fonte: Schéliner et al. (1993).

i2
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A glicose tem menos dogura, menor solubilidade e menor viscosidade que a
sacarose, no entanto ¢ um melhor umectante ¢ confere propriedades preservativas mais
acentuadas, por resultar em baixa atividade de agua, conferindo também propriedades
organolépticas desejaveis (Pepper, 1990). Previne a cristalizagdo em gomas, sorvetes ¢
chocolates. Na indastria farmacéutica atua como veiculo em infimeros medicamentos,

podendo ser usada em associagfio com outros carboidratos, como sacarose e sorbitol.

Industrialmente, a glicose € usualmente produzida a partir do amido por hidrélise
enzimatica. Alternativamente, é produzida a partir da sacarose por hidrélise, formando
glicose e frutose, que sdo separadas. A glicose € comercialmente disponivel na forma
anidra ¢ monohidratada. A forma monohidratada, contendo cerca de 9 % de 4gua, é mais
utilizada em confeitaria, enquanto que a forma anidra ¢ preferida na manufatura de

chocolates.

Os xaropes de glicose utilizados industrialmente podem conter na verdade menos de
1 % de glicose. Estes produtos consistem de mondmeros de glicose, dimeros,
oligossacarideos e polissacarideos, oriundos da hidrdlise do amido, numa propor¢io que

depende do processo de manufatura.

Os produtos de hidrélise sfo classificados de acordo com a dextrose equivalente
(DE), medindo seu poder redutor e exprimindo-o por um equivalente em glicose pura (DE
= 100). As maltodextrinas t€m uma DE de 5 a 20, os xaropes de glicose utilizados para a
cervejaria tém uma DE de 50 a 70 ¢ os xaropes de glicose utilizados em confeitaria seca
tém DE entre 36 ¢ 42, ¢ em confeitaria timida tém DE de 60 (Scriban, 1985).

2.1.4. Oligossacarideos

De acordo com Crittenden & Playne (1996) oligossacarideos sio definidos como
glicosideos contendo entre trés ¢ dez unidades de monossacarideos. Contudo, muitos
dissacarideos possuem propriedades similares e s3o componentes importantes de

oligossacarideos de grau alimentar.

13
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Os oligossacarideos de grau alimentar ndo sfo produtos puros, mas misturas de
oligossacarideos de diferentes graus de polimerizago, polissacarideos, dissacarideos e
agticares monoméricos. Sdo produzidas varias classes de produtos, sendo as de mais
elevado grau aquelas com menores niveis de monossacarideos, dissacarideos e

polissacarideos contaminantes.

Os oligossacarideos comerciais de grau alimentar so manufaturados por processos
enzimaticos: reagdes de transglicosilagio usando sacarose ou lactose, ou hidrélise de
polissacarideos, como amido, inulina ou xilanas. Substrato ndo reagido e monossacarideos
tambem estdo presentes, podendo ser removidos por procedimentos cromatograficos ou de
membranas, para formar produtos de maior grau, contendo oligossacarideos mais puros.
Exce¢les sdo os oligossacarideos da soja, obtidos por extragdo, e lactulose, obtida por

catalise alcalina.

Os oligossacarideos sdo soluveis em agua e levemente doces (0,3 — 0,6 vezes a
sacarose). Seu menor poder adogante € util na produgfio de alimentos, quando um agente de

volume com poder adogante reduzido ¢ desejdvel para ressaltar outros sabores.

Comparado com monossacarideos e dissacarideos, seu maior peso molecular
confere aumento de viscosidade, implementando corpo e textura. Também podem ser
usados para alterar a temperatura de congelamento de alimentos e controlar o
escurecimento devido a reagbes de Maillard no processamento de alimentos. Os
oligossacarideos conferem alta capacidade de retencdo de 4gua, prevenindo o ressecamento
excessivo, € uma baixa atividade de 4gua, o que € conveniente para o controle da

contaminagdo bacteriana.

Ao contrario do amido e agtcares simples, os oligossacarideos de grau alimentar
disponiveis nfio sdo utilizados pela microflora bucal para formar acidos e poliglicanas,
apresentando uso como substitutos de agucares. Desta forma, conferem baixa
cariogenicidade, sendo usados em confeitos, gomas de mascar, iogurtes e bebidas. Muitos
ndo sdo digeridos pelo homem, tornando-os tteis em alimentos dietéticos doces e para o

consumo de individuos com diabetes. No caso de alimentos muito doces, podem ser usados

14
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em conjunto com adogantes artificiais, como aspartame, fenilalanina e sucralose,
atenuando o sabor residual destes adogantes. Outras aplicagbes incluem cosméticos e

produtos para higiene bucal (Playne & Crittenden, 1996).

Desde 1980 seu uso como componente de alimentos funcionais foi reconhecido,
fornecendo um substrato particularmente Gtil para o crescimento de bifidobacterias no trato
intestinal, pois sfo resistentes as enzimas digestivas. Os efeitos benéficos das
bifidobactérias incluem: protegio contra infecgBes gastrointestinais, redugio do pH
intestinal pela assimilagdo de aglcares, supressdo de bactérias patogénicas e putrefativas,
produgdo de vitaminas, ativagdo da funcfio intestinal, auxilio & digestdo ¢ estimulagio do

sistema imunoldgico (Mizota, 1996).

Atualmente, companhias japonesas dominam a producio mundial de
oligossacarideos {(cerca de 85000 toneladas em 1995), mas tem-se verificado o interesse
crescente de empresas européias (Crittenden & Playne, 1996). Apenas no Japio o mercado
de alimentos funcionais movimentou 4,5 bilhdes de délares em 1993 (O° Sullivan, 1996).

A tabela 2.4 mostra os oligossacarideos produzidos comercialmente.

Tabela 2.4: Oligessacarideos de gran alimentar produzidos comercialmente.
Fonte: Playne & Crittenden (1996).

Classe de Oligossacarideos | Producio em 1995 (t)
Galactooligossacarideos 15000
Lactulose 20000
Lactosacarose 1600
Frutooligossacarideos 12000
Palatinose Oligossacarideos 5000
Glicosil Sacarose 4000
Maltooligossacarideos 10000
Isomaltooligossacarideos 11000
Ciclodextrinas 4000
Gentiooligossacarideos 400
Oligossacarideos da Soja 2000
Xilooligossacarideos 300

15
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2.2. Dextranas

De acordo com Alsop (1983) dextrana € o nome coletivo dado a uma grande classe
de polissacarideos extracelulares bacterianos compostos quase completamente por
unidades monomeéricas de o-D-glicopiranose unidas principalmente por ligagdes o-(1—6).

A figura 2.3 ilustra a estrutura molecular da dextrana.

— 2 o
T gH H /CH3
OH ™ H / H !
H OH 0\
/"/’ CHI

/ 13 Branching
oggH > o—"" 1" |-— ~0._ H
o—"1%_
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Figura 2.3: Estrutura molecular da dextrana. Fonte: Bazin (1993).

Dextranas com estruturas variando desde pouco ramificadas até altamente
ramificadas podem ser obtidas por diferentes microrganismos ou por sintese enzimatica.
S&o principalmente produzidas por bactérias do género Leuconostoc, espécies
mesenteroides e dextranicum, grupo Streptococcoeace e familia Lactobacillaceae, sendo
que o Leuconostoc mesenteroides da linhagem NRRL B-512F foi intensamente estudado.
Esta linhagem produz dextranas contendo 95 % de ligagdes a-(1-6) ¢ 5 % de ligagdes o
(1—3). No entanto, convém ressaltar que a dextrana nio ¢ um produto direto da
fermentagdo bacteriana na presenga de sacarose, mas sim resultante da agio enzimatica da

dextrana-sacarase produzida pelo microrganismo sobre a sacarose existente no meio.
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Conforme Bazan (1993) a produgio de dextrana pode ser feita por processo
convencional ou por sintese enzimatica. No processo convencional o polissacarideo ¢
produzido durante o cultivo da bactéria, ocorrendo, simultaneamente, crescimento celular,
produgdo da enzima dextrana-sacarase e sintese da dextrana. Pelo processo enzimatico
tem-se duas etapas: produgéio da enzima via cultivo do Leuconostoc mesenteroides NRRL
B-512F ¢ sintese “in vitro” da dextrana. Apresenta como vantagens a simplicidade do
processo de purificagio, as melhores condicBes de controle € o maior rendimento na

sintese, sendo o processo atualmente utilizado.

A dextrana, quando sintetizada somente a partir da sacarose, denomina-se dextrana
nativa ¢ apresenta um peso molecular médio entre 30 ¢ 90 milhdes de Daltons e alta
viscosidade. Na presenga de outros aglicares, denominados aceptores, como maltose,
isomaltose e outros, obtém-se dextranas de baixo peso molecular. Suas caracteristicas e
conseqiientes aplicagdes sdo afetadas fundamentalmente pela distribuicio de peso

molecular, estrutura ¢ solubilidade em é&gua.

Dextranas de baixo peso molecular tém sido utilizadas pela industria farmacéutica,
como expansor de plasma sangiiineo (peso molecular médio de 70000) ¢ para aumentar a
fluidez do sangue (peso molecular médio de 40000). Nesta faixa de peso molecular (75000
+/- 25000 Daltons) denomina-se dexirana clinica. Nestas aplicagdes apresentam as
vantagens de serem absorvidas pelo organismo humano, n3o apresentando toxidez ou agéo

antigénica. Além disso, sio estdveis a esterilizag8o e estocagem (Alsop, 1983).

Dextrana-sulfato (peso molecular médio de 7300) tem atividade anticoagulante e
ferro-dextrana apresenta grande uso no tratamento de anemias em seres humanos e
animais. Dextrana-hemoglobina € utilizada como substituto do sangue, atuando como

expansor do plasma e agindo na transferéncia do oxigénio.

Na 1indiistria de alimentos s@io usadas como agente gelificante em gomas de mascar,
como inibidor de cristalizagdo em sorvetes, homogeneizador e espessante em doces e

xaropes.

17



Capitulo 2: Revisdo Bibliogrdfica

As dextranas também sdo utilizadas como peneiras moleculares, com intimeras
aplicagdes em cromatografia de exclusdo molecular, sendo os produtos mais conhecidos
Sephadex ¢ DEAE-Dextrana, encontrando também aplicag@es na industria de fotografia e

na produgio de cosméticos.

2.3. Producio de Oligossacarideos e Dextranas
2.3.1. Aspectos Gerais

Recentes progressos em enzimologia tém demonstrado ¢ uso potencial de hidrolases
na catalise de reagdes reversas para a sintese de glucooligossacarideos e
galactooligossacarideos. Contudo, os rendimentos da reagdo e a baixa especificidade da

maioria das hidrolases t&m limitado a aplicagio desta tecnologia.

Outra técnica enzimética para produgfio de oligossacarideos consiste no uso de
reagles de transferéncia catalisadas por transferases. Processos industriais enzimaticos sio

usados para sintetizar ciclodextrinas e frutooligossacarideos.

Uma técnica bastante promissora consiste no uso de transglicosilases para sintese de
oligossacarideos. De acordo com Remeaud-Simeon et al. (1994) transglicosilases catalisam
a transferéncia de unidades de glicose da sacarose para moléculas de aceptores,
principalmente aglcares, resultando na sintese de oligossacarideos. Na auséncia de

aceptores, tais enzimas produzem polissacarideos, como as dextranas.

2.3.2. Transglicosilases

Conforme Whitaker (1972) a reagdo global de biossintese de di, oligo e
polissacarideos € dada por:

Glicosil-0-X + HO-aceptor = glicosil-O-aceptor + HOX

No mecanismo proposto, o grupo X pode ser fosfato (por exemplo, aldose-1-
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fosfato), um nucleosideo pirofosfato (por exemplo, UDP-glicosideos) ou um sacarideo,
com 1, 2 ou mais unidades monoméricas, tendo-se, respectivamente, enzimas fosforilases,

nucleosideo difosfato transglicosilases e transglicosilases.

Segundo Castillo et al. (1993) as transglicosilases sdo um dos mais estudados
grupos de enzimas, havendo um crescente interesse na sua aplicagdo para sintese de novos
agucares ¢ oligossacarideos. Entre essas enzimas, dextrana-sacarase (a-1,6-glucan:D-
frutose 2-glucosiltransferase, EC 2.4.1.5), produzida por espécies de Leuconostoc, € capaz
de sintetizar eficientemente oligossacarideos a partir de sacarose (doador) e aceptores de
baixo peso molecular, como maltose e isomaltose. Neste caso, o produto pode servir como
aceptor para as etapas seguintes, levando ao alongamento da cadeia por uma séric de
reagdes de transferéncia de grupos glicosil. O produto da reagdo tendo como aceptor
frutose pode ser leucrose. A leucrose nfio ¢ um aceptor da dextrana-sacarase € a reago ¢

paralisada.

Na aus€ncia de aceptores, o produto principal da reagio ¢ dextrana, um polimero
composto por ligagdes a-(1—6) na cadeia linear e ramificagdes a-(1—2), a-(1-3) e a-
(1-»>4), sendo a estrutura quimica dos oligossacarideos ¢ dextrana altamente dependente da

cepa produtora de transglicosilase (Remeaud-Simeon et al., 1994).

2.3.3. Enzima Dextrana-Sacarase
2.3.3.1. Caracteristicas da Enzima Dextrana-Sacarase

Segundo Monchois et al. (1997) a enzima dextrana-sacarase de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F ¢ uma transglicosilase com alto peso molecular, em torno de
160.000 Daltons. E composta por um sitio catalitico N-terminal, responsavel pela clivagem
da sacarose (do aminoacido 268 ao 1134), e um sitio de ligagfo na regifio C-terminal (cerca
de 300 a 400 aminodcidos), que ndo participa da reagdo mas tem efeito modulador sobre
sua atividade. Os aminodcidos Asp - 511 e Asp - 551 sdo essenciais a0 processo catalitico e

His - 661 tem a fung@o de formar liga¢gdes por pontes de hidrogénio.
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A enzima nfio requer a presenga de cofatores ou intermediarios fosforilados. A
energia requerida para condensagio de duas unidades glicosil provém da hidrolise da
sacarose, 0 que constitui uma diferenca essencial no mecanismo comum da sintese de

polissacarideos (Monsan & Lopez, 1981).

Segundo Robyt et al. (1974) o mecanismo de agio da dextrana-sacarase requer: que
a glicose da sacarose seja transferida para a extremidade redutora da dextrana; que glicose
e dextrana estejam covalentemente ligadas & enzima; e que a glicose ligada a enzima sirva

como um doador de glicose para a polimerizacdo da dextrana.

A figura 2.4 esquematiza o mecanismo proposto por Robyt et al. (1974), mostrando
a presenga de dois grupos cataliticos X, e X;. Ambos os grupos atacam a sacarose para
formar complexos glicosil. O grupo C¢-OH de uma destas unidades de glicose faz um
ataque nucleofilico sobre o carbono 1 da outra unidade de glicose, formando uma ligagio
glicosidica a-(1->6). Este libera um dos grupos nucleofilicos, o qual ataca outra sacarose,
formando um novo complexo glicosil-enzima. O grupo C¢-OH desta nova unidade glicosil
ataca o carbono 1 da unidade isomaltosil formada na etapa anterior, originando o complexo
isomaltotriosil-enzima. O processo continua com os dois grupos cataliticos formando,
alternadamente, complexos covalentes com glicose € dextrana. A cadeia de dextrana cresce
quando unidades de glicose sdo transferidas da sacarose ao centro ativo e sfio inseridas

entre a enzima e a extremidade redutora da dextrana.

Na presenga de sacarose, o alongamento da cadeia terminara quando a dextrana for
liberada da enzima, ¢ isso ocorrerd quando aceptores naturais, frutose ou glicose, por
exemplo, atingem uma concentragfo suficiente para interagir no sitio de tal forma que um
dos grupos hidroxila faz um ataque nucleofilico sobre o carbono 1 da dextrana. Quando a
sacarose for toda consumida, duas formas existirio: complexos glicosil-dextranosil-enzima

¢ dextranosil-enzima.

A formacdo das ligagbes a-(1-»3), conforme proposto por Robyt & Taniguchi
(1976), se da quando um grupo hidroxila do carbono 3 da dextrana livre em solugio faz um

ataque nucleofilico sobre o carbono 1 na extremidade redutora do complexo.
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HO-CH:

Figura 2.4: Mecanismo de acfio da dextrana-sacarase. X, , X; (grupos nucleofilices no
sitio ativo); (O) glicose; () frutose; (O-0) (sacarose); (0-0) (unidades de glicose
ligadas por ligacdo a-(1—6)). Fonte Robyt et al. (1974).

A acio aceptora da dextrana-sacarase consiste na transferéncia de grupos D-glicosil
da sacarose para ouiros carboidratos € ocorre durante a sintese da dextrana (Robyt &
Eklund, 1983). Esses carboidratos sfo chamados aceptores. Os aceptores agem como
nucleofilicos nos quais um grupo hidroxila (Ce-OH para D-glicosil e maltose; Cs-OH para
D-frutose) ataca o carbono 1 dos grupos glicosil e dextranosil no complexo com a enzima.
Dextranas sfio obtidas pelo deslocamento do grupo dextranosil, e oligossacarideos pelo
deslocamento do grupo D-glicosil. Quando a concentragio do produto proveniente da
reagfio com o aceptor torna-se suficientemente alta, o aceptor desloca continuamente o

grupo D-glicosil a partir da enzima, diminuindo ou impedindo a formac@io de dextrana.

A dextrans-sacarase catalisa a sintese de dextrana a partir da sacarose, numa ampla

faixa de temperatura, desde 0 °C até préximo de 40 °C (Ebert & Schenk, 1968, citados por
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Bazan, 1993). No entanto, a temperatura pode influenciar o rendimento e o peso molecular

dos oligossacarideos, conforme demostrado por Pergira (1998).

(uanto ao pHl, o valor &timo situa-se em 5,2 apresentando estabilidade na faixa de
50 a 6,0. A temperatura étima é de 30 °C {Kabolly & Reilly, 1980, citados por Bazan,
1993).

2.3.3.2. ?rﬂdugée da Enzima Dextrana-Sacarase

Conforme Bazan (1993) a producfio da enzima dextrana-sacarase por Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F ¢ induzida pela presenca de sacarose, que é também a fonte
de carbono. Aglcares, como glicose, frutose, manose € outros, promovem o crescimento

vegetativo da bactéria, sem produgfio da enzima.

Kim & Robyt (1994) mencionam mutantes de Leuconostoc mesenieroides que sio
constitutivos para inumeras transglicosilases. Estes mutantes produzem as enzimas na

presenga de agucares simples, como glicose ou frutose, nfo produzindo dextrana.

Queiroz & Maugeri Filho (1989) comentam que, além da sacarose como fonte de
carbono ¢ indutor da produgfio da enzima, € necessdria a presenca de nitrogénio aminico,

geraimente suprido pelo extrato de levedura.

Alsop (1983) informa que a dextrana-sacarase pode ser produzida entre 23 ¢ 27 °C,
Cuanto a aeragdo, um volume limitado de ar injetado aumenta a produglo, e sem aeragio a
atividade diminui. Com a injeg8o de oxigénio puro ou diéxido de carbono o crescimento da

bactéria ¢ inibido.

Queiroz & Maugeri Filho (1989), estudando a producfic da dextrana-sacarase de
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, mostraram que a batelada alimentada (com
solugfio combinada de sacarose ¢ hidroxido de sodio) apresenta melhor desempenho que o
processo em batelada simples, com ganho em produtividade (13 a 30 %, em relaclio 2

batelada simples). As altas concentragdes residuais, que prejudicam o rendimento global,
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foram evitadas com o corte da alimentagio e do controle de pH no final da fase
exponencial de crescimento do microrganismo. O pH final, préximo ao pH 6timo de
estabilidade da enzima (pH 5,2), evitou a desnaturagio desta nas horas finais da

fermentagao.

Bazan (1993), estudando a produgfo enzimatica de dextrana clinica, verificou que a
enzima dextrana-sacarase, produzida por fermentagdo em batelada de Lewuconostoc
mesenteroides NRRI B512-F, atingin valores maximos de atividade enzimatica com uma
alimentagdo de sacarose de 160 g/L e hidroxido de sodio IN, & temperatura de 27 °C,
agitagio de 160 rpm ¢ aeragfo de 0,5 L/min, para um volume de trabalho de 1,5 litros.
Estas condigdes favoreceram a ultrafiltragdo e precipitagdo com polietilenoglicol 1500

(50%) para purificacfo da enzima.

2.3.4, Sintese Enzimatica de Oligossacarideos e Dextranas

A produgdo de dextrana ¢ feita tradicionalmente durante o crescimento de
Leuconostoc mesenteroides em meio de cultura contendo sacarose e enriquecido com
outros nutrientes. No entanto, atualmente, a produgdo € feita por via enzimatica. A enzima
dextrana-sacarase, purificada ou na forma de extrato enzimético bruto, age “in vitro”,
sintetizando a dextrana a partir de uma solugio de sacarose. Este processo tem uma série de
vantagens, pois possibilita o controle e otimizagBo mais rigorosa, podendo o peso
molecular ser controlado, nfo havendo necessidade de hidrélise posterior, além do maior

rendimento (Queiroz & Maugeri Filho, 1989).

Castillo et al. (1993) comentam que a estrutura das dextranas produzidas por
espécies de Leuconostoc depende da linhagem produtora da transglicosilase, com
potenciais aplica¢Oes na indistria de alimentos ¢ farmacéutica. Doze cepas de Leucornostoc
mesenteroides foram caracterizadas pelos autores, em termos de atividade enzimatica,
localizagdo da atividade (solivel ou associada a produtos insoliveis da cultura),
solubilidade dos polissacarideos sintetizados ¢ tipo de oligossacarideos produzidos quando

acticares aceptores foram usados na reagfio. Todas as linhagens foram cultivadas na
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temperatura de 27-29 oc, pH inicial de 6,9 ¢ em meio contendo 2 % de sacarose, 2 % de
extrato de levedura, 2% de K,;HPO,, 0,02% de sulfato de magnésio, 0,005% de cloreto de
calcio ¢ sulfato ferroso, cloreto de sédio e sulfato de manganés a 0,001%. Os experimentos
foram conduzidos em frascos agitados e em fermentadores. Em fermentador, o pH foi
regulado em 6,7 com solugo alcalina de sacarose (400 g/L. em hidréxido de sédio 2 N). A
agitagdo foi de 550-600 rpm e a aeracdo de 1 vvm. Quando necessario, maltose foi

adicionada ao meio em uma relagio S/M de 2.

O cultivo em batelada alimentada resultou em maior produgio da enzima. Com as
cepas NRRL B-523 e IB-101 foram obtidos produtos insoliiveis, além de oligossacarideos
usuais. Os cromatogramas dos produtos solGveis mostraram que foram produzidos os
produtos usuais do Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F (panose, tetrassacarideos e
pentassacarideos). Somente as cepas IB-101, B-1299 e B-1355 produziram enzimas
capazes de sintetizar oligossacarideos diferentes em quantidades significantes. A figura 2.5

mostra esquematicamente estes produtos.

Monsan & Lopez (1981) produziram dextrana-sacarase de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F. O pH foi regulado a 6,7 com hidréxido de sédio 10 N. Uma
solucdo de glicose foi adicionada continuamente (20 g/L.h) por 4 horas, obtendo-se 8,8
U/mL. O pH foi ajustado a S, centrifugado e estocado a 4 °C. A enzima foi purificada por
cromatografia de permeaco em gel (Ultrogel AcA34) com 96,4 % de recuperacio, usando
tampdo citrato pH 5,0 como eluente. A enzima foi imobilizada em suporte amino-spherosil
ativado com glutaraldeido. Observou-se decréscimo na taxa de reagdo com a formacéo de
dextrana, devido ao aumento das limitagSes de transferéncia de massa. Ao mesmo tempo, a
massa molecular da dextrana aumentou. Dextrana clinica (massa molecular de 75000) foi
sintetizada quando os oligossacarideos produzidos na presenga de maltose foram usados
como aceptores numa segunda reacio de sintese a 4 °C, com rendimento de 40 %. Na
presenga de aceptores o peso molecular foi consideravelmente reduzido, sendo esse efeito

maior para a enzima imobilizada.
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Figura 2.5: Esquema dos oligossacarideos produzidos em funcfio da cepa de
Leuconostoc mesenteroides. (a) B-512F; (b) B-1355; (c) B-1299. Fonte: Castillo et al,
(1993).

Robyt & Walseth (1978), usando maltose como aceptor da reagfio catalisada por
dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, observaram como produto
inicial panose (6-0-a-D-glucopiranosilmaltose), que atua como aceptor para formar um
tetrassacarideo (6-0-a-D-isomaltosilmaltose) e assim sucessivamente. Cada oligossacarideo
€ o produto da transferéncia de uma unidade glicosil para um oligossacarideo de grau de

polimerizagfo inferior, terminando com um residuo maltosil na extremidade redutora.

Paul et al. (1986), utilizando a metodologia de Planejamento Experimental,

estudaram a sintese de oligossacarideos com dextrana-sacarase de Leuconostoc
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mesenteroides NRRL B-512F, usando maltose e oligossacarideos como aceptores para
sintese de dextranas de peso molecular controlado. Na presenca de maltose (200 g/L), K,
aumentou de 12 para 163 mM ¢ V., de 5,8 para 19,1 U/mL. Com 120 g/L de sacarose e 29
g/L de maltose o rendimento em oligossacarideos observado foi de 93 %, além de 3,9 % de
dextranas de alto peso molecular € 3,2 % de leucrose. A leucrose nfio é um aceptor da
reagdo e sua sintese reduz o rendimento em oligossacarideos. Observaram também que o
peso molecular era uma funcio linear da relagfio sacarose/aceptor, € que a polidispersidade
do produto aumentava com a relagio sacarose/aceptor ¢ com ¢ peso molecular do aceptor.
Alta concentraciio de sacarose levou a um maior rendimento em leucrose, dependendo
tambem da relaglo sacarose/aceptor, pois a leucrose ¢ um aceptor pouco eficiente.
Portanto, para usar a mistura de oligossacarideos como aceptor para sintese de dextrana de
peso molecular controlado, a frutose deve ser removida, pois o rendimento cairia

drasticamente pela formacéio de leucrose.

Oriol et al. (1987) investigaram o uso de oligossacarideos (grau de polimerizagdo de
3 a 6) como aceptores na reagiio de dextrana-sacarase com sacarose, observando um forte
efeito do aceptor, com significante aumento da constante de Michaelis e da velocidade
méxima de reagfo. Com 0,8 % p/p do aceptor, o peso molecular médio foi de 503 para
maltose, 744 para panose, 937 para grau de polimerizagiio (d.p) 4 e 1167 para d.p 5.
Aumentando a concentragio para 2 % p/p, os valores passaram, respectivamente, para 668,
990, 1152 e 1557.

Su & Robyt (1993) estudaram o efeito da relagiio maltose/sacarose (M/S) e de
diferentes concentragdes de maltose ¢ sacarose na sintese de oligossacarideos usando
dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F. Usando relagdes de 0 a
100:1, para uma concentragéo total de carboidratos de 100 mM, observou-se que o aumento
da relagio M/S levava ao decréscimo de dextrana e aumento de oligossacarideos, enquanto
que o numero de produtos distintos diminuia. Com uma relago de 5:1, formou-se 4,4 % de
dextrana ¢ 956 % de produtos aceptores: panose; um trissacarideo (P3); um
tetrassacarideo, ~67-0-a-isomaltosilmaltose (P4); e um pentassacarideo, 6%-0-a-

isomaltotriosilmaltose (P5). Para uma relag@io de 100:1 ndo houve formacdo de dextrana e
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somente dois produtos aceptores foram obtidos, 98,7% de P3 e 1,3% de P4. Os maximos
rendimentos individuais de produtos mudaram com a relagdo M/S: P3 foi maximo para a

relagdo 20:1; P4 para 2:1; e P5 ¢ P6 para 1:3.

O principal efeito da concentragio de substrato (1,25 até 300 mM), para uma
relagio M/S de 1:1, foi o decréscimo na dextrana formada. Quanto a concentragiio da
enzima, observou-se que a dextrana diminuiu e os oligossacarideos aumentaram com o
incremento da concentragio de enzima, para concentragdes de sacarose na faixa de 12,5 a
200 mM. Para concentragdes elevadas de enzima observou-se um aumento na formac#o de

leucrose. Esta, no entanto, foi ausente para uma relagdo M/S maior que 2:1.

Boker et al. (1994) estudaram a cinética de formagfio da leucrose pela agio da
dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides NRRL-B512F sobre sacarose na presenca
de frutose como aceptor. Observaram que o consumo de sacarose diminuia com alta
concentraco inicial de frutose, mas foram obtidos altos rendimentos em leucrose (até 90
%), sendo a reagfo com aceptor a etapa lenta, determinante do processo. A reagfio foi
favorecida por baixas temperaturas (69 % de rendimento a 25 °C e 75 % a 5 °C), havendo

reducdo da produgio de palatinose e trealulose, subprodutos da reagio.

Pereira et al. (1998) comentam que a glicose pode ser usada como aceptor, nfo tio
eficiente, mas com a vantagem do menor custo em relagfio 4 maltose. Nesta investigagiio,
utilizaram a metodologia de Planejamento Experimental ¢ Analise de Superficie de
Resposta para avaliar o efeito da temperatura, concentra¢io de sacarose e relacio
glicose/sacarose na sintese de oligossacarideos pela dextrana-sacarase de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F. Observaram que com maior concentracio de sacarose e
relagio glicose/sacarose ocorre aumento do rendimento, cerca de 45 % para a faixa
estudada, podendo ser aumentado pelo aumento da concentragio de sacarose e relagfio
glicose/sacarose. O peso molecular foi obtido na faixa de 2700 ¢ 3800 Daltons com a
temperatura entre 10 °C e 30 °C. Para baixas temperaturas a concentragdo de sacarose
influenciou muito o peso molecular, mas para baixas concentracBes de sacarose a
temperatura ndo afetou o peso molecular. O peso molecular pode ser controlado pela

concentracio de sacarose ¢ relacdo glicose/sacarose, mantidos em niveis altos, e, para altos
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Ttendimentos, a temperatura pode controlar o peso molecular.

Monchois et al. (1998) analisaram a seqiiéncia C-terminal da dextrana-sacarase de
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-S12F e o efeito de dele¢des em suas propriedades
bioquimicas. A enzima produziu, tendo maltose como aceptor, 13,1 % de panose, 33,3 %
de oligossacarideos de grau de polimerizagio (d.p) 4, 37,1 % de dp 5 € 16,5 % de d.p 6.
Com delegbes na por¢do C-terminal ocorreu formacgio de oligossacarideos com
distribui¢es de peso molecular distintas, aumentando a propor¢do dos oligossacarideos de
maior peso molecular. Tendo frutose como aceptor, o rendimento em leucrose foi de 21 %,

sendo que as dele¢des favoreceram a sintese da leucrose.

Quando aceptores nio sio utilizados, a redugfo de peso molecular pode ser feita por
hidrélise 4acida. Santos (1996) determinou as condigdes 6timas de hidrolise com acido
cloridrico, conseguindo um rendimento méaximo de 95 % em pH 1,5 ¢ temperatura de 75

°C com 7 horas de hidrolise.

O fracionamento pode ser obtido por cromatografia de permeagdo em gel, onde uma
amostra adequadamente diluida € passada através de uma coluna empacotada com gel,
sendo a separacdo resultado do acesso limitado das moléculas maiores aos poros do
recheio. Assim as moléculas que difundem para dentro do gel sdo retardadas na sua
passagem através da coluna, comparadas as moléculas grandes que nfo podem difundir
dentro do gel ¢ movem-se continuamente na coluna, fluindo com o eluente. As moléculas
com tamanho intermediario migram com velocidades entre estes dois extremos, sendo que
possuem penetragéo seletiva nos poros, entrando em alguns, mas ndo em todos, e saindo da

coluna em ordem relacionada com seus tamanhos efetivos (Santos, 1996).

2.4. Zeblitas
2.4.1. Defini¢io

Conforme definicdo de Flaningen (1991) zedlitas sdo soélidos tridimensionais,

microporosos ¢ cristalinos, de natureza inorgénica, contendo aluminio, silicio e oxigénio

28



Capitulo 2: Revisdo Bibliogrdfica

arranjados em uma estrutura altamente regular. Quimicamente, sdo aluminosilicatos
cristalinos com elementos do grupo IA e 1lA, tais como sodio, potassio, magnésio € calcio,

sendo representados pela seguinte férmula empirica:
szn O.Alzos.ySi()z.WHzO

Onde y vania de 2 a 10, n € a valéncia do cation ¢ w representa o contetido de agua

dos poros da zeolita.

As zedlitas apresentam uma combinacio de propriedades que as tornam
interessantes para vérias aplicagdes, diferindo-as de outros materiais inorgénicos
cristalinos: carater microporoso com dimenséo de poro uniforme, seletividade de adsorgdo
pelo tamanho molecular, propriedades de troca idnica, habilidade de desenvolver acidez
interna (0 que a torna interessante para a catdlise de reagGes orginicas), estabilidade

térmica (acima de 500 “C) e facilidade de ser regenerada.

Aplicagbes importantes das zedlitas estdo em processos de secagem, separacio e
purificacéio. S8o excelentes agentes dessecantes, tendo capacidade de adsorver até 25 % de
seu peso em agua, bem como amplamente utilizadas para remover compostos organicos

volateis do ar, separar isdbmeros e misturas de gases.

Como catalisadores, sdo amplamente utilizadas no refino de petrdleo e produgéo de
petroquimicos. Atuam como catalisadores acidos € podem ser usadas como suporte para

metais e reagentes ativos.

Em troca 16nica, sfo utilizadas no tratamento de residuos radioativos (remogio de

radioisétopos do césio e estroncio) e aguas residuais (remogdo de amonia e ions amonio).

Na atualidade o maior mercado € sua utilizacio como agente sequiestrante de ions
calcio ¢ magnésio em formulagdes de detergentes, em substitui¢io aos polifosfatos,

prejudiciais ao meio ambiente.
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. 2.4.2. Histérico

Em 1756, o mineralogista sueco Axel Fredrick Cronstedt descobriu a primeira
zedlita mineral, “stilbite”. Devido aos cristais exibirem entumescimento quando aquecidos,
Cronstedt denominou o mineral como “zeélita”, das palavras gregas “zeo” e “lithos”, que

significam “ferver” e “pedra”.

As primeiras estruturas de zeolitas foram determinadas em 1930 por Taylor e
Pauling. Em 1932, McBain estabeleceu o termo “peneira molecular” para definir materiais

solidos porosos que atuam como peneiras em escala molecular.

Ainda na década de 30 e década de 40, Barrer desenvolveu um trabalho pioneiro
sobre adsor¢do ¢ sintese de zeolitas, tendo em 1948 sintetizado a primeira zedlita, andloga

a zeolita mineral Modemite.

Entre 1949 e 1954, baseado no trabalho de Barrer, R. M. Milton ¢ D. W. Breck
desenvolveram as zedlitas A, X ¢ Y. Em 1954, a Union Carbide Corporation iniciou a
comercializago de zedlitas sintéticas como uma nova classe de materiais para separagio e

purificagio.

Nas décadas seguintes até a atualidade as aplicagbes industriais das zedlitas foram
ampliadas (catalisadores, detergentes) ¢ novos produtos, como as zeolitas beta e ZSM-3,
foram desenvolvidos, bem como vem sendo amplamente investigada a modificaggio

quimica das zeolitas.

2.4.3. Aspectos Estruturais

De acordo com Flaningen (1991) do ponto de vista estrutural as zedlitas sdo
polimeros inorgénicos, cristalinos e complexos tendo como base estruturas de tetraedros,
em geral de AlOs e SiO,, interligados por ions oxigénio. Estes tetraedros podem ser
genericamente denominados TO,, onde T pode ser Si, Al, P, Ga, B e Be, sendo

esquematicamente representados na figura 2.6.
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Figura 2.6: Tetraedros de AlQy4 e SiOy (unidades de construgio primédria).

O tetraedro de SiO,4 ¢ neutro (Si*'/40"), mas o tetraedro de AlQ, resulta em uma

carga negativa (AI7/40"), que € balanceada por citions presentes durante a sintese.

A formula estrutural de uma zedlita ¢ dada pela célula unitéria cristalografica,
estrutura basica do cristal, representada por:

My[(A104)(8i0y),].wH,0

Onde n € a valéncia do cation, w € o nimero de moléculas de agua por célula
unitaria ¢ X e y sdo o nimero de tetraedros por célula unitaria, sendo y/x geralmente

variandode 1 a 5.

As unidades de construgfo primarias, tetraedros de AlO, e SiQO;, sdo arranjadas em
unidades de construgo secundérias, formando anéis e cavidades, como ilustrado na figura
2.7. A estrutura contém canais (até 50 % do volume total do cristal) que s@o ocupados por
cations e dgua. Os cations sdio méveis e podem ser trocados por outros cétions, e a dgua

pode ser removida reversivelmente por calor.
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Figura 2.7: Unidades de construcfio primérias combinadas para formar as SBU’s,

unidades de construcio secundarias.

As unidades de construcio secundarias (SBU’s) apresentam formas diversas como
cubos, prismas hexagonais e octaedros, mostrados na figura 2.8. A estrutura final consiste

de um arranjo de unidades secunddrias, sendo conhecidas mais de 50 estruturas, que
exibem poros de didmetro de 3 a 8 ng ¢ volume de poro de 0,10 a 0,35 cm’/g. Incluem
zeolitas de pequeno didmetro de poro (3,5 — 4.5 E\), denominadas 8-Ring (anel de 8
tetraedros), como a zedlita A, zeblitas de didmetro de poro mediano 4,5 - 6,0 .X), 10—
Ring, como a zedlita ZSM-5, e zedlitas com didmetro de poro grande (6,0 — 8.0 12». ), 12—

Ring, como as zedlitas X e Y.

As zeolitas de baixa razio Si/Al, representadas pelas zedlitas A e X, sio aluminio-
saturadas, t€m a maior concentracio de cdtions e Gtimas propriedades de adsorgfio, em

termos de capacidade, didmetro de poro e sistema de canais tridimensional.
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Figura 2.8: Classificacfio das unidades de construco secunddrias (SBU’s). (a) SBU’s.
(b) Alguns poliedros da estrutura zeolitica. Fonte: Breck (1974).

As zedlitas com raziio Si/Al intermediéria (Si/Al de 2 a 5) sio as zedlitas naturais

erionite, chabazite, clinoptilolite e mordenite, e sintéticas Y, mordenite, omegaeL.

As zeolitas com razdo Si/Al elevada (Si/Al de 10 a 100) sdio preparadas por
modificagio das zeblitas hidrofilicas (dealuminagdo). Outras sio diretamente sintetizadas,
como ZSM-5, -11, -12, -21 e -34, beta, NU-1 e FU-1. Caracterizam-se por’ apresentar
elevada hidrofobicidade.
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2.4.4. Zedlitas XeY

As zedlitas X ¢ Y e faujasitas tém estruturas de aluminosilicatos similares. As

cclulas unitarias das zedlitas X e Y sdo ciibicas com uma dimensio de aproximadamente

25 f& . contendo 192 tetraedros de silicio ¢ aluminio, formando o maior volume de poro
entre as zedlitas (cerca de 50 % do volume do cristal hidratado). Esta célula unitaria é
caracterizada por 8 octaedros truncados (sodalita ou cavidade B, B-cage) conectados por
meio de 16 prismas hexagonais (double 6-ring, D6R) pela unifo das faces hexagonais

destes octaedros. Lembra a estrutura do diamante (figura 2.9), formando uma grande

0
cavidade com aproximadamente 13,7 A de didmetro livre (super-cavidade ou cavidade o,
o-cage) (Breck, 1974).

A composi¢do quimica estd relacionada ao método de sintese, distinguindo-se pela
composicdo, estrutura, propriedades quimicas ¢ fisicas. Para as zedlitas X e Y, diferencas
sdo observadas quanto a composicio e distribuigdo do cation, relagio Si/Al e ordenacdo de

Si e Al nos tetraedros.

O namero de ions aluminio na célula unitaria da zedlita X varia de 96 a 77 € na
zedlita Y de 76 a 48, resultando em uma relagdo Si/Al para a zedlita X de 1a 1.5e paraa
zeolita Yde 1,5a 3.

A zeolita X contém cerca de 86 cations por célula unitria, enquanto a zedlita Y
apresenta 56 cations, os quais ocupam seis diferentes sitios na zedlita hidratada, com uma
distribui¢o caracteristica. O acesso a estes sitios varia conforme a natureza do cation,

Consequentemente, a seletividade varia com o grau de troca idnica.
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Figura 2.9: Estrutura das zedlitas X e Y.

2.5. Separacfio de Acucares por Adsorcio
2.5.1. Teoria da Adsercio
2.5,1.1. Isotermas de Adsorcao

Brocklebank (1990) afirma que, nos processos de adsorgio, a taxa que o soluto liga-
se a superficie solida deve exceder a taxa na qual o soluto deixa a superficie. Pode-se
assurir que essas taxas sdo dependentes da concentragdo do soluto na solugdo € na

superficie do sélido, e curvas experimentais para determinar as constantes dessas rela¢Ges
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sd0 essencials para predizer o comportamento da adsorcdio. Tais curvas sdo denominadas
isotermas de adsorgfo. A abscissa d4 a concentra¢do do soluto na solugfio, usualmente em
unidade de massa de soluto por volume de solugo. A ordenada d4 a concentragdio de soluto
na superficie do adsorvente, geralmente expressa como massa de adsorbato por volume de
fase s6lida do adsorvente. Uma isoterma concava em relagdio a abscissa é favoravel, e forte
adsor¢io ocorre mesmo em solugdes diluidas. Uma isoterma cbncava em relagiio a

ordenada é descrita como nio-favoravel.

Gosling et al. (1989) comentam que as equages mais usadas para descrever

fendmenos de adsorcio sdo as de Langmuir e de Freundlich.
A isoterma linear ¢ dada por:
q*=Kc* (2.1)

A isoterma de Freundlich descreve a adsor¢io de uma grande variedade de
antibiticos, esterdides e horménios, no entanto sé é valida para solugdes diluidas e nfo
prediz a linearidade quando a concentragdo tende a zero. Devido a sua simplicidade, é
umas das equagdes mais usadas para cormrelagfo de dados de adsorgdio. A equacio (2.2)

descreve esta 1soterma.
q* = K.f c*nf (2.2)
Na equagio 2.2 K¢ € a constante da isoterma de Freundlich e nf é o indice.

Gosling et al. (1989) mencionam que a isoterma de Langmuir foi inicialmente
proposta para descrever a adsorgdo de gases sobre superficies, mas pode ser aproximada
para muitos sistemas, sendo bastante usada para descrever adsorgdo por afinidade. Esta
isoterma conmsidera um nimero finito de sitios ativos na superficie do sélido e a
inexisténcia de interagdes soluto-soluto, resultando em uma monocamada de material

adsorvido.

Vermeulen et al. (1963), citados por Gosling et al. (1989), comentam que a equagdo

de Langmuir € uma descri¢@o valida para troca idnica de ions monovalentes.
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Segundo Atkins (1986) o modelo de Langmuir considera que a habilidade das
particulas em ligar-se aos sitios da superficie independe do fato de sitios proximos estarem

ou ndo ocupados.

A isoterma de Langmuir é expressa pela equagdo (2.3):

& _ qu*
Ka+c*

(2.3)

Na equagdio 2.3 g, € a capacidade maxima de adsorcio ¢ Ky a constante de

equilibrio.

2.5.1.2. Operacao em Leito Fixo

Yang & Tsao (1982), citados por Kalil (2000), apresentam as trés categorias em que

a cromatografia € subdividida de acordo com a técnica usada no processo.

No desenvolvimento de eluicfio, ou resposta a pulsos cromatograficos, uma
pequena quantidade da amostra ¢ alimentada na coluna. O eluente, que nfo tem afinidade
com o adsorvente, ¢ introduzido. A separagfo € atingida em forma de bandas. Esta técnica
¢ mais comumente utilizada para proposta analitica. No entanto, a técnica tem sido
utilizada tanto no estudo de varidveis que influenciam o processo de separacdo (Cheng &
Lee, 1992), como também na determinagio de dados de equilibrio (Cremasco et al., 2000)
¢ pardmetros de transporte (Ching & Ruthven, 1988; Cremasco et al., 2000).

Na andlise frontal, a amostra € continuamente alimentada, obtendo-se as curvas de
ruptura. Neste experimento, ¢ admitido que o soluto ¢ aplicado & coluna com concentragéo
constante, € o leito estd sem material adsorvido. A concentragdo na saida da coluna é
medida em fun¢do do tempo. Esta concentragfo ¢ inicialmente zero, € permanece pequena
por certo tempo, pois a maior parte do soluto ¢ adsorvida. Em seguida, aumenta
abruptamente, eventualmente atingindo a concentragio de alimentagfo. Quando este

aumento brusco ocorre, ou ruptura, o fluxo ¢ interrompido. O material adsorvido é entio
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eluido, por lavagem do leito com dgua a um determinado pH ou com um solvente

especifico.

No desenvolvimento de deslocamento, como na elui¢do, uma pequena amostra &
alimentada na coluna e a eluigdo se inicia, mas o eluente tem maior afinidade pelo
adsorvente do que pela amostra. Componentes concentrados podem ser obtidos a partir de

misturas diluidas.

2.5.2. Mecanismos Envolvidos na Adsorc¢do de Acilicares por Zedlitas
2.5.2.1. Zedlitas como Peneiras Moleculares

As zedlitas apresentam uma 4rea superficial interna muito elevada para adsorgio,
devido aos canais ou poros distribuidos uniformemente no volume do cristal, de tal forma

que a superficie externa contribui muito pouco para o processo de adsorgio.

O efeito de peneira molecular é causado pelas diferengas de dimenséo e forma entre
os poros dos cristais e as moléculas a serem adsorvidas, conferindo seletividade, ou sgja,
adsorcdo ou exclusio para distintas moléculas. Este efeito pode ser total ou parcial. Se
total, a difusfo de uma espécie para o interior da particula é impedida, enquanto que a
difusdo de uma segunda espécie ocorre; se parcial, ambos componentes da mistura

difundem-se no interior da particula, mas a diferentes taxas.

De acordo com Buttersack et al. (1993) o volume aparente de uma molécula de
sacarose dissolvida em dgua é de 0,353 nm’. Considerando geometria esférica, este volume
corresponde a um didmetro de 0,88 nm. A zedlita Y tem um didmetro de poro de 0,81 nm,

nfo podendo haver difusfo da sacarose para o interior da particula.

2.5.2.2. Interacoes entre Cations e Aclicares

De acordo com Carta et al. (1992) a forga de interagdo entre cations e aguicares

depende da conformagdo do aglcar. A proporgio dos tautdmeros no equilibrio é diferente
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para diferentes agicares, sendo influenciada pela temperatura. A glicose somente sofre
mutarrotagio lentamente, entre as formas a-piranosidica ¢ B-piranosidica, com a relagio de
equilibrio destas duas formas independente da temperatura. A frutose sofre uma rapida
interconversdo piranose-furanose, com a mistura no equilibrio contendo principalmente B-

frutopiranose e P-frutofuranocse, em wma propor¢do que decresce com a temperatura.

Conforme Goulding (1975) a interagfo entre aglcares piranosidicos e ions calcio,
presente em uma resina de troca idnica, depende da formacgfio de um complexo bidentado
com a seqii€ncia axial-equatorial do grupo hidroxila. B-D-frutopiranose tem duas destas
sequéncias, enquanto que B-D-glucopiranose tem uma e o-D-glucopiranose ndo
apresentam esta seqgi€éncia. As formas furanosidicas também podem formar fracos
complexos com célcio. Como resultado, a frutose ¢ mais fortemente adsorvida que a
glicose. O coeficiente de partigio para glicose varia pouco com a temperatura, enquanto
que para frutose esta variag@io € mais acentuada, pela conversio da forma piranosidica em

furanosidica com o aumento da temperatura.

Symons et al. (1984) comentam que em todos os casos duas hidroxilas estdio
envolvidas, a forma mais comum envolvendo grupos OH adjacentes nos anéis
piranosidicos, um axial e um equatorial, resultando em complexacdo fraca. Em certos
casos, dois grupos cis axiais separados por um grupo -CH(OH)- resultam em complexos
comparavels. Para piranoses, forte complexacfio ocorre, havendo um arranjo axial-
equatorial-axial de trés grupos OH adjacentes, com as duas hidroxilas axiais sendo cis uma

em relagdo a outra. Para furanoses, um arranjo cis-cis-cis é necessario.

Schollner et al. (1993) examinaram por experimentos de adsorgfo em fase liquida
as interagdes de cations em zedlitas X ¢ Y com diferentes graus de troca idnica, com 0s
monossacarideos D-frutose, D-glicose ¢ D-(-)-arabinose. Com investigagdes por raio X,
mostraram fons calcio coordenados com duas moléculas de agua posicionadas nas
cavidades o e 8. Para compensagio eletrostatica, cada ion Ca”* necessita dois tetraedros de
AlOs no anel de seis membros. Portanto o ion célcio torna-se mais mével com o

incremento da razdo SVAl, devido a interagio mais fraca com a estrutura zeolitica, levando
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a melhor hidratagdo dos cations com moléculas de 4gua. A coordenacio de um cation Ca®*
em um anel de seis membros com no minimo trés moléculas de 4gua € necessaria para a
formagdo de complexos com monossacarideos. Uma mudanga de posicio dos ions calcio
permite uma interacio mais forte para as moléculas de frutose devido a troca de trés

atomos de oxigénio do monossacarideo por trés moléculas de agua.

Fortes interagles foram observadas para frutose com zedlita KY e 83CaNaY, para
D-arabinose com zeolita KX ¢ 83CaNaY e para D-glicose com zedlita KX. Comparando
diferentes cations da zeblita Y com razdo Si/Al = 2,55 (64LaNa¥, 64SrNaY, 64CaNaY,
77BaNaY e 59KNaY) a seguinte seqiéncia de aumento da interaciio com D-frutose foi
observada: Na” < La’* <K' < Ba™ < §r*" < Ca®*. Também foi observado para frutose que,

quanto maior o grau de troca por ions Ca’” na zedlita Y, maior a adsorgdo de frutose.

Segundo os autores, o tridngulo O(4), O(5) e O (acetal) do isdmero B-p-*Cs (78 %
em solugdo aquosa) € o responséavel pela forte interagio observada entre D-frutose ¢ fons
Ca**. Ja o tridngulo O(2), O(3) e O (acetal) do isdmero B-furanosidico da D-frutose (18 %)

forma complexo com ions K™ na posicio SII da ze6lita KY.

Enquanto fons Ca’*nfio apresentam interagdes fortes com D-glicose, ions K™ na
posi¢do SII em zeolitas KX formam complexos de adsorg@o com o tridngulo O(1), O(2) e O
(acetal) do isdmero a-p-'Cy, € com o tridngulo O(2), O(4) e O(acetal) dos isémeros B-p-'C,
e a-p-'Cs.

2.5.3. Separacio de Aciicares

Hastumoto et al. (1983) desenvolveram um processo para produgdo de xaropes de
alto teor de frutose (superior a 50 %), combinando adsor¢io da frutose e reagio com
glicose-isomerase. A alimentagdo consistia de uma mistura equimolecular de glicose e
frutose em tampo Tris-HC! (pH 8.0) contendo 10 mol/m’ de sulfato de magnésio. O
sistema utilizado era dividido em trés zonas. Na zona I, oito colunas de adsorgio ¢ sete de

reacdo foram alternadamente arranjadas. As zonas II e III consistiam somente de colunas de
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adsorgdo. A mistura de glicose e frutose foi introduzida na dltima coluna de adsorgiio da
zona 1, sendo a frutose adsorvida, bem como pequenas quantidades de glicose. A solugdo
resultante passava através da coluna de reagfo, que continha glicose-isomerase
imobilizada, havendo formagiio de frutose, adsorvida na coluna seguinte, € assim
sucessivamente. O liquido que saja da zona I tinha baixa concentra¢do de glicose e frutose,
sendo usado como eluente. A frutose adsorvida na zona I era entfio carregada para as zonas
1I e I, por movimento das particulas do adsorvente, possivel devido & rotagfo intermitente
das colunas de adsor¢do. Na zona II ocorria dessorgo da glicose parcialmente adsorvida e

na zona HI dessor¢do da frutose. A resina, regenerada, podia ser reciclada para a zona L.

Ching et al. (1987) citam a resina Duolite (forma calcica) como adsorvente seletivo
para frutose, apresentando, em baixas concentragdes, isoterma de equilibrio linear. Como

alternativa, os autores citam a zedlita CaY, utilizada no processo UOP Sorex.

Ghim & Chang (1982) comentam que a frutose tem mais afinidade com resinas
catidnicas, ¢ a glicose tem mais afinidade com resinas anidnicas. Com a resina Dowex
50W-X8, forma célcica, foi obtido um coeficiente de parti¢o de 0,3 para glicose e 0,80
para frutose.

Barker & Ganetsos (1985) estudaram a separagfio de glicose e frutose proveniente
de um =xarope de cevada, utilizando um sistema cromatografico semi-continuo,
investigando o efeito dos pardmetros operacionais sobre a separagdo. O equipamento
consistia de 12 colunas interconectadas, cada uma com 75 cm de comprimento ¢ 5,4 cm de
didmetro interno, dispondo de um conjunto de vilvulas cujo acionamento simulava o
movimento contra-corrente de liquido e particulas. As colunas eram empacotadas com a
resina Korela VO7C (forma calcica), com didmetro de particula de 150-300 um. Glicose,
maltose ¢ oligossacarideos, fracamente adsorvidos, foram eluidos por dgua deionizada. A
frutose foi preferencialmente adsorvida. Os coeficientes de parti¢io médios para glicose e
frutose foram, respectivamente, 0,215 e 0,472. Foi obtido, para 32,1 Kg de aglicar por m’
de resina por hora, um produto rico em frutose com 95 % de pureza e 11,3 % p/v, enquanto
que o produto rico em glicose continha apenas 4,5 % de frutose para uma concentragio de
22,56 % .
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De acordo com Ho et al. (1987) a separagfio da glicose e frutose para obtengdo de
xaropes de alto teor de frutose pode ser conseguida com a adsor¢io contra-corrente
simulada, usando como adsorvente resina troca-ction na forma calcica (Mitsubishi and
Iillinois Water Treatment Processes) ou com zedlita CaY (Processo UOP). Ambos
adsorventes s3o seletivos para frutose. Para comparar as propriedades destes adsorventes,
foram realizados uma série de experimentos de adsor¢do em coluna com duas resinas
diferentes (Zerolit 225 SRC 14 e Duolite C-204, forma célcica) e com as zedlitas CayY
(SVAl = 2,2) e CaX (8i/Al = 1,3). Para reduzir a viscosidade ¢ a queda de press3o a niveis
aceitaveis quando operando em altas concentracdes, foi necessiria a utilizagiio de
temperaturas na faixa de 55-60 °C. Com temperaturas superiores a 65 °C ocorreu
carbonizagio, que reduziu a qualidade do produto. Para a resina Zerolit, houve seletividade
um pouco maior, mas a capacidade foi menor. O adsorvente com melhor separagio nio foi
necessariamente o adsorvente com maior afinidade pela frutose, O adsorvente CaX nio
mostrou seletividade para frutose, mas todos os outros adsorventes (Zerolit, Dowex,
Amberlite, Duolite , CaY) mostraram adsorgfio preferencial da frutose. A capacidade e
seletividade da zedlita CaY foi similar as obtidas com a resina Duolite Ca®*. Foi observado
para todos os adsorventes que o coeficiente de particio da glicose foi independente da
temperatura, o que significa que a glicose néo foi realmente adsorvida, mas apenas ocupava
0s poros em direta proporgéo a sua concentragdo no fluido. Para a zedlita CaY, as relagdes
de equilibrio permaneceram essencialmente lineares, apresentando pequenos desvios da

linearidade para concentragdes acima de 25 g/L.

Barker & Abusabah (1985) utilizaram um cromatdgrafo contra-corrente semi-
continuo com Zerolit 225 na forma Ca®* com o objetivo de separar glicose e frutose a partir
de uma mistura sintética ¢ de um produto da inversio da sacarose. O equipamento era
constituido por vinte colunas de 750 mm de comprimento e 254 mm de didmetro. A
temperatura foi de 45 °C, a concentragio de 50 %, a alimentagiio foi de 2 cm’/min e a
vazio de eluente foi de 6 cm’/min. Observou-se que a pureza dos produtos decresceu de
acordo com a sua origem (purezas de 89 % e 73% para, respectivamente, mistura sintética
¢ hidrolisado). Como o pH do hidrolisado era de 2,9 € o da mistura sintética era de 6.8, a

hipotese do pH ser responsavel pelas diferencas foi sugerida. Testes foram realizados com
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o hidrolisado com pH ajustado em 6,8 ¢ mistura sintética com pH ajustado em 3, mas néo

houve qualquer efeito na separag@o obtida.

Ching & Ruthven (1988) estudaram a adsorgdio e difusdo de glicose e frutose em
zeolitas NaX e KX. Um pequeno pulso contendo a solugfio de monossacarideo foi injetado
em uma coluna de 1,6 cm de didmetro ¢ 14,2 cm de comprimento contendo a zeolita (50
um). O perfil de eluigdo na saida da coluna foi obtido com um detector de indice de
refragio, determinando-se o primeiro ¢ segundo momentos das curvas para diferentes
velocidades superficiais. Para a zedlita NaX, a adsor¢do foi favorecida em temperaturas
mais elevadas, mas com a zeolita KX o equilibrio foi independente da temperatura. Com
este meétodo foi possivel obter os valores de K para a glicose e frutose. Para a zedlita KX
foram obtidos, respectivamente, os valores de 0,51 e 0,046 a 58 °C. Nestas condigdes, as

difusividades intracristalinas foram de 1,8 x10° cm*s e 1,3 x10”° cm¥s.

Zafar & Barker (1988) descrevem um reator cromatografico para sintese de
dextrana e separagio de frutose. O equipamento consistia de uma coluna encamisada para
manutengdo da temperatura em 25 °C. Como fase estaciondria utilizou-se Lewalit TSW,
forma calcica. O eluente utilizado foi uma solugfio contendo dextrana-sacarase a pH 5,2,
alimentado por uma bomba peristaltica. A solugio de sacarose foi injetada como um pulso,
e 0s produtos detectados por um refratémetro diferencial, sendo a anilise quantitativa das

amostras realizadas por HPLC.

Hashimoto et al. (1988) utilizaram um leito moével simulado de doze colunas
contendo Amberlite HFS-471X (forma sodica) a 25 °C para separar a-ciclodextrina e
glicose. O fluxo do adsorvente foi simulado mudando-se periodicamente os pontos de
alimentaco e retirada do liquido ao longo do escoamento dessa comente. A a-
ciclodextrina foi fracamente adsorvida comparando-se a glicose, e acima de oito colunas
ndo foi observado diferencas significantes na recuperacio e concentragio de o-

ciclodextrina na corrente de refinado.

Lukac & Perina (1991), ao proporem um modelo dindmico para a separacio

cromatogréfica de glicose e frutose, estudaram o equilibrio da adsorgo de glicose e frutose
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em Zerolit SRC-14, forma calcica, observando que o processo dependia da temperatura,

ndo havendo uma relagfio linear.

Saska et al. (1991) fizeram testes em um leito movel simulado piloto de oito
colunas (210 cm x 6 cm). Os testes de pulso foram feitos com as colunas contendo a resina
Dowex Monosphere 99 CA (0,32 mm de didmetro, 6% reticulada) a 70 °C. A alimentacio
consistiu de 300 gramas de solugdes de frutose e glicose de varias composigdes, tendo
como eluente agua deionizada (120-160 mL/min). Foi obtida uma relacdo Ke/Kg de 1,92,

superior as resinas Duolite.

Barker & Joshi (1991) estudaram a recuperagio da frutose a partir de agiicar
invertido obtido de melago de beterraba agucareira utilizando um cromatografo semi-
continuo. O equipamento conmsistia de dez colunas de ago inoxidavel (75 cm de
comprimento ¢ 10,8 cm de didmetro) empacotadas com resina Zerolit SRC 14 (forma
calcica), de 150 — 300 um de didmetro. A temperatura foi de 60 °C. O movimento contra-
corrente das fases solida e liquida foi simulado pelo acionamento segiiencial de um
conjunto de valvulas. Foi observado que os produtos obtidos, ricos em glicose e em frutose,
atingiam um maximo e apos decresciam rapidamente, devido ao fato do melaco conter 5,8
% de potassio € 1,7 % de sédio, expresso como % p/p em base seca. Os ions deslocavam o
calcio da resina, reduzindo sua capacidade. O problema foi resolvido por duas técnicas:
regeneracdo continua da resina, por adicio de sulfato de calcio no eluente e na
alimentag8o, com a inconveniéncia de contaminar os produtos com calcio, a ser removido
em etapas posteriores; e regeneracio semi-continua da resina pela adigfio de célcio a coluna

de purga, apos a remog¢do dos produtos.

Barker et al. (1992) estudaram a simultinea reacfio enzimatica de formacéo da
dextrana e separagdo de frutose no mesmo sistema cromatografico continuo, A enzima
dextrana-sacarase foi adicionada ao eluente (solug@o de sacarose). As condigdes
operacionais foram 25 °C e pH 52. As colunas (75 cm x 5.4 ¢m) foram empacotadas com
resina Purolite PCR 563 (forma calcica) com didmetro de particula médio de 450 um. Foi

obtido, com 50 DSU/cm®, 100 % de conversdo da sacarose, 100 % de pureza para dextrana
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e 97 % de pureza para frutose no ciclo 7 de operagfo. Verificou-se que a impureza presente
no produto rico em frutose era dextrana associada a solugfio enzimatica injetada no
sistema. Cerca de 60 % da dextrana produzida apresentou peso molecular superior a
200000 Da, o que representa 80 % a mais que o obtido em processos convencionais, para
uma concentracdo de sacarose de 20 % p/v. Com ¢ decorrer da operagio foi observada
perda de fons Ca’" pela resina devido & presenga de fons na solugio enzimatica (Na*, K,
adsorvidos preferencialmente. Também foi observado, apds 50 horas de operagdo, a

formagdo de levana e glicose, devido ao acimulo de impurezas da enzima na resina.

Cheng & Lee (1992) estudaram os fatores que influenciavam a separagdo de glicose
¢ frutose, utilizando uma coluna de leito fixo contendo zedlita Y. O critério de
quantificacdo da efetividade da separagfo foi a eficiéncia de separacio, que considera a
distincia meédia dos picos de eluigBio das espécies, como também a distribuicdo de cada
pico. Quanto maior o fator ES, menor a sobreposi¢iio dos picos e melhor a separagio em
geral. Fol observado que o tamanho de particula mais adequado foi 20-40 mesh (média de
5,92 x 10™ m) ou menor, tendo como eluente dgua deionizada, observando que o efeito
combinado de menor atra¢io e tamanho compacto da molécula de glicose facilitou sua
eluigdo na coluna. Quanto menor a vazio (0,5 ou 1 cm®/min), melhor a separacdo, pois

teve-se maior tempo para a frutose penetrar na estrutura porosa do adsorvente.

Quanto & temperatura, os melhores resultados foram obtidos a 40 °C. A 60 °C foi
observado escurecimento, implicando em menor eficiéncia de separagio devido a
mudangas na estrutura da glicose ¢ frutose. Quanto 3 elui¢fio, também foi testado como

eluente etanol a 95 %, mas os resultados ndo foram satisfatérios.

Em relacdo ao cétion utilizado, a melhor separagdo foi obtida com zeélita Bay,

sendo que, em ordem de eficiéncia de separaciio, teve-se: Ba”* > Ca®* >K* > Na*.

Kishihara et al. (1992) estudaram a separagdo continua de sacarose, glicose e
frutose em um leito movel simulado. A alimentagio foi uma solucdio contendo 15 % de
sacarose, 15 % de glicose e 15 % de frutose, o adsorvente foi a resina Diaion UBK 530

forma sodica (100 mesh), a temperatura foi de 50 °C e como eluente foi utilizada agua
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deionizada. Foram obtidos, como produtos, sacarose com 76 % de pureza, glicose com 67
% de pureza e frutose com 71 % de pureza. Os coeficientes de particfio, obtidos em curvas

de eluic@o preliminares, foram 0,1 para sacarose, para glicose 0,17 ¢ para frutose foi 0,32.

Saska et al. (1992) apresentam resultados referentes as propriedades adsorventes da
resina Dowex Monosphere 99 CA (forma calcica) para glicose e frutose em altas
concentragdes. Observaram a ndo-linearidade das isotermas, explicada pelo acesso limitado
das moléculas dos agucares a superficie interna da resina, j4 que uma grande frago dos
poros da resina apresentava um didmetro igual ao das moléculas de ac¢iicares hidratadas. A
penetrago nos microporos envolve difusio das moléculas do agiicar, sendo que o grau de
hidratagio ¢ o didmetro da molécula de agucar hidratado sio menores em alias
concentragdes. A relagfo entre os coeficientes de parti¢do de frutose e glicose a 70 °C foi

de 1,92, superior ac obtidos para a resina Duolite na mesma temperatura.

Viard & Lameloise (1992) obtiveram isotermas de equilibrio para glicose e frutose
pela técnica de andlise frontal para resinas Duolite ¢ Dowex. Foi observado um
comportamento linear para a adsor¢io. Os dados de equilibrio foram independentes do
tamanho de particula. A adsorcio de glicose ndo foi influenciada pela temperatura,
provavelmente por esta ndo ser de fato adsorvida e sim somente penetrar nos poros. A
retenc@o de frutose na coluna foi menor para temperaturas mais elevadas (60 °C). Os
melhores resultados foram obtidos com a resina Dowex C326 na temperatura de 30 °C,
com coeficientes de parti¢do para glicose e frutose de, respectivamente, 0,42 e 0,72. Curvas
cineticas de adsorg@o também foram obtidas em reator de mistura nas temperaturas de 30 e
60 °C, e concentragdes iniciais de 100 e 250 &L, verificando-se pequena diferenca entre as
concentragbes 1inicial e final, o que dificultou a determinagio experimental das
difusividades efetivas. Quanto a difusividade efetiva, a concentragio dos agicares nfio teve
influéneia sobre este parametro. A influéncia da temperatura foi menos marcante para a
glicose, especialmente com a resina Duolite C204/2115. Para as outras resinas, maiores
difusividades foram obtidas a 60 °C. Os dois solutos apresentaram difusividades da mesma
ordem de grandeza, sendo que a glicose difundiu-se um pouco mais répida que a frutose.

Com a resina Dowex C326 a 30 °C os valores de difusividade efetiva para glicose e frutose
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foram de, respectivamente, 0,55 x1 0 m¥se 043 x107% m%s.

Ajongwen et al. (1993) observaram que a remogfo de frutose por resinas e reagéo
enzimatica simultineos, para 20 % p/v de sacarose na alimentagfio, 77 % da dextrana
produzida teve um peso molecular superior a 160000 Da, enquanto que num processo

convencional 43,7 % ficou em torno de 157000 Da.

Buttersack et al. (1993) estudaram a adsor¢dio de sacarideos em zeolita Y
dealuminada (SiVAl > 100), cujo principio envolve o aumento da hidrofobicidade causado
pela redugdo dos sitios idnicos € o carater hidrofobico parcial das moléculas de agticares.
Os experimentos foram realizados em reator de mistura, contendo 1 g de zeélita e 3 mL de
solugio do agticar em estudo (5-200 g/L), mantendo-se sob agitagio por 20 horas a 25 °C.
Foi observado que com a zeodlita dealuminada o coeficiente de parti¢gio para frutose
aumentou, comparado com a zeolita CaY de razdo Si/Al = 2,5, mas ndo observou-se
seletividade para frutose, sendo sacarose, leucrose e outros dissacarideos adsorvidos

preferencialmente.

Na inversdo da sacarose usando a enzima invertase, para produgdo de glicose e
frutose, Sarmidi & Barker (1993) utilizaram um cromatoégrafo rotatério anular continuo
para a reacgéo bioquimica e separacdo simuitineas. Este equipamento consistia de dois
cilindros concéntricos com 29,7 cm de didmetro externo, 1,2 cm de largura, com volume
anular de 14,5 dm’. A resina utilizada foi Dowex 50 W-X4, com didmetro de particula de
150 um. O substrato, solugfo aquosa de sacarose, foi introduzido continuamente num
ponto fixo acima do leito da resina, sendo eluido através da coluna com agua deionizada e
deaerada, contendo a enzima Os resultados obtidos foram expressos em termos de
percentual de conversdo de sacarose e resolugdo entre os componentes (Rg.r). A sacarose
ndo convertida foi eluida primeiro, seguida pela glicose e frutose, esta (ltima mais
fortemente retida. A melhor separagdo foi obtida com vazdes de eluente mais elevadas (10
dm’/h), com 100 % de conversdo de sacarose € Rgs = 0,76. Para este resultado foi utilizada
concentragio de sacarose na alimentagdo de 25 % p/v, vazdo de 230 cm’/h, atividade

enzimatica de 75 Ulem® e rotagdo da coluna de 240 %h.
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Takahashi & Goto (1994) utilizaram um cromatégrafo rotatério anular continuo
para separar frutooligossacarideos, removendo monossacarideos e dissacarideos para obter
um adogante com barxo valor calérico. A resina utilizada foi Dowex 50W-X4 na forma
sodica, com didmetro de particula médio de 0,061 mm , na temperatura de 333 K. Foram
obtidas curvas de elui¢io em colunas convencionais (9 mm de didmetro interno, 450 mm
de comprimento e porosidade do leito de 0,381). O oligossacarideo GF4 foi eluido
primeiramente, seguido de nistose, 1-kestose, sacarose, glicose e frutose. Os parimetros
coeficiente de tranferéncia de massa, difusividade efetiva e ntimero de Peclet foram
determinados, sendo que seus valores aumentaram com o aumento do peso molecular dos
agucares. No cromatografo anular foram obtidos oligossacarideos com pureza de 94 %,

mas dissacarideos ndo foram separados.

Wolfgang et al. (1997) estudaram a separagfio de uma mistura sintética contendo
frutose, manitol e sorbitol usando a resina Dowex 50W-X8 (38-45 um). Experimentos em
coluna (40 X 1,6 cm) permitiram calcular o coeficiente de particio € o coeficiente de
transferéncia de massa. Os coeficientes de parti¢do foram 0,6 para frutose, 0,93 para

manitol e 1,5 para sorbitol.

Matijasevic et al. (1997) estudaram a separagio de glicose e frutose pela andlise dos
perfis de eluigio de uma coluna contendo a resina Lewatit MDS 1368 apés um pulso.
Foram utilizadas colunas de 2,5 cm de difmetro e com comprimento de 25 e 50 cm, sendo
alimentadas com diferentes vazdes do eluente (dgua deionizada). A temperatura foi
mantida em 40 °C. Foi observado que a eficiéncia da coluna de 25 cm decresceu para
concentragdes mais altas (de 10 até 40 %), mantendo-se aproximadamente a mesma para a

coluna de 50 cm.

Navarro et al. (1997) utilizaram oito colunas de vidro encamisadas (150 ¢m x 6,1
c¢m), empacotadas com resina Duolite na forma Ca** e a 50 °C. Em medidas por
cromatografia de elui¢fo, obtiveram valores de coeficiente de particdio de 0,85 e 0,52 para,
respectivamente, frutose e glicose, em uma faixa de vaziio de 13,4 a 73,3 mL/min. No
sistema continuo, para uma alimentagio com 390 g/L de cada componente, foram obtidas
purezas de 76 % ¢ 94 %.
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Lin & Lee (1998) estudaram a separacéo de frutooligossacarideos, obtidos pela agio
de P-frutofuranosidase, tendo como adsorvente silica n#o-porosa ativada com grupos
amino. Os experimentos foram realizados em coluna cromatografica de 10 cm,
observando-se baixa capacidade devido & pequena area superficial da fase estaciondria,

mas bom desempenho quanto a separagdo.

Silva et al. (1998) estudaram a adsor¢fo da frutose utilizando zedlitas, verificando o
efeito da troca idnica (Ca™*, Ba®"), raziio Si/Al de zedlitas Y (1,77 e 2,59) e tempo de troca
(5 minutos e 24 horas). Observaram que a zedlita Y,, com maior razio Si/Al, trocada com
Ca® durante 24 horas, apresentou maior capacidade de adsor¢io. A adsor¢do de frutose no
meio contendo dextrana foi cerca de 60 % do valor da capacidade de adsorgéo de frutose
pura em mesma concentragdo. As isotermas de equilibrio obedeceram ao modelo de

Langmuir.

Cavenaght & Maugeri Filho (1998) estudaram a recuperagdo de frutose produzida
na sintese enzimatica “in vitro” de dextrana, utilizando resinas de troca idnica na forma
calcica. O desempenho da coluna foi avaliado pela eficiéncia de separagfio, obtida apos um
pulso cromatografico, e calculada conforme proposto por LU & LEE (1986). Observou-se
aumento da eficiéncia com o aumento da temperatura e diminuicio da vazio. O melhor
resultado foi obtido com a resina Dowex XUS-40285 na temperatura de 60 °C, vaziio de
0,1 ml/min, tendo agua deionizada como ¢luente, em uma coluna com 1 c¢m de didmetro e

32 cm de leito.

Matijasevic & Vasic-Racki (2000) estudaram a separagio de glicose e frutose a 40
%C em um sistema de adsor¢3io em contra-corrente, formado por quatro colunas com 1,5 cm
de didmetro € 25 cm de comprimento, contendo a resina Lewatit MDS 1368. Dados de
equilibrio experimentais foram obtidos pela adsorgdo em banho finito e pelo método de
respostas a pulsos cromatograficos. Foi observado um comportamento linear para as
isotermas de adsorgfio, para uma concentracdo de até 350 g/L dos agucares. Os valores
obtidos para o coeficiente de partigdo K da glicose e frutose foram, respectivamente, 0,236
¢ 0,316 para a determinagfio em banho finito, ¢ 0,186 e 0,323 para o método de respostas a
pulsos cromatograficos.
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Martinelli et al. (2000) estudaram a separacfio de glicose e frutose utilizando
zeolitas. Diferentes formas catidnicas (Na', Ca®™", Ba” e K) de zedlitas do tipo A e X
foram testadas quanto a adsorgdo de frutose, obtendo-se isotermas a 30 °C que se ajustaram
a0 modelo de Langmuir. O melhor resultado foi obtido com a zeolita CaX, com g de
790,73 mg/g ¢ K4 de 464,35 g/L.. Zedlitas A e X na forma Ca®* e Ba®* foram utilizadas na
adsorgio de glicose, sendo que a zeolita CaX apresentou a menor capacidade de adsorgio
de glicose (G, igual a 191,97mg/g), implicando na melhor seletividade. Ensaio em uma
coluna de 53,5 cm de leito e 1,2 cm de didmetro, contendo a zeodlita CaX com tamanho de
particula de 0,25 a 1,00 mm, também foi realizado, utilizando-se na alimentacfio frutose e
glicose na concentragio de 20 g/L., vaziio de 1 mL/min e temperatura ambiente. A coluna
foi alimentada até a saturagiio e apos eluida com agua deionizada. Foram obtidos
coeficientes de partigio para frutose e glicose de, respectivamente, 0,369 e 0,242, Foi
definido como seletividade a relagfo entre os coeficientes de particdio de frutose e glicose,

correspondente a 1,525,

Boon et al. (2000) estudaram a remogio de oligossacarideos por adsorgdo em
carvio ativado durante a reagdo catalisada pela enzima [-galactosidase de Bacillus
circulans. Os experimentos foram conduzidos misturando-se 1,6 g de carvdo ativado com 8
mL de tampdo citrato-fosfato 0,02 M (pH 5,0) contendo um ou wvarios agiicares em
diferentes concentracdes (6 a 108 g/L). A adsor¢do pdde ser descrita por uma isoterma de
Langmuir multicomponente com diferentes constantes de saturagio (qq) para mono, di e
trissacarideos. A afinidade por trissacarideos foi maior do que para mono e dissacarideos.
Curvas de ruptura foram obtidas para mistura contendo lactose (5,9 g/L), galactose (5,8
g/L) e maltotriose (2,9 g/L), utilizando colunas de leito fixo pré-tratadas com tampao
citrato-fosfato 0,02 M (pH 5,0} e lactose (5,9 g/L). Experimentos também foram realizados
removendo continuamente os produtos durante a sintese com a enzima imobilizada,
obtendo-se um rendimento superior de oligossacarideos (0,43 mol/mol) quando comparado

ao sistema de referéncia (0,33 mol/mot).

Beste et al. (2000), no estudo da otimizagdo de um leito mével simulado com a

resina Lewatit MIDS 1368 forma célcica, obtiveram isotermas pela analise frontal, para
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temperaturas de 25 a 80 °C, com concentragdes de até 500 Kg/m® para frutose e 300 Kg/m®
para glicose. Foram propostas isotermas competitivas que mostraram que a adsorgio de
frutose ndo ¢ influenciada pela presenca de glicose, sendo linear. A relagio entre os

coeficientes de particBio diminuiu com o aumento da temperatura.

2.6. Comentirios

Foi observado que a dextrana-sacarase, bem como a sintese de dexiranas e
oligossacarideos, s30 assuntos intensivamente estudados. No que se refere a separagéo de
agucares, diversos trabalhos abordam a separagiio cromatografica de glicose e frutose, mas
principalmente utilizando resinas de troca iénica (em geral na forma Ca’"), sendo que
apenas quatro frabalhos utilizando zedlitas s3o citados. A separagfio de dextranas,
oligossacarideos e frutose, tanto com resinas quanto com zeolitas, € pouco citada, &
excegdo do trabalho inicial de Silva et al. (1998), com zedlitas, ¢ Cavenaghi & Maugeri
Filho (1998) e Barker et al. (1992), com resinas de troca idnica. Notou-se em geral uma
caréncia na disponibilidade de dados de equilibrio e, principalmente, parimetros cinéticos
¢ de transporte. Portanto, trabalhos que envolvam estes temas podem vir a contribuir

bastante no conhecimento dos processos de separagdo envolvendo estes agtcares.
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Capitulo 3:

MATERIAL E METODOS

Neste capitulo, s@o descritos os materiais ¢ métodos utilizados neste trabalho. A fim
de facilitar a compreensdo da seqiéncia de atividades realizadas neste trabalho, apresenta-
se a seguir um fluxograma com as etapas desenvolvidas (figura 3.1). Nos itens seguintes,

tais etapas serdo descritas detalhadamente.
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1® Etapa:
Ensaios preliminares de adsorgdo em zedlitas

e caracterizagiio do adsorvente.

2° Etapa:
Estudo do equifibrio da adsor¢do de frutose e

glicose em banho finito.

3" Etapa:
Estudo preliminar da adsorgdo em leito fixo

(curvas de ruptura e pulsos cromatogrdficos).

l

Caracterizacdo do leito de zedlitas.

5" Etapa:
Estudo da separagdo de misturas sintéticas de

glicose-frutose e dextrana-frutose.

6 Fiapa:

Separagdo dos produtos de reacdo enzimdtica.

l

Determinagdo dos pardmetros de equilibrio e

de transporte para glicose, frutose e dextrana.

—>

v" Teste de zeolitas sintéticas para
selegdo da mais apropriada para o
estudo;

v' Definigéio de metodologias;

v Caracterizagdo da zeolita;

v Obtengdo das isotermas de
adsorgéo de frutose e glicose,
verificando a influéncia do cation
de compensagdo da zedlita;

¥" Proposi¢do de um modelo para
as isotermas;

v" Testes em leito fixo visando a
selecdo do método de trabalho em
coluna e a comprovagio da
eficiéncia da troca ibnica na
adsorgdo seletiva de frutose;

v" Determinagéo da porosidade do
leito,

v Determinagdo do tamanho de
particula;

v" Determinagéo da composi¢io da
zeolita modificada;

v Estudo da influéncia da
temperatura, conceniracgio, volume
injetado, velocidade superficial e
peso molecular de dextrana sobre a
eficiéncia de separago, usando a
analise de sensibilidade;

v Produgdo da enzima e sintese
enzimatica na presenga ¢ auséncia
de aceptores (maltose ¢ glicose);
v' Testes de separagiio com 0s
produtos de sintese enzimatica;

¥ Determinacdo dos coeficientes
de particdo, dispersdo axial e
difusividade efetiva para frutose,
glicose e dextrana em letto fixo,
usando a andlise de respostas a
pulsos cromatograficos;

Figura 3.1: Etapas desenvolvidas na realizaciio do trabalho.
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3.1. Material
3.1.1. Microrganismo

O microrganismo usado para a produgio da enzima dextrana-sacarase foi o
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, fornecido pelo National Center for Agricultural
Utilization Research (Peoria, Illinois, USA).

3.1.2. Zeodlita

Para separagéo da frutose foram testadas inicialmente as zedlitas NagsX € NascY,
fornecidas pela Aldrich, zedlita Y, fornecida pela Petrobras S.A. e zeolita Baylith WE 894,
fomecida pela Bayer do Brasil S.A., visando a selegio da mais adequada para o estudo

proposto.

3.1.3. Reagentes

Os reagentes utilizados no trabalho foram de grau analitico.

3.2. Métodos
3.2.1. Troca Ionica da Zedlita

As zedlitas, forecidas na forma sédica, devem ser utilizadas em outras formas

catidnicas, obtidas pela troca iénica com solugSes dos respectivos sais.

A metodologia utilizada foi a mesma adotada por Silva (1998). As trocas foram
realizadas em reator em batelada contendo 4gua, onde foi adicionada a zedlita, mantendo-se
o reator sob agitagio por uma hora. A temperatura foi ajustada em 75 °C por meio de banho
termostatizado, e o pH entre 5 e 6, pela adigio de solugdo de HCI 6 % p/p. Adicionou-se
entdo a solugdo salina, mantendo a agitagiio por 24 horas. A quantidade de ions para troca

for calculada pelo numero de equivalentes-grama de Na;O presente na zedlita, ¢ as
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quantidades de zeolita, agua e solugdo salina foram calculadas para resultar em 15 % de
solidos no reator (massa de zedlita em relagdo a massa total). A suspensdo foi entio filtrada
em funil de Biichner. A torta foi lavada na mesma temperatura de troca, primeiramente com
a mesma quantidade de sal utilizada na troca em um volume de dgua deionizada igual ao do
reator, ¢ apos somente com agua deionizada, em um volume duas vezes maior. Apos, foi

feita a secagem em estufa a 120 °C por 24 horas.

Todas as zeolitas modificadas por troca i6nica citadas ao longo do trabalho foram
obtidas por este método, variando apenas a natureza do sal e, consegilentemente, a

quantidade utilizada para a troca i6nica.

Apds cada troca ibnica, a umidade da zedlita modificada foi determinada por

aquecimento gradual em mufla até 800 °C por 1 hora.

3.2.2. Testes Preliminares para Selecio de Uma Zeodlita Adequada a Adsorciio de

Frutose

Testes iniciais foram feitos com as zedlitas sintéticas disponibilizadas a fim de
selecionar aquela que se mostrasse mais promissora quanto & adsor¢do de frutose. Para tal,
zeodlita era adicionada a uma solugio contendo frutose (100g/L). As concentragdes inicial e
final das suspensdes foram entio medidas. Também foram realizados ensaios visando
estabelecer uma relagdo solido-suspensio adequada para o experimento, bem como o

proprio procedimento do experimento de adsor¢do em reator de mistura.

Nesta fase inicial também foram testados métodos analiticos para determinagio de
agticares imicial ¢ final: 3,5 DNS, Somogyi-Nelson (espectrofotométricos) € cromatografia
Hquida de alta eficiéncia (CLAE).

3.2.3. Caracterizaciio da Zedlita Selecionada

A zeolita selecionada como a mais promissora para o trabalho proposto foi

caracterizada com relagdo a area superficial, densidade, composi¢do € ao tamanho e
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distribuigdo dos poros.

A isoterma de adsorgdo de nitrogénio a 77 K foi determinada em um equipamento
ASAP 2000 Micrometrics. Os dados obtidos na determinagio da isoterma de adsorgdo de
nitrogénio foram tratados por diferentes métodos matemadticos para determinar as
propriedades estruturais: area superficial, volume de poro e distribuiciio de tamanho de
poro. Para a faixa de pressdo relativa de 0,05 a 0,1, os dados foram ajustados & equacio
BET linear, que considera o recobrimento da superficie do adsorvente com uma camada
unimolecular de nitrogénio, permitindo o célculo do volume requerido para uma camada
monomolecular, o que possibilita o cdlculo da 4rea superficial. A construgdo do grafico de
Horvath-Kawazoe permitiu estabelecer o tamanho e distribuicio de poros (Hovarth &
Kawakoe, 1983).

Para determinagdo da composi¢io, pesou-se cerca de 0,1 g de amostra com precisio,
em cadinho de platina, adicionou-se 1 g de fundente (metaborato de litio) e levou-se ao
forno de mufla por 1 hora. Dissolveu-se o bolo fundente em 20 mL de HC! (1+4) com
agitagdo e aquecimento (70 °C) até a dissolugio do mesmo. Em seguida procedeu-se a
diluigdo a 100 mL em baldo volumétrico. Para a leitura no equipamento (Espectrometro
Perkin Elmer Optma 3000 DV), curvas-padrio de sodio e aluminio foram preparadas,

sendo a concentragio de Si0; encontrada por diferenca.

A densidade foi determinada utilizando um picnémetro multivolume 1305

Micrometrics.

3.2.4. Determinaciio das Isotermas de Adsorc¢éio de Frutose e Glicose em Banho Finito

Esta etapa do processo visou verificar a influéncia do cétion de compensagio na
adsorgdio de glicose e frutose, procurando selecionar o cation de compensagio mais
adequado ao estudo proposto (que adsorva seletiva e fortemente a frutose), bem como
descrever o equilibrio com isotermas de adsorg#o, dteis & compreensio do mecanismo de

adsorgéo.

No estudo do equilibrio de adsorgéo de glicose e frutose, a faixa de concentraciio
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escothida foi de 15 a 150 g/L, para abranger a faixa de interesse para a reago enzimatica

utilizando a dextrana-sacarase.

Primeiramente, a zeodlita foi hidratada, pela adigdo de 5 mL de 4gua deionizadaa 1 g
de zedlita trocada (com determinagdo prévia da wmidade), sendo os frascos mantidos sob
agitac3o a 30 °C por 1 h em banho reciproco. Adicionou-se entfio a cada frasco 15 ml da
solugo de monossacarideo (frutose ou glicose), em uma concentracio tal que a
concentragio resultante ficasse na faixa de 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 ¢ 150 g/L.
Amostras de 2-3 ml, inicial ¢ final (48 horas), foram retiradas com seringa, filtradas em
filtros Millex (Millipore} de 0,45 mm de difmetro de poro, diluidas convenientemente
{1:10) e congeladas. Posteriormente, a concentracdio do aglcar foi determinada por

cromatografia Hquida de alta eficiéncia (item 3.2.13.4).

As isotermas foram construidas plotando-se g* (quantidade adsorvida do adsorbato
no equilibrio) com o respectivo ¢* (concentrag@o do adsorbato em solugfo no equilibrio). O
valor de g* foi calculado pela diferenga entre as concentrages inicial e de equilibrio do

monossacarideo, relacionando com a massa de zedlita (base seca) presente.

3.2.5. Aspectos Cinéticos da Adsorgio em Banhe Finito

O estudo cinético da adsorgiio em banho finito foi proposto por ser aiil como
metodologia para a determinacfio de parAmetros cinéticos e de equilibrio, que auxiliam a
compreensdo do processo de adsorgdio, sendo fundamentais para trabalhos que venham

envolver modelagem matematica ¢ simulacéo.

Em um reator de vidro encamisado, conectado a um banho termostatizado a 30 °C,
foram adicionados 6 g de zeolita trocada e 30 mL de 4gua deionizada, deixando-se agitar
por |1 hora para hidrataclo. Adicionou-se 90 mi de solug@o do agicar na concentragfio de
140 g/l ¢ acionou-se o crondmetro. Em intervalos de 30 segundos, amostras foram
retiradas com seringas ¢ imediatamente filtradas através de filtros Millex com 0,45 yum de
didmetro de poro (Millipore) e as concentracfes determinadas por cromatografia liguida de

alta eficiéneia (item 3.2.13 43,
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3.2.6. Ensaios Preliminares em Coluna de Leito Fixo
3.2.6.1. Montagem Experimental para Estudos de Adsorciio em Leito Fixo

A figura 3.2 mostra a montagem experimental para os estudos de adsorgfio em leito

fixo,
—
Saj{ia de & Enbolo
Agua Distribuidor
de Fluxo
T Jagueta
. Térmica
Leito de o
Zedblita (Acrilica) Coletor de
Bomba (forma Ba™) Fragdes
{Masterflex L/S) Coluns de Vidro {Fracsil 100}
- ; ‘L Reservatdrios
Adsorbato  Elouente
‘............_
Ent,rada
de A%ua

a30’C

Figura 3.2: Sistema para experimentos de separaciio cromatografica

em coluna de jeite fixo,

Para 05 experimentos em leito fixo, foi utilizada uma coluna Pharmacia C10/40
encamisada, com 1 cm de diimetro ¢ altura de leito igual a 25 em, contendo a zedlita com
tamanho de particula entre 0,053 ¢ 0,125 mm. Para a manutengdio da temperatura dos
experimentos, a coluna foi acoplada a um banho termostatizado (Tecnal TE-184),
permitindo a circulagfio de 4gua na camisa da coluna. Para alimentacfio descendente
utilizou-se uma bomba peristaitica Marterfex L/S. Foram realizados ensaios utilizando os
métodos de andlise frontal (curvas de ruptura) e pulso cromatografico. Na analise frontal a

alimentagfio foi feita continuamente, a partir do reservatorio de adsorbato. Nos ensaios por
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pulsos cromatograficos, o pulso (volume fixo de solugfio de adsorbato) foi alimentado,
seguido pela passagem do eluente (agua deionizada). Amostras foram coletadas utilizando

um coletor de fragdes Fracsil 100 (Incibras).

3.2.6.2. Determinacfio das Curvas de Ruptura

Na determinagdo das curvas de ruptura de glicose e frutose, uma solugiio contendo
20 g/ de glicose ou 20 g/l de frutose, bem como mistura sintética destes dois
componentes (20 g/L de cada componente) foi alimentada continuamente (0,1 mL/min) até
a saturac@o da coluna. Amostras foram retiradas a cada 7 minutos, determinando-se as
concentragbes dos agucares por CLAE (item 3.2.13.4). O tempo de ruptura foi determinado
para cada componente, correspondendo a 10% da concentragfio de entrada, verificando-se o
comportamento do sistema para as zeélitas de partida (forma Na") e modificada na forma
Ba*, a fim de observar se realmente a troca iénica da zedlita resultava em uma melhoria do

processo de adsorgéo.

3.2.6.3. Andlise de Respostas a Pulsos Cromatograficos

No método de andlise de respostas a pulsos cromatograficos, um pulso de 2 mL,
contendo glicose e frutose na mesma concentragio (20g/L de cada componente), foi
injetado na coluna. O eluente utilizado foi agua deionizada, com a vazio (0,1 mL/min)

controlada por uma bomba Masterflex 7550-20.

Foram determinados nestes ensaios os tempos de retengdo dos componentes e
eficiéncias de separagdo. Em todos os experimentos, fragdes foram coletadas na saida da
coluna utilizando um coletor Fracsil 100 (Incibras), sendo as concentragdes de ambos

componentes determinadas por CLAE (item 3.2.13.4).
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3.2.7. Caracterizacio do Leito de Particulas
3.2.7.1. Determinacio da Porosidade do Leito

Foi utilizado o método do primeiro momento descrito por Amold et al. (1985) e
utilizado por Kamimura (2000). Este método consiste na anélise da resposta obtida ap6s um
pulso de tragador na coluna, na presenca e auséncia de material adsorvente. Blue Dextran
(Sigma Co.) de peso molecular de 2.000.000 Da, na concentragio de 0,2 % p/v, foi
utilizada como tragador.

Uma coluna Pharmacia C 10/20, com leito de lcm de altura e 1 cm de didmetro, foi
montada ¢ acoplada ao equipamento FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography —
Pharmacia LKB). Um “loop” de 1mL foi utilizado para a injegdo da amostra (200 uL),
tomando-se o cuidado de preenche-lo lentamente, evitando a formagio de bolhas.

O método utilizado, programado utilizando o software FPLC Director, consistiu das
seguintes etapas:

- lavagem da coluna com 4gua deionizada, na velocidade superficial desejada, até zerar a
leitura de absorbincia
- 1jegdo da amostra (200 puL)

- eluigo com agua deionizada até retornar a linha de base

Este procedimento foi adotado para diferentes vazdes de alimentacdo (0,25 a 2

ml/min) e para os sistemas com e sem leito de zeolitas.

Com um detector de ultravioleta (280 mm) na saida da coluna, determinou-se os
perfis de eluigdo da Blue Dextran, armazenados no FPLC Director. O primeiro momento
para o leito, correspondente ao tempo médio de retengdio do pico de tracador na coluna,
pode entdo ser calculado pela diferenca dos primeiros momentos com € Sem resina para

cada velocidade superficial (ou vazdo de alimentagéo).

Armnold et al. (1985) propuseram que o primeiro momento para o leito é dado pela

seguinte expressio:

cz sz to

L
= = L - - 3.1
pEpt - O(Sb + (1 sb)ap)+ > (3.1)
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Onde:

i € o primeiro momento (min)

L ¢ a altura do leito (L = Icm)

v € a velocidade superficial (cm/min)

tp € 0 tempo de injeclo da amostra {min)

gy, € a porosidade do leito

&, ¢ a porosidade da particula

Os indices L, CZ ¢ SZ correspondem ao leito, com zeolita e sem zedlita.

Para uma substincia ndo-adsorvida no interior dos poros a equagio reduz-se a:

L fo
ph=p® —p = g (3.2)
Vo 2

Pela equagdo 3.2, plotando-se L/v, x primeiro momento do leito para a respectiva

velocidade superficial, tém-se uma reta cuja inclinagio corresponde 3 porosidade do leito.

3.2.7.2. Determinaciio do Tamanho Médio das Particulas

O tamanho médio das particulas de zedlita trocada com Ba’" suspendidas em agua
deionizada foi determinado utilizando um analisador de tamanho de particulas a laser (LA-
900, Horiba Instruments, Inc.}.

3.2.7.3. Composiciio da Zedlita Trocada

A composig@o da zedlita trocada (forma Ba’") foi obtida com a2 mesma metodologia
descrita no item 3.2.3, permitindo o célculo do percentual de troca de ions sodio, indicativo

da eficiéncia da troca idnica.
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3.2.8 Andlise de Sensibilidade de Parimetros na Separaciio de Glicose-Frutose e

Dextrana- Frutose

Para estudar as varidveis que podem influenciar o processo de separagfio de glicose-
frutose e dextrana-frutose foi utilizado o método de anilise de respostas a pulsos

cromatograficos descrito anteriormente (item 3.2.6.3).

A fim de verificar a influéncia de varidveis do processo na separagio dos
componentes das misturas glicose-frutose e dextrana-frutose, utilizou-se o fator de
sensibilidade.

As variaveis estudadas no processo cromatografico foram:

Para separagio de glicose e frutose: temperatura, concentragio dos componentes,

volume de pulso ¢ velocidade superficial

Para a separag8o de dextrana e frutose: temperatura, concentragdo dos componentes,

volume de pulso, velocidade superficial e peso molecular da dextrana
O fator de sensibilidade ¢ dado por:

Valor Obtido da Varidvel de Saida — Valor da Varidvel de Saida nas Condigdes de Referéncia
Valor da Variavel de Saida nas Condicdes de Referéncia

S= Valor Alterado da Varidvel de Entrada - Valor da Variavel de Entrada nas Condi¢des de Referéncia

Valor da Varidvel de Entrada nas Condigdes de Referéncia
(3.3)

Os dados do fator de sensibilidade podem ser interpretados como a percentagem de
variagdo na variavel de saida para 1% de variagdio de entrada. Este fator representa ganho

(S positivo) ou perda (S negativo).

A resposta, ou variavel de saida, foi dada pela eficiéncia de separagio (ES),
conforme metodologia de Lu & Lee (1987) utilizada por Cavenaghi (1999).
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3.2.9. Producio da Enzima Dextrana-Sacarase

3.2.9.1. Manutenc¢o do Microrgarismo

O microrganismo foi mantido em estoque a -20 °C em solugfio de glicerol a 10 %.

3.2.9.2. Producdo da Enzima

A composigio do meio de cultivo utilizado na produgfio da enzima dextrana-
sacarase € apresentada na tabela 3.1, conforme descrito nos trabalhos de Bazén (1993) e
Pereira (1996).

Sacarose, extrato de levedura, fosfato e sais foram esterilizados separadamente, a

121 °C por 15 minutos.

Tabela 3.1: Composi¢fio do meio de cultura para producio da enzima dextrana-

sacarase por Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F.

Componente Concentracio (g/L)
Sacarose 40
Extrato de Levedura 20
K>HPO, 20
MgSO0,.7H,0 0.2
MnSO,.H,O 0,01
CaCl, 0,02
NaCl 0,01
FeSO.H,0 0,01
Antiespumante 0,01
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O meio foi inoculado com uma cultura previamente preparada a partir da
transferéncia do microrganismo para um meio de cultura de mesma composicio, e
incubaggo a 27 °C por 5 horas em “shaker” com 150 rpm de agitagdo. O volume de indculo

correspondeu a 2% do volume final de fermentagfo.

O sistema de fermentagdo utilizado foi o descrito por Bazan (1993). Este sistema
consiste em alimentar o fermentador com uma solugio combinada de sacarose e hidroxido
de sédio. Foram preparadas duas solugles, sacarose a 200 g/L. e hidroxido de sodio 5 N,
esterilizando-se separadamente a 121 °C por 15 minutos. Em seguida as solugbes foram
misturadas, na propor¢éo de 4:1, para obter uma concentragio de sacarose de 160 g/l e
hidréxido de sodio I N.

A fermentagdo foi conduzida em um fermentador de 2 litros (Bioflo ITI, da New
Brunswick Scientific), com volume de trabatho de 1,5 L. A temperatura foi de 27 °c,
agita¢do de 160 rpm, aeracfo de 0,5 L/min e o pH controlado em 6,7 pela adigdo de solugio
combinada de sacarose e hidroxido de sodio. Esta adigfo foi feita por um periodo de
aproximadamente 8 horas, utilizando uma bomba peristiltica conectada ao controlador

automatico de pH.

A fermentagio foi acompanhada pela determinagfo da atividade enzimatica (item
3.2.13.1).

No final da fermentagdo, o pH do caldo fermentado foi ajustado para 5,2 com HCl
IN.

O caldo proveniente da fermentagdo foi centrifugado a 10.000 rpm durante 15
minutos a 2 °C para separacio das células bacterianas, e o sobrenadante contendo a enzima

foi concentrado por ultrafiliraggo.

A precipitacéio da enzima foi feita com PEG 1500 50 % p/v em um volume igual ao
do filtrado. A mistura foi entfo centrifugada nas mesmas condi¢bes anteriores e o
precipitado foi dissolvido em solugfo tampdo acetato de sodio 200 mM, pH 5,2, estocando-
se a-15°C.
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3.2.10. Reacoes Enzimaticas com a Enzima Dextrana-Sacarase

As reagbes foram conduzidas em reator de mistura de vidro encamisado, acoplado
em um banho termostatizado (Tecnal TE-184) para controle da temperatura em 20 °C. A
agitacio fol promovida por meio de um agitador magnético.

Para a reagdo sem aceptor, o volume final de reagfio foi de 50 ml. Para tal
adicionou-s¢ solugdo estoque de sacarose 600 g/ em tampdo acetato (pH 5,2), tampio
acetato (pH 5,2) e suspensio de enzima em tamp#io acetato (pH 5,2). As quantidades
adicionadas foram tais que resultaram nas seguintes concentragdes: 50 g/L. de sacarose e 40
UDS/mL. de enzima. Esta condig3o corresponde a citada por Mibielli (2001).

Para a reagio com aceptor glicose, o volume final de reacdio foi de 120 mL. Para tal
adicionou-se solug@o estoque de sacarose 600 g/L. em tampdo acetato (pH 5.2), solucio de
glicose 250 g/l em tampdo acetato (pH 5,2), tampdo acetato (pH 5,2) e suspensio de
enzima em tampéo acetato (pH 5.2). As quantidades adicionadas foram tais que resultaram
nas seguintes concentragdes: 150 g/l. de sacarose, 30 g/l de glicose e 40 UDS/mL de

enzima. Esta condicdo corresponde a citada por Pereira et al. (1998).

Para a rea¢8o com aceptor maltose o volume foi de 100 mL. Para tal adicionou-se
solugdo estoque de sacarose 600 g/L em tamp3o acetato (pH 5,2), solucfio de maltose 250
g/l em tampio acetato (pH 5.2), tampdo acetato (pH 5,2) e suspensdo de enzima em
tampdo acetato (pH 5,2). As quantidades adicionadas foram tais que resultaram nas
seguintes concentragdes: 120 g/ de sacarose, 29 g/L. de maltose e 40 UDS/mL de enzima.
Esta condigdo corresponde 2 citada por Paul et al. (1986).

Em todos os casos, 0 tempo zero correspondeu 2 adi¢do da enzima ¢ amostras de 3
mL foram retiradas a cada 30 minutos. Cada amostra foi inativada por aquecimento a 100
9C por 5 minutos, determinando-se os agtcares redutores pelo método do acido 3,5 DNS.
As reagOes foram consideradas finalizadas apds trés valores constantes de aglcares
redutores. O meio reacional foi aquecido a 100 °C por 5 minutos e armazenado sob
refrigeragfio para posteriores testes de separagio e para caracterizagio dos produtos obtidos

por GPC (item 3.2.13.5). Posteriormente, as amostras foram analisadas por CLAE (item
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3.2.13.4), para determinag@o das concentragSes de substratos e produtos ao longo do tempo.

3.2.11. Separacio dos Produtos de Reacdo Enzimdtica

Os produtos obtidos nas sinteses enzimaticas descritas anteriormente foram
utilizados em testes para verificar sua separagfio em coluna de leito fixo contendo zedlita na

forma Ba®", utilizando condigdes com base nos resultados observados para o item 3.2.8,

3.2.12. Determinacdo dos Coeficientes de Particio e Parametros de Transporte em
Coluna de Leito Fixo

Estes parametros podem ser determinados pelo método de analise de respostas a
pulsos cromatograficos, ja comentado no item 3.2.6.3. As condigbes utilizadas para os
experimentos em coluna foram baseados nos resultados anteriormente obtidos, tendo-se
fixado a temperatura em 40 °C, a concentragfio do adsorbato em 20 g/L, o volume de puiso
em 2 mL (aproximadamente 10 % do volume do leito, para uma coluna com 25 cm de
comprimento € 1 cm de didmetro para o leito de zeolitas). Os pulsos foram alimentados e

eluidos com vazdes de 0,1 a 0,5 mL/min.

Para a descri¢io da curvas cromatograficas dos adsorbatos as seguintes hipéteses

foram consideradas:

- o sistemna liquido contém somente uma espécie a ser adsorvida;

- o soluto esta diluido na fase movel;

- aadsorgio € descrita somente pela etapa linear da sua isoterma de adsorg3o;

- © mecanismo difusivo do liquido no interior dos poros da resina é governado somente

pelo movimento browniano das moléculas do soluto;
- admite-se resisténcia externa a difusio interna do soluto.

Com estas consideracdes, foram propostas equagdes de balanco de massa na fase
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mével e fase porosa, conforme proposto por Cremasco et al. (2000), que permitiram o
célculo dos coeficientes de partigdo K para os adsorbatos glicose, frutose e dextrana (peso

molecular 9300) puros, bem como a difusividade efetiva e o coeficiente de dispersio axial.

Os balangos de massa propostos, bem como os célculos envolvidos na determinacio

dos paradmetros citados, sdo apresentados no Capitulo 4.

3.2.13. Métodos Analiticos
3.2.13.1. Determinacio da Atividade de Dextrana-Sacarase

Em um reator encamisado a 30 °C adiciona-se 2 mL de solugfio de sacarose (600
g/L), 1 mL de solugdo tampio de acetato de sodio (acetato de sodio 20 mM e 1,2 g/L. de
CaCly) e 8 mL de agua deionizada. Apés a adigdio de 1 mL da amostra contendo dextrana-
sacarase, retira-se amostras de 1 mL a cada 3 minutos durante 12 minutos. Nestas amostras
s8o determinados os agucares redutores liberados, utilizando o método do acido 3,5 DNS
(item 3.2.13.2). A absorbéncia lida em espectrofotdmetro ¢ plotada em fungdo do tempo, €
com o valor da inclinagfo da reta e com a curva-padriio de glicose determina-se a atividade

enzimatica, expressa em UDS (unidade de dextrana-sacarase), pela equagiio 4.2,

a.f.d.60

Ati S/mL)=
iv (UD ) 0,52

(34

Onde:

a € o coeficiente angular da curva absorbancia em fungdo do tempo
B € o coeficiente angular da curva padrio de agticares redutores

d € a diluic¢do final do reator

Uma unidade de atividade de dextrana-sacarase (UDS) representa a quantidade de
enzima que converte 1 mg de sacarose em uma hora, liberando 0,52 mg de frutose a 30 °C

em pH 5,4 (tampdo acetato 20 mM).
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Uma unidade internacional (UI) corresponde a 20,27 UDS.

3.2.13.2. Determinacio de Acicares Redutores pelo Método 3,5 - DNS (Miller, 1959)

Primeiramente, ¢ preparado o reagente 3,5 DNS, pela dissolugdio de 3,74 g de acido
3,5-dinitrosalicilico e 6,99 g de hidréxido de sodio em 250 mL de agua com um leve
aquecimento. Apds esfriar, adiciona-se 5,36 g de fenol (fundido a quente a 50 °C) e 2,93 g
de metabissulfito de sodio, elevando o volume a 500 mL.

O método consiste da reagfo de 1 mL da amostra convenientemente diluida com 0,5
ml do reagente descrito, em banho-maria a 100 °C por 5 minutos. Apés esfriar, adiciona-se
8,5 mL de agua deionizada, fazendo-se a leitura da absorbancia (540 nm) em
espectrofotdmetro (Micronal, modelo B 342 II). O teste em branco ¢ feito utilizando-se

agua deionizada como amostra.

A correlag8o entre a absorbéncia e a concentragiio de aglcares redutores (frutose ou
glicose) € possivel pela construgdo de uma curva-padrio, utilizando-se solugdes padrdes

deste aglicar na faixade Oa 1 g/L.

3.2.13.3. Determinacio de Acicares Redutores pelo Método de Somogyi-Nelson
(Reguly, 1983)

Sédo preparados os seguintes reagentes:

Reagente A: dissolve-se 100 g de sulfato de sodio anidro em 150 mL de 4gua
destilada; 12 g de tartarato duplo de sodio e potassio em 100 mL de 4gua destilada; 12 g de
carbonato de sodio anidro em 100 ml de dgua destilada; e 10 g de bicarbonato de sédio
anidro em 50 mL de 4gua destilada. Junta-se, a seguir, as quatro solugdes.

Reagente B: em 100 mL de agua destilada, dissolve-se 6 g de sulfato de cobre
(CuS0,4.5H,;0), adicionando duas gotas de 4cido sulfirico concentrado.

Reagente C: dissolve-se 5 g de molibdato de aménio em 90 mL de 4gua destilada,
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Jjuntando-se apés 5 mL de acido sulfurico concentrado. Adiciona-se entfio 0,6 g de arseniato
de sodio (NaHAsO,.7TH,0), dissolvidos em 5 mL de 4agua destilada. Deixa-se em estufa a

37 °C, filtra-se e guarda-se em frasco escuro.

O método consiste da reagfio de 1 mL da amostra convenienternente diluida com 1
mL de reagente (16 mL de A e 2mL de B), levando em banho-maria a 100 °C por 20
minutos. Apos esfriar, adiciona-se 2 mL do reagente C, completando o volume a 25 mL,
fazendo-se a leitura da absorbdncia (570 nm) em espectrofotdbmetro (Micronal, modelo B

342 II). O teste em branco ¢ feito utilizando-se 4gua deionizada como amostra.

3.2.13.4. Analise de Frutose e Glicose por CLAE

O equipamento consiste de um injetor automético Varian 9095, bomba terniria
Varian 9010, forno Spark Holland 99, e detector de indice de refragio R14. Para as analises
de frutose ¢ glicose realizadas por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)
utiliza-se uma coluna SHODEX KS801 e uma pré-coluna de mesmo nome. As condi¢bes

de injecdo das amostras s&o apresentadas na tabela 3.2,

Tabela 3.2: Condi¢des para injecio de amostras de frutese e glicose no cromatégrafo.

Condigdo Valor
Temperatura Ambiente 25°C
Temperatura do Forno 60 °C

Temperatura do Detector do fndice de Refraggio 40°C

Volume de Injecio 98 ul
Vazio do Eluente 0,60 mL/min
Tempo de Corrida 20 min
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A fase movel utilizada ¢ dgua ultrapura, obtida em um sistema de purificagio
compacto Milli-Q Plus, sendo a agua desgaseificada a vacuo durante uma hora em um

banho ultra-som Eurosonics modelo SX-20.

A curva de calibragfio € obtida utilizando-se solugdes padrdes de frutose e glicose
de concentragdes 4, 8, 12, 16 ¢ 20 g/L.,

As amostras contendo frutose sdo diluidas em agua Milli-Q de tal forma que as

concentragdes resultantes encontrem-se entre os limites da curva de calibrago.

Para quantificaciio das amostras, integrando os cromatogramas, ¢ utilizado o
“software” Millenium (Waters Co.).

3.2.13.5. Analise do Peso Molecular por Cromatografia de Permeaciio em Gel (GPC)

Nesta analise utiliza-se um conjunto de trés colunas e uma pré-coluna Varian série
Micropack. A faixa de exclusfio de cada coluna e suas dimensdes s3o mostradas na tabela
3.3

Tabela 3.3: Caracteristicas das colunas utilizadas na GPC.

Colunas TSK-Gel Faixa de Exclusio Comprimento (cm) Didmetro (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

A fase movel € 4gua ultrapura, obtida em um sistema de purificagio compacto

Milli-Q Plus, sendo a agua desgaseificada a vicuo durante uma hora em um banho ultra-

som Eurosonics modelo SX-20.
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As amostras sdo diluidas em 4gua Milli-Q numa concentragdo de 0,02 % p/v,
filtradas em membrana Millipore (0,45 pm de abertura de poro) e colocadas em repouso
por 16 a 20 horas.

As condigOes para injecdo das amostras nas colunas sio mostradas na tabela 3.4.

Tabela 3.4: Condicdes de injecdo das amostras de dextrana no cromatégrafo.

Condigido Valor
Temperatura Ambiente 23°C
Temperatura do Forno 40 °C

Temperatura do Detector do Indice de Refragiio 40°C

Volume de Injegdo 98 ul.
Vazio do Eluente 1,0 mL/min
Tempo de Corrida 35 min

Para a curva de calibragio séo utilizados padrdes de dextrana (American Polymer
Standards Corporation) e frutose, mostrados na tabela 3.5. A curva de calibragio é obtida

utilizando os pardmetros My, M, ¢ M, como pardmetros basicos.

Para quantificacfio das amostras, integrando os cromatogramas, também ¢ utilizado

0 “software” Millenium.
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Tabela 3.5: Pesos moleculares dos padrdes utilizados.

Padrio M, M, M,
DXT 11K 11700 9900 8000
DXT 43K 42750 35000 28700
DXT 79K 78800 68000 49400
DXT 165K | 165500 | 150000 | 110800
DXT 685K | 685000 | 500000 | 380600

DXT 1750K | 1750000 | 1450000 | 1250000
DXT 5000K | 4900000 { 4500000 | 1500000
Frutose - 180 -

3.2.13.6. Quantificacio de Oligossacarideos e Dextranas por CLAE

A fim de quantificar as amostras obtidas em ensaios por pulsos cromatograficos

contendo dextrana ou oligossacarideos, permitindo a obtenc3o de um perfil de eluigdo,

procurou-se um metodo alternativo para estas determinagdes, ja que a GPC permite avaliar

somente a distribuigdo de peso molecular.

Desta forma as amostras foram quantificadas utilizando uma coluna Shodex KS801,

nas mesmas condi¢des utilizadas para monossacarideos (item 3.2.13.4), utilizando padrées

de dextranas de concentragdo conhecida e correlacionando as areas dos picos obtidos para

as amostras e areas dos picos dos padres.
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Capituio 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo s#o apresentados e discutidos os resultados obtidos nos experimentos

realizados.
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4.1. Testes Preliminares para Selecio de Uma Zedlita Adequada & Adsorcéio de

Frutose
4.1.1. Teste dos Métodos Analiticos

Nesta etapa inicial, trés diferentes métodos de determinagiio da concentracio de
agucares foram testados, a fim de selecionar aquele mais adequado para os ensaios

propostos. Os métodos testados foram:

. 3,5 DNS (Miller, 1959) e Somogyi-Nelson, dois métodos espectrofotométricos,
ambos baseados na capacidade redutora de aglcares, mas com distintas faixas de

detecgdo.

. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando uma coluna Shodex
KS801 em cromatografo.

Primeiramente tentou-se trabalhar com o método 3,5 DNS, amplamente utilizado,
com vantagem de permitir uma rapida avaliagfo do desempenho da adsor¢fo. No entanto
foi observado, ja no principio do trabalho, que algumas condigdes para a conducio da
adsorgdo poderiam resultar numa diferenga pequena entre a concentrago final e inicial de
agucares em solugéo, menor que 5 %, o que inviabilizaria a utiliza¢io do método, pela faixa
de erro do mesmo, o que pdde ser constatado experimentalmente (observou-se
concentragdes inicial e final aproximadamente iguais, o que indicaria nfio adsorgio, mas
uma diferenca foi detectada por outros métodos analiticos). Alternativamente, testou-se o

método de Somogyi-Nelson, observando-se o mesmo problema.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia mostrou-se uma técnica adequada para os
estudos propostos, mostrando boa sensibilidade e reprodutibilidade, sendo esta a técnica
adotada em todo o trabalho. Devido as peculiaridades do processo em estudo, sobretudo no
que diz respeito a pequena variagio de concentragdo que deve ser medida, tomou-se, como
cuidados rotineiros, para todos as anélises, a calibragio das pipetas automaticas utilizadas
para diluigdo, a realizacdo de duplicatas de diluigio e de injegio no cromatdgrafo e a

utilizacdo de material rigorosamente seco.
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Este aspecto € ilustrado pelos cromatogramas mostrados na figura 4.1, que
evidenciam a pouca diferen¢a que pode ser observada entre uma amostra inicial e final em

um ensaio de adsorgdo.

Amostra Inicial —
1000
Amostra Final
g
500
0 5 10 15 20
Tempo (min)

Figura 4.1: Cromatogramas tipicos obtidos na adsorgéio da frutose a 30 °C

ryr L
em zeélita na forma Ba®’.

4.1.2. Testes Iniciais para Escolha da Zeolita ¢ Metodologia para os Experimentos em

Banhe Finito

Testes preliminares foram realizados com quatro zeolitas distintas, a fim de verificar
a mais promissora para utilizagio na adsor¢io de frutose. Todas as zedlitas foram
submetidas & troca idnica com ions Ca**, conforme metodologia descrita no item 3.2.1.1,
pois o Ca’* ¢ o cétion mais freqiientemente associado 4 adsorgo de agiicares. No entanto,
apenas a zeolita Baylith WE 894 mostrou capacidade de adsor¢do nestes experimentos

iniciais.

Nesta etapa, também foram definidos, a partir da revisdo bibliografica e das

dificuldades encontradas na condugdo dos experimentos, procedimentos que serviram como
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referéncia aos ensaios subseqientes, estabelecendo-se a melhor relagio solido-solugéo, a

hidratag&o da zedlita e a forma de coleta e filtracdo da amostra.

As amostras foram coletadas utilizando seringas. Elementos filtrantes, como
algoddo, 14 de vidro e papel de filtro, ndo foram eficientes, obtendo-se amostras turvas pela
passagem de particulas finas. A solugio foi a utilizagio de filtros Millex (Millipore) com

0,45 um de didmetro de poro.

Quanto a relagio sélido-solugfo, trés relagdes distintas foram propostas (1:20, 1:10
¢ 1:5). O esperado era que uma maior quantidade de zedlita aumentasse a quantidade
adsorvida, levando a uma maior diferenga entre concentracgio inicial e final, facilitando no
aspecto analitico. No entanto, dificuldades de homogeneizagio da suspensio para
quantidades maiores de solido, bem como problemas de entupimento de filtros,
comprometendo a adsorgo e dificultando a obtengdo do material filtrado, foram

observadas, optando-se definitivamente pela relaggio 1:20.

4.2. Caracterizaciio da Zeolita Baylith WE 894

A figura 4.1 mostra a isoterma de adsor¢do de nitrogénio. Convencionalmente, a
isoterma de adsor¢@o de nitrogénio representa o método mais usado para determinar a 4rea

superficial total € para caracterizar a estrutura porosa do sélido.
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Figura 4.2: Isoterma de adsor¢fio de nitrogénio para a zeélita em estudo.

Para determinagéo da area superficial utilizou-se o método de Brunauer, Emmet e

Teller, conhecido como equagio BET (equacio 4.1).

1 1 +Cbet"1 p
v(p/p—1) VmCbet Vm.Chet Po

(4.1)

Com esta curva (figura 4.3) foi possivel o calculo do volume requerido para uma
camada monomolecular de nitrogénio (vy), a partir do qual a area superficial pdde ser
calculada. A tabela 4.1 mostra estes valores. O valor negativo de ¢ € indicativo do carater

microporoso da zeolita.
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Tabela 4.1: Resultados do modelo BET obtidos com os dados

da isoterma de adsorgiio de nitrogénio.

Parametro © Valor
Van 103,0157cm’/g STP
Chet -221,2328

Area Superficial 448,4478 m%/g

Volume de Poro 0,2208 cm’/g

0.0010
0,0009 ¢
0,0608 ¢
0,6007
0,0006
0,00035 ¢
0,0004 ¢

V[VA*(Po/P-1)]

0,0003 ¢
0,0002
0,0001

60,0000
0,00 0,01 002 003 004 005 006 007 008 009 0,10

Pressdo Relativa (P/Po)

Figura 4.3: Curva BET para o cilculo da drea superficial.

A tabela 4.2 mostra a composigio da zedlita de partida (forma sodica). A relagdo
Si/Al de 3,07 ¢ caracteristica de zedlitas do tipo Y. No entanto, convém ressaltar que parte
do silicio poderia ndo estar presente na estrutura cristalina. Neste caso, a relagdo Si/Al na

estrutura seria menor que o valor obtido.
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A densidade calculada foi de 1,9653 g/mL.

Tabela 4.2: Composiciio da zedlita de partida.

Componente Teor (%)
NayO 10,57
AlOs 16,96

S10, 58,93
Si/Al 3,07
Umidade 13,56

A figura 4.4 mostra a distribui¢do de tamanho de poros. A zedlita apresentou uma
distribuicdo uniforme de tamanho de poro, com didmetro médio de 0,5621 nm. Esta
dimensdo permite a difusdo de moléculas como glicose ¢ frutose no interior dos poros,
permitindo a interagio destas com os sitios da zedlita ocupados pelos citions de
compensagio, enquanto moléculas maiores, como sacarose (didmetro de aproximadamente
0,88 nm), maltose, oligossacarideos e dextranas n3o penetram nos poros, dando-se um
efeito de peneira molecular que pode ser ttil na separagdo de agicares aplicada a reacdes
enzimaticas. Por exemplo na sintese enzimatica de dextrana, ou oligossacarideos na
presenca de aceptores, por dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides, em que a
frutose € um subproduto da reagdo, pode-se ter uma separagio satisfatoria destes

compostos.
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Figura 4.4: Distribuicde de tamanho de poros pelo método de Hovarth-Kawazoe.

4.3. Isotermas de Adsor¢do em Banho Finito

Sets diferentes isotermas de adsor¢fo foram obtidas. Na adsorgio de frutose, o
cation de compensagdo da zedlita foi avaliado. As zedlitas foram modificadas por troca
ibnica, conforme proposto no item 3.2.1. Os cations propostos para o estudo foram: Ba®",
Ca**, Sr** ¢ K, mencionados no trabalho de Schéliner et al. (1993). Os resultados obtidos
nestes experimentos determinaram o estudo da adsorgdo de glicose somente para os cations

Ba’ e K"

4.3.1,. Modelos de Adsorcio

Em primeiro lugar, os dados de equilibrio obtidos para as diferentes isotermas foram
tratados matematicamente a fim de selecionar um modelo adequado para a isoterma. Os

modelos propostos sio citados por Finette et al. (1997).
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Os modelos testados foram os seguintes:
Linear: g* = Kc*

Freundlich: g* = K™

Lan . * gm.C *
uir: g* = ——~
e a Ka+c*
L3
Langmuir-Freundlich: q* = Gl
Ka+c**

Os pardmetros dos modelos Langmuir e Langmuir-Freundlich foram obtidos por

ajuste ndo linear realizado com a ferramenta “solver” do software Excel 2000.

As tabelas 4.3 a 4.6 mostram os valores obtidos para os pardmetros de cada modelo.

Pode-se verificar que o comportamento observado para a adsorgio de frutose e glicose foi

.. . " . . rq- s
similar para os diferentes modelos, com adsorgdo mais efetiva de frutose na zeélita Ba
adsorvendo pouco a glicose. Os coeficientes de correlagdo, entre os dados experimentais e
preditos, em geral foram satisfatérios. Excegfio foi a isoterma de adsorgéo de frutose em

zeolita na forma K7, utilizando os modelos de Langmuir e Freundlich.

Com relagBo aos desvios médios, correspondentes a meédia das diferengas
percentuais entre os valores experimentais e preditos por um dado modelo, pode-se afirmar
que foram aceitiveis e na mesma ordem de grandeza para todos os casos, sendo que o
modelo de Freundlich resultou nos menores desvios para as isotermas de adsor¢io de
frutose em zeolita Ca®* e glicose em zedlita Ba**, Convém ressaltar que os maiores desvios
observados com o modelo linear nas citadas isotermas foram devidos a um {nico ponto de
baixa concentracfo. Para as demais isotermas, os modelos lineares foram os que

apresentaram os menores desvios.

A adogdo de um modelo simples, com apenas um pardmetro, podera ser util em
trabalhos posteriores, que envolvam modelagem matematica e simulagfo da adsorgio.
Convém ressaltar que os trabalhos citados na literatura apontam a adsor¢do de glicose e

frutose como tendo um comportamento linear para baixas concentragdes. Além disso, o uso
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de um mesmo tipo de modelo permite uma comparagio direta do desempenho de zedlitas
distintas. Desta forma, o modelo linear foi adotado para representar as diferentes isotermas

de adsorcfio de frutose e glicose em zeélitas.

Tabela 4.3: Parimetros do modelo linear.

Isoterma Coeficiente de | Coeficiente de | Desvio Médio
Particdo K | Correlacio (r) (%)
30 °C/Ca**/Frutose 0,40 0,96 31,77
30 °C/Ba**/Frutose 0,82 0,98 15,13
30 °C/Sr**/Frutose 0,31 0,97 18,29
30 °C/K*/Frutose 0,44 0,94 17,62
30 °C/Ba*"/Glicose 0,12 0,95 26,99
30 °C/K™/Glicose 0,33 0,97 10,57

Tabela 4.4: Parametros ajustados para o modelo de Freundlich.

Isoterma K¢ ns Coeficiente de | Desvio Médio

Correlacéo (1) (%)

30 °C/Ca**/Frutose | 0,10 | 1,27 0,98 16,00
30 °C/Ba*"/Frutose | 1,44 | 0,86 0,97 15,72
30 °C/Sr*"/Frutose | 1,76 | 0,60 0,96 6,23

30 °C/K*/Frutose | 1,08 | 0,80 0,87 19,44
30 °C/Ba™"/Glicose | 0,0035 | 1,74 0,98 9,64
30 °C/K"/Glicose | 0,36 | 0,99 0,95 13,16
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Tabela 4.5: Parametros ajustados para o modelo de Langmuir.

Isoterma G Ky | Coeficiente de ;| Desvio Médio

(mg/g) | (mg/g) | Correlacao (r) (%)
30 °C/Ca®*/Frutose | 90,91 | 252,52 0,92 2735
30 °C/Ba’"/Frutose | 125,00 | 104,98 0,92 17,90
30 °C/Sr**/Frutose | 32,00 | 34,66 0,95 7,77
30 °C/K /Frutose | 75,00 | 101,24 0,81 15,58
30 °C/Ba’*/Glicose| 28,27 | 385,80 0,96 34,75
30 °C/K"/Glicose | 66,57 | 100,00 0,99 19,46

Tabela 4.6: Parametros ajustados para o modelo de Langmuir-Freundlich.

Isoterma Qm Ky n | Coeficiente de { Desvio Médio

(mg/g) | (mg/g) Correlagiio () (%)

30 °C/Ca*"/Frutose § 75,00 | 137,03 | 0,92 0,90 33,31
30 °C/Ba® /Frutose | 125,00 | 69,72 | 0,87 0,92 16,31
30 °C/Sr**/Frutose | 37,24 | 2997 | 0,85 0,94 6,77
30 °C/K"fFrutose | 99,61 | 44,99 | 0,72 0,82 13,91
30 °C/Ba*"/Glicose| 81,63 | 357.31 | 0,68 0,96 38,01
30 °C/K /Glicose | 350,74 | 281,26 | 0,73 0,98 21,46

4.3.2. Considerando o Modelo Linear

As figuras 4.5 a 4.10 mostram as isotermas de adsorg¢io de frutose e glicose para
diferentes cations de compensagio da zedlita, ajustadas ao modelo linear. Os valores

experimentais apresentados sdo resultado da média de quatro valores lidos de concentragéo
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inicial e final, tendo sido feito duplicata da dilui¢Bo ¢ injegiio no cromatografo, conforme

comentado no item 4.1.1.

80

70} ¢

0 25 50 75 100 125 150
c* (mg/g)

Figura 4.5: Isoterma de adsor¢do de frutose em zedlita
na forma Ca®" a 30 °C. ¢*=0,40c*. r = 0,96

150

125 ™

0 25 50 75 100 125 150
c* (mg/g)

Figura 4.6: Isotermas de adsorcio de frutose em zeélita
na forma Ba® a 30 °C. q*=0,82c*, r = 0,98.
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0 25 50 75 100 125 150
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Figura 4.7: Isoterma de adsorciio de frutose em zeélita
na forma Sr** a 30 °C. ¢*=0,31¢*. r = 0,97.
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Figura 4.8: Isotermas de adsorcéio de frutose em zedlita
na forma K* a 30 °C. g*=0,44c*. r = 0,94,
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q* (mg/g)
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Figura 4.9: Isotermas de adsorciio de glicose em zeélita
na forma Ba’" a 30 °C. q*=0,12¢*. r = 0,95.
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Figura 4.10: Isotermas de adsorciio de glicose em zedlita

na forma K a 30 °C. ¢*=0,33¢c*. r = 0,97.
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A isoterma linear € descrita pela seguinte equagéo:
q* =Kc* (4.2)

Na equagiic 4.2, K ¢ o pardmetro que caracterizada esta isoterma, denominado
coeficiente de particio (ou parimetro de equilibrio), correspondendo ao coeficiente angular
da equagfo, g* ¢ a quantidade adsorvida no equilibrio e ¢* € a concentrag@io em soluggo no
equilibrio. Portanto, quanto maior o coeficiente de particdo, maior a capacidade de

adsorcdo, melhor o desempenho da adsorgéo.

A tabela 4.7 mostra os modelos lineares para as isotermas de adsor¢éo de frutose e

glicose, bem como os respectivos coeficientes de correlag@o para os ajustes lineares.

Tabela 4.7: Modelos lineares propostos para as isotermas de adsor¢io

de frutose e glicose.

Condicoes | Modelo Linear r Modelo Linear r
para a Frutose para a Glicose

30 °C/Ca**|  q*=0,40c* 0,96 -

30°C/Ba*"| q*=0,82c* | 098 | q*=0,12¢* | 0,95

30%C/KT | q*=044c* | 094 | q*=033c* | 097

30°C/SrT | q*=031c* 0,97 -

Os coeficientes de correlagdo (r) obtidos no ajuste linear foram considerados
satisfatorios, similares aos encontrados para isotermas de frutose utilizando resinas de troca
idnica (Matijasevic & Vasic-Racki, 2000).
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A figura 4.11 mostra, comparativamente, as isotermas de adsorcio de frutose e
glicose para a zedlita Ba>", que apresentou o melhor resultado em termos de capacidade de
adsor¢io e seletividade para a frutose. O valor de K obtido para a ze6lita na forma Ba* na
adsor¢do de frutose foi superior aos encontrados para resinas de troca idnica mencionados

na literatura, como pode ser observado na tabela 4.8.

150

125

100

75

q* (mg/g)

50

25

0 25 50 75 100 125 150

Figura 4.11: Isotermas de adsorcio de frutose (A) e glicose (M)

em zeolita na forma Ba®** a 30 °C.,
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‘Tabela 4.8: Comparaciio entre a adsorcio de frutose por zedlitas

¢ por resinas de troca ionica.

Adsorvente Condi¢oes | K Referéncia

Lewatit MDS1368 | Ca**/40°C |0,316 | Matijasevic & Vasic-Racki (2000)

Duolite C204/2115]| Ca>*/60°C | 046 |  Viard & Lameloise (1992)

Duolite C204/2078| Ca>*/30°C | 0,59 Viard & Lameloise (1992)
Ca®*160°C | 0,47

Dowex C326 | Ca*"30°C | 0,72 Viard & Lameloise (1992)
Ca*'/60°C | 0,64

Zeblita Bayer | Ba®*/30°C | 0,82 Este trabalho

4.3.3. Consideracoes sobre os Mecanismos de Adsorcao

Foi observada adsorg¢@io pouco efetiva de frutose usando zedlita na forma calcica,
sendo que resinas em geral sio utilizadas na forma célcica. O fato pode ser explicado
devido a relagdo Si/Al da zedlita em uso. Para relagdes Si/Al superiores a 2, menos de duas
cargas negativas estdo posicionadas para interagiio com um ion célcio, conferindo a este
maior mobilidade e resultando em interacBes eletrostdticas mais fracas. A isoterma da
zeolita modificada por troca idnica com ions bario bivalente foi a que resultou em maior
adsor¢io de frutose. Este fato pode estar relacionado ao maior raio dos ions bario, que
implica na predomindncia destes na posigdo SII da supercavidade o da zeodlita, adsorvendo
frutose nessa regido independente do grau de troca e da relagdo Si/Al da zedlita (Scholiner
et al., 1993). Além disso, apresentou baixa adsorcdio de glicose, 0 que implica em boa
seletividade na adsorcdo de misturas contendo glicose e frutose. No caso da zedlita na
forma K*, ndo foi observada diferenga apreciavel na adsorgio de glicose e frutose, ndo

demonstrando seletividade. No entanto, o uso de zedlita K™ favoreceu a adsor¢io de
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glicose, quando comparado & forma Ba®*, pois sabe-se que hé uma favoravel interagio entre

ions K” e o tautdémero de glicose predominante em solugdo (isomero B-p-Cy).

4.4. Aspectos da Cinética de Adsor¢io

As curvas cinéticas obtidas na adsorgio de glicose e frutose sdo mostradas nas
figuras 4.12 ¢ 4.13.

Observou-se a dificuldade em acompanhar o decréscimo da concentragio ao longo
do tempo, pois a diferenca entre concentragdio final e inicial foi bastante pequena. Desta
forma, os dados obtidos ndio foram adequados para o calculo de pardmetros cinéticos € de
transporte, como constantes cin€ticas e difusividade efetiva. Como ja comentado por Viard
& Lameloise (1992) pode resultar em valores de pardmetros pouco representativos.
Portanto, pode-se afirmar que, para separagdes como a estudada, o estudo da cinética de
adsor¢do em banho finito néo ¢ um método adequado para o levantamento dos pardmetros

desejados, devendo-se propor métodos alternativos para estas determinagdes.

1,000 ta
0,995} aa
Ad
A
Y
£ 099
A
0,985
0,980
0 300 600 900 1200 1500 1800
Tempo (segundos)

Figura 4.12: Curva cinética de adsorcio da frutose em zedlita na forma Ba*".
¢, = 91,32 mg/g; T=30"°C.
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Figura 4.13: Curva cinética de adsorcio da glicose em zeélita na forma K.
¢, = 102,69 mg/g; T =30 °C.

4.5, Epsaios Preliminares em Coluna de Leito Fixo
4.5.1. Curvas de Ruptura

As figuras 4.14 ¢ 4.15 mostram as curvas de ruptura utilizando-se na alimentacéo
misturas equimoleculares de glicose e frutose (concentragio de 20 g/l de cada
componente) obtidas em coluna contendo, respectivamente, zeolita nas formas Na* e Ba®".
Para a zetlita sodica foram obtidos tempos de ruptura da glicose ¢ frutose muito préximos
(respectivamente 110,69 min e 117,07 min) e perfis bastante similares, evidenciando sua
pouca seletividade. J4 com a zedlita na forma Ba®" verificou-se uma diferenca mais
pronunciada entre os tempos de ruptura para glicose ¢ frutose (respectivamente 112,88 min
€ 129,77 min), demonstrando uma maior retengfio e seletividade para a frutose. A glicose
foi fracamente retida em ambos os casos, sendo que a troca i6nica pareceu ndo influenciar

sua adsor¢io.
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Figura 4.14: Curvas de ruptura em coluna com zedlita de partida (forma Na®).

B (frutose); A (glicose).
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Figura 4.15: Curvas de ruptura em coluna com ze6lita na forma Ba®'.

m (frutose); A (glicose).
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4.5.2. Anilise de Respostas a Pulsos Cromatograificos

As figuras de 4.16 e 4.17 mostram os resultados obtidos pelo método do pulso
cromatografico na separagio de glicose ¢ frutose. A eficiéncia de separagio (ES) foi
calculada conforme as equac¢bes 4.3, 4.4 e 4.5 descritas abaixo, de acordo com o

procedimento utilizado por Cavenaghi (1999) e proposto por Lu & Lee (1987):

ESp = A2 (4.3)
o1

Sendo:

Atz = |~ o] 4.4)

o1z = (61.62)"? (4.5)

i . 2
Definindo o primeiro (it) € segundo (¢ ) momentos para cada componente como:

iCi.ti.Ati
p= —————-—i"i (46)
ZC&.AE
i=1

iCi,(ti - )’ At
o7 = il (4.7)

Zn: CiLAti
i=1

Onde C; € a concentragio do componente na fragio i, t; o respectivo tempo, € At; 0

intervalo de amostragem.
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Figura 4.16: Perfil de eluigdo de glicose (A) e frutose (B) em coluna com
ze6lita na forma Na*. T =30"C, Cy =20 g/L.
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Figura 4.17: Perfil de eluiciio de glicose (A) e frutose (M) em coluna

com zeblita na forma Ba*". T=30"C, C, =20 g/L.
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Os valores de ES calculados sdc mostrados na tabela 4.9. Comparando-se os perfis
de eluigdo das figuras 4.12 ¢ 4.13 e respectivos valores de ES novamente foi possivel
observar o aumento da seletividade com a troca ibnica com ions Ba®*, havendo aumento

significativo da ES e aumento da capacidade de adsor¢io (maior tempo de retengio).

Tabela 4.9: Tempos de retenciio e eficiéncias de separacio

obtidas em coluna de leito fixo.

Condigio do Ensaio tes (MiD) | fgy (min) | ESgr

Na'/30 °C/20 g/L 14399 | 153,18 | 0,74

Ba**/30 °C 120 g/L 138,66 168,84 1,28
gli: glicose; fru: frutose;

Com 1isto pode-se afirmar que realmente a troca ibnica torna o processo de
separagdo mais eficiente, tanto no que diz respeito & capacidade de adsor¢@o quanto a
seletividade. Pela sua praticidade, o método do pulso cromatografico foi utilizado nos

outros ensaios realizados.

4.6. Caracterizacio do Leito
4.6.1. Determinacio da Porosidade do Leito

O primeiro momento do sistema ¢ dado pela equagio:

Tt.C(t).dt

SZ CZ

B =p (4.8)

TC(t).dt
0

Onde;
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SZ: sem zeodlita
CZ: com zedlita

O primeiro momento para o leito € dado pela diferenca entre os primeiros momentos
do sistema com e sem zedlita. Arnold et al. (1985) propuseram que o primeiro momento

para o leito € dado pela seguinte expressdo:

L to
pl=u®-u¥ = ;;(ab +(1 ~sb)ep)+ > (4.9)

Onde:

L ¢ a altura do leito (L = 1cm)

vp € a velocidade superficial (cm/min)

ty € o tempo de inje¢do da amostra (min)
€3 € a porosidade do leito

€p ¢ a porosidade da particula

Para uma substincia ndo-adsorvida no interior dos poros a equagio reduz-se a:

Lt
pr=p®—p¥ =g 4 — (4.10)
Vo 2

Pela equagfo 4.10, plotando-se L/v, x primeiro momento do leito para a respectiva

velocidade superficial, t€m-se uma reta cuja inclinagdio corresponde & porosidade do leito.

As figuras 4.18 a 4.22 mostram os experimentos realizados.
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Figura 4.18: Perfil de eluicfio de blue dextran (tracador) para vazao de 0,25

mL/min. (M) sem leito; (@) com leito (duplicatas).
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Figura 4.19: Perfil de eluicéio de blue dextran (tracador) para vazio de 0,50
mL/min, (W) sem leito; (®) com leito (duplicatas).
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Figura 4.20: Perfil de eluicéio de blue dextran (tracador) para vazio de 1,0

mL/min. (M) sem leito; (®) com leito (duplicatas).
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Figura 4.21: Perfil de eluicdo de blue dextran (tracador) para vazdo de 1,5

mL/min. (M) sem leito; (@) com leito (duplicatas).
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Figura 4.22: Perfil de eluicio de blue dextran (tracador) para vazio de 2,0

mL/min. (W) sem leito; (®) com leito (duplicatas).
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Figura 4.23: Primeiro momento do leito para diferentes velocidades superficiais.
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Plotando-se os valores do primeiro momento para diferentes valores de H/v tem-se a
porosidade do leito, correspondendo a inclinagdo da reta mostrada na figura 4.23. O valor
calculado foi de 0,58.

4.6.2. Determinacio do Tamanho Médio das Particulas

A figura 4.24 mostra a distribuigio de didmetro de particula obtida para a zedlita
Baylith WE 894 na forma Ba”*. Observa-se que predominam particulas com tamanho entre
53 € 125 pm (conforme o esperado, pelo peneiramento) e uma pequena parcela de finos. O

didmetro médio calculado foi de 78,724 um.

24
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1000,00
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Figura 4.24: Distribuicio de tamanho de particula.
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4.6.3. Composicio da Zeélita Trocada

A tabela 4.10 mostra a composicio da zedlita submetida a troca idnica com ions
Ba”*. Comparando-se com a zedlita de partida (tabela 4.2), observou-se que o percentual de
troca fons de ions Na' ficou em cerca de 69,35 %. Este percentual ¢ dado pela seguinte

expressdo:

84 inici -9
PST = %o inicial de Na — % final de Na (4.11)

% inicial de Na

No trabalho de Silva et al. (1998), para condi¢Ges idénticas de troca idnica, este
percentual foi de 69,58 % para uma zeolita de relagio SvVAI de 2,59 e 78,38 % para uma
zeolita de relagfo Si/Al de 1,77. Pode-se dizer, portanto, que a troca foi bem sucedida.

Tabela 4.10: Composicdo da zedlita trocada (forma Ba®").

Componente Teor (%)

Na,O 3,24
Al O3 24,14
Si0, 25,88

4.7. Analise de Sensibilidade

A sensibilidade de um sistema, como um conceito geral, refere-se a uma alteracdo
na varidvel de saida que pode ser atribuida a uma mudanga em um dos pardmetros do
sistema. Como uma medida, a sensibilidade tem um valor muito significativo para a

engenharia, pois permite avaliar possiveis alteragGes na saida do sistema.
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4.7.1. Fatores de Sensibilidade dos Parimetros da Coluna na Separacio Glicose-

Frutose

Neste estudo, foram realizados 5 experimentos. As variaveis estudadas foram:
temperatura, concentragdo, relagdo volume de pulso/volume da coluna (Vp/Ve) e
velocidade superficial. A tabela 4.11 mostra os ensaios realizados, descrevendo as

condigbes do ensaio de referéncia e dos ensaios com parametro alterado.

Tabela 4.11: Valores de referéncia e alterados para os parimetros da coluna na

separacio glicose-frutose.

Parimetro Valor de Referéncia | Valor Alterado | Fator de Alteracio
Temperatura 30°C 40°C 1,33
Concentragéo 20 g/l 50 g/l 2,50

Vp/Ve 0,1 0,2 2,00
Velocidade Superficial 0,127 cm/min 0,509 co/min 4,00

As figuras 4.25 a 4.29 mostram os perfis de concentragfio obtidos na saida da coluna

cromatografica como resposta aos pulsos injetados.
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Figura 4.25: Ensaio 1. Separacéo de glicose (A) e frutose (W) nas condicoes de
referéncia (T = 30 ’%C, Co=20 g/L, Vp/Ve = 0,1, vy = 0,127 cm/min).
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Figura 4.26: Ensaio 2. Separacio de glicose (A ) ¢ frutose (W) com alteracio da
temperatura. Condicdes: T = 40 °C, C, =20 g/L, Vp/Ve=10,1 ¢ v4 = 0,127 cm/min.
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Figura 4.27: Ensaio 3. Separaciio de glicose (A ) e frutose (W) com alteracio da
concentracio. Condicdes: T =30°C, C, =50 /L, Vp/Ve =0,1 e vp = 0,127 cm/min.
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Figura 4.28: Ensaio 4. Separaciio de glicose (A ) e frutose (W) com alteracio da relacio
Vp/Ve. Condiches: T =30 E'C, Co=20¢g/L, Vp/Vc=0,2 e vy = 0,127 cr/min.
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Figura 4.29: Ensaio 5. Separacio de glicose (A) e frutose (W) com alteraciio da
velocidade superficial. Condicdes: T = 30 ’%C, Co=20 g/L,

Vp/Ve =0,1 e vg = 0,509 cm/min.

A tabela 4.12 mostra as respostas obtidas para os ensaios anteriores, em termos de

eficiéncia de separagio (ES) e respectivos fatores de sensibilidade das varidveis em estudo.

Tabela 4.12: Sensibilidade dos parimetros sobre a eficiéncia de separacfio de glicose ¢

frutose, ES de referéncia foi de 1,28,

Ensaio Parimetro Alterado ES Sensibilidade (S)
2 Temperatura 1,94 1,55
3 Concentragéio 1,31 0,02
4 Vp/Ve 0,92 -0,08
5 Velocidade Superficial 0,92 -0,09
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A figura 4.30 ilustra a influéncia das varidveis sobre a eficiéncia de separagdio. As
eficiéncias de separagdo foram calculadas de acordo com o proposto por Lu & Lee (1987),

conforme ja descrito no item 4.5.2.
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Varidvel

Figura 4.30: Influéncia das varidveis do processo cromatogréfico sobre a eficiéncia de

separacio de glicose e frutose em termos de fator de sensibilidade.

A temperatura mostrou forte influéncia sobre o processo de separagdo (um aumento
desta melhora a eficiéncia do processo), enquanto que a concentragio praticamente nfio
influenciou a separagdo, e a relagdo volume de pulso/volume de coluna e velocidade

superficial mostraram uma influéncia pouco pronunciada.

Portanto, na condigéio de 40°C, concentragio de 20 g/ de cada componente, relagio
Vp/Vec de 0,1 e velocidade superficial de 0,127 cm/min foi obtido o melhor desempenho da
coluna, entre os experimentos realizados. A separagdo de glicose e frutose pode ser
comparada com os resultados obtidos por Cheng & Lee (1992). Utilizando uma zedlita BaY
na temperatura de 40°C, os autores conseguiram uma eficiéncia de separacio de 2,21, um

pouco superior a este trabalho, no entanto utilizando uma coluna de 90 cm ¢ 0,5 mL/min.
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A figura 4.31 mostra caracteristicas das fragOes recuperadas no Ensaio 2 (figura
4.26), correspondente as condigbes para o melhor desempenho da coluna entre os ensaios
propostos. Pode-se observar, no caso da glicose, o solauto menos retido (primeiro pico na
saida da coluna), que nas fragbes 6 a 8 tem-se glicose pura (frutose ndo detectada pela
CLAE), correspondendo a cerca de 40,55 % da glicose aplicada na coluna. De outra forma,
a partir da frac8o 12, tem-se fragSes com 95 % ou mais de frutose, correspondendo a cerca
de 51,09 % do total aplicado de frutose. Nas fracGes intermediarias t8m-se concentragdes
varidveis e significativas de ambos os solutos. Estes resultados mostram que a separagiio de

glicose e frutose em coluna de zedlitas nas condigdes propostas ¢ bastante promissora.
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Figura 4.31: Caracteristicas das fractes recuperadas na saida da coluna resultantes de
um pulso cromatogrifico de glicose e frutose. Condicoes: T =40°C, C =20 g/,
Vp/Ve=10,1 e v=0,127 coo/min (Ensaio 2).
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4.7.2. Fatores de Sensibilidade dos Parimetros da Coluna na Separacio Dextrana-

Fruotose

No estudo da separago de dexirana e frutose, utilizando a andlise de sensibilidade,
foram realizados 6 experimentos. As varidveis estudadas foram: temperatura, concentragio,
relagio volume de pulso/volume da coluna (Vp/Ve), velocidade superficial e peso
molecular da dextrana. A tabela 4.13 mosira os ensaios realizados, descrevendo as

condigdes do ensaio de referncia e dos ensaios com pardmetros alterados.

Tabela 4.13: Valores de referéncia e alterados para os parimetros da coluna na

separacfo dextrana-frutose.

Parametro Valor de Referéncia | Valor Alterado | Fator de Alteracio
Temperatura 30°C 40°C 1,33
Concentrago 20 g/l 50 g/L 2,50
Vp/Ve 0,1 02 2,00
Velocidade Superficial 0,127 ecm/min 0,509 cm/min 4,00
Peso Molecular 9300 73000 7.85

As figuras 4.32 2 4.37 mostram os perfis de conceniragdo obtidos na saida da coluna

cromatografica como resposta aos pulsos injetados.
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Figura 4.32: Ensaio 6. Separaciio de dextrana (@) e frutose (M) nas condicdes de
referéncia (T =30 °C, Cy =20 g/L, Vp/Ve = 0,1, vo = 0,127 em/min, PM = 9300).
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Figura 4.33: Ensaio 7. Separacfio de dextrana (@) e frutose () com alteragio da
temperatura. Condi¢bes: T = 40 ’'C, Co=20 g/L, Vp/Ve =0,1,
vo = 0,127 cm/min e PM = 9300.
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Figura 4.34: Ensaio 8. Separacio de dextrana (@) e frutose (M) com alteraciio da
concentracio. Condigbes: T = 30 °C, C, =50 g/L, Vp/Ve = 0,1,
vo = 0,127 cm/min e PM = 9300,
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Figura 4.35: Ensaio 9. Separacio de dextrana (@) e frutose (W) com alteracio da
relagio Vp/Ve. Condigées: T =30 °C, Cy =20 /L, Vp/Vc = 0,2,
vg = 0,127 em/min e PM = 9300,
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Figura 4.36: Ensaio 10. Separacio de dextrana (@) e frutose (M) com alteracéo da
velocidade superficial. Condicdes: T =30 °%C, Cy =20 g/L, Vp/Ve = 0,1,
vg = 0,509 cm/min e PM = 9300,
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Figura 4.37: Ensaio 11. Separaciio de dextrana (®) e frutose (W) com alteragfo do peso
molecular. Condigdes: T =30 °C, Co =20 g/L, Vp/Ve =0,1,
vo = 0,127 em/min e PM = 73000.
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A tabela 4.14 mostra as respostas obtidas para os ensaios anteriores, em termos de
eficiéncia de separagio (ES) e respectivos fatores de sensibilidade das variaveis em estudo.

A figura 4.38 ilustra a influéncia da varidveis sobre a eficiéncia de separagio.

Tabela 4.14: Sensibilidade dos parametros sobre a eficiéncia de separacio de dextrana

e frutose. ES do ensaio de referéncia foi de 2,01.

Ensaio Parametro Alterado ES Sensibilidade (S)
7 Temperatura 2,72 1,06
8 Concentragdo 2,16 0,05
9 Vp/Ve 1,02 -0,49
10 Velocidade Superficial 1,16 -0,14
i1 Massa Molecular 1,06 -0,07
1,2
0,8
° 04
3
::“'.;:
% 0,0 e —
(7] - Z .
5 L .—/ /Z
0.8
-1,2
Temperatura Concentragdo  Vp/Vc Vel. Sup. Peso Molecular
Variavel

Figura 4.38: Influéncia das variaveis do processo cromatografico sobre a eficiéncia de

separaciio de dextrana e frutose em termos de fator de sensibilidade.
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Observou-se influéncia mais pronunciada da temperatura (aumentando a eficiéneia
da separac@o com a elevagio da temperatura) e da relagfio Vp/Vc (diminuindo a eficiénecia
com o aumente do volume de pulso injetado). A concentragfio ¢ a velocidade superficial
tiveram influéncia bem menos pronunciada. A varidvel peso molecular, embora tenha
mostrado uma influéneia pouco pronunciada, deve ser considerada importante, pois um
aumento do peso molecular 2 faixas facilmente encontradas apés a reaglio enzimatica levaa

redugdes apreciaveis da eficiéncia de separagio da coluna.

Portanto, na condi¢io de 40°C, concentragio de 20 g/L de cada componente, relacio
Yp/Ve de 0,1, velocidade superficial de 0,127 em/min e peso molecular de 9300 foi obtido
o melhor desempenho da coluna, com uma eficiéneia de separacio de 2,72, bem superior a
obtida por Cavenaghi (1999). Neste trabalho foi possivel obter uma eficiéncia de separacio
de 1,08 utilizando resina de troca ibnica Dowex XUS-40285 com vaziio de 0,1 mL/min,
teito de 32 cm e temperatura de 60 °C. Também foi observado um aumento da eficiéncia
com o aumento da temperatura e redugfio da vazio de alimentaclc (ou velocidade
superficial). Convém ressaltar que Cavenaghi (1999) obteve eficiéncia de separacfo de 3,48
na separagdo de dextrana e frutose por permea¢fo em gel, utilizando uma coluna Hiload
16/60 da Pharmacia Fine Chemicals, contendo Gel Superdex 30, com vazio de 1 mL/min,
leitc de 60 cm e temperatura de 45 °C. No entanto, esta coluna ¢ de alto custo,

especificamente recomendada para fais separagdes.

A figura 4.39 mostra algumas caracteristicas das fragbes recuperadas no Ensaio 7
(figura 4.33), correspondente as condigSes para o melhor desempenho da coluna entre os
€nsaios propostos para separagio de dextrana e frutose. Analisando este grafico com
relaglo 4 dextrana, o soluto menos retido, observa-se que nas fragdes de 5 a 8 tem-se
dextrana 9300 pura, sem a presenca de frutose, o que corresponde a aproximadamente
87.54 % da dextrana aplicada na coluna. A partir da fragfo 10, tem-se fragbes com mais de
90 % de frutose, correspendendo a cerca de 93,97 % do total aplicado de frutose. Apenas a
fraco 9 possui quantidades aprecidveis de ambos os solutos. Estes resultados mostram que
a separaciio de dextrana 9300 e frutose em coluna de zedlitas nas condigdes propostas é

excelente, indicando um processo altamente eficiente.
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Figura 4.39: Caracteristicas das fracdes recuperadas na saida da coluna resultantes de
um pulse cromatografico de dextrana 9300 e frutose, Condighes: T = 40°C,
C=20g/L, Vp/Ve=0,1, v= 0,127 cm/min e PM = 9300 (Ensaioc 7).

4.8. Sintese Enzimatica
4.8.1. Sintese Sem a Presenca de Aceptor

A sintese de dextrana sem a presenga de aceptores foi realizada conforme descrito
ne item 3.2.10, em que a sacarose (50 g/L), sob a2 acdo da dextrana-sacarase de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F (40 UDS/mL), foi convertida em dextranas e frutose. A
figura 4.40 mostra o acompanhamento deste ensaio. Para estas curvas, a quantificaciio das

amostras foi feita por cromatografia liquida utilizando 2 coluna Shodex KS801 (3.2.13.6).

Com uma conceniragdo inicial de sacarose de 46,28 g/L, foi obtido come produto
final uma mistura contendo 22,61 g/L de frtose € 21,90 g/L. de dextrana (sacarose e glicose
nfio estavam presentes em quantidades detectiveis), correspondendo a um rendimento de

99,64 %, sendo este dado pela seguinte expressio:
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massa de dextrana produzida

= T (4.12)
0,475 x massa de sacarose inicial
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Figura 4.40: Acompanhamento da sintese de dextrana pela enzima dextrana-sacarase
de L. mesenteroides NRRL B-512F sem a presenca de aceptor.

(®) dextrana; (#) sacarose; (W) frutose.

A caractenizacdo do produto obtido foi feita pela analise da distribuigZo de peso

molecular por cromatografia de permeagéio em gel (GPC), sendo os resultados obtidos
mostrados na tabela 4.15.

Pela tabela 4.15, o produto caracterizou-se pelo elevado peso molecular de dextrana,
conforme esperado para a reagdo sem a presenga de aceptores. Estes resultados
assemelham-se aos obtidos por Cavenaghi (1999), que obteve 12,082 % de dextrana com

peso molecular acima de 100.000 Da, 0,162 % de dextrana clinica e 87,702 % com peso
molecular abaixo de 10.000 Da.

115



Capitulo 4: Resultados e Discusstes

Tabela 4.15: Caracterizacio do produto de sintese obtido na auséncia de aceptor.

Propriedade Valor
Mw 1.057.773
Frac@io com PM > 100.000 Da 14,68 %

Fragdo com PM entre 30.000 e 100.000 Da 1,69 %

Fragdo com PM < 30.000 Da 83,63 %

Fragdo com PM < 10.000 Da 82,55%

(incluindo oligossacarideos e monossacarideos)

Polidispersidade 2.157.8

4.8.2. Sintese na Presenca do Aceptor Maltose
O acompanhamento desta reagfio pode ser observado na figura 4.41.

A condicdo utilizada correspondeu a uma concentragfo inicial de 111,20 g/ de
sacarose, relagfo sacarose-maltose em torno de 4,1 e demais condigdes conforme o ensaio

anterior.

Houve formagdo predominante de oligossacarideos (maltooligossacarideos), com
peso molecular médio de 1.243 (determinado por GPC), ndo sendo observada a presenca de
dextranas de alto peso molecular ¢ dextrana clinica. O produto final apresentou, na
quantificagdio por CLAE, 77,74 g/L de oligossacarideos (usando como padrio dextrana
9300) e 53,51 g/L de frutose.
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Figura 4.41: Acompanhamento da sintese de oligossacarideos pela enzima dextrana-
sacarase de L. mesenteroides NRRL B-512F na presenca do aceptor maltose. (@)

oligossacarideos; (¢) sacarose; (A) maltose; (W ) frutose.
O rendimento pode ser definido conforme a equagfo 4.13, sendo que o valor
calculado foi de 96,43 %.

R = massa de oligossacarideos produzida
massa de aceptor inicial + 0,475 x massa de sacarose inicial

(4.13)

No trabalho de Paul et al. (1986) foi obtido um rendimento de 93 %. Neste trabalho
€ ainda apresentada uma correlagio que permite estimar o peso molecular em fungio da

relagdo massica sacarose-maltose do meio reacional. Esta correlagiio é descrita pela
equacdo 4.14.

Mw = 340 x (1 + 0,48 S’M) (4.14)

Por esta correlagdo o peso molecular € de 1.059,62, muito similar ao obtido
experimentalmente por GPC.
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4.8.3. Sintese na Presenca do Aceptor Glicose

A figura 442 mostra o acompanhamento da sintese enzimitica na presenga do

aceptor glicose, onde foi utilizado cerca de 150 g/L de sacarose e 30 g/L. de glicose.

No produto final observou-se a presenga de 22,90 g/L. de glicose, 67,29 g/L de
frutose e 75,10 g/L. de dextranas e oligossacarideos. Houve, portanto, pouco consumo de

glicose, nfio tendo estd atuado efetivamente como aceptor.
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Figura 4.42: Acompanhamento da sintese de oligossacarideos e dextrana pela enzima
dextrana-sacarase de L. mesenteroides NRRL B-512F na presenca do aceptor glicose.
(@) produtos de sintese (oligossacarideos e dextranas); () sacarose;

{A) glicose; (W) frutese.
Este fato justificaria a presenga de dextranas de aito peso molecular e peso

molecular meédio bem acima do esperado, conforme mostrado na tabela 4.16, bem como

baixo rendimento (74,89 %, conforme equacgio 4.13).
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Houve formagdo de oligossacarideos em maior proporgdo, quando comparado &
reacio semn aceptor, com formagio de dextranas de alto peso molecular em menor

proporgdo, associado a atuacio da glicose, mesmo em baixa proporgio, como aceptor.

Tabela 4.16: Caracterizaciio do produto de sintese obtido com a presenca

do aceptor glicose,

Propriedade Valor
Mw 242.382
Fragdo com PM > 100.000 Da 5,19 %

Frag@o com PM entre 30.000 ¢ 100.000 Da 0.80 %

Fracgdo com PM < 30.000 Da 94,01 %

Fracdo com PM < 10.000 Da 93,64 %

(incluindo oligossacarideos e monossacarideos)

Polidispersidade 438,76

4.9. Separacio dos Produtos de Sintese
4.9.1. Separacio dos Produtos da Reacgfio sem Aceptor

A figura 4.43 mostra o perfil de eluic@o obtido para os produtos de sintese da reagio
enzimatica sem a presenca de aceptor. As condigOes do ensaio foram as estabelecidas no
item 4.7.2, com temperatura de 40 °C, velocidade superficial de 0,127 cm/min e Vp/Vc de
0,1, correspondendo a um pulso de 2 mL do produto de sintese para uma coluna de 25 cm
de comprimento de leito e 1 cm de didmetro. O produto de sintese foi diluido na proporgéo
de 1:3, devido a alta viscosidade, tendo no pulso concentragfes de frutose e dextrana de,
respectivamente, 7,46 g/l e 7,30 g/L.
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Figura 4.43: Perfil de eluicao obtido para os produtos de sintese da reaciio sem

aceptor com diluiciio 1:3. (®) dextranas; (M) frutose.

A tabela 4.17 mostra os pardmetros da separagio em coluna dos produtos de sintese
da rea¢fio sem aceptor, comparando com os resultados obtidos com a mistura sintética em

condigGes similares (figura 4.33).

Houve redugio significativa na eficiéncia de separagfo quando comparado ao ensaio
com mistura sintética, adotado como referéncia, observando um maior tempo de retencio
para as dextranas sintetizadas ¢ menor tempo de retengdo de frutose. A hipdtese que pode
ser formulada seria que a dextrana de alto peso molecular, bem mais viscosa que o padrio
de peso molecular 9300, se deslocaria mais lentamente ao longo da coluna, levando a uma
banda mais larga no perfil de saida, acarretando uma separagio menos efetiva, com fracdes
coletadas contendo misturas de dextrana ¢ frutose. Por outro lado, o peso molecular elevado
podernia levar a uma obstrugio parcial dos poros da zedlita, dificuitando a difusfio interna da
frutose € conseqiiente acesso da frutose aos sitios de adsorcdo. Isto levaria a frutose ser
eluida um pouco mais rapido, provocando a redugio no tempo de retengio (diretamente

associado ao coeficiente de partigdo).
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Tabela 4.17: Parametros da separacio dos produtos de sintese e mistura sintética.

Parametro | Separaciio com Mistura Sintética | Separacfo dos Produtos de Sintese
Maext® 124,27 min 128,45 min
TP 169,19 min 162,84 min
| et~ Meru | 4491 34,39 min
6% g™ 157,17 min® 330,60 min®
o g 491,46 min’ 1000,13 min®
ES 2,69 1,43

¥ primeiro momento, correspondente ao tempo médio de retengdo

** segundo momento

Além disso houve discordédncia entre dextrana injetada e dextrana recuperada nas

fragOes eluidas, indicando provavel retengfo desta na coluna, o que dificultaria ainda mais

o transporte na coluna. A recuperacio foi de apenas 37,58 % para dextrana, enquanto que a

frutose foi totalmente recuperada. Observou-se, ao desmontar a coluna, que realmente

houve retengio de dextrana no seu interior.

Para amenizar o problema, aumentou-se a diluicdo da amostra de sintese (de 1:3

para 1:5). Neste caso, portanto, a alimentacéio continha 4,41 g/L. de frutose e 4,28 g/l de

dextranas.

Os resultados podem ser observados na figura 4.44 e tabela 4.18.
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Figura 4.44: Perfil de eluicio obtido para os produtos de sintese da reacfio sem

aceptor com diluicio 1:5. (@) dextranas; (W) frutose.

Tabela 4.18: Parimetros da separaciio do produto de sintese e mistura sintética,

Parimetro | Separagio com Mistura Sintética | Separacio dos Produtos de Sintese
Hetors™ 124,27 min 108,90 min
g™ 169,19 min 162,07 min
| Ltgext - Mg | 4491 53,17 min
67 4o 157,17 min’ 372,81 min®
gt 491,46 min’ 687,06 min®
ES 2,69 2,36

* primeiro momento, correspondente ao tempo médio de retengio
** segundo momento
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Com a dilui¢fo, a eficiéncia de separagfio subiu significativamente, ficando apenas
um pouco abaixo do ensaio com a mistura sintética. Houve redugio significante do tempo
de retencdo médio da dextrana, comparado ao ensaio anterior, possivelmente ocasionado
pela melhoria no fluxo da coluna. Para frutose observou-se 0 mesmo tempo de retengio,
levando a um aumento da diferenca entre os tempos de retengfio médios dos picos. Perdas

de dextranas, em relac8o 4 amostra injetada, ndo foram observadas.

Quanto aos segundos momentos, comparando com o ensaio com alimentagdo mais
concentrada, houve redugfo significativa de 6, , indicando menos espalhamento do pico

de frutose, mesmo assim em niveis superiores ao da mistura sintética.

4.9.2. Separacio dos Produtos da Reacio com Aceptor Maltose

Nesta separacio, os perfis de eluigdo dos produtos de sintese com aceptor maltose e
a comparagdo do processo com a mistura sintética sdo mostrados, respectivamente, na
figura 4.45 e tabela 4.19.
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Figura 4.45 Perfil de eluico obtido para os produtos de sintese da reaciio com aceptor

maltose. (@ ) oligossacarideos; (M ) frutose.
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Para alimentagio da coluna utilizou-se o produto de sintese descrito no item 4.8.2.
Apesar da menor viscosidade, quando comparado aos produtos que contém dextrana de alto
peso molecular, foi feita a diluig3o para posterior inje¢do da amostra, na proporgio de 1:3,
com concentragdes resultantes de 28,44 g/L de oligossacarideos e 19,15 g/L de frutose, a
fim de haver similaridade com a mistura sintética adotada como comparagio (concentragio

de cada componente igual a 20 g/L).

Observou-se neste ensaic uma boa concordincia com os dados obtidos com a
mistura sintética. Pode-se afirmar que os produtos de sintese da reagdio enzimatica com
aceptor maltose sZ0 os mais similares a mistura sintética, pois caracterizam-se pelo baixo
peso molecular, levando a solugGes bem menos viscosas, mesmo em concentragdes
relativamente altas. Os tempos de retengéo dos produtos de ambos ensaios foram diferentes,
mas dentro de uma variago aceitdvel para experimentos distintos, mas as diferencas entre
os tempos de retencdo foram muito préximas. A recuperagdo foi de 96,16 % para os

oligossacarideos e total para a frutose.

Quanto a0 segundo momento, para os oligossacarideos foi menor em relagiio a

mistura sintética, indicando pico bem estreito, e um pouco maior para frutose.

Tabela 4.19: Pardmetros da separac¢io do produto de sintese ¢ mistura sintética.

Parimetro | Separaciio com Mistura Sintética | Separaciio dos Produtos de Sintese
Hdoxt™ 124,27 min 131,16 min
Uau* 169,19 min 172,89 min
| et~ i | 44,91 41,73 min
% dax™* 157,17 min’ 110,31 min’
ot 491,46 min’ 655,47 min’
ES 2,69 2,54

* primeiro momento, correspondente ao tempo médio de retengio
** segundo momento
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4.9.3. Separacio dos Produtos da Reac¢io com Aceptor Glicose
Os resultados obtidos neste experimento sfo mostrados na figura 4.46 e tabela 4.20.

A alimenta¢fio for obtida pela diluigio de amostra de produtos de sintese na
proporciio de 1:5, com concentrages resultantes de 4,269 g/l de glicose, 13,145 g/L de
frutose e 15,268 g/1. de dexiranas.

Concentragfio {(g/L)
s

0 &0 120 180 240 300 360
Tempo (min)

Figura 4.46: Perfil de eluicfo obtido para os produtos de sintese da reacéio com

aceptor glicose. (@) oligossacarideos e dextranas; (A) glicose; (W) frutose.
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Tabela 4.20: Pardmetros da separaciio do produto de sintese e mistura modelo.

Pardmetro | Separacio com Mistura Sintética | Separacfio dos Produtos de Sintese
Lo 124,27 min 126,86 min
Hen™® 169,19 min 166,83 min
- 138,63 min 142,21 min
| Mot~ e | 44,91 min 39,97 min
| - b | 30,55 min 24.62 min
O™ 157,17 min’ 302,82 min®
o 491,46 min’ 1129,12 min’
o gt 124,54 min® 671,62 min’
ESgext-fra 2,69 1,65
ESgti-fu 1,94 0,83

Observou-se novamente uma redugiio na eficiéncia de separacio. As dextranas de
alto peso molecular estavam presentes, mas em menor proporgio, no entanto as
concentragbes utilizadas nesta sintese foram maiores, resultando num produto com
concentragdo mais elevada. A combinagfio de dextranas de alto peso molecular ¢ em
concentragio mais elevada levaria a dificuldades na difusdo interna dos monossacarideos.
Uma evidéncia deste fato foi nfio ter havido separagiio entre glicose e frutose, antes

ocorrendo de maneira eficiente, indicando uma dificuldade na adsorgsio de frutose.

4.9.4. Comentario Sebre a Separaciio dos Produtos de Sintese

Comparando-se os resultados obtidos nos itens 4.9.1, 4.9.2 e 4.9.3, pode-se dizer
que o ensaio em que utilizou-se o produto de sintese obtido pela reacfio enzimatica com

dextrana-sacarase atuando sobre sacarose, na presen¢a do aceptor maltose, foi o que

126



Capitulo 4: Resultados e Discussbes

apresentou melhor eficiéncia de separagdio, bem como o que mais assemelhou-se ao
correspondente ensaio com mistura sintética. Este produto de sintese, com predominéncia
de oligossacarideos de baixo peso molecular e, com a diluigéo, com concentragdes na faixa
de 20 g/L para cada componente, € muito similar & mistura sintética utilizada, também de
baixo peso molecular ¢ com concentragbes de 20 g/L. Conseguiu-se, neste ensaio, alta
eficiéncia de separacdo e recuperagio dos produtos. J4 nos demais casos (dextranas de
maior peso molecular) as eficiéncias foram menores, bem como a recuperagdo, ¢ que
concorda com a tendéncia observada na analise de sensibilidade em relago ao parimetro
peso molecular (item 4.7.2). Em relago a estes experimentos observou-se, no entanto, uma
melhoria do processo com a dilui¢io da amostra, mostrando que para produtos de sintese
com dextranas de alto peso molecular este pode ser um procedimento necessario. Um outro
aspecto que pode ser considerado em novos experimentos seria a utilizagdo de particulas
com maior didmetro, facilitando o escoamento destes produtos altamente viscosos ao longo
da coluna. No entanto, sabe-se que o aumento do tamanho de particula tende a diminuir a
eficiéncia dos processos de separagdo, pela menor area superficial disponivel para
interagdes, exigindo que esta alteragio leve em conta a adogdo de outros pardmetros

operacionais que compensem esta provavel diminuigo de eficiéncia.

4.10. Parimetros de Equilibrio e Transporte na Coluna

4,10.1. Modelagem Matematica de Uma Coluna Submetida a um Pulso

Cromatogrifico

Para a adsorciio em coluna cromatografica, pode-se descrever as seguintes equagdes de

balango (Cremasco et al., 2000), adotando as consideragbes citadas no item 3.2.12:

- balanco de massa do soluto na fase mével:

L{Cp— =)= 0 (4.15)

P

aC &C, aCmm(lmgb]Sk
2

2 = Hp
ot oz oz R

b

Onde:
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Can € a concentracio do soluto na fase mével;

E; ¢ o coeficiente de dispersio axial;

ke € o coeficiente convectivo de transferéncia de massa;
q ¢ a concentracfio do soluto na fase porosa;

R, € o raio da particula;

t € o tempo;

v € a velocidade intersticial;

z ¢ a distincia axial;

g3 € a porosidade do leito;

- balango de massa do soluto na fase porosa, considerando o equilibrio linear:

&q 16( ;6

o (416)
Onde:
D, ¢ a difusividade efetiva;

K ¢ o coeficiente de particéo;
r € 0 raio;

&€p € a porosidade da particula;

As condi¢Bes iniciais que descrevem a inje¢io do pulso do soluto na coluna

cromatografica sdo:

z=0,05t<t (4.17)
z=0,1>1 (4.18)
z>0,t=0,¢c=0 (4.19)
r=0,t=0,9=0 (4.20)

As condigdes de contorno sdo dadas por:

%’?’Irzﬂ ={ (421)
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3

k
apnp%r:m m-ﬁ—f-—(cm - qlr=Ro) (4.22)

P

Os primetro ¢ segundo momentos da curva cromatografica estfo relacionados 2 altura
do pico e a largura dessa curva, sendo definidos como:

iCi.ﬁ.Ati
o=

R (4.23)
ZCi.Ati
i=l

> Gt~ p) At
2 _ =l

of =i (4.24)
ZCs.A’ﬁ
i=1

Alguns autores utilizaram-se da transformada de Laplace-Carson aplicada nas
equacbes de balango que descrevem a fungfo do pulso cromatogrifico, obtendo

analiticamente o primeiro e segundo momentos da curva cromatografica. Estes pardmetros
correspondem a:

= £[l -{1" Zo ]K] (4.25)
v g,
Onde L ¢ o comprimento do leito.
2
- - R R?
o’ = (3}:][2;} 1+ 2% | +[—2}: 18 Jgaf Je e (4.26)
v AV g, \4 £, 3k; 15¢,D,

A eficiéncia de uma coluna cromatografica € avaliada por intermédio da altura

equivalente a um prato teérico (HETP), definida segundo a equagfo de van Deemter como:

HETP = L(;—z] (4.27)
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Substituindo as definigdes de p e o® nesta equagio tem-se;

- R?
HETP = 2[&j +2x2(1 8"’) R, (4.28)
A% €y 3kt ISEpr .

Onde:

¥ = {K{HC"&}KI } (4.29)
&b

Rearranjando a equagio 4.28 tem-se a seguinte expressio:

4]
L=B +av (4.30)
Sendo:
0 —
L m}mw-zf(l & -Ri)v 431)
g A 3ks
B= Q(E_) (4.32)
v
1-gs sz

= Dyl 433

&= ( &b J[lSapDJ (433)

Ao construir-se uma reta L x v € possivel obter o coeficiente efetivo de difusio por

intermédio da inclinagdo e o coeficiente de dispersio axial via interceptacio.

4.10.2. Determinacio dos Coeficientes de Particiio
4,10.2.1. Coeficiente de Parti¢io da Frutose

A figura 4.47 mostra os perfis de concentragio de frutose na saida da coluna para

diferentes vazbes de alimentagfo, a partir dos quais obtém-se 0s respectivos tempos de
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retencdo médios do soluto (primeiro momento), utilizando a equac@io 4.23. As condigbes
dos experimentos foram: temperatura de 40 °C, concentracio de frutose de 20 g/L e relagdio
Vp/Vc de 0,1 para uma coluna com 1 cm de didmetro ¢ 25 cm de leito formado por
particulas de zedlita na forma Ba®*. Estas condigdes correspondem as melhores entre as
testadas no item 4.7, tanto na separagio glicose-frutose quanto na separagio dextrana-
frutose.

12

Concentragfio (g/L)

0 60 120 180 240 300 360

Tempo (min}

Figura 4.47: Perfil de concentracio de frutose na saida da coluna

para diferentes vazbes de alimentacao.

O tempo de retencio médio de um pulso em um sistema linear esta relacionado ao
coeficiente de partic8o K pela seguinte expressdo proposta por Matijasevic & Vasic-Racki
(2000), onde L € o comprimento do leito, v € a velocidade intersticial e &, € a porosidade do

leito.:

&= 31[1 + (l:-%)l{} (4.34)
v Eb
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Esta equa¢do corresponde 4 equagiio 4.25. A porosidade do leito (g, = 0,58) foi
determinada anteriormente (item 4.6.1), pela técnica de pulsos cromatograficos utilizando
um soluto ndo retido (blue dextran, 2000 KDa), conforme Arnold et al. (1985). Plotando-se

tempo de retengéio e L/v (figura 4.48) tem-se uma reta com coeficiente angular igual a

1+ (8K | possibilitando o calculo de K.
&b

180

15C

120

90

60

Tempo de Retengfo {min)

30

0 20 40 60 80 100 120
L/v (min)

Figura 4.48: Grifico tempo de retengiio x L/v para a frutose.

O valor de K obtido para frutose foi de 0,71. Apesar de nfo ter-se disponivel dados
de K para o banho finito nas mesmas condigdes, pois estes foram determinados a 30 °c
(item 4.3.1), ¢ possivel afirmar que ha razoavel concordincia entre os dados, ao menos na
mesma ordem de grandeza (o valor de K na adsorgfo de frutose em banho finito foi de 0,82
a 30 °C). O coeficiente de correlagiio (r) foi igual a 0,996, valor superior ao encontrados em
banho finito (0,98), demonstrando uma boa resposta para o método utilizado. Além disso o
método mostrou-se de mais ficil execugdo, sendo uma alternativa as comumente utilizadas

técnicas em banho finito.
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4.10.2.2. Coeficiente de Particido da Glicose

A figura 4.49 mostra os perfis de eluicio obtidos para a glicose para diferentes
vazdes de alimentagdo da fase movel. As condigBes utilizadas nos ensalos correspondem
também as condigbes de melhor desempenho na separagfo entre as testadas: temperatura de
40 °C, concentragio de 20 g/L, Vp/Vc = 0,1 e mesma geometria da coluna (1 cm de

didmetro ¢ leito de 25 cm de comprimento).

Concentragio (g/L)

0 60 120 180 246 300 360

Tempo (min)

Figura 4.49: Perfil de concentraciio de glicose na saida da coluna

para diferentes vazoes de alimentacio.

Com os dados dos tempos de retengiio para cada vazdo utilizada (equagio 4.23), €
usando a metodologia proposta no item anterior, foi possivel o calculo do coeficiente de

parti¢do K na coluna, plotando-se L/v e tempo de retengdo (figura 4.50).

O wvalor de K obtido para glicose foi de 0,31, novamente ndoc podendo ser
comparado diretamente aos ensaios realizados em banho finito, onde K foi igual 2 0,12 na
temperatura de 30 °C (item 4.3.1). No entanto, o coeficiente de correlagio (r) foi igual a
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0,994, valor superior ao encontrados em banho finito (0,96), demonstrando uma boa

resposta para o método utilizado.

180

150

120

Tempo de Retengiio (min)
EN 8

w
o]

20 40 60 860 100 120
L/v (min)

Figura 4.50: Griéfico tempo de retencdo x L/v para a glicose.

O fator de seletividade para a separagdo glicose-frutose na coluna foi entdio calculado,
correspondendo & relagdo entre os coeficientes de partigdo (o = Kgw/Kgii ). O valor obtido
foi igual a 2,33, valor superior a0 encontrado para resinas de troca ibnica, como mostra a

tabela 4.21, demonstrando boa capacidade de adsorgfo e seletividade para frutose.
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Tabela 4.21: Comparacao entre experimentos de separacio

em coluna cromatografica.

Adsorvente Ku | Ky | « Referéncia

Zeblita CaY 55 °C 0,64 | 0,36 | 1,78 | Chinget al. (1987)

Duolite 0,52 | 0,36 | 1,44 | Ching et al. (1987)
(Ca™) 50 °C

Zeblita CaY 29 °C 0,78 1 0,38 | 2,02 | Hoetal. (1987)

Duolite 0,66 | 0,36 | 1,83 | Hoetal (1987)
(Ca®™28°C

Zeolita Bayer (Ba®") 40°C | 0,71 | 0,31 | 2,33 |  Este trabalho

4.10.2.3. Coeficiente de Particiio da Dextrana 9300

A figura 4.51 mostra os perfis de elui¢do de dextrana 9300 na coluna cromatografica

para diferentes vazdes de alimentagéo, nas condigdes ja citadas anteriormente.

A partir destes perfis, com o cdlculo dos tempos de retencio (equagdo 4.23), tem-se o
grafico representado na figura 4.52 e que permite o calculo do valor do coeficiente de
parti¢do para a dextrana 9300.

O valor de K obtido para dextrana 9300 foi de 0,13. O coeficiente de correlagdo (1)
foi igual a 0,994. Estes dados mostram a baixa capacidade de adsorgio da dextrana na
coluna, devida provavelmente a interages com apenas a superficie externa do adsorvente,
confirmando hipéteses anteriores, bem como a validade deste método na determinagio dos
parametros de equilibrio em coluna. Ndo ha dados disponiveis para adsorgdo de dextrana
em banho finito, para fins comparativos.

Quanto a separagio dextrana-frutose, os valores de K obtidos permitem estimar a
seletividade (definida como o = Kw/Kae ) em 5,46. Este valor elevado mostra novamente

a adsor¢do altamente preferencial de frutose neste processo de separagio.
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20
15+
a
2
‘23 10 e 01 mi/min
£ “W. 0,2 mL/min
o
g ™A 0,3 mL/min
< ey 0,4 mi/min
U “W. 0,5 mL/min
0 W T G W P WY
0 60 120 180 240 300 360
Tempo (min)
Figura 4.51: Perfil de concentracéio de dextrana na saida da coluna
para diferentes vazoes de alimentacio.
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Figura 4.52: Grifico tempo de retenciio x L/v para a dextrana 9300,
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4.10.3. Parametros de Transporte
4,10.3.1. Cilculo da Difusividade Efetiva e Dispersio Axial para Frutose

A figura 4.53 mostra os dados obtidos plotando-se HETP modificada x v, a partir do

modelo proposto.

No calculo da HETP modificada utilizou-se os seguintes parametros:

Raio da particula: 39,362 pm (item 4.6.2)

Difusividade molecular da frutose a 40 °C: 2,05.10™ cm®/min (Rampp et al., 2000)
Porosidade da particula: 0,43 (a partir da andlise estrutural da zeolita, item 4.2)

1,5

L2}

o
frel

hetp modificada (cm)
o
[=43

o
k™

079 M N
0.0 03 0.6 09 1.2 15

v {cm/min)

Figura 4.53: Grafico HETP modificada x v para frutose.

Para a frutose, o valor calculado para difusividade efetiva foi de 1,02.10° cm*/min e
a dispersdo axial foi dada pela expresséo E, = 0,131v. O coeficiente de correlagdo (r) obtido
foi de 0,985, demonstrando a validade do método utilizado.

No trabalho de Viard & Lameloise (1992), com a resina de troca i6nica Duolite
C204/21135, forma Ca™", foi obtido difusividade efetiva de 27.10° cm*/min a 30 °C e 59.10°
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cm’/min a 60 °C. Ja no trabalho de Cheng & Ruthven (1988), o valor de difusividade
efetiva para frutose em zeélita KX foi de 78.10° cm*/min. Portanto, o valor calculado neste

trabalho estd na mesma ordem de grandeza do obtido por Viard & Lameloise (1992).
4.10.3.2. Calculo da Difusividade Efetiva e Dispersdo Axial para Glicose

A figura 4.54 mostra os dados relativos a velocidade superficial x HETP modificada
para a glicose, que permite o calculo da difusividade efetiva e coeficiente de dispersdo.

L5

12+

09 r

HETP modificada

0,0 .
0.0 0.3 0,6 0.9 12 1,5

v {cm/min}

Figura 4.54: Grafico HETP modificada x v para glicose.

Os valores utilizados para raio da particula, difusividade molecular da glicose a 40

%C & porosidade da particula foram os mesmos utilizados no item anterior.

O valor calculado para difusividade efetiva da glicose foi de 5,59.107 cm?/min, ¢ a
dispersdo axial fol governada pela expressdo Ep, = 0,073v. O coeficiente de correlagdio foi
mais baixo (r = 0,919), mas considerado satisfatorio, podendo ser melhorado com um

numero maior de experimentos. O valor de difusividade, comparado ao da frutose, ¢ bem
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menor, 0 que pode explicar, 20 menos em parte, a mais fraca adsorgdo da glicose, pela

maior dificuldade de difusio interna.

No trabalho de Viard & Lameloise (1992), com a resina de troca idnica Duolite
C204/2115, forma Ca®", foi obtido para glicose difusividade efetiva de 72.10° cm*/min a 30
OC e 78.10° cm%min a 60 °C, enquanto que no trabalho de Cheng & Ruthven (1988) o

valor de difusividade efetiva em zeolita KX foi de 66.10” cm*/min.

4.10.3.3. Célculo da Difusividade Efetiva e Dispersido Axial para Dextrana 9300

A figura 4.55 mostra os dados obtidos de velocidade superficial x HETP modificada
para a dextrana 9300.

L5

121

0,9

0,6

HETP modificada (cin)

0,3

0,0 .
0,0 0.3 0,6 0,9 1.2 1,5

v (cm/min)

Figura 4.55: Grafico HETP modificada x v para dextrana 9300.

A difusividade molecular da dextrana foi estimada de acordo com a correlacio

proposta por Shao (2000), que relaciona a difusividade molecular (D) € peso molecular da
dextrana (Mw), descrita pela equagéio 4.35.
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Dy, (cm?/s) = 7,58.10 Mw % (4.35)

O valor calculado para difusividade efetiva da dextrana foi de 7,79.107 cm?/min,
valor bastante baixo, em concorddncia com a esperada exclusdo molecular para este
processo. A dispersdo axial foi governada pela expressio E, = 0,086v. O coeficiente de

correlagdo foi considerado adequado (r = 0,961).

4.10.4. Comentairio Sobre a Determinacio dos Parimetros de Equilibrio e Transporte

da Coluna

E imprescindivel o conhecimento dos pardmetros associados aos mecanismos de
adsorgio, como os pardmetros de equilibrio (coeficiente de parti¢io) e de transferéncia de
massa (difusividade efetiva, dispersdo axial), independente do processo de separacio

utilizado: cromatografia em batelada ou sistemas continuos como o leito movel simulado.

Para as separaces abordadas neste trabalho, glicose-frutose e dextrana-frutose, o
leito movel simulado parece ser uma técnica adequada para conciliar alta eficiéncia de
separagéo ¢ alto rendimento. Neste caso, a disponibilidade de valores representativos para
os pardmetros citados pode permitir, a partir de modelos matematicos adequados, a
simulagdo e otimizagdo do mesmo, levando a predi¢do do comportamento do sistema

quanto ao rendimento ¢ pureza dos extratos, delineando os procedimentos experimentais.

O método de respostas a pulsos cromatograficos, utilizado neste trabalho, mostrou-
se util na determinagiio de tais pardmetros, preenchendo wma lacuna quanto 2

disponibilidade de dados para frutose, glicose e, em particular, para dextrana.
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Capitulo 5

CONCLUSOES

Neste capitulo sfio apresentadas as principais conclusdes obtidas com este trabalho.
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¢ O estudo do equilibrio da adsorgdo de frutose e glicose puras mostrou que a zedlita
Baylith WE-894 trocada com ions Ba®" apresentou os melhores resultados, com alta
capacidade de adsor¢éo de frutose e baixa capacidade de adsorgfio para glicose. Para
todos os cations testados, o modelo linear foi adotado, sendo que o pardmetro que
caracteriza a adsorgdo ¢ o coeficiente de partigdo K. Para o caso da zedlita trocada com
ions Ba’" as isotermas foram definidas como: para a frutose, g*=0,82c*; e para glicose,
q*=0,12c*. Em termos de adsor¢io da frutose, os resultados foram superiores aos

encontrados para resinas de troca idnica.

¢ Nos ensaios preliminares realizados em coluna de leito fixo, tanto por analise frontal
como por respostas a pulsos cromatograficos, utilizando misturas de glicose e frutose,
observou-se melhoria do processo pela troca idnica, a0 comparar-se com a zedlita de
partida (forma sodica), tanto em termos de tempo de ruptura na analise frontal como em

eficiéncia de separagio nos perfis de eluigio obtidos pela injeg@o de um pulso.

e O leito de zedlitas foi caracterizado, determinando sua porosidade (g = 0,58) ¢ as
propriedades da zedlita modificada, incluindo percentual de troca de ions sddio,
mostrando que a troca idnica foi eficiente, e distribui¢fio de tamanho de particula
(didmetro médio de 78,724 um).

» No estudo da separagio de glicose e frutose, com a técnica de andlise de respostas a
pulsos cromatograficos, utilizando a metodologia da analise de sensibilidade, verificou-
se que a temperatura mostrou efeito pronunciado sobre a eficiéncia de separagio, sendo
que o aumento da temperatura de 30 °C para 40 °C resultou num aumento da eficiéncia
de 1,28 para 1,94 (S=1,55).

e Jana separagdo de dextrana e frutose, temperatura e volume injetado mostraram um
efeito pronunciado na separagfio. O aumento de temperatura de 30 °C para 40 °C

aumentou a eficiéncia de 2,01 para 2,72 (S = 1,06) e o aumento da relacio Vp/Ve
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(volume do pulso injetado de 10% para 20 % do volume total da coluna) reduziu a

eficiéncia de separagéo de 2,01 para 1,02 (S = -0,49).

+ Como esperado, o peso molecular da dextrana também ¢ um importante fator a ser
considerado no processo. Dextranas de alto peso molecular levam a redugfio da

eficiéncia de separagfio da coluna.

¢ O melhor resultado na separagio de glicose e frutose foi obtido a 40 °C,
concentracio de 20 g/l de cada componente, velocidade superficial de 0,127 cm/min
(vazdo de 0,1 mL/min) e Vp/Vc igual a 0,1 {(volume injetado correspondente a 10 % do

volume total da coluna), com uma eficiéncia de separaciio de 1,94.

* O methor resultado obtido na separagio dextrana-frutose foi a 40 °C, concentragdo
de 20 g/ de cada componente, velocidade superficial de 0,127 cm/min (vazio de 0,1
mL/min) e Vp/Vc igual a 0,1 {volume injetado correspondente a 10 % do volume total

da coluna) e um peso molecular de 5300, com eficiéncia de separacgo de 2,72.

e Em ambos os casos de separago, as eficiéncias de separagdo obtidas puderam ser
consideradas elevadas, sobretudo no caso da separagio dextrana-frutose, com valores
muito superiores aos encontrados para resinas de troca ibnica. Isto mostrou que o uso de

zedlitas como adsorvente ¢ promissor para as separacdes estudadas.

o Também estudou-se a separagio dos produtos de reacdo obtidos pela agio da
enzima dextrana-sacarase sobre sacarose na auséncia e presenca de aceptores (glicose e
maltose) em coluna de leito fixo, utilizando o método de respostas a pulsos
cromatograficos na temperatura de 40 °C e vazio de 0,1 mL/min, tendo-se obtido
resultados promissores, em concordincia aos obtidos com as misturas sintéticas, sendo
gue o peso molecular dos produtos de sintese e sua concentragdo mostraram-se fatores

importantes a serem considerados.
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+ Qs parimetros de equilibrio, cinéticos e de transporte de frutose, glicose e dextrana
9300 em coluna de leito fixo a 40 °C foram determinados, calculando-se o coeficiente
de particdo, difusividade efetiva e dispersfio axial, usando o método de respostas a
pulsos cromatograficos, que mostrou-se satisfatorio. Os valores obtidos para os
coeficientes de parti¢io foram 0,71 para frutose, 0,31 para glicose, com seletividade de
2,33; ¢ 0,13 para dextrana 9300, com seletividade de 5,46. Com relagio & dispersio
axial, esta mostrou-se dependente da velocidade interticial. Os valores para difusividade
efetiva foram 1,02.10® cm*/min para frutose, 5,59.107 cm*min para glicose e 7,79.10°
cm’/min para dextrana 9300.

¢ A metodologia de anélise de respostas a pulsos cromatograficos mostrou-se eficaz,

tanto na avaliagdio da influéncia de varidveis sobre a eficiéncia de separagdo como na

determinacdo de pardmetros de equilibrio, cinéticos ¢ de transporte.
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Capitulo 6

SUGESTOES E RECOMENDACOES

Neste capitulo sdo apresentadas algumas sugestOes para trabalhos futuros.
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¢ O leito movel simulado € um método com potencial econdmico para separagdo e
purificagdo de produtos naturais, pois consiste de um processo continuo, com maior
produtividade, maior recuperagio do produto e maior pureza, quando comparado com
os processos cromatograficos em batelada. Portanto, o estudo deste processo aplicado &
separagdo de glicose e frutose, bem como dextrana e frutose, ¢ um campo que pode ser
explorado, tanto na modelagem matematica e otimizagdo, utilizando os pardmetros de
equilibrio, cinéticos e de transporte obtidos neste trabalho, quanto na realizagio de um
estudo experimental.

» Estudos complementares de separagdo em coluna, utilizando produtos resultantes da
agdo da dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F,
particularmente aqueles de alto peso molecular, poderfio ser realizados, a fim de
minimizar os problemas observados. Testes com particulas de maior didmetro, e
conseqiiente maior porosidade do leito, podem ser interessantes, considerando também

as demais varidveis operacionais.

* O estudo de reagdo e separagdo simulténeos, em uma coluna cromatografica, em que
a alimentagdo consiste de um pulso contendo a enzima dextrana-sacarase € o substrato
sacarose, € um campo de estudo promissor, podendo ser verificado o efeito da remocéo

simultinea da frutose sobre rendimento e peso molecular dos produtos de sintese.

* Ensaios de adsor¢do com zeolitas modificadas com outros cétions de compensacéo,
visando uma adsor¢do preferencial de glicose, em misturas de glicose-frutose, &
interessante, podendo a técnica ser aplicada a processos enzimaticos como a sintese de
frutooligossacarideos, linha de pesquisa também desenvolvida no Laboratério de
Engenharia de Bioprocessos da FEA/UNICAMP. Nesta rea¢do enzimatica a glicose é
mibidora da reagdo, sendo desejada a sua remoc¢fo durante a sintese. Além disto,
aumentaria o valor agregado do produto (frutooligossacarideos), pela remogiio de

monossacarideos presentes.
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